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RESUMO

A utilizacdo de microalgas para o tratamento de aguas residudrias e para geracao de
biomassa viavel a producéo de lipidios € uma opc¢éo atraente em termos de reducéo dos custos
e para que o processo seja sustentavel. Partindo dessa concepcéo, o efluente domestico de trés
etapasda Estacéo de Tratamento de Esgoto- Centro, localizada na cidade de Petrolina-PE, foram
utilizados para o cultivo de microalgas, a fim de avaliar o potencial para producéo de lipidios e
também a remocdo de nutrientes e matéria organica residual presentes nesses efluentes. Foram
realizados quatro experimentos independentes com trés espécies de microalgas (Desmodesmus
subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris), avaliandodiferentes variaveis: |-
indculo inicialde microalgas em relagédo aoefluente, 11- metabolismos autotréfico, heterotrofico
e mixotrofico, Il1- diferentes etapas do tratamento da ETE Centro, IV-efluente com e sem
filtracdo, V- efluente com e sem autoclavagem, VI- reducédo dos nutrientes ao longo do cultivo
e VII- microalgas cultivadas de forma suspensa e imobilizada. Durante o experimento, foram
avaliadas a densidade celular, taxa de crescimento, a remocdo de DQO, NTK, NH4* e P,
conteddo, percentual de 6leo e quantificacdo de estéres metilicos de acidos graxos (FAME’s).
Houve avaliacdo comparativa através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallise teste de
Dunn. Na etapa 1 do estudo, o pré-tratamento do efluente com utilizacdo de filtracdo nédo
reduziu a populacdo de microrganismos predadores e ndo gerou diferencas significativas
guando comparado ao efluentesem filtracédo; a espécie D. subspicatus,nos cultivos autotréficos
e mixotréficosapresentou valores mais elevados de densidade celular (> 107 cel/mL), quando
comparados ao cultivo heterotrofico (10° cel/mL) e provavelmente a densidade mais baixa pode
estar relacionada a falta de fonte de carbono orgéanico, que ndo foi suprida pelos compostos
existentes no efluente. Na etapa 2, a autoclavagem foi eficaz na redugdo microrganismos
predadores, porém, eliminou também as bactérias heterotréficas, que demonstraram em alguns
tratamentos, uma relacdo mutualistica positiva, aumentando a densidade celular, taxa de
crescimento e acimulo de lipidios totais. Na etapa 3, foram avaliadas as densidades e taxas de
crescimento das trés espécies de microalgasde forma comparativa e a D. subspicatus e a C.
vulgaris destacaram-se no acimulo de lipidios totais apresentando valores superiores a 30%.
Na 4 etapa, a imobilizacéo das microalgas com alginato de célcio ndo gerou maiores eficiéncias
na remocao de nutrientes, matéria organica residual, como tambem néo apresentou valores mais
elevados de acumulo lipidico, quando comparadas as algas suspensas. O 6leo extraido dos
cultivos autotréfico com células suspensas e imobilizadas foi caracterizado via CG-MS e o0s

principais FAME’s encontrados foram C16:0-C18:0. Em relacdo as eficiéncias de remoces de



DQO, NH4", NTK e P, foram de modo geral elevadas, em todas as etapas, principalmente nos
cultivos com metabolismos autotrdficos e mixotréficos. Houve remogéo total de NH4*, mesmo
antes do 7° dia de cultivo e este estresse nutricional esteve correlacionado com maior acimulo
de lipidios por grama de biomassa. O metabolismo mixotrofico apresentou resultados bastante
promissores, podendo ser uma alternativa para reducdo de custos em sistemas integrados de

cultivo.

Palavras-chave: Cultivo de microalgas. Remocao de nutrientes. Remoc¢édo de matéria organica.
Producdo lipidica.



ABSTRACT

The use of microalgae for wastewater treatment and viable biomass generation for lipid
production is an attractive option in terms of cost reduction and for the process to be sustainable.
From this conception, the three-stage domestic effluent from the Sewage Treatment Center-
Center, located in the city of Petrolina-PE, were used for microalgae cultivation, in order to
evaluate the potential for lipid production and also the removal of nutrients and residual organic
matter present in these effluents. Four independent experiments were carried out with three
microalgae species (Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus and Chlorella vulgaris),
evaluating different variables: I- initial inoculum of microalgae in relation to effluent, Il-
autotrophic, heterotrophic and myxotrophic metabolism, I1I- different stages treatment of the
WWTP, IV-effluent with and without filtration, V- effluent with and without autoclaving, VI-
reduction of nutrients throughout cultivation and V1I- microalgae suspended and immobilized.
During the experiment, cell density, growth rate, removal of COD, NTK, NH4"and P, content,
oil percentage and quantification of fatty acid methyl esters (FAME’s) were evaluated. There
was comparative evaluation through the nonparametric Kruskal-Wallis test and Dunn's test. In
step 1 of the study, the pretreatment of the effluent with filtration did not reduce the population
of predatory microorganisms and did not generate significant differences when compared to the
effluent without filtration; D. subspicatus species, in autotrophic and myxotrophic crops,
presented higher cell density values (> 107 cell / mL) when compared to heterotrophic culture
(10° cell / mL) and probably the lowest density may be related to lack of source organic carbon,
which was not supplied by the existing compounds in the effluent. In step 2, autoclaving was
effective in reducing predatory microorganisms, but also eliminated heterotrophic bacteria,
which demonstrated in some treatments a positive mutualistic relationship, increasing cell
density, growth rate and total lipid accumulation. In step 3, the densities and growth rates of the
three microalgae species were compared comparatively and D. subspicatus and C. vulgaris
stood out in the accumulation of total lipids with values above 30%. In the fourth step, the
immobilization of microalgae with calcium alginate did not generate higher efficiencies in the
removal of nutrients and residual organic matter, nor showed higher values of lipid
accumulation when compared to suspended algae. The oil extracted from autotrophic cultures
with suspended and immobilized cells was characterized via CG-MS and the main FAME’s
found were C16: 0-C18: 0. Regarding the removal efficiencies of COD, NH4*, NTK and P, they
were generally high in all stages, especially in cultures with autotrophic and myxotrophic



metabolism. There was total removal of NH4" even before the 7th day of cultivation and this
nutritional stress was correlated with higher lipid accumulation per gram of biomass.
Myxotrophic metabolism showed very promising results and may be an alternative for cost

reduction in integrated cultivation systems.

Keywords: Microalgae cultivation. Nutrients removal. Organic matter removal. Lipid

production.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de microalgas em processos de tratamento de efluentes sdo uma das mais
variadas formas de aplicacdo destes microrganismos que com base no metabolismo de
crescimento, utilizam principalmente de luz, carbono, nitrogénio e fésforo na forma orgénica e
inorganica, sendo possivel associar a producdo de biomassa e subprodutos, & remocdo de
contaminantes presentes nos efluentes (PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011). As
microalgas sdo organismos fotossintéticos oxigénicos que tém a capacidade de crescer
rapidamente e sintetizar grandes quantidades de macromoléculas (carboidratos, proteinas,
lipidios e etc.) e muitos produtos quimicos (por exemplo, carotendides, ficobilinas, acidos
graxos poliinsaturados e polissacarideos sollveis em agua) (UNNITHAN; UNC; SMITH,
2014).

Recentemente, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para producéo de biocombustiveis
a partir dos lipidios produzidos nas células das microalgas, que podem ser uma alternativa a
atual exploracdo insustentavel de outros recursos naturais para produzir combustiveis. Contudo,
apesar da alta produtividade de biomassa de microalgas, 0s custos de producdoainda ndo sdo
atrativos para a aplicacdo efetiva no mercado (DEMIRBAS, 2011). Sendo assim, as pesquisas
estdo se concentrando em tecnologias para diminui¢ao destes custos e nesta pespectiva o uso
de efluentes domesticos ou industriais no cultivo das microalgas podem oferecer uma
abordagem de baixo custo e eficaz para remover o excesso de nutrientes e outros contaminantes,
sendo utilizadas também como uma forma de tratamento terciario, além de evitar a eutrofizacédo
de corpos hidricos receptores (LUO; LE-CLECH; HENDERSON, 2017).

Existe uma diferenca significativa entre 6leo produzido por microalgas e o produzido
por culturas oleaginosas, que € a produtividade lipidica (DEMIRBAS, 2011). As microalgas
sdo capazes de produzir durante o ano todo, ou seja, ndo séo dependentes das condicOes
climaticas, ndo requer a utilizacdo de herbicidas e pesticidas, podem ser produzidos coprodutos
valiosos com a biomassa residual, bioetanol e metano através da fermentacdo da biomassa
(HARUN; DANQUAH, 2011).

A otimizacdo dos sistemas de cultivo de microalgas e maximizacdo da producdo de
lipidios, além da determinag@o dos métodos mais eficientes para colheita, extracdo do 6leo, séo
necessarias para tornar a producdo do biocombustivel a partir das microalgas mais
sustentavel(PERRINE; NEGI; SAYRE, 2012).Algumas destas condi¢Bes de cultivo das
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microalgas estdo sendo manejadas pelos pesquisadores que ja relataram que as microalgas
podem produzir mais Oleo em condi¢Ges de estresse ou condi¢bes desfavordveis, em

comparacdo com as condicdes “Otimas” de crescimento(YEH; CHANG, 2012).

Existem varios tipos de sistemas de cultivos, onde as culturas suspensas ou
imobilizadas de microalgas podem atuar. Tém-se os sistemas abertos, fechados e os hibridos
(LARSDOTTER, 2006). O cultivo de sistema aberto compreende lagoas de alta taxa, lagoas de
rolamento (raceway ponds paddle), tanques e lagoas circulares (SANTQOS, 2017). O cultivo em
sistema fechado pode ser realizado em fotobiorreatores tubulares, de painel plano ou do tipo
carrossel (MENDOZA et al., 2013). E por fim o cultivo em sistema hibrido que une as
vantagens, em duas fases, com utilizagdo dos dois sistemas acima citados. Primeiramente é
realizado o cultivo em um reator fechado e depois a biomassa é transportada para sistemas
abertos (CAl et al., 2013).

Outro fator importante, que potencializa as vantagens da producéo de lipidios através
do cultivo de microalgas,estarelacionadoaos tipos de metabolismos (autotroficos,
heterotroficos, mixotréficas efotoheterotroficos) que algumas espécies possuem e a capacidade
demodificarem o metabolismo como resposta as alteracfes no meio (CHEN et al., 2011). A
compreensdo e exploracdo destas formas de metabolismo permite aplicar as microalgas
estratégias de cultivos visando o0 aumento da producdo de biomassa algal, e seus coprodutos em

grandes escalas.

Neste contexto, o presente estudo avaliou diferentes condicdes de cultivo das espécies
de microalgas Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris em
esgoto domésticocom o objetivo de proporcionar amaior producdo lipidica,comotambém,
visando a remocdo de nutrientes e matéria organica residual, para que os resultados possam
subsidiar a aplicagdo em sistemas integrados de cultivo em larga escala para tratamento de

efluentes e producdo de biodiesel.
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2 OBJETIVOS

Os experimentos foram realizados através do cultivo de espécies de microalgas em
laboratdrio utilizando efluentes domésticos, com intuito de avaliar a viabilidade de producao
lipidica e a remocdo de matéria organica residual e nutrientes para que o0s resultados possam

subsidiar a utilizagdo em sistema de tratamento de efluentes em grande escala.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes condi¢cBes de cultivo das espécies de microalgas Desmodesmus
subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris em efluentes domésticos para remocao

de nutrientes, matéria organica residual e producéo lipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a densidade celular e producéo lipidica das microalgas utilizando os metabolismos
autotroficos, heterotroficos e mixotroficos;

2. Avaliar comparativamente efluentes de diferentes etapas de uma estacdo de tratamento de
esgoto como meio de cultivo de microalgas;

3. Investigar a influéncia do indculo inicial de microalgas na densidade celular do cultivo e
producdo lipidica;

4. Estudar a interferéncia da presenca microrganismos predadores no cultivo de microalgas;

5. Verificar a eficiéncia na remocédo de matéria organica residual e nutrientes presentes no
efluente utilizado como meio de cultivo das microalgas;

6. Avaliar o efeito da reducdo da concentracdo dos nutrientes ao longo do cultivo das
microalgas como um fator para estimulagdo do acimulo de lipidios nas células;

7. Avaliar efeito da imobilizacdo das microalgas comparando com o cultivo em suspenséo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cultivo massivo de microalgas tem sido alvo de interesse em diversos setores da
bioindustria, no Brasil e no mundo. A capacidade desses organismos em produzir biomoléculas
de relevante valor comercial, tais como pigmentos carotenoides, carboidratos, proteinas e
principalmente lipideos em forma de &cidos graxos poli-insaturados, tem sido a raz&o para
tamanho interesse industrial, principalmente industriais do setor energético (KOMAKI 1998).
Atrelado a producdo de biomoléculas, as microalgas podem também ser exploradas para
remover nutrientes das aguas residudrias, bem como a uma tecnologia biofixagdo didxido de
carbono, que pode reduzir a emissao carbono de todo o processo de tratamento (ARBIB et al.,
2012).

3.1 CULTIVO DE MICROALGAS

Para realizar o cultivo de microalgas em grande escala é necessario primeiramente
determinar o objetivo do cultivo, conhecer a espécie que melhor se adapta as condicdes
ambientais, ter conhecimento aprofundado sobre metabolismo, demandas nutricionais,
fisiologia e etc. (LUO; LE-CLECH; HENDERSON, 2017).

Sendo assim, tém sido desenvolvidos primeiramente cultivos experimentais em sistemas
abertos ou reatores em pequena escala, para manejo de varias espécies e condicGes de cultivo,
com o objetivo do desenvolvimento de tecnologias que possam resolver alguns problemas
relacionados ao cultivo em larga escala para producdo de diversos subprodutos (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

No cultivo experimental de microalgas acontece o isolamento da cepa e inoculacéo da
espécie escolhida em meio aquoso contendo nutrientes. Em laboratério, utilizam-se meios de
cultura com concentragdes de macro e micronutrientes pre-estabelecidas e o cultivo geralmente
é feito em ambiente fechado, com iluminacdo artificial e temperatura controlada. Tal
procedimento permite ndo somente a producdo de biomassa, mas também fornece informagdes
basicas sobre as espécies cultivadas, Uteis para o conhecimento de seu ciclo de vida, ecologia e
fisiologia. As espécies podem ser também submetidas a estresses visando obter respostas
fisioldgicas das culturas, pela manipulacdo das condi¢BGes de cultivo, como: iluminacéo,

aeracdo, pH ou concentragdes de nutrientes do meio de cultura (LOURENCO, 2006).
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Para a producgdo de biomassa de microalgas em sistemas de grande escala, ha diversos
tipos de sistemas de lagoas abertas, podendo variar desde lagoas circulares que apresentam
equipamentos mecanizados para mistura da cultura; a lagoas simples, sem aparato mecanico
para mistura. A raceway paddle ponds, também conhecidas como lagoas de rolamento, séo
compostas basicamente de canais independentes de circuito fechado de recirculagdo, com cerca
de 20 a 30 cm de profundidade, onde o fluxo gerado pela turbina € guiado em torno de curvas
e a mistura € promovida pela agitacdo de pas. Sdo tanques de facil manutencao, o qual permite
a limpeza do biofilme acumulado na superficie (AZEREDO, 2012; FRANCO et al., 2013).

Apesar dos menores custos e facilidades operacionais da producéo de microalgas em
sistema abertos, a maior parte das pesquisas e experimentos estdo sendo realizadas atualmente
com o cultivo de microalgas em fotobireatores, que apresentam uma grande variedade de
designs e configuracdes. Entre as mais utilizadas encontram-se: as tubulares, em colunas e em
placas (ERIKSEN, 2008).

No cultivo de microalgas para producdo de lipidios em sistemas fechados, o objetivo é
aumentar a biomassa de algas e a concentracdo de lipidios. O crescimento de microalgas pode
ser maximizado através do aumento da disponibilidade de nutrientes, e, portanto, através da
promocdo de condi¢des analogas as condicdes eutroficas naturalmente encontradas e também
submetendo as espécies a estresses ambientais para promover o acimulo de dleo na célula
(SCOTT; DAVEY; DENNIR, 2010).

3.2 SELECAO DAS ESPECIES PARA CULTIVO

As algas compreendem um grupo muito diverso de organismos que crescem emvariados
tipos de ambientes com diferentes parametros ambientais, como, por exemplo, concentracéo de
nitrogénio e intensidade luminosa. Sendo assim, quando o objetivo é utilizar esses organismos
como mateéria-prima paraa producao de lipidios e outros produtos com valor comercial, faz-se
necessario realizar uma triagem e caracterizacdo de espéecies que possuam umafisiologia

adequada a producéo de cada tipo de produto.

As espécies de microalgas que sdo utilizadas para producéo de lipidios sdo geralmente
as algas verdes aquaticas e unicelulares (Divisdo Chlorophyta). Existem pesquisas mais
recentes que também estdo testando a Divisdo Cyanophyta. As algas da Divisdo Chlorophyta
sdo caracterizadas por altas taxas de crescimento e elevadas densidades populacionais. Em boas
condicOes, as algas verdes podem dobrar sua biomassa em menos de 24h. Além disso, as algas
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verdes possuem elevados contetdos lipidicos e esse elevado rendimento e densidade de
biomassa é ideal para o cultivo intensivo (CHISTI, 2007).

3.2.1 Género Scenedesmus

O género Scenedesmus pertence a familia Scenedesmaceae, Ordem Chlorococcales,
Classe Chlorophyceae e divisdo Chlorophyta (LEE, 2008). Possui clorofila a e b, xantofilas e
o0s carotenodides a, B e y. O produto fotossintético de armazenamento ¢ o amido, que é composto
de amilose e amilopectina e, ao contrario de outras algas, € formado dentro do cloroplasto
(REYNOLDS, 2006). A morfologia pode variar consideravelmente pela alteracdo do meio de
cultura onde estdo crescendo (EGAN; TRAINOR, 1989). Em meio com pouco fosforo ou sais
minerais, este género é induzido a crescer como Unica célula e quando privado de nitrogénio,

podem ocasionalmente formar zoosporos (TRAINOR, 1992).

As espécies do género Scenedesmus vém sendo apontadas nos Gltimos anos como as
mais eficientes no processo de fixagdo de CO> acoplado ao tratamento de &guas residuarias e a
sintese de lipidios para a producédo de biodiesel (CAl et al., 2013; TANG et al., 2011; XIN et
al., 2010). Estudos de Xin, Hong-Ying e Yu-Ping (2011) selecionaram Scenedesmus sp. para a
producdo de Oleo e apontaram seu elevado acimulo nas células e capacidade de resistir a
variacfes ambientais extremas e resisténcia as elevadas concentrac@es de nutrientes de aguas

residuarias.

O género é comumente encontrado em ambientes eutdficos ouem estudos de
identificacdo de espécies de microalgas em lagoas de estabilizagdo. Shanthala et al. (2009)
identificou 71 espécies de algas em lagoas de estabilizacdo no estado de Karnataka, na india,
com um predominio do género Scenedesmus.Paiva (2012) realizou a identificagdo de espécies
de microalgas em uma lagoa de polimento do municipio de Rio Formoso, PE, e as espécies

Scenedemusobliquus e Scenedemus accusforam bastante abundantes.

3.2.2 Género Desmodesmus

Este género pertence a Ordem Sphaeropleales, Classe Chlorophyceae, Divisdo
Chlorophyta. As espécies do género Desmodesmus séo livres flutantes, formadas por duas,
quatro, oito ou 16 células fusiformes, elipsoidais ou cilindricas dispostas lado a lado em série

linear. Cada célula é uninucleada e contém um cloroplasto pariental com um pirenoide. A
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reproducdo assexuada da-se pela formacao de autocoldnias, as quais sdo liberadas pela ruptura
da célula-mé&e,a reproducdo sexuada ndo é observada. (FRANCESCHINI et al., 2010).

Alguns estudos aprontaram que o género Desmodesmus poderia acumular até 21% de
lipidios na sua célula, mas estudos recentes com espécies do mesmo género Desmodesmus tém
conseguido maiores porcentagens de lipidios, com deficiéncia de nutrientes no meio de cultivo
(PAN et al., 2011; SAMORI et al., 2013). Esta deficiéncia de nutrientes tem sido estudada em
varias espécies de microalgas, aumentando a porcentagem de lipidios (AAKANKSHA et al.,
2010) e com diferentes tipos de nutrientes, entre eles nitrogénio e fosforo (RUIZ-MARIN;
MENDOZA-ESPINOSA, 2010).

Existem poucos estudos que utilizam o género Desmodemus em efluente domésticos para
producda lipidica, isso se deve ao fato que, apenas recentemente Desmodesmusrecebeu a
classificacdo taxonémica de um género (VAN HANNEN et al., 2002).

3.2.3 Género Chlorella

O genéro Chlorella é composto por microalgas unicelulares pertencentes a Ordem
Chlorococcales, Classe Chlorophyceae e familia Oocystaceae. Apresenta forma de vida
unicelular ou colonial. Possui forma esféerica, sem flagelo e pode acumular pigmentos como
clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. Através da fotossintese se multiplica rapidamente
requerendo s6 dioxido de carbono, agua, luz solar, e pequenas quantidades de minerais para
reproduzir-se (FRANCESCHINI et al., 2010).

As espécies encontram-se distribuidas por todo mundo, vivendo em diferentes habitats.
Sdo tanto encontradas em agua doce (especialmente lagoas e reservatorios), como em aguas
salgadas. As espécis de Chorella sdo facilmente cultivadas em laboratorio e utilizadas em

pesquisas de bioquimica, fisiologia vegetal e producéo de 6leo (FRANCESCHINI et al., 2010).

Uma das carcateristicas do genéro Chlorella é a capacidade de se adaptar a condigdes
de cultivo utilizando metabolismos autotrofico, heterotrofico ou mixotréfico. O género
Chlorella contém diversas espécies que produzem diferentes quantidades de lipidios. Variando
as condigdes de cultivo, pode render de 18,9 % (com limitacdo de N) a 22,2 % de lipidios (sob
condicdes otimizadas) e ainda para estas mesmas condi¢des de cultivo, foram obtidos 25,2 % e

38,0 %, respectivamente, para uma cepa mutante desta espécie (YEH; CHANG., 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Flagelo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fotoss%C3%ADntese
https://pt.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
https://pt.wikipedia.org/wiki/Luz_solar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mineral
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O genéro Chlorella é bastante abundante em sistema de lagoas de
estabilizacdo.Amengual-Morro et al. (2012), realizando um estudo sobre espécies
bioindicadores em lagoas de estabilizacdo apontou que o género é bastante comum nesses
sistemas de tratamento, ou seja, tem capacidade de adaptacdo em condicGes ambientais de

elevada concentracdo de matéria orgéanica e nutrientes.

3.3 CULTIVO DE MICROALGAS COM UTILIZACAO DE AGUAS RESIDUARIAS

Enquanto a demanda para a producdo de biocombustiveis €, em parte impulsionada
pelas preocupacdes ambientais, ndo ha divida de que a construcdo e funcionamento de sistemas
dedicados exclusivamente a producdo de biomassa de algas com objetivo de geracdo de
biocombustivel tém impactos ambientais negativos, principalmente devido ao grande consumo
de recursos hidricos. Clarens et al. (2010) concluiu que a producdo de microalgas utilizando
agua doce e fertilizantes iria consumir mais energia, gerar maiores emissdes de gases de efeito

estufa e usar mais agua do que a producao de biocombustiveis a partir de culturas oleaginosas.

Neste contexto e com base no metabolismo de crescimento das microalgas, que
necessitam de carbono orgéanico e formas inorganicas (nitrogénio e fosforo) é possivel associar
a producdo de biomassa com a remocédo de contaminantes em aguas residuérias (PITTMAN;
DEAN; OSUNDEKO, 2011). Através da fotossintese, as microalgas conseguem captar CO>
da atmosfera ou do meio e converter em compostos organicos. Através dos processos de
assimilacdo, as microalgas conseguem captar as formas inorganicas de nitrogénio (NOs, NO2
e NH4") e produzir compostos organicos. Os fosfatos (POs>) presentes no meio sdo captados
pelas microalgas e incorporados em compostos organicos como consequéncia da fosforilacao,
necessaria para producdo de ATP (CAI et al, 2013). Sendo as aguas residuarias ricas em
nitrogénio e fosforo, a sua aplicagdo como meio de cultura para microalgas € uma forma de

reduzir os custos de producdo e o impacto ambiental negativo do consumo de agua.

Para o cultivo de microalgas sdo geralmente aplicadas aguas residuarias domésticas,
visto que ndo apresentam compostos toxicos que inibam o crescimento de microalgas e que

contém uma razdo N/P proxima da tedrica ideal (RAWT et al., 2011).

Os mecanismos de remoc¢do do nitrogénio e o fosforo das aguas residudrias pelas
microalgas ocorrem principalmente pela absorcdo nas células (ASLAN; KAPDAN, 2006;
GARCIA et al., 2006). As espécies de microalgas mais estudadas para remogéo de nitrogénio
e de fosforo sdo Scenedesmus (SHI et al., 2007), Chlorella (HERNANDEZ et al., 2006) e
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Spirulina (OLGUIN et al., 2003). O uso de microalgas na remocdo de nitrogénio e fésforo
apresenta muitas vantagens, incluindo as seguintes (FERNANDEZ et al., 2008): (1) baixo custo
devido a possibilidade de uso de energia solar nos sistemas de cultivo, (2) fixacdo simultanea
de CO2, (3) ndo exigem carbono organico em comparagdo aos processos bioldgicos de
nitrificacdo - desnitrificacdo, (4) descarga de efluentes oxigenados em corpos d'agua em
decorréncia dos processos fotossintéticos realizados pelas microalgas, (5) menor geracdo de
lodo, e (6) alto potencial econdmico da colheita da biomassa de algas para producdo de

fertilizantes, biogas, biocombustiveis, etc.

3.3.1 Interferéncia de organismos predadores no cultivo de microalgas com esgoto

domeéstico

A utilizacdo de &guas residuérias para producgdo de lipidios, geralmente possui grande
concentracdo de bactérias que podem inibir o crescimento de microalgas competindo por
nutrientes presentes nas aguas residuarias, ja que o crescimento bacteriano € mais rapido do que

0 crescimento de microalgas.

Os membros dos filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria sdo geralmente
encontrados nos esgotos e podem interagir direta ou indiretamente com as cepas de microalgas
através de uma serie de mecanismos que vao desde o comensalismo, mutualismo, parasitismo
ou de antagonismo. Essas interacdes podem aumentar ou inibir a persisténcia de certos agentes
patogénicos (UNNITHAN; UNC; SMITH, 2014).
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As microalgas também podem facilitar o crescimento bacteriano através da troca direta

de nutrientes, proporcionando compostos organicos liberados durante o crescimento ou pelo

fornencimento de nutrientes a partir de células de microalgas em decomposicédo. A fotossintese

dasmicroalgas fornece oxigénio para 0 meio, que € o aceptor de elétrons exigido pelas bactérias

heterotréficas para mineralizar substancias organicas presentes nas aguas residuérias. Em

contrapartida, as bactérias podem produzir substancias que aumentam o crescimento de algas

ou podem produzir ficotoxinas que inibem o crescimento. As microalgas também séo capazes

de produzir toxinas que sdo agentes antimicrobianos, que combinado com o pH elevado

induzido pela fotossintese tém se mostrado prejudicial para muitos microrganismos, incluindo

coliformes fecais. A Figura 1 apresenta uma esquema da relacdo entre microalgas e bactérias

em um cultivo.

Figura 1 — Esquema da relacdo entre microalgas e bactérias em um cultivo
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algacea

Oxidagéao
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Diéxido de carbono
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Fonte: Lourenco, 2006.
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Alguns métodos j& foram testados, para eliminacdo de bactérias do meio de cultivo,

como por exemplo, a aplicacdo de radiacdo UV, como também a filtracdo por membrana

(UNNITHAN; UNC; SMITH, 2014).

As microalgas também podem sofrer interferéncia da predagdo por uma enorme

diversidade de taxas de protistas (por exemplo, ameba, flagelados e ciliados), bem como por

zooplancténicos e metazoarios maiores (DAY et al., 2017).
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Os efeitos da herbivoria por protistas em cultivos em grande escala podem ser
observados a olho nu, pois ocorre uma mudanga na cor em decorréncia da reducéo da densidade
de células de algas e em casos extremos o cultivo pode apresentar uma coloragdo marrom
devido a "floragcao” dos organismos predadores e também devido a morte ou lise das celulas

das algas (DAY et al., 2017).

Mudancas na coloragdo, densidade dptica ou turbidez poderiam formar a base de um
sistema de monitoramento automatizado, porém é improvavel que seja suficientemente sensivel
para detectar os estagios iniciais da infeccdo. Portanto, no momento em que os predadores
forem detectados, pode ser tarde demais para aplicar quaisquer estratégias que possam estar
disponiveis para controlar ou gerenciar a infecgdo. E, portanto, importante ter um sistema de
monitoramento para deteccdo precoce da contaminacdo e para impedir que a herbivoria se torne
um problema (DAY et al., 2017).

Em cultivos em fotobioreatores, para evitar a contaminagdo geralmente é utilizada a
esterilizacdo dos equipamentos e do meio de cultivo. No entanto, tais praticas sdo inviaveis em
cultivos de grande escala, devido as implicacGes de custo, a menos que o produto seja de alto
valor comercial. Em sistemas abertos de cultivo o desafio é ainda maior, narealidade, pouco
pode ser feito para evitar a infec¢do. Existem apenas algumas técnicas que empregam barreiras
fisicas, por exemplo, (DAY et al., 2017).

3.3.2 Cultivo com células suspensas e imobilizadas

Cultivo em suspensdo é a forma mais comumente usada para 0 crescimento de
microalgas (PIRES et al., 2013). Embora os sistemas de cultivo de células suspensas sejam 0s
mais utilizados, existem sérios problemas associados aos métodos de colheita aplicados para
separagdo de microalgas do meio liquido e que consomem tempo, energia e encarecem a
producéo. Os sistemas de cultivo com utilizacdo de microalgas imobilizadas surgem como uma

alternativa aos sistemas de cultivo de células suspensas (HE; XUE, 2010).

A imobilizagdo de uma célula pode ocorrer de forma natural ou por técnicas artificiais,
impedindo a movimentagdo independentemente das microalgas. A imobilizagdo natural ocorre
pela habilidade das células de microalgas de se aderir a uma superficie especifica, resultando
na formacé&o de biofilme. Na imobilizacao artificial de microalgas os métodos mais comumente

aplicados incluem o aprisionamento das células dentro de uma matriz polimérica, normalmente
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alginato e carragenina e adesdo celular para formacao de biofilme em uma superficie solida
(EROGLU; SMITH; RASTON, 2015).

Os estudos de imobilizacdo de microalgas sdo geralmente voltados para o tratamento de
aguas residuarias, com base no principio de manter as células vivas dentro de uma matriz de
gel metabolicamente ativa 0 maior tempo possivel. Apos a absorcdo de contaminantes pelas
microalgas imobilizadas, as aguas residuarias tratadas podem ser facilmente separadas através
da coleta dos polimeros, as microalgas podem se reutilizadas e o processo pode ser repetido por

varios ciclos.

O uso de matriz polimérica ja demonstrou melhoria na produtividade de biomassa e de
pigmentos e também do conteddo lipidico (MALLICK, 2002; HAMEED; EBRAHIM., 2007).
Contudo, os altos custos associados a matriz de imobilizacdo podem ser um fator limitante

quando o objetivo € processar grandes quantidades de aguas residuarias.

No Quadro 21 estdo demonstradas as principais vantagens e desvantagens de cultivo de

microlgas utilizando células suspensas e imobilizadas.

Quadro 1- Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo com algas suspensas e com algas imobilizadas

Sistema de cultivo

Vantagens

Desvantagens

Sistema de cultivo
com algas suspensas

Amplamente estudado e
otimizado;

Quantidades maiores de aguas
residuérias podem ser
processadas;

Aplicavel em grande escala.

Colheita de microalgas ap6s
o tratamento de &guas
residuarias é complexo e de
alto custo.

Sistema de cultivo
com algas
imobilizadas

Colheita de microalgas apds o
tratamento de aguas
residuérias € mais simples;
Matriz de imobilizagéo
confere maior resisténcia das
celulas para ambientes hostis,
como salinidade, toxicidade,
metais e mudancas de pH.

Custos elevados associados
ao matriz polimérica (no
caso de aprisionamento de
celulas);

Alta area superficial
requerida (no caso de adeséo
microalgal e formacdo de
biofilme);

Limitacdo de luz pode
ocorrer;

Aplicavel apenas para
pequenas escals e operagcdes
em escala piloto.

Fonte: Gongalves, Pires e Simdes, 2017.
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3.3.3 Fatores influentes no cultivo de algas

Diversos estudos em escala experimental ja foram realizados para avaliar a producéo de
biomassa, lipidios e a composic¢do do &cido graxo produzido, utilizando diversas espécies de
microalgas e modificando fatores ambientais como, temperatura, pH, luminosidade, meios de
cultivos, estresses, entre outros (MIAO; WU, 2004).

3.3.3.1 Nutrientes (N e P)

Geralmente, as microalgas podem assimilar nitrato, aménia e outras fontes organicas de
nitrogénio, como uréia. Algumas cianobactérias sdo capazes fixar o nitrogénio atmosférico
(BECKER, 1994).

O nitrogénio € um fator critico para a regulacdo do contetdo lipidico celular das algas
(BRENNAN; OWENDE, 2010) e pode ser manipulado para proporcionar um maior acimulo
de lipidios pelas células. Enquanto as células de microalgas tém tipicamente um teor de
aproximadamente 20% (CHISTI, 2008), acumulagdo de niveis de lipidios maiores que 40%,
ocorre quando o nitrogénio se torna um fator limitante do crescimento. No entanto, usando
limitacdo de nitrogénio para estimular o acumulo de lipidios em células de algas, muitas vezes

reduz o crescimento da biomassa de algas.

O fésforo € outro nutriente importante para o cultivo de microalgas e é um fator limitante
ao crescimento. Este elemento é essencial para a maioria dos processos celulares, como
biossintese de acidos nucléicos, transferéncia de energia e formacdo de fosfolipidios,
componentes da membrana celular. As microalgas podem assimilar o fosfato inorganico
(H2POs ou HPO4?); fosforo organico, sendo necessaria sua hidrolise por fosfatases

extracelulares proprias ou bacterianas (BECKER, 1994).

3.3.3.2 Temperatura

A produtividade de algas aumenta com a elevagédo da temperatura, até uma temperatura
ideal, quando o cultivo é realizado em sistemas abertos. Contudo, valores acima do ideal podem
gerar o aumento da respiracéo de algas e fotorrespiracao e reduzir a produtividade geral (PULZ,
2001). A temperatura 6tima medida em condices de taxa maxima de crescimento de algas
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(nutrientes suficientess e condi¢fes de luz) varia dentre as espécies de algas, mas geralmente
esta entre 25 e 35° C (GROBBELAAR; SOEDER et al., 1985).

O efeito da temperatura sob a composi¢do dos lipidios das membranas tem sido
avaliado. Ja se tem o conhecimento que as temperaturas abaixo do nivel étimo de crescimento,
influenciam no grau de insaturacdes dos &cidos graxos, ocorrendo um aumento da estabilidade
e fluidez das membranas celulares, em especial as membranas dos tilacéides, protegendo assim
0 aparato fotossintético da fotoinibicdo em baixas temperaturas. Em contrapartida, altas
temperaturas proporcionam a producdo de carotendides. O aumento na temperatura também
influencia o consumo de nitrogénio e carbono, bem como o tamanho celular. Desta forma,
exige-se uma maior concentracdo desses nutrientes para suprir a necessidade das células na

mesma velocidade de crescimento (HU, 2004).

3.3.3.3 pH

Valores de pH favoraveis para a maioria dos cultivos estdo na faixa entre 7 e 9
(BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Em meios de cultivos com alta densidade celular, o
metabolismo fotossintético e a auséncia de um sistema de controle do pH pode resultar
limitag&o do crescimento e alteraco do equilibrio de CO,, HCO®* e COs? dissolvidos em &gua
(BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Em contrapartida, O pH acidificado pode ser toxico para
as microalgas (PANDEY et al., 2013).

Em sistemas abertos de cultivo o pH do meio afeta muitos dos processos bioquimicas
associado com o crescimento e metabolismo de algas. A fotossintese das algas gera a elevacao
do pH (frequentemente pH superior a 11 ) pelo consumo de CO2 e H2CO3, (PARK; CRAGGS,
2010). O pH elevado pode agir para melhorar a remogdo de nitrogénio amoniacal através
volatilizacdo de amdnia e do fésforo por meio de precipitacdo, quando sdo utilizadas aguas
residuérias no cultivo (CRAGGS, 2005). Esses processos sdao importantes para remocdo de
nutrientes em agua residuarias, porém o pH muito elevado pode comprometer o crescimento

algal.
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3.3.3.4 Gas carbodnico

As microalgas fotossintéticas nos cultivos fotoautotroficos precisam de uma fonte de
carbono inorganico, que pode adicionada na forma de sais de carbonato ou bicarbonato
dissolvidos no meio ou, mais comumente, na forma de CO> de uma fase gasosa em contato com
0 meio liquido (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2016).

A agitacdo pode melhorar a transferéncia do CO, do ar atmosférico para o cultivo
(ANDERSEN, 2005). Porém, a concentracdo de CO> no ar € muito baixa frequentemente n&o
é suficiente para suprir as necessidades das microalgas, podendo ocorrer a limitacdo do
crescimento. Portanto, para alcancar uma alta produtividade de biomassa, € comum
suplementar CO, ao meio através do fornecimento de ar enriquecido com CO, (MORAIS;
COSTA, 2008).

A disponibilidade de CO, em lagoas abertas de tratamento de &guas residuarias €
predominantemente dependente da oxidacdo de compostos organicos por bactérias
heterotroficas (CRAGGS, 2005b). A utilizacdo de esgoto doméstico para o cultivo de
microalgas pode diminuir a necessidade de introducdo de COg, ja que esse € produzido
normalmente através atividade bacteriana, presentes no efluente. Portanto, como uma solugédo
a curto prazo, o cultivo de microalgas para biocombustiveis pode utilizar esgoto doméstico para
reduzir o custo (BHATNAGAR et al.,2009).

3.3.3.5 Oxigénio Dissolvido

O oxigénio dissolvido é um fator influente, principlamente em sistema de cultivo abertos
onde pode ocorrer 0 aumento da concentragdo durante o dia a niveis de oxigénio dissolvido
acima 200% de saturacdo (PARK; CRAGGS, 2010), devido a atividade fotossintética.
Entretanto, altas concentracdes de oxigénio dissolvido podem interferir no crescimento algas.
Estudos realizados por Molina et al., (2001) demostraram que houve uma diminui¢do na
biomassa algal de 17-25%, quando saturacdo de oxigénio dissolvido atingiu 200-300%,

respectivamente.
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3.3.3.6 lluminacgéo

A disponibilidade e intensidade de luz afetam o crescimento, especialmente nos cultivos
fotoautotroficos, em decorréncia da taxa fotossintetica e pelo aumento crescimento célular com
0 aumento da intensidade luminosa até que seja atingido o ponto de saturacdo. A partir desse
ponto, 0 aumento da intensidade luminosa pode causar fotoinibi¢do, que provoca danos aos
receptores de luz das células, causando a diminuicdo das velocidades de fotossintese e de
crescimento (ALABI; TAMPIER; BIBEAU, 2009).

Nos cultivos em lagoas abertas ou em fotobioreatores pode ocorrer o sombreamento
devido a alta densidade de células. Para diminuir o sombreamento das células pode-se diminuir
a espessura da camada liquida dos cultivos, permitindo uma maior penetracdo da luz, em
sistemas abertos (lagoas). A agitacdo constante também contribui para a minimizacdo desses
dois problemas, pois as células ficamconstantemente transitando pelas regides mais e menos
iluminadas (ALABI; TAMPIER; BIBEAU, 2009).

3.3.4 Metabolismo das microalgas

Para aumentar a producdo de biomassa algal e seus coprodutos em grandes escalas é
fundamental a otimizacdo do cultivo a partir da compreensdo do metabolismo que se pode
aplicar a cada espécie de microalga. Tradicionalmente, o cultivo de microalgas explora seu
metabolismo autotréfico, no entanto, estudos tém apontado vantagens da producéo de biomassa
por outras vias metabdlicas (BUMBAK et al., 2011). No Quadro 2 estdo demonstradas as

principais vantagens e desvantagens dos metabolismos.

Quadro 2- Vantagens e desvantagens dosmetabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico para producédo

lipidica.

M;;EZI?fmo Vantagens Desvantagens
Apresentam densidades celulares
elevadas; — Geralmente apresentam

— Utilizam a luz como Gnica fonte gquantidades relativamente
Autotréfico de energia que é convertido em baixas de lipidios por célula;

energia quimica através de — Necessidade de introducédo de
reagOes fotossintéticas, sem luz artificial,
necessidade de fontes externas de | —Pode ocorrer fotoinibigéo;
carbono;
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— Maiores custos de colheita
quando comparado ao cultivo
heterotrofico.

Heterotréfico

— Maior facilidade de aumento de
escala;

— Possibilidade de cultivo em
grandes densidades;

— Maior facilidade de controle de
parametros e menor interferéncia
dos fatores climaticos no
processo de producdo;

— Alta produtividade e melhor taxa
de crescimento (dependendo da
espécie utilizada);

— Custo com fonte de carbono
externa;

—Nao fixa dioxido de carbono e,
portanto, ndo pode ser utilizada
para mitigar a emissao deste
gas;

— Aumento dos custos com
esterilizacdo;

— Menor numero de cepas de
microalgas que podem ser
utilizadas em cultivos
heterotréficos em grande escala;

Mixotréfico

—N&o ocorre fotoinibicao;

— Diminuicéo da fotoxidacao;

— Alta taxa metabolica;

— Fixacdo de gas carbénico;

— Necessita de menor intensidade
luminosa do que o
fotoautotrofico.

— Dificuldade operacional;

— Inibicdo pela fonte de carbono;

— Custos com fonte organica de
carbono;

— Maior dificuldade de aumento
de escala.

Fonte: Angelo, Andrade e Colozzi Filho, 2014.

Contudo, para producdo de condicdes para o crescimento celular das microalgas em

diferentes metabolismos, muitas vezes se faz necessaria a utilizacdo de meios de cultura

sintéticos, introducdo de nutrientes e iluminacdo artificial que podem encarecer 0 processo

produtivo, tornando a producdo de biodiesel a partir de 6leos de microalgas insustentavel

economicamente. Entretanto, alguns desses problemas relacionados aos custos com o cultivo

veem sendo contornados a partir do uso de aguas residuarias como fonte de carbono e
nutrientes, por exemplo, (LUO; LE-CLECH; HENDERSON, 2017).

Para o desenvolvimento dos sistemas de cultivo é interessante explorar a diversidade

metabolica das microalgas. A escolha do melhor sistema a ser utilizado dependera do objetivo

do cultivo, devido as vantagens e desvantagens de cada um, bem como das caracteristicas das
microalgas utilizadas (ANGELO; ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014).



40

3.3.4.1 Metabolismo Autotréfico

No crescimento autotréfico a luz é utilizada como uma fonte de energia Unica que €
convertida em energia quimica por meio de reac@es de fotossintese. No cultivo de espécies com
metabolismo autotréfico, podem ser utilizadas fontes de iluminacédo artificial, pois, mais de
25% da biomassa produzida durante o dia, pode ser perdida durante a noite por causa da
respiracdo(CHISTI, 2007).

A fotossintese é dividida em duas fases: a fase clara e a fase escura. Na fase clara, ocorre
a interacdo dos fotons da luz com os pigmentos fotossintéticos presentes no fotossistema I,
ocasionando a oxidacao da clorofila, que doa elétrons para compostos presentes em uma cadeia
de transporte de elétrons presente na membrana tilacoide. O fluxo de elétrons gera um fluxo de
protons que é utilizado para a sintese de ATP pela enzima ATPsintase. Os elétrons sao
transferidos por citocromos para o fotossistema I, também responsavel pela absor¢éo de energia
luminosa. Estes elétrons sdo utilizados na geracdo de potencial redutor na forma de NADPH
(MAGRO et al., 2016). Na fase de escura, o didéxido de carbono é reduzido para carboidratos
no ciclo de Calvin, utilizando a energia derivada do NADPH e ATP. O CO2 condensa-se com
a ribulose-1,5-bifosfato (RUBP), formando um composto instavel, com seis carbonos, que é
rapidamente hidrolisado a duas moléculas de 3-fosfoglicerato pela enzima ribulose 1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenasse. Uma das moléculas de 3-fosfoglicerato é utilizada como
substrato para a formacao de carboidratos, enquanto a outra é usada na regeneracao da ribulose-
1,5 bifosfato (MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012). Na Figura 2 apresenta o
esquema da fotossintese.

Figura 2 - Esquema da fotossitense
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Fonte: Magro et al., 2016.
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3.3.4.2 Metabolismo Heterotrofico

As microalgas que possuem metabolismo heterotrofico apresentam algumas
caracteristicas como: a necessidade de uma fonte organica externa para obtencdo de energia e
carbono, ndo realizam fotossintese e desta forma ndo necessitam de luz para
sobreviver(BUMBAK et al., 2011).

Os sistemas heterotroficos fornecem um alto grau de controle de crescimento e também
menores custos de colheita devido as maiores densidades celulares alcancadas. No cultivo
heterotrofico, a fonte de carbono mais utilizada sdo os acucares, especialmente a glicose
(MIAO; WU, 2006), porém, outras fontes organicas de carbono podem ser utilizadas, tais como
glicerol (LIANG; SARKANY; CUI, 2009; O°’GRADY; MORGAN, 2011) e acetato (LIANG;
SARKANY; CUI, 2009; HEREDIA-ARROYO; WEI; HU, 2010). Além disso, diversos estudos
apresentam fontes alternativas de meio de cultivo, como os residuos agroindustriais e efluentes
sanitarios (XIN et al., 2010).

Segundo Azma et al. (2011), vérias espécies de microalgas possuem a capacidade de
crescer heterotroficamente: Chlamydomonas reinhartit, Chlorella protothecoide, Chlorella
pyrenoidosa, Chlorella regularis, Chlorella vulgaris, Euglena gracilis, Scenedesmus actus,
Scenedesmus obliquus, Nitzchia alba, Nannochloropsis oculata, Haematococus pluvialis, entre
outras. Essas espécies tém em comum as seguintes caracteristicas: (1) permeabilidade celular a
fonte de carbono organica, (2) transporte ativo da fonte de carbono orgéanico e (3) fatores
enzimaticos presentes no interior da célula. O fator determinante para o metabolismo

heterotrofico € a entrada da fonte de carbono orgénico na célula.

A introducdo de fonte de carbono no cultivo é um dos itens que mais encarecem 0s
cultivos heterotroficos (LI; XU; WU, 2007). Diante deste contexto, estudos tém sido
desenvolvidos para o uso de aguas residuarias como meio de cultivo heterotréfico de microalgas
(BEEVI; SUKUMARAN, 2014). Contudo, o foco principal destes estudos tem sido o
tratamento do efluente, e ndo a producdo de biomassa e biodiesel, sendo estes, apenas
subprodutos do processo (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

De acordo com Perez-Garcia et al. (2011), a via metabdlica das pentoses, € rota inicial
de consumo da glicose em metabolismos heterotroficos. Na Figura 3 estd demonstrada a Via

das Pentoses.



42

Figura 3 - Via das pentoses
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Fonte: Lehninger, Nelson e Cox, 1995.

3.3.4.3 Metabolismo Mixotréfico

As microalgas com metabolismo mixotrofico produzem oxigénio na fotossintese que é
consumido na rota heterotréfica. Ao mesmo tempo, o gas carbdnico gerado da oxidacdo do
composto organico é aproveitado na fotossintese, pela mesma microalga. Contudo, ndo ha
equilibrio entre as taxas de respiracdo e de fotossintese. Em um sistema ideal haveria uma
correspondéncia entre consumo e producédo destes gases e ndo ocorreria ndo ocorreria liberagdo
de gas carbbnico ou oxigénio para 0 meio externo. Porém, na prética, ocorre a liberagdo dos
gases, dependendo de qual rota metabdlica predominante durante o cultivo (WANG; YANG;

WANG, 2014). A Figura 4 apresenta o esquema do metabolismo mixotroéfico.



43

Figura 4 - Esquema do metabolismo mixotroéfico
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Fonte: Mariano et al., 2010.

Existem alguns estudos que exploraram o potencial de cepas mixotréficas. Cordoba et
al. (2008) fizeram estudos utilizandoChlorella zofingiensi; Mezzomo et al. (2010) utilizaram a
Spirulina platensis (Arthrospira platensis);Girard et al. (2014) estudaram o cultivo de
Scenedesmus obliquus, Bonini e Bastos (2012) desenvolveram pesquisas com Chlorella

vulgaris.

De acordo com Markou e Georgakakis (2011), um fato importante do cultivo
mixotréfico é a possibilidade de economia de energia elétrica, caso seja utilizada a iluminacéo
artificial, devido as cepas de microalgas mixotréficas requerem menor intensidade luminosa
para o seu crescimento (GARCIA et al., 2005).

3.4 BIOSSINTESE DE LIPIDIOS NAS MICROALGAS

Os lipidios sdo um conjunto de substancias quimicas que, ao contrario das outras classes
de compostos organicos, nao sdo caracterizadas por algum grupo funcional comum, e sim pela
sua alta solubilidade em solventes organicos e baixa solubilidade em &agua (NELSON; COX,
2011).

Os lipidios presentes na biomassa de microalgas sdo divididos em duas classes
principais, com base em suas caracteristicas quimicas: polares (fosfolipidios- fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e glicolipidios)e neutros (tri-, di- e mono- glicerideos,
ceras e isoprendides). Uma subcategoria importante de lipidios polares séo os glicolipidios
(GREENWELL et al., 2010).
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Os é&cidos graxos sdo unidades fundamentais da maioria dos lipidios. Séo acidos
organicos de cadeia longa; possuindo um grupo carboxila tinico e uma “cauda” hidrocarbonada
ndo-polar, que confere a maioria dos lipidios a sua natureza oleosa e gordurosa, insolivel em
agua (NELSON; COX, 2011). Os acidos graxos podem ser tanto saturados quanto insaturados.
No geral, os acidos graxos saturados e monoinsaturados sdo 0s mais predominantes nas
microalgas (BOROWITZKA, 1988). Mas também, ocorre a producdo de &cidos graxos

poliinsaturados.

Na maioria dos organismos, a sintese dos acidos graxos ocorre na regido citoplasmatica,
porém, nos vegetais fotossintéticos e microalgas, ocorre no estroma do cloroplasto. Essa
diferenca no local de sintese de éacidos graxos ocorre devido a producdo de NADPH nos
cloroplastos pelas reacdes de luz da fotossintese (NELSON; COX, 2011). As rotas de formacao
de acidos graxos e triglicerideos em microalgas podem ser divididas nas seguintes etapas:
formagéo da acetil coenzima A (acetil-coA) no citoplasma; o alongamento e insaturagcdo da
cadeia de carbono de acidos graxos, dependente principalmente dos sistemas enziméticos
acetil-coA carboxilase (ACCE) e acido graxo sintase (FAS); e a biossintese de triglicerideos,
tendo L-a-fosfoglicerol e acetil-coA como os dois maiores iniciadores (primers) (HU et al.,
2008; HUANG; CHEN; WEI, 2010). A Figura 5 apresenta um esquema da biossintese de
lipidios na célula das microalgas.

Figura 5 - Biossintese de lipidios nas células das microalgas
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Fonte: BEISSON et al., 2013

*CoA, coenzima A; DAG, diacilglicerol; DGAT, diacilglicerol aciltransferase; ER, reticulo endoplasmaético;
GPAT, glicerol-3-fosfato aciltransferase; FAS, sintese de acidos graxos; G3P, glicerol 3-fosfato; LPAT, éacido
aciltransferase lisofosfatico; LPA, acido lisofosfatico, MAG, mono-monoglicerol; PA, ido fosfatico; PAP,
fosfatase do acido fosfatidico; PL, fosfolipidios; PDAT, fosfolipidio: diacilglicerol aciltransferase.
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A formacdo de cada composto no interior da célula de microalga é regulada por
complexos mecanismos metabolicos. Em microalgas verdes, por exemplo, o complexo sistema
coletor de luz ligado a clorofila e ao carotendide captura energia solar na forma de fétons. Esta
energia é utilizada pelo fotossistema Il na oxidacdo catalitica da agua, liberando prétons,
elétrons e molécula de O2. Os elétrons com baixo potencial s&o transferidos através da cadeia
de transporte de elétrons fotossintéticos que levam a reducdo da ferredoxina para a formacéo
de NADPH. Um gradiente eletroquimico é formado devido a liberacdo de protons apés a
oxidacdo da dgua para o lumen do tilacéide, o qual é utilizado para conduzir a producdo de ATP
via ATP sintase. Os produtos fotossintéticos NADPH e ATP sdo os substratos para o ciclo de
Calvin-Benson, onde o CO: € fixado em moléculas de trés 4tomos de carbono que sao
assimilados em acucares, amido, lipidios, ou outras moléculas exigidas para o crescimento
celular. J& o substrato para a hidrogenase, H* e e, sdo supridos tanto via cadeia de transporte
de elétrons fotossintéticos como via fermentacéo do carboidrato(amido) armazenado (BEER et
al., 2009).

As caracteristicas dos acidos graxos que compdem os lipidios devem ser levadas em
consideracdo, pois as propriedades do biodiesel, assim como seu processo de obtencédo, sdo
dependentes dessa composicao (HU et al., 2008; HUANG; CHEN; WEI, 2010). Dessa maneira,
0s cinco é&cidos graxos geralmente encontrados em 6leos vegetais sdo o palmitico
(hexadecanoico)-, estedrico (octodecandico), oléico (Z-octadecendico), linoléico (Z -

octadecadiendico) e linolénico(octadecatriendico).

No geral, a biossintese de lipidios por microalgas produz &cidos graxos de 16 e/ou 18
atomos de carbono. Estes sdo usados como 0s precursores para a sintese de membranas
celulares, bem como para a sintese de lipidios de armazenamento, principalmente
triacilglicerol, que podem ser acumulados sob condiges ambientais adversas (HU et al., 2008).
Segue abaixo, no Erro! Autoreferéncia de indicador néo valida.3, os principais &cidos graxos

produzidos por algumas espécies de microalga.
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Quadro 3 - Principais acidos graxos produzidos por espécies de microalgas.

Microalgas Principais acidos graxos

Dunaliella
salina

Isocrysis sp. C:14/C14:1/C16:0/C16:1/C18:1/C18:3/C18:4/C22:6

Nannochlons
sp.

C14:0/C14:1/C16:0/C16:3/C16:4/C18:2/C18:3

C14:0/C14:1/C16:0 / C16:1/C16:1/C20:6

C14:0/C16:0/C18:0/C16:1/C18:1/C22:1/C16:2/C16:3/C16:4/C18:2/C18:
3

C14:0/C16:0/C18:0/C20;0/C22:0/C24:0/C16:1/C18:1/C20:1/C16:2
/C16:3/C16:4/C18:2/C18:3/C18:4/C22:2

Desmodesmus C14:0/C16:0/C18:0/C20:0/C22:0/C16:1/C18:1/C16:2/C16:3/C16:4/C18:
Sp. 2C18:3/C18:4/C20:2
Fonte: Azeredo, 2012.

Chorella sp.

Scenedesmus sp

Existem alguns fatores que influenciam a biossintese de lipidios, tais como: nutrientes
disponiveis, a salinidade e o pH, além de fatores fisicos como a intensidade luminosa e a
temperatura. As condigdes que comumente proporcionam o aumento da producdo de lipidios
sdo desfavoraveis as que promovem a alta produtividade de biomassa, dessa forma é importante
que haja um equilibrio entre crescimento de biomassa e producdo de lipidios (AZEREDO,
2012). Os fatores que influenciam o crescimento de biomassa ou a producéo de lipidios podem

ser manipulados para se atingir os objetivos do cultivo.

3.5 ETAPAS PARA PRODUCAO LIPIDICA A PARTIR DE MICROALGAS

A producdo comercial de metabdlitos intracelulares de microalgas requer o seguinte: (1)
producéo em larga escala de biomassa de microalgas; (2) recuperacdo da biomassa através da
separacgdo solido-liquido; (3) secagem da biomassa; (4) extracdo dos metabdlitos da biomassa;
e (4) purificacdo doextrato bruto. A Figura 6 apresenta um esquema para demontracdo das

etapas de producéo de biodiesel a partir de microalgas.
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Figura 6 - Etapas da producédo de biodiesel a partir de microalgas.
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Fonte: Mata, Martins e Caetano, 2010.

3.5.1 Métodos de colheita e secagemdas microalgas

A colheita de biomassa requer um ou mais passos de separa¢édo entre sélido-liquido. Os
custos da colheita da biomassa sdo considerados um dos principais pontos limitantes da
producéo de biodiesel através do cultivo de microalgas e que contribui com 20% a 30% do total
custo de producdo. Arecuperacdo da biomassa pode ser um problema significativo devido ao
pequeno tamanho das células de algas, como também pelo ambiente de crescimento, geralmente
bastante diluido (MOLINA-GRIMA et al., 2003).
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Os métodos de colheita comumente utilizados incluem a sedimentacéo, centrifugacéo,
filtracdo, ultra-filtracdo, as vezes com uma etapa adicional de floculagdo, eletrofloculacdo ou
uma combinacéo de flotacdocom floculacdo (PRAGYA; PANDEY; SAHOO.,2013).

O processo de filtracdo pode ser insatisfatorio para grandes volumes, devido a lentiddo
do procedimento. A sedimentacdo por gravidade, possivelmente reforcada pela floculagéo,
pode ser o método interessante. A utilizacdo de tanques de sedimentacdo sdo geralmente para
recuperacdo de biomassa a partir de sistemas que utilizam &aguas residuarias no cultivo
(MOLINA-GRIMA et al., 2003).

A recuperacdo da biomassma com uso de centrifugas pode ser viavel para produtos de
alto valor. As centrifugas podem processar grandes volumes e de forma relativamente rapida e
a biomassa pode permanecer totalmente preservada durante a recuperacdo (MOLINA-GRIMA
et al., 2003).

Na floculacéo varios métodos podem ser usados para agregar as células de microalgas
e aumentar o tamanho efetivo da "particula", facilitando os processos posteriores a recuperacao
gue podme ser através da sedimentacdo, centrifugacdo ou filtragem. O uso de floculantes tem
0 objetivo de neutralizarou reduzir a carga de superficie através da adi¢do de cations e polimeros
catiénicos. Os sais metélicos multivalentes sdo floculantes ou coagulantes eficazes. Os sais
comumente usados incluem cloreto férrico (FeCls), sulfato de aluminio (Al2 (SOs4) 3) e sulfato
férrico(Fez (SOs) 3) (GUTIERREZ et al., 2015).

Apds a colheita, € necessario a secagem da biomassa para promover de forma mais
eficiente a ruptura das células para extracdo do lipideo. Em alguns casos, a extracdo com
solvente utilizando a biomassa seca tem demonstrado uma maior recuperagdo de metabolitos
intracelulares do que a biomassa imida. Produtos intracelulares como 6leos podem ser de dificil
extracdo a partir de biomassas umidas de células ndo rompidas, mas sdo extraidas facilmente

se a biomassa for seca anteriormente (BARROS et al., 2015).

Véarios metodos tém sido aplicadospara a secagem de microalgas como Chlorella,
Scenedesmus e Spirulina, sendo que dentre os mais comuns tém-se a secagem com spray (spry-
drying) com a pulveriza¢do da amostra em uma cAmara submetida a uma corrente de ar quente;
tambor de secagem (drum-drying) que é a transferéncia de calor para a amostra através das
paredes internas do cilindro do tambor; liofilizag&o para o congelamento da amostra e remocéo
da umidadepor sublimacao, estufa e a secagem ao sol. A secagem ao sol € mais utilizada para

biomassa com um baixo teor deumidade e a secagem com spray nao é economicamente viavel
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para produtos de baixo valor, como biocombustiveis e proteinas. A liofilizacdo tem sido
utilizada para secagem de microalgas em pesquisas laboratoriais. No entanto, este método é
muito caro para ser utilizado em uma escala comercial para a recuperacdo de produtos das
microalgas (GRIMA et al., 2003; BRENNAN; OWENDE, 2010; MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

3.5.2 Métodos de extracado de 6leo

Varios métodos para romper a parede celular podem ser utilizados, os quais podem ou
n&o utilizar a acdo mecanica como a utilizagao de prensas, por exemplo. O congelamento, 0 uso
de solvente organico, chogque osmético e reacdes acidas, basicas e enzimaticas sdo exemplos de

acles ndo mecanicas.

O ultrassom pode ser utilizado para romper células de microalgas suspensas em
pequenas quantidades de biomassa, mas este ndo € aplicavel em grandes escalas. O tratamento
com alcalis é outro método efetivo deruptura da parede celular, mas geralmente nao é adequado
para produtos sensiveis como proteinas. No entanto, a ruptura alcalina pode ser utilizada para
isolar &cidos graxos livres. Todavia,0os métodos mais utilizados para a extracdo de lipidios das
microalgas sdo através das prensas mecanicas e solventes apolares, assim como é realizado
comoleaginosas tradicionais (GRIMA et al., 2003;MATA; MARTINS; CAETANO,2010).

Os principais solventes utilizados sdo benzeno, éter, hexano, cloroférmio, metanol ou a
mistura dos dois, quesao usados para promover a extracdo de lipidios. O uso de enzimas é outro
método de extracdo eficaz, que torna o fracionamento do 6leo mais fécil. Além destes métodos,
o tradicional choque osmdtico também é usado para rompimento da célula demicroalgas.
Embora seja um método barato e economicamente viavel, nem todas as microalgas sdo
rompidas eficientemente por choque osmotico. Um método bastante inovador é a extragdo com
fluido supercritico, onde o gas CO. sofre pressdo e aquecimento, adquirindo ambas as
propriedades de liquido e gas. Este fluido liquefeito atua como solvente, extraindo o 6leo da
matéria-prima. Neste processo € possivel capturar mais energia a partir da célula lipidica,
favorecendo a conversédo, sendo substancialmente melhor quando comparado ao processo
convencional (GRIMA et al., 2003; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Variagdes de processos de extracdo de lipidios derivados de microalgas produtoras de
6leo, como a Chlorella vulgaris, ainda estdo sendo pesquisadas, a fim de se explorar a
biodisponibilidade celular de lipidios. A moagem e trituracdo tém sido uma alternativa,
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acompanhadas de ultrassom, acdo enzimatica ou, ainda, micro-ondas, que sdo ferramentas
potenciais, que podem aperfeicoar metodologias para o aproveitamento da matéria-prima para
posterior obtencdo de biodiesel (GRIMA et al., 2003; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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4 METODOLOGIA

O delineamento experimental foi subdividido em etapas preliminares para
desenvolvimento da “cultura estoque” das espécieis de microalgas e caracterizacdo do efluente
utilizado no cultivo e as etapas do cultivo em reatores, 0 monitoramento da densidade de
microalgas, remog¢do da matéria organica e nutrientes e as etapas subsequentes para extracdo

de 6leo.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para realizacdo dos experimentos foram necessérias etapas preliminares que foram
comuns para avaliacdoda densidade celular das microalgas e a producao lipidica. Sendo assim,
as etapas preliminares foram subdivididas da seguinte forma: o desenvolvimento de cultura
estoque das espécies de microalgas Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e
Chlorella vulgaris, a caracterizagdo do efluente utilizado como meio de cultura e a avaliagcdo
da remocdo dos compostos presentes no efluente ap6s o cultivo através da determinacgdo das
eficiéncias.

Nos experimentos de cultivode microalgas, foram utilizados reatores com volume de 2
litros (com utilizacdo de 1,8 litros), usando os efluentes coletados pds-UASB, poés-filtro
biolégico aerado subermerso e pds-decantador secundario da Estacdo de Tratamento de
Esgoto— ETE Centro.

Para o desenvolvimento dos experimentos de cultivo, os seguintes aspectos foram
avaliados: (1) o metabolismo do cultivo (autotrofico, mixotrofico — por meio de variagdes nos
periodos de iluminacdo e no caso do heterotréfico, avaliar a auséncia de iluminacdo), (2) trés
espécies de microalgas (Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorellavulgaris)
(3) diferentes efluentes utilizados como meio de cultivo que foram coletados em etapas de
tratamento na ETE Centro, (4) inoculo inicial de microalgas (5) interferéncia da presenca
microganismos predadores no cultivo, com realizacdo da autoclavagem e filtracdo do
efluente,(6) reducdo da concentracdo de nutrientes ao longo do cultivo (7) cultivo com algas

supensas e imobilizadas.

Durante a realizacdo dos experimentos de cultivo ocorria aavaliagdo da densidade
celular através da contagem das células em microscopio para construcdo das curvas de

crescimento. Apos a execucdo dos experimentos supracitados, a biomassa era coletada para
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realizacdo das analises de producdo de lipidios totais e remocdo de nutrientes e matéria

organicaresidual dos efluentes que foram utilizados como meio de cultivo.

4.2 DETALHAMENTO DAS ETAPAS PRELIMINARES

As etapas preliminares foram necessarias para desenvolver a cultura estoque das
espécies de microalgas, produzindo a biomassa que seria posteriormente utilizada para o cultivo
em reatores com os efluentes das trés etapas de tratamento da ETE Centro (pés- UASB, pos-

filtros biologico aerado submerso e pos-decantador secundario).

4.2.1 Desenvolvimento da “cultura estoque”

Para o desenvolvimentoda “cultura estoque™, a partir de cepas puras das espécies
Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, foram utilizadasas
colecdes do Laboratdrio de Producdo de Alimento Vivo (LAPAVI), da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), como também da colecdo do Laboratério de Saneamento
Ambiental (LSA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As cepas puras foram
transferidas para erlemeyers de 500 mL, com adi¢do de meio de cultura sintético contendo
fontes de nitrogénio, fésforo, metais em concentragdes traco, para isso, foi utilizado o meiode
cultura ASP2 (PROVASOLI et al., 1957), além da vitamina do complexo B (B7 e B12) e 4gua
filtrada e clorada, utilizando hipoclorito de sédio em p6 para cloracdo e a descloracdo com

tiossulfato de sddio, além da aplicacdo da aeracéo.

Tabela 1 - Composicdo do meio Provazzoli® adaptado e solugdo de vitaminasdo complexo B

Componente Concentragéo
H3BOs 1,93g.L?
FeCls 0,053 ¢g.L*
MnS04.H20 0,273 g.L?
ZnS04.7H20 0,0367 g.L™
COS04.7H20 0,008 g.L*!
Solucéo de EDTA0.5M 11,4 mL?
Soluc3o de Biotina (B7) 0,01 mL.L?
Solucdo de Cianocobalamina (B12) 0,01 mL.L?

Fonte: PROVASOLI et al., 1957.
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A temperatura do ambientefoi mantidaconstante, aproximadamente 25°C e a medigéo
foi realizada por termdmetro instalado no laboratdrio. A iluminagdo foi realizada atraves de
lampadas fluorescentes, com a manutencdo de luminosidade em aproximadamente + 2.300lux

e a medicdo da intensidade de luz, através do luximetro digital.

Para realizagdo do procedimento de replicagem, as células deveriam estar em sua fase
exponencial de crescimento, ou seja, numa concentragdo de aproximadamente 10° cel/mL™?,
para que se assegurasse a sua sobrevivéncia na etapa de replicagem seguinte. Dessa forma, a
replicagem foi realizada a cada 5-7 dias. A replicacdo era necessaria para promover a renovagao
das células, reposicdo do meio de cultura e das vitaminasdo complexo B, que eram consumidas
pelas microalgas. A medida que o cultivo se desenvolvia, eranecesséria a transferéncia do
liquido para frascos de vidro de maiores volumes (2 a 20 litros), e assim, manter uma “cultura

estoque” adequada para ser posteriormente utilizada nos cultivos com o efluente doméstico.

Para efeitos de mistura da cultura, foram utilizadas bombas de aquério simples, ligadas
a mangueiras de silicone e acopladas aos frascos de vidro, para promover o borbulhamento de
ar (0,2 L/min) para evitar a sedimentacdo das células. Na Figura 7estdo demonstradas as

garrafas contendo as culturas estoques em laboratorio.

Figura 7- Culturas estoques das espécies de microalgas em desenvolvimento.

Fonte: A Autora, 2016.

4.2.2 Caracterizagéo do efluente utilizado como meio de cultivo

A Estacdo de Tratamento de Esgoto Centro- Petrolina-PE (coordenadas geograficas
Latitude 9°24'7.88"S e Longitude 40°28'19.23"0) foi a unidade operacional escolhida para a
coleta dos efluentes utilizados nos experimentos de cultivo algal. A ETE Centro é composta
por tratamento preliminar, através de gradeamento, 4 (quatro) reatores UASB (upflow

anaerobic sludge blanket oureator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo), seguido de
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03(trés) filtros bioldgicos aerados submersos, 03(trés) decantadores secundarios e tanque de
contato para desinfeccdo do efluente tratado, através da aplicacdo de cloro gasoso. A ETE
Centro iniciou a operacdo em dezembro de 2014 pela Companhia Pernambucana de
Saneamento—-COMPESA.

NaTabela 2, estdo demonstrados os dados de projetos das etapas de tratamento, que
foram dimensionadas para uma vazao média de 186 L/s e a vazdo maxima de 364 L/s, carga de
DBO de 7.980 kg/dia, concentracdo de DBO de 419 mgO2/L, carga de DQO 15.776 kg/dia,
concentracdo de DQO 882 mgOa/L.

Tabela 2 - Dados da ETE-Centro, Municipio de Petrolina, PE.

Filtro Bioldgico

Dados de Projeto UASB Aerado Decanta}d_or Tanque de
secundario contato
Submerso
Comprimento (m) 23,6 18,0 11,0 24,0
Largura (m) 24,6 18,0 11,0 6,0
Profundidade (m) 4,4 4,1 3,6 15
Volume (m3) 2.554,5 1.328,4 1.376,5 216

Fonte: A Autora, 2016.
Para coleta das amostras de efluente que foram utilizadas como meio de cultivo das
microalgas foram selecionados os seguintes pontos: esgoto p6s-UASB, pos-filtro bioldgico

aerado submerso (FAS) e pos-decantadores secundarios (DS).

Os efluentes coletados para o desenvolvimento dos experimentos de cultivo
commicroalgas eram submetidos as seguintes analises laboratoriais: pH, oxigénio dissolvido
(mg.L?), DQO (mg.L™), nitrogénio amoniacal (mg.L™), nitrogénio total (NTK) (mg-N.L™?),
fosforo total (mg.L ) utilizando as metodologias do Standard Methods for Examination of
Water and Wasterwater (APHA, 2012). Nos experimentos em que esgoto utilizado como meio
de cultivo foi filtrado, também foram realizadas as mesmas analises no efluente apds processo

de filtrag&o.

No Quadro 4 estdo demonstradas as analises laboratoriais realizadas e os respectivos

métodos analiticos.
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Quadro 4 - Andlises, unidades e procedimentos analiticos que foram utilizados para caracterizacdo do efluente
da ETE Centro, Municipio de Petrolina, PE.

Anélises Unidades Procedimentos analiticos

pH Potenciométrico

Oxigénio Dissolvido (OD) mg.L? Potenciométrico

DQO mg.L? Colorimétrico

Eésforo Total mg.L Dlg,estgo por persulfato de Potassio e &cido
ascorbico

Nitrogénio Amoniacal mg.L? Titulométrico

Nitrogénio Total Kjeldahl mg.L? Método de Kjeldahl

Fonte: A Autora, 2016.

As andlises foram desenvolvidas no Laboratério de Engenharia Ambiental da
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (LEA), no Laboratério de Esgoto da
COMPESA — Geréncia Regional de Negodcios do Séo Francisco e no Laboratério de
Saneamento Ambiental (LSA) da Universidade Federal de Pernambuco.

4.3 REALIZACAO DOS CULTIVOS EM REATORES

No desenvolvimento dos cultivos em laboratério das espécies Desmodesmus
subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris com utilizacdo de efluente doméstico
das trés etapas de tratamento da ETE Centro - pds-UASB, pds-FAS, pds-DS, foram avaliados:a
densidade celular das microalgas a partir de modificacbesdos fatores fisico-quimicos e
bioldgicos, conforme detalhamento nos subtopicos abaixo, com o intuito de avaliar quais
fatores poderiam ser favoraveis parao aumento da densidade celular, a producédo de lipidios e
paralelamente avaliar a capacidade de reduzir os nutrientes e a matéria organica residual dos

efluentes utilizados como meio de cultivo.
4.3.1 Avaliagéo do metabolismo
Para avaliacdo da interferéncia do metabolismo autotréfico, heterotrofico e mixotréfico

nos cultivos de microalgas foi verificada a influéncia da exposicdo e a ndo exposicao das

espéecies de microalgas a luz artificial. No cultivo autotrofico foi realizada a iluminagéo
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constante com uso de lampadas fluorescentes (+ 2,300 lux). No metabolismo heterotréfico ndo
foi utilizada iluminagao e para que a luz do ambiente ndo interferisse no experimento, 0s
reatores foram cobertos por papel aluminio. No metabolismo mixotrofico foram utilizadas
lampadas fluorescentes com temporizador para um intervalo de 12 horas com luz e 12 horas

sem luz.

4.3.2 Inoculo inicial de microalgas

A proporcéo entre indculo inicial de microalgas e o efluente também foi avaliada para
verificar se existiriam diferencas no crescimento das microalgas e producéo lipidica e também
se haveria diferenca estatistica significativa para esta variavel. Foram desenvolvidos cultivos
com diferentes indculos iniciais de microalgas (5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%) em relacdo
ao volume total reator. Na Figura 8 estdo apresentados os indculos iniciais de microalgas que
foram utilizados nos experimentos e as respectivas densidades celulares. De acordo com Lau,
Xu e Wu (1996), o primeiro fator biético que influencia significativamente o crescimento das
microalgas ¢é a densidade inicial espera-se que o quanto maior a densidade inicial de algas em
um cultivo, melhor o crescimento emaior sera eficiéncia de remocdo de nutrientes. No entanto,
a alta densidade de algas pode levar ao auto-sombreamento, uma acumulacéo de auto-inibidores
e uma reducdo na capacidade fotossintética (Fogg, 1975; Darley, 1982).
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Figura 8 - Indculos iniciais de microalgas em relagdo ao volume total do reator e do efluente utilizado como
meio de cultivo.

Concentragao Volume de Volume de Densidade
(%) Microalga (mL) Efluente (mL) Celular média

(cel/mL)

5 90 1.710 5,20 x 10°

10 180 1.620 8,2 x10°

20 360 1.440 1,14 x 108

30 540 1.260 1,95 x 108

40 720 1.080 2,51 x 108

50 900 900 3,53 x 108

eatr

Fonte: A Autora, 2018.

4.3.3 Diferentes tipos de efluentes utilizados no cultivo

As etapas de tratamento - p6s-UASB, p6s-FAS e p6s-DS, foram avaliadas para
determinar se as caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes coletados no sistema de
tratamento de esgoto teriam alguma influéncia sobre a densidade celular e producéo lipidica.
Ou seja, se as concentracdes de matéria organica e nutrientes dos efluentes destas etapas de

tratamento exerceriam efeitos sob a produtividade das algas.

4.3.4 Avaliacdo da interferéncia da presenca microrganismos predadores no cultivo

Para analise da possivel interferéncia da predacéo e/ou competi¢do das microalgas por
microgansimos presentes no esgoto (rotiferos, protozoarios, bactérias e etc.) utilizado como
meio de cultivo foi testada a aplicacdo do efluente apds autoclavagem a 121°C (1 atm; pressao
relativa) durante 15 minutos, para eliminacdo destes microrganismos. Também foi testada a
utilizacdo de filtragdo com membranas para avaliar a remocéo dos microrganismos e influéncia
de particulas em suspensdo no efluente utilizado como meio de cultivo. Para filtragdo foi
utilizada membranade fibra de acetato de celulose de 47 mm com poro 0,45 pum, com utilizagéo

de bombas de filtragdo a vacuo, conforme descrito por Unnithan, Unc e Smith (2014).
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4.3.5 Reducéo da concentragdo de nutrientesno efluente utilizado como meio de cultivo

A reducéo da concentracdo de nutrientes ao longo do cultivo foi avaliado a partir de
analise da remocdo de compostos nitrogenados (NTK e NH4" ) e fésforo total nos efluentes
utilizados dos experimentos, a partir da coleta de aliquotas das amostras e realizacdo das
andlises laboratoriais para verificar se a reducdo da concentragcdo dos nutrientes estaria
relacionada comaumento ou diminuigdo dadensidade celular e da produgdo lipidica. De acordo
com Xin et al. (2010), com limitacdo de nitrogénio amoniacal em concentracGes a partir de 2,5
mg.L e fosforo a partir de 0,1 mg.L™ no meio de cultivo, ja pode ocorrer incremento do
rendimento lipidico intracelular, devido as mudangas metabdlicas, nas quais, ocorre a
diminuicdo da formac&o de compostos protéicos e clorofilados das células, e consequentemente
sua taxa de multiplicacdo, afetando o crescimento e a produtividade, e por outro lado, ocorre
acréscimo na producéo de substancias de reserva no interior da célula, tais como carboidratos,
produzidos nos primeiros dias de escassez, ou lipideos, produzidos posteriormente, nos quais
0s organismos se utilizam em casos de deplecéo prolonganda de nutrientes no meio, garantindo

assim, a sobrevivéncia e manutencgéo celular.

4.3.6 Células suspensas e imobilizadas

Foi avaliada a influéncia da remocdo de nutrientes, matéria orgénica residual e producéao
lipidica, comparando o cultivo com células de microalgas suspensas e células imobilizadas em

gel polimérico a base de alginato de sodio.

Para imobilizacdo das células de microalgas, uma solucdo de alginato de sédio 4% foi
preparada, autoclavada e posteriormente misturada ao cultivo de microalgas numa proporcao
1:1. Os “beads” foram formados com auxilio de uma pipeta volumétrica de 25 mL, ajustada
para gotejar a solugdo dentro de um beéquer contendo solugdo de cloreto de célcio 0,4M,

conforme metodologia descrita por Zhang et al. (2008).

O cultivo comparando as células suspensas e imobilizadas foi realizado também em
reatores com volume de 2 litros (utilizando 1,8 litros para o experimento), onde foi realizada a
contagem das células para a aplicacdo da mesma densidadenocultivo com células suspensas e

para imobilizagcdo das microalgas.
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Ap0s a realizacdo do cultivo foi executada a separacao das células suspensas do efluente
através da centrifugacao do liquido em 2.500 rpm por + 2 minutos para as células imobilizadas

foi utilizadoo funil de decantacdo para colheita dos “beads .

Para realizacao das analises de lipidios foi necessario dissolver o gel polimérico a base
de alginato de sddio e assim foi utilizado bicarbonato de sodio para que a biomassa fosse
utilizada para quantificacdo dos lipidios produzidos, também seguindo a metodologia descrita
por Zhang et al., (2008). O efluente ap0s a separacao das microalgas foi utilizado para avaliacdo
da eficiéncia de remocdo dos nutrientes e matéria organica residual nos cultivos com células
suspensas e imobilizadas, fazendo uma comparacgéo do tipo de cultivo que apresentou um maior

percentual de redugéo da concentracdo dos compostos.

4.4 MONITORAMENTO DA DENSIDADE E CRESCIMENTO CELULAR DE
MICROALGAS

Durante a realizacdo dos cultivos, diariamente era retirada uma aliquotapara contagem
das células em microscopio Optico para avaliacdo da densidade celular e da taxa de crescimento
das microalgas através das contagens de transectos em camara de Neubauer espelhada (3 x 3
mm x 0,1 mm de profundidade). A contagem das células foi realizada em duplicata com
aumento 400x, para que posteriormente, durante a avaliacdo dos resultados, fossem analisados

os resultados ap6s o calculo da média das contagens.

Figura 9 - Camera de Neubauer espelhada, esquema de transecto e microscopio éptico.

Figura 10 - Microscopio optico
iE

Fonte: A Autora, 2015.
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Para célculo do numero total de células por mililitro de amostra, utilizou-se a férmula

descrita na Equacdo 1 abaixo.

Equacao (1): DC = n® total de células x n° de quadrantes contados x 10*
Para célculo do numero total de células por mililitro de amostra, utilizou-se a férmula
descrita na Equacéo 2, abaixo considerando o fator de dilui¢do quando necessério.

ne total de células

Equacéo (2): DC x FD x 10*

- n? de quadrantes contados
Onde DC corresponde a densidade celular (n° cel. mL™?), FD corresponde ao fator de dilui¢io

quando necessario, e 10* corresponde a transformagao de mm cubicos em mL.

A densidade celular maxima, (DCMa) foi obtida por meio do maior valor
correspondente a contagem celular. A densidade celular média (DCMeq) foi obtida pela média

das contagens entre o primeiro e Gltimo dia de experimento (T1 e Ty).
A taxa crescimento das microalgas foram calculadas de acordo com Lourengo (2006).
(a) Taxa de crescimento (r)

A taxa de crescimento para microalgas, foi obtido por meio da Equacédo 3 a seguir:

Equacao (3): r = (In(N + Ny) + (t — t,)

Em que N corresponde a densidade celular num determinado tempo t (g. mL™), No corresponde

a densidade celular no tempo 0, e t equivale a tempo da analise (dias).

Para interpretacdo dos resultados das curvas de crescimento das microalgas foram
utilizadas as fases de crescimento de uma cultura de microrganismos: fase lag, fase exponencial,

fase estaciondria, fase de decaimento.

4.5 REMOCAO DE NUTRIENTES E MATERIA ORGANICA RESIDUAL DO EFLUENTE
UTILIZADO COMO MEIO DE CULTIVO

Ap0s a execucdo dos experimentos de cultivo de microlalgas em efluentes domeésticos
das trés etapas de tratamento da ETE Centro, a remocdo dos nutrientes e matéria organica
resiudal do efluente utilizado como meio de cultivo foi avaliada atraves das seguintes analises:
DQO (mg- 02.L%), nitrogénio amoniacal (mg-N-NHs.L™?), nitrogénio total Kjedahl (NTK) (mg-
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N.L1), fosforo total (mg/L™?) utilizando as metodologias do Standard Methods for Examination
of Water and Wasterwater (APHA, 2012). As amostras eram coletadas no ultimo dia do
experimento ou em intervalos de dias, de acordo com a etapa do exprimento, para avaliacdo da
eficiéncia de remocao ao longo do cultivo, como também para avaliacdo da reducdo dos
nutrientes e as respostas das microlagas reducdo dos nutrientes ao longo do cultivo.

Para realizacdo das analises dos compostos dissolvidos foi necessario realizar a

centrifugacdo em 2.500 rpm por * 2 minutos, para separacao da biomassa e coleta do liquido.

4.6 COLHEITA E SECAGEM DA BIOMASSA

Como ja mencionado anteriormente, foi utilizada a centrifugacdo para a colheita da

biomassa dos cultivos.

Foram utilizados alguns procedimentos para secagem da fragéo sélida (biomassa algal):
secagem ao sol, estufa e liofilizag&o.

Na secagem ao sol, a biomassa era disposta em papel filme e ficava por 24 horas secando
naturalmente. Na secagem utilizando a estufa, a biomassa foi colocada em capsulas de
porcelana e levada a estufa a 100°C durante aproximadamente 6 horas. A liofilizacdo da
biomassa Umida era através congelamento para posterior liofilizacdo sob pressdo de 10-1 mbar
e temperatura do condensador de -40°C para que a amostra fosse sublimada retirando assim, a

umidade. A secagem da biomassa foi necessaria para facilitar a extracao de 6leos.

4.7 EXTRACAO DO OLEO INTRACELULAR

Para extracdo do 6leo contido dentro das células das microalgas, foi realizada a filtragdo
de 100 mL dos cultivos utilizando membranasde fibra de vidro de 1,2 pm. As membranas
contendo a biomassa foram colocadas em Erlemeyers de 25 mL contendo 30 mL dos solventes
avaliados separadamente. Os Erlemeyers foram tampados com plastico filme e imersos e

fixados em equipamento ultrassom por 60 minutos.

A extracdo foi baseada na metodologia descrita por Blight e Dyer (1959), com a
realizacdo da extracdo dos Oleos intracelulares por meio de uma mistura composta pelos
solventes cloroférmio:metanol, na propor¢do (2:1 v/v). As membranas foram colocadas em
cartuchos de celulose, e os solventes utilizados foram transferidos ao baldo do Soxhlet, que
receberam mais 150 mL de solvente. A temperatura na chapa aquecedora do equipamento
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Soxhlet foi mantida em 60°C e o tempo de extracdo foi de aproximadamente 3 horas, totalizando
35 ciclos de extracdo para cada membrana. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata,

para cada uma das espécies.

4.8 QUANTIFICACAO DO OLEO TOTAL

A conversdo dos acidos graxos aos seus derivados volateis para respectiva identificacdo
e quantificacdo foram realizadas segundo o método proposto por Indartiet al. (2005). A
quantificacdo foi realizada aferindo-se o conteudo total da solucdo Oleo-solvente, e
transferindo-se uma aliquota de 2 mL dessa solucdo a um tubo de vidro rosqueavel com
capacidade para 10 mL, onde evaporou-se o solvente em banho maria numa temperatura média
de 55°C. Em seguida, os tubos foram secos em dessecador e pesados em balanca analitica. O
rendimento total de lipideo foi obtido pela equacéo 4, sugerida por Lourenco (2006):

wi

Equacdo (4): Y (%) = -~

WpaA

Onde W_ corresponde ao peso do lipideo (g), e Wpa, corresponde ao peso da biomassa que foi

submetida ao processo de extragéo (g).

4.8.1 Esterificacdo, identificacdo e quantificacdo dos estéres metilicos de acidos graxos
(FAME’s)

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e a quantificacdo por detector de ionizagdo de chama, segundo
método proposto por Eli et al. (2011). E importante o conhecimento em relacio aos lipidios
formados, pois as caracteristicas dos acidos graxos que compdem os lipidios sdo determinantes

para as propriedades do biodiesel, assim como seu processo de obtencéo.

Foram utilizados os mesmos tubos contendo 6leo obtido de quantificacdo. Adicionou-
se aos tubos contendo 6leo, 2 mL de uma solugdo de &cido sulfarico a 10% em metanol e 2 mL
de cloroformio PA. Os tubos foram devidamente vedados, e entdo foram submetidos a
aquecimento por 30 minutos a 90 °C. Apds aquecimento, os tubos foram cobertos em papel
aluminio até que alcancassem temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado aos tubos

1 mL de &gua ultrapura, e entdo foram submetidos a centrifugacao na velocidade de 2500 rpm
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por 3 minutos, e logo foram deixados em repouso por 30 minutos para possibilitar a separacéo
das fases oleica e aquosa.

Uma aliquota da porcao oleica (0,5 mL) foi retirada do tubo com auxilio de uma pipeta
automatica e adicionada a viels estéreis préoprios para cromatografia (lavados em &cido nitrico
10% e &gua ultrapura). Para determinacdo dos FAMES em cromatografia gasosa com
espectrdmetro de massa, foi implantado método cromatografico especifico, utilizando padrbes
primarios de &cidos graxos desde C07:0 a C24:0 (Merk). Os padrdes primarios foram diluidos
em balBes individuais de 10 mL com cloroférmio para se obter as solucGes estoques de cada

composto, estas com concentragdes de 10.000 e 100.000 mg.L™.

Em seguida, num Unico baldo, com capacidade de 25 mL que corresponde a 2500 pL
(para as solugdes estoque com concentracdo de 10.000 mg.L ™) ou 250 pL (para as solugGes
estoque com concentracdo de 100.000 mg.L?), foram diluidosa solugdo estoque de cada
composto com cloroférmio, para se obter a solu¢cdo mée de cada composto, com concentracao
de 1000 mg.L™ de cada. Posteriormente, foram diluidos em viels de 1,5 mL, diferentes aliquotas
da solucdo mae, utilizando cloroférmio, para o volume final de 1mL, a fim de se obter os

padrdes de calibracdo. O procedimento foi realizado em duplicata.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foi aplicado o teste estatistico de Shapiro-Wilk para avaliar se 0s
experimentos tinham distribuicdo “Normal”. Neste teste, a hipotese nula é que a populacédo é
normalmente distribuida, ou seja, se o valor “p” for menor que o nivel alfa escolhido. A hipdtese
nula é rejeitada e ha evidéncias de que os dados testados ndo sdo normalmente distribuidos. Por
outro lado, se o valor “p” for maior que o nivel alfa escolhido, a hip6tese nula de que os dados
provém de uma populacdo normalmente distribuida ndo pode ser rejeitada. O nivel alfa
escolhido foi de 0,05, e o conjunto de dados apresentou um p-valor menor que 0,05, o que fez
rejeitar a hipdtese nula, de que os dados sédo de uma populacdo normalmente distribuida

Apos a confirmacdo de que os dados ndo apresentavam uma distribuicdo normal, foi
utilizado o programa Graphprism 7 para execucéo de testes de Kruskal-Wallis para avaliacéo e
comparacéo dos resultados de crescimento celular para cada tipo de variavel que foi testada, ou
seja, metabolismos (autotréfico, heterotrofico e mixotréfico), especies de microalgas,inoculo

inicial de microalgas, interferéncia da presenca de microrganismos predadores no cultivo e
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diferentes caracteristicas de efluente utilizado como meio de cultivo, de acordo com a coleta
dos efluentes em trés etapas de tratamento da ETE Centro.

O teste de Kruskal-Wallis foi escolhido, pois, quando séo violadas de forma importante
as pressuposicOes de normalidade e homocedasticidade, ndo se pode confiar no resultado de
uma andlise de variancia tradicional, pois, a probabilidade de se cometer um erro do Tipo |
afasta-se marcadamente de a. A alternativa ndo paramétrica para ANOVA a um critério de
classificacéo é o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Este teste € uma generalizacdo do
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) e seve, portanto, para se compararem duas ou mais
populacbes quanto a tendéncia central dos dados (CALLEGARI-JACQUES, 2003). O teste de
Kruskal-Wallis é utilizado na comparacao de trés ou mais amostras independentes. Ele indica
se ha diferenca entre pelo menos dois deles. A aplicacdo do teste utiliza os valores numéricos
transformados em postos e agrupados num s6 conjunto de dados. A comparacdo dos grupos é

realizada por meio da média dos postos.

Também foi aplicado o teste de Dunn para realizar multiplas comparacdes entre 0s
dados, quando o teste de Kruskal-Wallis apontou que a hipétese de nulidade (HO) foi rejeitada.
Com o teste de Dunn, era possivel determinar quais dos grupos foram diferentes, podendo-se
testar dois grupos e determinar se foram eles os responsaveis pela rejeicao de HO. Os resultados
0s testes estatisticos estdo apresentados nos ANEXOS.

410 ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DOS EXPERIMENTOS

Para o desenvolvimento dos cultivos foi realizada a divisdo do trabalho em etapas:

— Etapa 1: Cultivo com a espécie Desmodesmus subspicatus e efluentes pos- decantador
secundario (DS);

— Etapa 2: Cultivo com a especie Desmodesmus subspicatus e efluente pos-filtro
bioldgico aerado submerso (FAS);

— Etapa 3: Cultivo com as espécies Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e
Chorella vulgaris isoladamenteeefluente p6s-UASB,;

— Etapa 4: Cultivo com as espécies Desmodesmus subspicatus, Scenedesmus obliquus e
Chorella vulgaris com células suspensas e imobilizadas emefluentes pos—UASB e pos-
filtro bioldgico aerado submerso (FAS).
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Na primeira e segunda etapas foi avaliada apenas a espécie Desmodesmus subspicatus em
decorréncia da recente classificacdo taxénomica como um género e consequentemente dos
poucos estudos cientificos desta espécie em cultivos com efluentes domésticos para remocao
de nutrientes, matéria organica residual e producdo lipidica. Na terceira etapa foram avaliadas
também as espécies Scenedesmus obliquus e Chorella vulgaris em cultivos isoladoscom o
objetivode comparar o desempenho das trés espécies na remocdo dos nutrientes e matéria
organica residual presentes nos efluentes e também a producdo de lipidios. Na quarta
etapatambém foram avaliadas as trés espécies isoladamente em cultivos com células suspensas
e imobilizadas com intuito de verificar a aplicabilidade das células imobilizadas devido a
facilidade de colheita da biomassa neste tipo de cultivo.

4.10.1 Etapal: Cultivo com aespécie D. subspicatus e efluente p6s-DS com e sem filtracao

Primeiramente foram realizadas coletas do esgoto pés-DS na ETE-Centro para o cultivo
em laboratérioapenas da espécie D. subspicatus. A duracdo do cultivo foi de 15 dias e no altimo
dia de experimento houve a centrifugacéo para separacdo da biomassa e realizacdo das analises
laboratoriais com objetivo de avaliara eficiéncia de remog¢des de matéria organica residual e

nutrientes. A biomassa foi utilizada para avaliacdo da producdo de lipidios totais.

Foram avaliados os metabolismos autotréfico, heterotrofico e mixotréfico, comparando
o0s indculosiniciais de microalgas (5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%). Também foi avaliada a
interferéncia de microrganismos predadores e das particulas em suspensdao comparando a
utilizacdo do efluente com filtracdo e sem filtracdo. Na Figura 11 estdo demonstradas as
condic@es de cultivo executadas na etapa 1.



Figura 11-Condices de cultivo da espécie D. Subspicatus na etapa 1 do experimento.
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Fonte: A Autora, 2018.
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4.10.2 Etapa 2: Cultivo com a espécie D. subspicatus emefluentes pés-FAS com e sem
autoclavagem

Foram realizadas coletas do esgoto p6s-FAS para o cultivo da espécie D.subspicatus,
considerando 0s metabolismos autotrofico, heterotrofico e mixotrofico, comparando 0s
indculosiniciaisde microalgas (5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%). Também foi avaliada a
interferéncia de microrganismos predadores que poderiam estar presentes no efluente utilizado
com meio de cultivo, para isto, foi realizada a esterilizagéo do efluente utilizando oautoclave.
Foi realizada avaliacdo da remocéo de nutrientes, matéria organica e a producao lipidica apos
a separacao da biomassa de algas do efluente. Na Figura 12 estdo demonstradas as condicdes

de cultivo executadas na etapa 2.

Figura 12 - CondicGes de cultivo da espécie D. Subspicatus na etapa 2 do experimento.
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Fonte: A Autora, 2016.



68

4.10.3 Etapa 3: Cultivo com as espécies D. subspicatus, C. vulgaris e S.obliquus e efluente
pbés-UASB

Foram realizadas coletas do esgoto pds-UASB para o cultivo das espécies
D.subspicatus, S. obliquus e C.vulgaris e nesta etapa foram considerados apenas 0s
metabolismos autotrofico e mixotrofico, comparando os indculos iniciais de microalgasde 5%.
10%, 20%, 30%, 40% e 50%.

Nesta etapa ndo foram realizadas a autoclavagem ou filtragéo dos efluentes utilizados
no cultivo. Foram realizadas avaliacdes da remocao de nutrientes, matéria organica residual e
producdo lipidica. Na Figura 13 estdo demonstradas as condi¢des de cultivo executadas na etapa
3.

Figura 13 - Condigdes de cultivo das espécies de microalgas, D. subspicatus, S. obliquus e C. vulgaris
na etapa 3 do experimento.
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4.10.4 Etapa 4: Cultivo com a espécie Dsubspicatus, S. obliquus e C. vulgaris com células
suspensas e imobilizadas e efluentes pds-UASB e pds-FAS

Foi realizadoum experimento comparando células suspensas e imobilizadas

considerando apenas o metabolismoautotrofico e utilizando as espécies D. subspicatus,

S.obliquus e C. Vulgaris eo esgoto pds-UASB e p6s-FAS sem utilizacao de pré-tratamento para

remocdo de organismos predadores. Foram avaliadas as eficiéncias de remocdo de matéria

organica residual e nutrientes, contetdo lipidico nas células das trés espécies cultivadas de

forma suspensa e imobilizada e houve a identificacdo e quantificacdo de FAMEs.

Figura 14 - Condices de cultivo das espécies de microalgas, D.subspicatus, S.obliquus e C.vulgaris com células
suspensas e imobilizadas na etapa 4 do experimento.
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Fonte: A Autora, 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram desenvolvidas quatro etapas independentes para avaliacdo do cultivo de microalgas
em efluentes domésticos para analise da remocdo de matéria organica residual, nutrientes e

producéo de lipidios.

5.1 ETAPA 1 - A\/ALIAQAO DO CRESCIMENTO DA ESPECIE D. SUBSPICATUS EM
EFLUENTE POS-DS COM E SEM FILTRACAO

Para realizacdo da etapa 1 do experimento foi utilizada a espécie Desdesmuus subspicatus
com os inoculos inicias de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% utilizando o efluente pos-

decantador secundario com e sem filtracéo.

5.1.1 Crescimento da espécie D. subspicatus com in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%,
40% e 50%em efluente pds-DS com e sem filtracao

ATabela 3 apresenta os resultados das medices de pH, oxigénio dissolvido (mg/L),
temperatura (°C) e condutividade (uS/cm) do efluente coletado ap6s tratamento no decantador

secundario (DS), que foi utilizado como meio de cultivo nesta etapa do experimento.

Tabela 3 - Resultados de medicdes do efluente p6s-DS na ETE Centro, Petrolina, PE.

Efluente pH  Temperatura(°C) OD (mg.L!) Condutividade(uS/cm)

Po6s-DS 7,3 31,9 0,2 1.199,5
Fonte: A Autora, 2015.

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas do efluente p6s-DS com os resultados das

analises de DQO, NTK, N-amoniacal e fésforo total.

Tabela 4 - Resultados das analises laboratoriais do efluente p6s-DS na ETE centro.

Efluente DQO NTK N-amoniacal Fosforo Total
mg.L? mg.L? mg.L? mg.L?
PosDS 136,7 £12,72  48,4%8,76 36,4+3,95 20,17,77
sem filtracéo
Pos-DS 129,3+ 9,19  46,25+8,69 32,5+4,31 25,718,20

com filtracéo

Fonte: A Autora, 2016.
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Foram avaliados os cultivos cominoculos iniciais de microalgas 5% 10%, 20%, 30%,
40% e 50% em relacdo ao volume util total do reator e para isto foi realizada a contagem das
células na montagem dos experimentos. Foi também testada a influéncia da filtracao do efluente
utilizado no cultivo. Sendo assim, neste experimento, foram avaliadas 36 variaveis, utilizando

72 reatores, ja que este procedimento foi realizado em duplicata.

A Figura 15 demonstra a avaliacdo do crescimento de D. subspicatus comparando 0s
indculos iniciais de microalga supracitados, utilizando o metabolismo autotréfico e com
efluente filtrado. Os cultivos que apresentaram as maiores DCMax foram com os indculos
iniciais de 5% e 50%. No cultivo com 5%, a fase exponencial iniciou a partir do 3° dia de cultivo
e a DCMax foi no 9° dia de cultivo, com 2,81 x 107 cel/mL. O cultivo com 50% apresentou uma
curva de crescimento exponencial a partir do 4° dia de cultivo e atingiu seu pico de crescimento
no 7° dia, apresentando 2,98 x 107 cel/mL, e apos este dia, ocorreu uma queda na densidade
celular, provavelmente em decorréncia do rapido consumo de nutrientes e matéria organica,
como também pela presenca de microrganismos predadores. No cultivo com 10%, a maior
densidade celular foi verificada no 10° dia com 1,45 x 107 cel/mL. Também foi detectada a
presenca de rotiferos e protozoarios no cultivo. No cultivo com 20%, a fase lag da curva durou
até o 8° dia, quando ocorreu um pico de densidade celular no 10° dia de cultivo com (2,33 x 10’
cel/mL), sequido de uma queda acentuadaa partir do 11° dia (7,10 x 10° cel/mL), que também
pode estar relacionada com a herbivoria, devido a presenca de rotiferos e protozoarios no
cultivo, que foi identificado através da visualizacdo ao microscopio. No cultivo com 30%, a
DCMax 0correu no 5° dia, com densidade de 1,8 x 107 cel/mL. No cultivo com 40%, a DCMax
ocorreu no 8° dia com 1,6 x 107cel/mL.

A Figura 16 apresenta as densidades celulares dos seis indculos iniciais com o efluente
sem filtracdo. Tambeém foi possivel observar que as maiores DCMax foram nos cultivos com
50% e 5% de inoculos iniciais, atingindo 2,80 x 107 cel/mL e 2,25 x 107 cel/mL,
respectivamente. A DCMax observada no cultivo a 10% foi de 1,67 x 107 cel/mL, no 10° dia de
cultivo e depois houve a fase de declinio da curva de crescimento. O cultivo a 20%, apresentou
curva de crescimento com fase lag até o 7° dia e a partir do 8° dia houve um crescimento
exponencial (1,32 x 107 cel/mL), com uma queda brusca a partir do 11° dia, provavelmente

ocasionada pela herbivoria e também pela reducéo na disponibilidade de nutrientes.
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Figura 15 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 16 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus com in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, subspicatus com os inéculos iniciais 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50% com metabolismo autotréfico, em 30%, 40% e 50% com metabolismo autotréfico, em

efluente com filtracéo. efluente sem filtracdo.
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O cultivo com inéculo inicialde 30%, a DCMax ocorreu no 7° dia com 1,57 x 107 cel/mL,
seguido de uma queda brusca nos dias posteriores. Ja o cultivo a 40% apresentou uma curva de
crescimento irregular com alguns eventos de decréscimo da densidade, seguido de pequenos
aumentos, em dias consecutivos e no 14° dia de cultivo ocorreu a DCM, 1,46 x 107 cel/mL.

Também foram visualizados organismos predadores nos cultivos, conforme Figura 17.
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Figura 17 - Presenca de organismos predadores no cultivo.

Fonte: A Autora, 2015.

Gressler et al. (2013) estudou o cultivo de Desmodesmus subspicatus com metabolismo
autotrofico em fotobioreator tubular para biorremediacdo de aguas residuarias e producgéo de
6leo. No cultivo com adigdo de CO; a fase estacionaria foi atingida com 7 dias de cultivo e sem
a introducdo de CO; era necessario um tempo de cultivo seis dias, chegando a fase estacionaria
entre os quatro e seis dias. A maxima densidade celular foi de 9,11 x 10° células/mL foi obtida
durante o cultivo sem CO, e estes valores subiram para 4,24 x 107 células/mL quando CO; foi
adicionado ao cultivo. Comparando com os resultados da presente pesquisa, onde ndo foi
adicionado CO- nos experimentos, valores de DCMax foram superiores quando comparadosao

da pesquisa citada.

Para avaliar a existéncia de diferencas estatisticas significativas nos resultados de
densidade celular do cultivo autotrofico, considerando a variavel de filtragdo ou ndo do efluente,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (o= 0,05), com multiplas comparagdes através do teste
de Dunn. Com o resultado do teste, foi possivel concluir que ndo houve diferenca estatistica
significativa quando se comparou a variavel filtragdo do efluente, como também ndo houve
diferenga quando se avaliou os indculos iniciais das microalgas no cultivo (5%, 10%, 20% 30%,
40% e 50%), apesar dos cultivos com 5% e 50% apresentarem maiores DCwmax € DCwmedia. Desta
forma, a filtracdo do efluente néo surtiu efeito sobre a densidade celular e também néo houve

diferenca estatistica quando comparou-se os inoculos iniciais de microalgas no cultivo.

Existem na literatura alguns procedimentos de pré-tratamento de aguas residuarias antes
de entrar em um processo de cultivo de microalga que incluem filtracdo, autoclavagem ou
diluicdo da &gua, o que pode diminuir o crescimento de microrganismos competitivos e
diminuir a turbidez da agua, enquanto aumenta a transmitancia da luz (UNNITHAN; UNC;
SMITH, 2014). Contudo, no experimento realizado e a partir daavaliagcdo dos resultados dos
testes estatisticos, foi possivel concluir que a filtragdo do efluente ndo proporcionou diferenca
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significativa no crescimento da espécie D. subspicatus. Diante dos resultados, é possivel
concluir que a filtracdo néo foi eficiente para remogdo de microrganismos predadores, j& que
foi possivel verificar a presenca de rotiferos e protozoarios durante a realizagdo das contagens
de microalgas no microscopio e houve também uma dréastica reducdo da densidade celular. A
filtracdo para reducéo dos sélidos em suspenséo e aumento da transmitancia da luz também néo
trouxe beneficios para o acréscimo da densidade celular, considerando as condi¢6es de cultivo
aplicadas neste experimento. Em quase todos os ambientes aquaticos naturais, aherbivoria por
ciliados, amebas, rotiferos e outros zooplanctons formam um aspecto-chave da cadeia alimentar
e, como tal, influenciam significativamente os ecossistemas e sdo criticos para o funcionamento

eficiente.

Na Tabela 5 estdo demonstrados os dados de taxa de crescimento da espécie D.
subspicatus com o metabolismo autotréfico. A maior taxa de crescimento foi verificada no

cultivo com 50% de in6culo inicial e efluente sem filtragdo (1,283 dia™).

Tabela 5 - Taxa de crescimento de D subispicatus nos cultivos autotréficos com indculos iniciais 5%, 10%,
20%, 30%, 40% e 50% e efluente pds-DS com filtracdo e sem filtracdo.

Experimentos Taxa de crescimento
Autotroéfico

5% com filtrag&o 0,722 dia*
5% sem filtracéo 0,884 dia*
10% com filtragdo 0,902 dia*
10% sem filtragio 0,810 dia*
20% com filtragéo 0,594 dia*
20% sem filtrag&o 1,001 dia*!
30% com filtragdo 0,887 dia*
30% sem filtragdo 0,787 dia*
40% com filtracéo 0,548 dia*
40% sem filtragio 0,632 dia*
50% com filtracdo 0,477 dia!
50% sem filtracdo 1,283 dia™*

Fonte: A Autora, 2015.

Franchino et al. (2013) avaliou o cultivo de 3 espécies de microalgas (Neochloris
oleoabundans, Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus) com metabolismo autotréfico e
cultivadas emefluente obtido a partir de um digestor anaerdbio de uma planta piloto utilizada
paradigerir estercoeproteina do leite, onde foram testadas quatro dilui¢des (1:10, 1:15, 1:20,

1:25) do efluente para o cultivo das trés cepas. As taxas de crescimento de C. vulgaris foram



75

0,64, 0,52, 0,51, 0,49 d!, as taxas de crescimento de Scenedemus obliquus foram 0,49, 0,49,
0,44, 0,31 e 0,23 d! e as taxas de crescimento de N.oleoabundans foram 0,27, 0,37, 0,30 e 0,26,
d’. Diante dos resultados da presente pesquisa é possivel concluir que a espécie D.subspicatus

apresentou taxas de crescimento bastante elevadas e superiores as taxas encontradas.

Nas Figuras 18 e 19 foram avaliados os cultivos de D.subspicatus, com os inoculos
iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% utilizando o metabolismo heterotréfico, em
efluente com e sem filtracdo, respectivamente. As densidades celulares foram bem inferiores
guando comparadas ao cultivo autotrofico. Na Figura 19, utilizando o efluente com filtracdo, a
DCMax para o cultivo com 5% foi de 6,5 x 10° cel/mL no 9° dia de cultivo. No cultivo a 10%,
a DCMa foi no 8° dia de cultivo, com apenas 6,25 x 10° cel/mLe no cultivo a 20%, o maior
valor foi no 15° dia, apresentando apenas 1,75 x 108 cel/mL e as curvas de crescimento no
apresentaram fase exponencial. Com indculo inicial de 30%, maior densidade ocorreu no 2° dia
com apenas 3,38 x 10° cel/mL e no cultivo com 40% de indculo inicial, a DCMax também foi
verificada o 2° dia de cultivo 3,93 x 10° cel/mL. Com inéculo inicial de 50%, a DCMax foi de
apenas 4,98 x 108 cel/mL, no 15° dia de cultivo. No efluente sem filtracdo, a densidade celular
maxima foi no 6° dia de cultivo, 4,75 x 108 cel/mL, no cultivo com 50% os outros percetuais

também apresentaram densidade baixas quando comparadas ao cultivo autotrofico.

Figura 18 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 19 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus com in6culos iniciais de 5%, 10%, 20% subspicatus com os indculos iniciais de 5%,10%,
,30%, 40% e 50% com metabolismo hetetrotrofico, 20%, 30%, 40% e 50% com metabolismo

em efluente com filtragéo. heterotréfico, em efluente sem filtracéo.
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Provavelmente, esse fraco desempenho possa ser explicado pela falta de uma fonte de
carbono organico, que ndo foi suprida pelas fontes presentes no efluente doméstico pds-DS.
Contudo, ainda ndo se pode descartar o cultivo heterotrofico apenas com esse resultado, ja que
outros tipos de efluentes e concentracdes serdo utilizados para que uma avaliacdo mais completa

possa ser desenvolvida.

As andlises estatisticas de Kruskal-Wallis (a = 5%) e teste de Dunn para o cultivo com
metabolismo heterotréfico, demonstram que ndo houve diferenca significativa na comparacéao

entre o efluente com e sem filtracdo, como também na comparacdo entre os indculos iniciais.

Liang, Sarkany e Cui (2009), apontaram que as principais fontes de carbono e energia
para o crescimento heterotr6fico das microalgas sdo carboidratos e acidos organicos,
destacando-se a glicose, 0 acetato (acido acético) e o glicerol, bem como o0 amido de mandioca
e aguas residuarias. As taxas de respiracao e crescimento tendem a ser melhores com glicose
do que com qualquer outra fonte de carbono. Isto ocorre porque a glicose libera mais energia
por mol do que outras fontes. Contudo, a fonte de carbono é um dos itens que mais encarecem
os cultivos heterotréficos. Segundo, Li, Xu e Wu (2007) a glicose corresponda a cerca de 45%
do custo total da producdo heterotr6fica. Embora a glicose sustente as melhores producgdes de
biomassa, € essencial pesquisar alternativas a esta fonte. Desta forma, as pesquisas com
efluentes domésticos e industriais sdo importantes para avaliar o comportamento das espécies

cultivadas.

De acordo com Liang et al. (2010) a utilizacdo de efluentes para a producdo de
microalgas com metabolismo heterotréfico tem alguns desafios a serem vencidos, tais como;
presenca de compostos tdxicos e de microrganismos e a variabilidade da composicdo dos
efluentes. Uma alternativa para solucionar parte dessas questdes € o isolamento de cepas de

microalgas dos proprios efluentes, que tendem a ser mais robustas e competitivas.

Outra alternativa para aplicacdo do cultivo heterotréfico seria o tratamento de esgoto
domeéstico utilizando um sistema sequencial de microalgas. Na primeira etapa, as microalgas
cresceriam heterotroficamente, com o objetivo de diminuir o potencial poluidor do esgoto e
também produzir biomassa para producéo de biodiesel. Apos esta etapa, a biomassa poderia ser
separada e utilizada como meio de cultivo para a etapa autotrofica (ZHOU et al.,2013). Este

tipo de aplicacao do cultivo heterotrofico pode ser avaliado em estudos posteriores.

Assim como outros microrganismos heterotroficos, o meio de cultivo para as microalgas

heterotréficas deve apresentar a fonte de carbono, mas também outros compostos, destacando-
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se as fontes de nitrogénio e fésforo. Portanto, é necessario considerar a necessidade nutricional
como um todo da cepa e ndo apenas de sua fonte de carbono (MUTHURAJ et al., 2014;
PALABHANVI et al., 2014). No presente estudo, o0 experimento com metabolismo
heterotréfico ndo foi adicionada nenhuma fonte de carbono, jA que se esperava que 0S
compostos carbonéceos e 0s nutrientes presentes no esgotopudessem suprir as demandas para
o crescimento da espécie de microalga que foi utilizada no cultivo

Na Tabela 6 estdo apresentadas as taxas de crescimento dos inoculos iniciais nos
cultivos com metabolismos heterotroficos. As taxas de crescimento foram bem inferiores

quando comparadas aos do cultivo autotréfico.

Tabela 6 - Taxa de crescimento de D subispicatus nos cultivos heterotr6ficos com in6culos iniciais 5%, 10%,
20%, 30% ,40% e 50% e efluente pds-DS com filtracdo e sem filtracdo.

Experimentos Taxa de crescimento
Heterotrofico
5% com filtracéo 0,338 dia*
5% sem filtracéo 0,413 dia
10% com filtragdo 0,4951 dia*
10% sem filtragdo 0,5863 dia*
20% com filtrag&o 0,5676 dia*
20% sem filtrag&o 0,4018 dia*
30% com filtragéo 0,462 dia
30% sem filtrag&o 0,630 dia*
40% com filtragéo 0,453 dia*
40% sem filtracéo 0,403 dia*
50% com filtragdo 0,293 dia*
50% sem filtracdo 0,329 dia*

Fonte: A Autora, 2015.

Na Figura 20 estdo demonstrados os resultados das curvas de crescimento D.
subspicatus, com os inoculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% utilizando o
metabolismo mixotréfico, em efluente com filtragdo. As maiores DCMax também ocorreram
nos cultivos de 5% e 50%, apresentando densidades de 2,89 x 107 cel/mL e 3,00 x 107 cel/mL,
respectivamentee houve a reducdo acentuada no numero de células, logo apds o pico, que
provavelmente estava relacionada presenca de organismos predadores e reducdo na

concentracdo dos nutrientes. No cultivo com 10% de inéculo inicial ocorreu no dia 11° a DCM
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axcom 1,59 x 107 cel/mL, apds este dia, ocorreu a fase de declinio da curva. Noindculo inicial
de 20%, a maior densidade celular ocorreu no 10° dia de cultivo com 1,61 x 107 cel/mL. No
cultivo com 30% de indculo inicial, a DCMax foi atingida no 6° dia de cultivo (1,76 x 10’
cel/mL) e ap0os este dia, foi iniciada a fase de declinio da curva. No cultivo com 40% de in6culo

inicial, ocorreu no 8° dia de cultivo a DCMax (1,63 x 107 cel/mL).

Figura 20 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus com inéculos iniciais de 5%, 10%, 20%
,30%, 40% e 50% com metabolismo mixotréfico, em

Figura 21 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus com inéculos iniciais de 5%, 10%, 20%
,30%, 40% e 50% com metabolismo mixotréfico, em

efluente com filtracéo. efluente sem filtracéo.
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Na Figura 21 estdo apresentados os resultados de densidade celular dos cultivoscom
metabolismo mixotréfico, com os indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% e com
efluente sem filtragdo. A maior DCMax foi no cultivo com 50% de indculo inicial; No 5%, a
maior densidade ocorreu no 9° dia com 2,00 x 107 cel/mL e depois houve uma reducio discreta
da densidade. A DCMax do cultivo com 50% de indculo inicial, ocorreu no 8° dia de cultivo
(2,96 x 107 cel/mL) e depois houve um decréscimo acentuado da densidade celular. No cultivo
com 20% de indculo inicial, ocorreu uma diminui¢do da densidade de microalgas ap6s o 10°
dia, quando a densidade celular atingiu 1,54 x 107 cel/mL, enquanto no cultivo com 10% de
densidade a fase de declinio foi iniciada apds 0 12° dia e a DCMax foi também de 1,54 x 10’
cel/mL.Também foi verificada a presenca de microrganismos predadores nos cultivos. No
indculo de 30%, a maior densidade ocorreu no 7° dia (1,51 x 107 cel/mL), seguindo uma fase
de declinio e no cultivo com 40% de indculo inicial, a DCMax ocorreu no 10° dia de cultivo

(1,38 x 107 cel/mL) e também houve a reducio da densidade nos dias posteriores.
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Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Dun também foram aplicados para avaliar o
metabolismo mixotrofico e se existiam diferencas entre os indculos iniciais dos cultivos e para
a variavel filtracdo do efluente. Os resultados dos testes estatisticos revelaramque também néo
houve diferencas significativas comparando os indculos iniciais, nem para a variavel filtracéo

do efluente.

Girard et al. (2014) estudaram o cultivo mixotréfico de Scenedesmus obliquus em
cultivo com permeado do soro do queijo que apresentou DCMax entre 2,5 e 3,0x 108 cel/mL, e
o0 autor concluiu que S. obliquus teve capacidade de crescer utilizando lactose. Os valores de
DCMax de D. subspicatus foram inferiores aos do trabalho citado, sendo importante futuros
trabalhos com a utilizagdo de outros meios de cultivo.

Diante dos resultadosé possivel concluir que o cultivo autotréfico apresentou um melhor
desenvolvimento da densidade celular (maior DCMax), quando comparado ao cultivo
heterotréfico, entretanto, a curva de crescimento da espécie D. subspicatus a partir do
metabolismo mixotréficofoi semelhante a do cultivo autotrofico e ndo houve diferenca
estatistica entre os resultados, gerando assim, uma possibilidade de reducdo de custos com a
energia elétrica, por exemplo, no caso de utilizacdo de energia luminosa artificial para o cultivo.
Também pode-se optar por realizar o cultivo mixotréfico com iluminacgéo natural, ja que nos
experimentos foi utilizado o intervalo de 12h com luz e 12h sem luz, algo semelhante ao que

acontece na natureza.

Heredia-Arroyo, Wei e Hu (2010), avaliaram os resultados de crescimento da espécie
Chlorella vulgaris com metabolismos autotréficos, mixotréficos e heterotroficos; e o cultivo
mixotréfico, produziu mais biomassa que as culturas autotroficas ou heterotrdficas. Os
resultados de densidade celular no cultivo mixotréfico demonstraram que os efeitos
estimulantes do crescimento com utilizacdo de apenas luz e CO, foram tdo fortes como os
efeitos da utilizagdo de glicose. O resultado encontrado na presente pesquisa corroborou com
os resultados da pesquisa citada, quanto a aplicabilidade do cultivo mixotrofico, sem

necessidade de adigdo de glicose.

Foram avaliadas também as taxas de crescimento dos cultivos mixotroficos, conforme
resultados apresentados na Tabela 7. A maior taxa de crescimentofoi no cultivo com 30% de

indculo inicial com efluente sem filtragdo (1,197 dia™).
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Tabela 7 - Taxa de crescimento de D subispicatus no cultivo mixotréfico com indculos iniciais a 5% 10%, 20%,
30%, 40% e 50% e efluente p6s-DS com filtragdo e sem filtragdo.

Experimentos Taxa de crescimento

Mixotrofico
5% com filtragdo 0,824 dia*
5% sem filtragdo 0,907 dia*
10% com filtragio 1,107 dia*
10% sem filtragdo 1,021 dia*!
20% com filtragéo 1,018 dia*!
20% sem filtragdo 1,029 dia*!
30% com filtragéo 0,721 dia*
30% sem filtracéo 1,110 dia*
40% com filtracéo 0,896 dia™
40% sem filtracéo 0,841 dia*
50% com filtracéo 0,417 dia?
50% sem filtracéo 0,748 dia*

Fonte: A Autora, 2015.

Wang et al. (2010), estudaram o cultivo de Chlorella sp.com metabolismo mixotrofico
e em diferentes aguas residudrias de estacdes de tratamento de esgoto domeéstico. As taxas de
crescimento médias no periodo foram de: 0,412, 0,429, 0,343 e 0,948 dia !, considerando o0s
cultivos comos seguintes efluentes: antes do tratamento primario, apds o tratamento primario,
apos o lodo ativado e efluente proveniente da desidratacdo de lodo em centrifuga.Comparando
os resultados de taxa de crescimento do presente trabalho, principalmente dos cultivos com
inéculo inicial de 10%, 20% e 30%, as taxas de crescimento foram superiores ao maior valor

encontrado no estudo supracitado.

5.1.2 Avaliacdo da remogdo de nutrientes e matéria organica residual do efluente ap6s o
cultivo de D. subspicatus com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%

Apos o0 experimento de cultivo autotrofico, heterotrofico e mixotrofico com indculos
iniciais de 5% 10%, 20%, 30%, 40% e 50% e efluente p6s-DS com filtragcdo (CF) e sem filtracdo
(SF), foram realizadas as anélises fisico-quimicas para avaliaras eficiéncias deremocao de

nutrientes e matéria organica residual.

Na Figura 22 estdo as concentracdes de NTK apds o cultivo de microalgas com efluente
pos-decantador secundario considerando os seis inoculos iniciais aplicados e os trés

metabolismos.
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Figura 22- Concentracdes de NTK apds o cultivo pés-decantador secundario com e sem filtragdo, considerando
os cultivos com os metabolismos autotréfico, heterotrofico e mixotréfico, com indceulos inicias de 5%, 10%,
20%, 30%, 40% e 50%.
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E possivel concluir que houve uma expressiva redugio na concentracio de NTK dos
efluentes com e sem filtracdo, principalmente nos metabolismos autotroficos e mixotréfico. Na
Tabela 9 estdo apresentadas as eficiéncias de remoc¢do de NTK e 0s maiores percetuais foram
observados no cultivo autotr6fico quando comparados aos demais metabolismos. Utilizando
efluente com e sem filtragdo foram verificados no cultivo com 5% e 50% de indculos iniciais,
90,70% e 93,08% para o com filtracdo e 89,76% e 90,70%, respectivamente. O cultivo
mixotréfico apresentou a maior eficiéncia de remocéo de NTK no cultivo com 50% de indculo
inicial e efluente sem filtracdo (70,45%). Os cultivos com 5% e 50% foram os que apresentaram

maior densidade celular e isto pode ter proporciado um maior consumo deste nutriente.
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Tabela 8- Eficiéncia média de remocédo de NTK nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%,
cultivos com metabolismos, autotrofico, heterotréfico e mixotréfico e efluente pos-DS com e sem filtragéo.

Eficiéncia de remocédo de NTK

Autotrofico

5% CF 90,70% 5% SF 89,46%
10% CF 86,16% 10% SF 87,81%
20% CF 84,00% 20% SF 85,74%
30% CF 81,17% 30% SF 80,52%
40% CF 83,74% 40% SF 83,64%
50% CF 93,08% 50% SF 90,70%
Heterotrofico
5% CF 42,49% 5% SF 58,26%
10% CF 45,73% 10% SF 38,02%
20% CF 42,27% 20% SF 39,05%
30% CF 38,59% 30% SF 39,88%
40% CF 62,16% 40% SF 62,60%
50% CF 65,62% 50% SF 70,45%
Mixotrofico
5% CF 42,49% 5% SF 58,26%
10% CF 45,73% 10% SF 38,02%
20% CF 42,27% 20% SF 39,05%
30% CF 38,59% 30% SF 39,88%
40% CF 62,16% 40% SF 62,60%
50% CF 62,65% 50% SF 70,45%

Fonte: A Autora, 2015.

Na Figura 23 estdo apresentadas asconcentracdes de N-NHs" ap6s o cultivo de
microalgas com efluente p6s-decantador secundario com e sem filtragdo. Nos cultivos com 5%,
30%, 40%, 50% de indculos iniciais, metabolismos autotrofico e mixotrofico houve remogéo
total N-NH4" (100% de eficiéncia). No cultivo heterotréfico também houve o consumo total de
N-NH.4" do cultivo (inéculos iniciais de 30% e 40%).

A média de pH do cultivo autotrofico com filtragdo e com 50% de indculo inicial foi de
9,3 e de 5% foi de 9,6, ja no cultivo sem filtracdo foram de 9,7 e 8,9, respectivamente. Estes
valores elevados de pH podem ser benéficos para reducdo de alguns organismos patogénicos

do efluente, como também pode auxiliar nos processos de volatilizacdo da aménia. De acordo
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com Talbot e de la Noiie (1993), nos cultivos de microalgas com &aguas residuérias, além da
remo¢do devido a absorcdo de algas, também ha o efeito da remocdo de NHs devido a

alcalinizacdo do meio e que também podem contribuir para a reducdo do nitrogénio.

Figura 23 - Concentracdo de N-NH4* ap6s o cultivo pds-decantador secundario com e sem filtragéo,
considerando os cultivos com os metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, com indculos inicias de
5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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De acordo com Perez-Garcia (2011), a amonia ¢é a fonte de nitrogénio preferida das
microalgas, e também a fonte energeticamente mais eficiente, ja que menos energia é necessaria
para sua absor¢do. Segundo o autor, condi¢cdes de crescimento heterotrofico ndo afetam as
taxas de absorcdo de amdnia e a expresséo das enzimas de assimilagdo de nitrogénio, e tanto
sob condicdes autotroficas ou heterotréficas, a amonia é transportada através das membranas
por um grupo de proteinas pertencentes a familia transportadoras de aménia (WILHELM et al.,
2006). Sendo assim, mesmo sob condicGes heterotroficas e menor densidade celular, o cultivo
heterotrofico foi eficiente no consumo de N-N.*. Os resultados de pH obtidos no cultivo
heterotréfico também podem influenciar na eficiéncia de remocéo de nitrogénio. No cultivo
com filtracdo a média foi de 8,4 e 8,3 nos cultivos com 30% e 40% com indculos iniciais,
respectivamente e os cultivos sem filtracdo, o pH medio foi de 8,4 no cultivo com 30% e 8,30
no cultivo com 40%. Na Tabela 9 estdo apresentadas as eficiéncias medias de remogéo de N-
NH.".
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Tabela 9- Eficiéncia média de remogéo de N-NH4* nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%,
cultivos com metabolismos, autotréfico, heterotréfico e mixotréfico e efluente pos-DS com e sem filtragéo.

Eficiéncia de remogdo de N-NH4*
Autotroéfico

5% CF 100,00% 5% SF 100,00%
10% CF 96,00% 10% SF 96,98%
20% CF 93,54% 20% SF 95,05%
30% CF 100,00% 30% SF 100,00%
40% CF 100,00% 40% SF 100,00%
50% CF 100,00% 50% SF 100,00%
Heterotréfico
5% CF 29,54% 5% SF 52,47%
10% CF 67,69% 10% SF 60,71%
20% CF 46,77% 20% SF 45,60%
30% CF 100,00% 30% SF 100,00%
40% CF 100,00% 40% SF 100,00%
50% CF 39,69% 50% SF 47,80%
Mixotrofico
5% CF 100,00% 5% SF 100,00%
10% CF 93,31% 10% SF 91,48%
20% CF 91,08% 20% SF 90,93%
30% CF 100,00% 30% SF 100,00%
40% CF 100,00% 40% SF 100,00%
50% CF 100,00% 50% SF 100,00%

Fonte: A Autora, 2015.

Normalmente, para remocao de nitrogénio, existem unidades de tratamento em ETE’s
cujo objetivo € a realizacdo de nitrificagdo e desnitrificacdo bioldgica para transformagéo de
amonia (NH4") em nitrato (NO3") e no final do processo, gerar nitrogénio atmosférico (N2).
Embora eficaz para remocgéo de N total, a nitrificacdo e desnitrificagdo sdo processos caros e
complexos que transfere o nitrogénio para a atmosfera, onde nao é mais Gtil como nutriente.
Em sistema de cultivo de algas com aguas residuarias, o nitrogénio é assimilado pelas células
e posteriormente pode ser reciclado, através da utilizacdo da biomassa das algas (ABDEL-
RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012).
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Na Figura 24 estdo apresentadas as concentracdes de fosforo total apos o cultivo de
microalgas com efluente pds-decantador secundario com e sem filtracdo. Também houve uma

reducdo consideravel a concentracao apos o cultivo.

Figura 24— Concentragdo média de fésforo total ap6s o cultivo pés-decantador secundario com e sem filtracéo,
com os metabolismos autotréfico, heterotrofico e mixotréfico, com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%,

40% e 50%.
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No processo de tratamento terciario ocorre a remocao dos ions organicos, que pode ser
realizada biologicamente através do cultivo de espécies de microalgas que se adaptam a altas
concentracdes de nutrientes. O tratamento terciario bioldgico pode ter um bom desempenho em
comparagao a processos quimicos, que sdo em geral onerosos para serem implementados e que
pode levar a poluicdo secundaria. Os cultivos de microalgas oferecem uma solugdo para 0s
tratamentos terciarios devido a capacidade das microalgas em usar nitrogénio inorganico e
fosforo para o seu crescimento e também, pode ser explorada a sua capacidade de remover
metais pesados (RAI; GOUR; KUMAR, 1981), bem como alguns compostos organicos toxicos
(REDALJE et al., 1989). Dentre outras caracteristicas benéficas das microalgas, principalmente
no metabolismo autotrofico, sdo que elas também tém a capacidade de produzir oxigénio para
0 meio através da fotossintese e o efeito de desinfeccdo devido ao aumento do pH durante a
fotossintese (MARA; PEARSON, 1986; DE LA NOUE; DE PAUW, 1988). Sendo assim, na
producéo biodiesel a partir de D. subspicatus, podem ser explorados estes outros beneficios
citados para haja viabilidade no processo.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados de eficiéncia de remocao de P-POs* O
metabolismo autotrofico apresentou altas eficiéncias de remogéo, principalmente nos cultivos

com filtracdo com 10% e 40% de inoculos iniciais. Deve-se considerar também que a média de
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pH do cultivo durante o experimento com 10% de in6cuo inicial foi de 9,8 desta forma, o
processo de remocao de fosforo pode ser sido por precipitacdo também em decorréncia do pH
elevado.

A remocao convencional de fosforo total baseia-se na precipitacao de fosfato inorganico
por sais de ferro ou aluminio. Apesar da precipitacdo ser eficaz para a remocéo de P, este
método de tratamento elimina a perspectiva de reciclar o fosforo, pois os fosfatos de ferro ou
aluminio ndo estdo disponiveis para absor¢do metabolica e altas concentracdes desses sais sao
toxicas. Outros mecanismos para recuperar P incluem adsorcéo, troca ibnica e absor¢do
bioldgica. Sendo assim, a remogdo de fosforo por sistemas compostos por microalgas pode ser
uma alternativa para reciclagem de fésforo através da absorcéo bioldgica (ABDEL-RAOUF;
AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012).

Tabela 10 - Eficiéncia de remocéo de P-PO,* nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%,
cultivos com metabolismos, autotréfico, heterotrofico e mixotrdfico e efluente pos-DS com e sem filtracéo.

Eficiéncia de remocéo de P-PO4*
Autotrofico

5% CF 71,21% 5% SF 53,23%
10% CF 83,66% 10% SF 77,11%
20% CF 79,38% 20% SF 72,64%
30% CF 79,38% 30% SF 81,59%
40% CF 86,38% 40% SF 78,11%
50% CF 59,14% 50% SF 66,93%
Heterotréfico
5% CF 71,21% 5% SF 52,24%
10% CF 69,65% 10% SF 60,20%
20% CF 69,26% 20% SF 57,71%
30% CF 74,71% 30% SF 64,68%
40% CF 73,93% 40% SF 59,20%
50% CF 68,09% 50% SF 57,71%
Mixotrofico
5% CF 68,87% 5% SF 50,75%
10% CF 84,82% 10% SF 79,60%
20% CF 79,77% 20% SF 72,14%
30% CF 84,40% 30% SF 82,41%
40% CF 87,51% 40% SF 64,43%
50% CF 63,04% 50% SF 51,74%

Fonte: A Autora, 2015.
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Segundo Talbot e de la Noiie (1993), espera-se que quanto maior a densidade de algas
no inoculo inicial utilizado para o cultivo, melhor o crescimento e consequentemente maior a
eficiéncia de remocdo de nutrientes. No entanto, a alta densidade de microalgas pode ocasionar
auto-sombreamento, uma acumulacdo de auto-inibidores e uma reducdo na eficiéncia da
capacidade fotossintética (FOGG, 1975; DARLEY, 1982). Em relacdo os indculos iniciais de
microalgas aplicadas neste experimento, os resultados estatisticos mostraram que ndo houve
diferenca significativa do crescimento celular e quando avaliada a remocéo de fosforo total, por
exemplo, o cultivo que apresentou menor densidade celular média ao longo do cultivo (10% de
inéculo inicial), foi o que obteve maiores percentuais de remocdo do nutriente, quando

comparado 0s outros percentuais.

Na Figura 25 estdo apresentadas as concentracbes de DQO apds o cultivo pos-
decantador secundario com e sem filtragdo. De acordo com Ji et al. (2014), a producdo de
biomassa de microalgas depende da rapida utilizacdo do contetdo organico do efluente e pode
ser considerado como um meio promissor, eficiente e ecoldgico para o tratamento de aguas
residudrias, tanto domeésticas quanto industriais, pois, além de remover a carga organica, o
cultivo de microalgas, agrega valor ao processo, gerando produtos com valor comercial,
exemplo da biomassa de algas e o 6leo. Existem ainda alguns gargalos, que limitam a producao
em grande escala, no entanto, o uso duplo do cultivo de microalgas para o tratamento de aguas
residudrias e producdo de compostos de valor agregado é uma opcao atraente em termos de

reducdo do custo da energia e dos custos com recursos (nutrientes e agua doce).

Figura 25— Concentracdo média de DQO ap6s o cultivo pds-decantador secundario com e sem filtragdo e com
os metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50%.
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Segue abaixo a Tabela 11 que apresenta as eficiénciasde remocdo de DQO. Os
resultados demonstraram elevados percentuais de reducdo de DQO e que foram semelhantes

para os trés metabolismos utilizados.

Tabela 11 - Eficiéncia média de remogao de DQO nos in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%,
cultivos com metabolismos, autotrofico, heterotréfico e mixotréfico e efluente pés-DS com e sem filtragéo.

Eficiéncia de remocéo de DQO
Autotrofico

5% CF 61,41% 5% SF 59,62%
10% CF 67,75% 10% SF 71,84%
20% CF 64,58% 20% SF 67,59%
30% CF 67,44% 30% SF 69,86%
40% CF 85,38% 40% SF 83,61%
50% CF 57,70% 50% SF 62,47%
Heterotréfico
5% CF 63,11% 5% SF 61,23%
10% CF 64,97% 10% SF 67,37%
20% CF 62,95% 20% SF 65,40%
30% CF 79,66% 30% SF 57,06%
40% CF 60,02% 40% SF 58,38%
50% CF 66,43% 50% SF 64,08%
Mixotrofico
5% CF 62,18% 5% SF 60,13%
10% CF 68,14% 10% SF 68,84%
20% CF 64,50% 20% SF 65,76%
30% CF 69,37% 30% SF 69,86%
40% CF 71,46% 40% SF 70,89%
50% CF 60,87% 50% SF 63,57%

Fonte: A Autora, 2015.

Os resultados deste experimento também demonstraram que o cultivo da espécie D.
subspicatus em esgoto domestico pode ser viavel para tratamento de efluentes, principalmente
em estacOes de tratamento de efluentes de nivel secundéario, para complementacdo do

tratamento a nivel terciario.

Diante dos resultados de eficiéncias de remocao elevados que foram apresentados pela

especie D. subspicatus, esta microalgapode ser consideradapara utilizagdo emestacdes
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tratamento de &guas residuérias, principalmente devido a sua capacidade de assimilagdo de N e
P, antes da descarga para 0 meio ambiente, em conjunto com a producdo de biocombustiveis.
O pés-tratamento de efluente com uso de algas, poderia ser realizado em fotobioreatores ou em
lagoas de rolamento (raceway paddle ponds) e o esgoto seria a fonte de nutrientes e agua para
estes microrganismos produzerem lipidios para uso na fabricacdo debiocombustiveis
(UNNITHAN; UNC; SMITH, 2014).

5.1.3 Percentual de 6leo docultivo de D. subspicatus com indculos iniciais de 5%, 10%,
20%, 30%, 40% e 50% e efluentes pds—DS com e sem filtracao.

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados percentual de 6leo dos cultivos de D.
subspicatus com metabolismos autotrofico, heterotréfico e mixotréfico que foram analisados
apos o término do experimento. Os resultados demonstraram que o cultivo mixotrofico
apresentou valores mais elevados de producdo em comparag¢do com 0s outros metabolismos e
o0s percentuais foram maiores nos cultivos com 40% de indculo inical. De maneira geral, 0s
cultivos com efluente sem filtracdo apresentaram maiores percentuais de acimulo, quando
comparados aos cultivos onde foram utilizados efluentes com filtracdo. Os resultados do
percentual de 6leo ndo estiveram relacionados com a densidade celular, que se apresentaram

mais elevadas para o cultivo com 5% e 50% de indculos iniciais.

Tabela 12 - Percentual de 6leo de D.subispicatus in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%
metabolismo autotréfico, heterotrdfico e mixotrofico e efluente pos-DS.

Percentual de 6leo (%0)

Autotrdfico Heterotrofico Mixotréfico
5% com filtragdo 17% 9% 21%
5% sem filtracéo 18% 10% 23%
10% com filtracdo 17% 6% 21%
10% sem filtracéo 19% 7% 23%
20% com filtragéo 23% 9% 27%
20% sem filtracéo 25% 9% 31%
30% com filtragéo 17% 10% 23%
30% sem filtracéo 19% 9% 25%
40% com filtracéo 23% 11% 31%
40% sem filtracdo 26% 12% 33%
50% com filtragéo 23% 12% 27%
50% sem filtracéo 25% 13% 28%

Fonte: A Autora, 2015.
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Correlacionado os resultados de percentual de dleo com o comportamento da curva de
crescimento dos experimentos, € possivel inferir que os valores mais baixos de 6leo do cultivo
autotréfico comparados com os do cultivo mixotrofico, podem estar relacionados com a
reducdo drastica da densidade celular ao longo do cultivo em decorréncia da agdoda herbivoria,
neste cultivo. No cultivo heterotréfico, o conteddo lipidico foi inferior ao dos outros
metabolismos, 0 que também pode estar relacionado com a falta do carbono organico para o

metabolismo celular.

Zhao et al. (2012) avaliaram o rendimento lipidico de Scenedesmus quadricauda
utilizando diferentes fontes de carbono e os resultados demonstraram quefoi muito menor no
cultivo contendo NaHCOz como Unica fonte de carbono, enquanto a concentracdo de CO- e
glicose influenciava a producdo e acumulo de lipidios em culturas autotréfica e heterotréfica.
Além disso, o contetdo lipidico de S. quadricauda em cultura mixotréfica (33,1%) foi muito
superior que no cultivo autotrofico e heterotrofico (14-28%). Em comparagdo com 0S
percentuais de 0leo apresentados pelo presente trabalho, é possivel concluir que o cultivo com
D. subspicatus e com metabolismo mixotréfico, sem adicdo de outras fontes de carbono,
utilizando apenas as que estavam presentes no efluente, foram bastante promissores, pois 0
resultado de percentual de 6leo de 31% do cultivo mixotrofico foi semelhante ao encontrado no
estudo citado, onde houve a introducéo de glicose e CO».

Segundo Halim e Webley (2012), o contetdo e o perfil lipidico também sdo afetados
pelo estagio do ciclo de vida. O aumento da biomassa na fase de crescimento é seguido pela
fase estacionaria, momento em que o estresse causado pela privagéo de fatores de crescimento,
como nutrientes, por exemplo, aumenta a sintese e 0 acimulo de lipidios. A coleta da biomassa
de algas para execucdo das anélises de lipidios do presente estudo foi realizada no 15° dia,
quando os cultivos autotroficos e mixotroficos j& apresentavam reducdo na densidade celular,
possivelmente relacionada ao estresse nutricional, que pode ter sido uma influéncia positiva

para se atingir maiores percentuais de 6leo por grama de biomassa.

De acordo com Beevi e Sukumaran (2014), a maioria dos estudos de cultivo
heterotr6fico com uso de aguas residuarias, tem como foco principal o tratamento do efluente,
sendo a biomassa gerada um subproduto do processo. Os cultivos utilizando aguas residuarias
ndo produzem tanto quanto o meio a base de glicose, estes meios de cultivo podem ser

promissores, principalmente, para a producdo de compostos de baixo valor agregado, como 0
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biodiesel. Além disso, como ocorre redugdo do potencial de poluicdo dos efluentes utilizados,
agrega-se valor ambiental ao processo. Sendo assim, apesar da menor densidade celular
apresentada pelos cultivos heterotréficos, quando comparada aos outros metabolismos testados,
pode-se explorar a associacdo entre producdo de biodiesel e remocdo de nutrientes e matéria
organica do esgoto utilizado no cultivo, como também a reciclagem dos nutrientes, com a

utilizacdo da biomassa gerada

Liang, Sarkany e Cui (2009), concluiram que no cultivo mixotrofico ndo se observa
fotoinibicao, fenbmeno comum em sistemas autotroficos com altas intensidades luminosas. A
fotoinibicdo relaciona-se a saturacdo do fotossistema Il e pode causar danos irreparaveis nas
células das microalgas. A alta produtividade do cultivo mixotréfico também pode estar
relacionada, como outros fatores como, por exemplo: (1) diminuicdo dos danos causados por
excesso de oxigénio no meio de cultivo; (3) altas taxas metabolicas, com entrada de energia
tanto por meio da oxidacgdo da fonte organica de carbono quanto da luz; (4) consumo conjunto
de dioxido de carbono e substrato organico como fontes de carbono.

De acordo com Markou e Georgakakis (2011), as cepas de microalgas em cultivo
mixotréfico requerem menor intensidade luminosa para o seu crescimento. Desta maneira, caso
seja utilizada iluminacdo artificial, os gastos com este pardmetro serdo menores no sistema

mixotréfico, quando comparado com o autotréfico.

Segundo Li et al. (2012), a escassez nutricional promove mudangas metabdlicas, nas
quais, diminuem a formacdo de compostos proteéicos e clorofilados das células, e
consequentemente sua taxa de multiplicacdo, afetando o crescimento e a produtividade. Por
outro lado, ha um acréscimo na producgdo de substancias de reserva no interior da célula, tais
como carboidratos ou lipidios, que 0s organismos se utilizam em casos de escassez prolongada
de nutrientes no meio, garantindo assim, a sua sobrevivéncia e manutencdo celular. Sendo
assim, a remocdo total de nitrogénio amoniaca que foi observada principalmente nos cultivos
autotrofico e mixotrofico deste experimento, pode ter sido um fator positivo para o acimulo de

lipidios, neste experimento.
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52 ETAPA 2 - AVALIACAO DOS CRESCIMENTOS DE DESMODESMUS
SUBSPICATUS EM EFLUENTE POS-FAS COM E SEM AUTOCLAVAGEM

Para realizacdo da etapa 2 do experimento foi utilizada a espécie Desdesmuus subspicatus
com os inoculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% utilizando o efluente pds- filtro
bioldgico aerado submerso.

5.2.1 Crescimento de D. subspicatus com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50% e efluente p6s-FAS com e sem autoclavagem

Foi realizada a caracterizacdo do efluente do ponto de coleta pds-FAS, que foi utilizado
como meio de cultivo. Segue abaixo a Tabela 14 com resultados das medic¢des de: pH, oxigénio

dissolvido(mg.L™?), temperatura(°C) econdutividade(uS/cm).

Tabela 13 - Resultados de medicdes do efluente pds-FAS na ETE Centro

Efluente pH Temperatura(°C) OD (mg.L?) Condutividade(uS/cm)

P6s-FAS 7,4 30,4 2,1 1.650
Fonte: A Autora, 2016.

Os resultados das analises de DQO (mg.L ™), NTK (mg.L™), N- amoniacal (mg.L™?) e
fosforo total(mg.L™?) estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados das analises laboratoriais do efluente pds-FAS na ETE Centro.

Efluente DQO NTK N-amoniacal Fosforo total
mg.L* mg.L* mg.L* mg.L
POs-FAS 53,89+8,45  60,45+9,12  56,5645,23 55,06+11,21

Fonte: A Autora, 2015.

Os experimentos foram realizados com duracdo de 15 dias, utilizando a espécie D.
subspicatusonde foram avaliados os metabolismos autotrofico, heterotréfico e mixotrofico,
como também o efluente autoclavado e ndo autoclavadoe as os inoculos iniciais da microalga
a 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em relacdo ao volume total do reator.

Na Figura 28 estdo os resultados de densidade celular do cultivo autotr6fico com
efluente autoclavado. A maior DCMax foi de 2,57 x 10”cel/mL no cultivo com 40% de inoculo

inicial, no oitavo dia de cultivo e depois houve uma reducdo dréstica na densidade celular,
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correspondendo a fase de declineo do cultivo. Os indculos iniciais de 5%, 50% e 20% no cultivo
autotréfico autoclavado, apresentaram respectivamente uma densidade de 1,65x 107 cel/mL,
1,74 x 107 cel/mL e 1,32 x 107 cel/mL, ambas no nono dia de cultivo, indicando que houve um
crescimento exponencial. A DCMax que ocorreu nos inoculos iniciais de 10% e 30% foi no

décimo dia de cultivo com 9,30 x 10° cel/mL e 2,08 x 107 cel/mL.

A Figura 29 apresenta os resultados de desindade celular do cultivo auotréfico com
efluente ndo autoclavado. No inoculo inicial de 5%, observou uma maior densidade no décimo
segundo dia de cultivo com 1,34 x 107 cel/mL e logo apds notou-se um decréscimo na curva.
Para o indculo de 10%, o crescimento atingiu uma DCMax no 11° dia de cultivo com 9,81 x 10°
cel/mL. A DCMaxcom indculo inicial de 20%, obteve um valor de 1,22 x 107 cel/mL, no 8° dia
de cultivo. Nos cultivos com inoculos iniciais de 10% e 20%, foi possivel observar a presenca
de organismos predadores. No 9° dia de cultivo, o inoculo inicial de 30% obteve uma DCMax
de 2,14 x 107 cel/mL. Ja no cultivo com 40%, a densidade méaxima foi de 1,97 x 107 cel/mL no
12° dia. E por fim, no indculo inicial de 50%, a DCMax ocorreu no 10° dia de cultivo com 1,99
x 107 cel/mL.

Comprando os resultados de densidade celular das Figuras 26 e 27, foi possivel
perceber uma maior densidade no cultivo ndo autoclavado, podendo entéo atribuir a interacéo
da espécie de microalga, D. subspicatus com bactérias presentes no esgoto pos-FAS, utilizado

como meio de cultivo, produzindo um efeito positivo no crescimento das células microalgais.



94

Figura 26 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 2723 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus, nos inéculos iniciais de 5%, 10%, 20%, subspicatus, nos inoculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50%, com metabolismo autotréfico em 30%, 40% e 50%, com metabolismo autotréfico em

efluente autoclavado. efluentendo autoclavado.
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Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados de taxa de crescimento dos cultivos
autotroficos com os indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% com efluente pds-
FAS, autoclavado e ndo autoclavado. A maio taxa de crescimento foi verificado no cultivo com

30% de indculo inicial (0,989 dt) em efluente ndo autoclavado.

Tabela 15 - Taxa de crescimento no cultivo autotréfico, com todos os in6culos iniciais no efluente pds-FAS
autoclavado (A) e ndo autoclavado (N/A).

Autotroéfico

Experimentos Taxa de crescimento
5% N/A 0,757 d?
5% A 0,335d*
10% N/A 0,456 d*
10% A 0,482d?
20% N/A 0,373d?
20% A 0,469 d*
30% N/A 0,989 d*!
30% A 0,451d%
40% N/A 0,826 d*!
40%A 0,360 d*
50% N/A 0,322d?

50% A 0,303 d*
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As maiores taxas de crescimento observadas no cultivo autotrofico foram nos inéculos
inciais de 30% no efluente pos-FAS néo autoclavado, seguidosdos indculos iniciais de 40% e

5%, ambos em efluente ndo autoclavado também.

No metabolismo heterotréfico em efluente autoclavado (Figura 28), todos os indculos
iniciais apresentaram uma baixa densidade celular ao longo dos quinze dias. O indculo de 50%
demonstrou DCmax de 8,12 x 10° cel/mL, no décimo dia de cultivo, valor muito inferior quando
comparada as DCmax do cultivo autotréfico. 1sso demonstra que a espécie D. subspicatus ndo

conseguiu se desenvolver no cultivo totalmente sem luz.

Para 0 metabolismo heterotrofico ndo autoclavado, o in6culo inicial de 50% atingiu no

décimo terceiro dia uma DCmax de 4,38 x 10° cel/mL, conforme demonstrado na Figura 29.

Figura 28 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus, nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50%, com metabolismo heterotréfico,

Figura 29 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50%, com metabolismo autotréfico, em

em efluente autoclavado. efluente ndo autoclavado.
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Na Tabela 16 estdo apontados os valores de taxa de crescimento para o cultivo
heterotréfico, em todos os indculos (5%, 10%, 20%, 30%, 40%, e 50%), em efluente pds-FAS
autoclavado e ndo autoclavado. As maiores taxas de crescimento do metabolismo heterotrofico
foram bem inferiores quando comparadas aos experimentos com metabolismo autotrofico e

mixotréfico em efluente autoclavado e ndo autoclavado. E a taxa de crescimento que apresentou
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maior valor foi no in6culode 30% em efluente autoclavado, seguido do inéculo de 40% em
efluente ndo autoclavado e na concentracéo de 20% em efluente autoclavado.

Quando se comparou 0s indculos iniciais no cultivo com metabolismo heterotrofico,
através do teste estatistico de Kruskal-Wallis (o= 0,05) ¢ Dunn, s6 houve diferenga estatistica

no cultivo com autoclavagem.

Tabela 16 - Taxa de crescimento no cultivo heterotréfico, com todos os in6culos iniciais no efluente pds-FAS
autoclavado (A) e ndo autoclavado (N/A).

Heterotrofico

Experimentos Taxa de crescimento
5% N/A 0,189 dia*
5% A 0,332 dia*
10% N/A 0,358 dia™
10% A 0,284 dia™
20% N/A 0,287 dia*
20% A 0,369 dia*
30% N/A 0,206 dia™
30% A 0,422 dia*
40% N/A 0,372 dia*
40% A 0,290 dia*
50% N/A 0,165 dia™
50% A 0,580 dia*

A Figura 30 apresenta os resultados de densidade celular com metabolismo
mixotréfico, efluente pos-FAS autoclavado e inoculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50%. Qindculo inicial de 5% atingiu uma DCMax de 1,73 x 10 ’ cel/mL a partir do quarto dia
de cultivo. No inéculo inicial de 10% a DCMax foi de 1,08 x 107 cel/mL no 11° dia. O indculo
inicial de 20%, a DCMax foi no 8° dia de cultivo com o valor de 1,14 x 10’ cel/mL. Ja osindculos
iniciais de 30% e 40% as maiores densidades em ambos foram observadas no 12° dia, com
valores de 1,54 x 107 cel/mL e 1,28 x10’ cel/mL respectivamente. E no cultivo com o inéculo
inicial de 50%, a DCMax ocorreu no 9° dia com o valor de 1,57 x 107 cel/mL, seguida de uma

reducdo nos dias subsequentes.

E para o metabolismo mixotréfico ndo autoclavado demonstrado na Figura 30, o
indculo de 5% ocorreu no 13° dia com o valor de 1,62 x 10 ’ cel/mL, seguida de uma queda

brusca caracterizando dessa forma um declinio na curva. O in6culo inicial de 10% houve um
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crescimento no 14° e 15° dia com densidade de 7,55 x 10° cel/mL no Gltimo dia de cultivo. A
fase exponencial de crescimento foi a partir do 4° dia de cultivo e a DCMax ocorreu no 9° dia,
no cultivo com 20% (1,14 x 107 cel/mL), seguindo de uma reducéo na densidade, até que nos
14° e 15° dias de cultivo ocorreu um aumento, apresentando uma densidade de 8,45 x 108
cel/mL, no ultimo dia do experimento. No cultivo de 30% a ocorreu um aumento na densidade
no décimo segundo dia com o valor apontado de 1,70 x 107 cel/mL. No de 40% a DCMay foi de
1,64 x 107 cel/mL no 12° dia e depois desse dia houve um declinio consideravel na curva de
crescimento. E por fim, no inéculos de 50%, houve no do 9° dia de cultivo uma densidade de
1,73 x 107 cel/mL. No cultivo mixotréfico ndo autoclavado foi possivel detectar a presenca de
organismos predadores.

Figura 30 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 31 - Curva de crescimento da espécie D.
subspicatus, nos inéculos de 5%, 10%, 20%, 30%, subspicatus, nos inéculos de 5%, 10%, 20%, 30%,
40% e 50%, com metabolismo mixotréfico, em 40% e 50%, com metabolismo mixotrofico, em

efluente autoclavado. efluente ndo autoclavado.
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Foi aplicado os testes de Kruskal-Wallis (o= 0,05) ¢ Dunn nos resultados do cultivo
mixotréfico e ndo houve diferenca estatistica significativa quando foi verificada a interferéncia
da autoclavagem ou ndo do efluente utilizado como meio de cultivo. Desta forma, a
autoclavagem do efluente utilizado no cultivo ndo gerou efeitos na densidade celular no cultivo

com metabolismo mixotroéfico.

Na Tabela 17, estdo expostos os valores da taxa de crescimento das microalgas no
cultivo mixotréfico, em todos os indculos no efluente pos-FAS autoclavado e ndo autoclavado.

No cultivo mixotréfico os maiores valores de taxa de crescimento foram a de 5% em efluente
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pos-FAS autoclavado seguido de 50% em efluente autoclavado e 20% ndo autoclavado. Nesse
tipo de cultivo a remocdo de bactérias e outros microrganismos predadores, atraves da

esterilizacdo do efluente, ndo geraram impactos negativos no crescimento das microalgas.

Tabela 17. Taxa de crescimento no cultivo mixotrdfico, com todas as concentragdes no efluente pés-FAS
autoclavado (A) e ndo autoclavado (N/A).

Mixotrdfico
Experimentos Taxa de crescimento
5% N/A 0,397 dia™
5% A 1,159 dia*
10% N/A 0,306 dia™
10% A 0,454 dia™*
20% N/A 0,619 dia™
20% A 0,468 dia™
30 N/A 0,323 dia™
30% A 0,290 dia*
40% N/A 0,360 dia™
40% A 0,400 dia™*
50% N/A 0,411 dia*
50% A 0,728 dia*

Li et al. (2012) estudaram a viabilidade de crescimento de Chlorella sp. em esgoto
domeéstico concentrado, avaliando a remoc¢do de nutrientes e producdo de biodiesel. Os
experimentos foram realizados com pré-tratamento das aguas residuérias, onde parte foi
autoclavada a 121 °C para remocao de microrganismos predadores. A taxa de crescimento de
para algas cultivadas com esgoto bruto foi de 0,1677 d! e para algas cultivadas com esgoto
autoclavado, foi de 0,4794 d. Ou seja, as algas cultivadas com esgoto autoclavado tiveram
uma taxa de crescimento maior, quando comparada as taxas de crescimento utilizando o esgoto
ndo autoclavado, divergindo dos resultados do presente estudo quando considerada a espécie
D.subspicatus com metabolismo autotrofico, porém, corroborando com os resultados do cultivo
mixotrofico. De acordo com o autor a diminuicdo do crescimento de algas no efluente
concentrado ndo autoclavado poderia ser devido aos altos niveis de compostos toxicos e

bactérias competitivas encontradas no efluente.

As aguas residuarias fornecem um habitat para uma grande variedade de

microrganismose alguns podem ser prejudiciais para o crescimento de microalgas, agindo como
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concorrentes, parasitas ou predadores. Contudo, a presenca de microrganismos pode melhorar
0 desempenho do sistema devido a interacdo com bactérias, que pode até aumentar o
crescimento de microalgas. As microalgas podem melhorar aatividade das bactérias, liberando
certos compostos extracelulares e oxigénio, enquanto o crescimento bacteriano pode melhorar
0 metabolismo microalgal, reduzindo a concentracdo de O liberando CO2> no meio e
degradando compostos maiores. Avaliando os resultados de densidade celular e dos testes
estatisticos aplicados foi possivel concluir que a autoclavagem do efluente ndo apresentou
melhoria na densidade celular, levando em consideracédo os trés metabolismos testados. Apesar
de ter sido verificado que autoclavagem do efluente conseguiu reduzir a presenca de
microrganismos predadores (rotiferos, protozoarios e etc.), isto ndo touxe mudancas

expressivas para aumento da densidade celular.

Foi avaliada a diferenca estatistica entre os metabolismos autotrofico, heterotréfico e
mixotréfico também através dos testes Kruskal-Wallis (a= 0,05) e Dunn. Os resultados obtidos
demonstraram que houve diferenca estatistica quando realizada a comparacdo entre o
metabolismo autotréfico e o heterotrofico e na comparagdo dos metabolismos mixotréfico e o
heterotrofico. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa quando houve a

comparacao entre 0 metabolismo autotréfico e o mixotrofico.

Diante dos resultados estatisticos, a espécie D. subspicatus teve um crescimento celular
satisfatorio utilizando o metabolismo mixotréfico e que foi semelhante ao cultivo autotrofico,
ja que ndo houve diferencas estatisticas entre os resultados. No cultivo mixotréfico, a espécie
de microalgas utilizou apenas as fontes de carbono presente no esgoto no periodo sem

iluminacg&o e realizou a fotossintese no restante do tempo.

5.2.2 Remogdo de nutrientes e matéria organica do cultivo de Desmosdemsus
subspicatuscom indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% e efluente pos-
FAS com e sem autoclavagem

Apos o0 experimento de cultivo autotrofico, heterotrofico e mixotrofico com indculos
iniciais de 5% 10%, 20%, 30%, 40% e 50% e efluente pos-FAS autoclavado e ndo autoclavado
foram realizadas as andlises fisico-quimicas para avaliar as eficiéncias de remog&o de nutrientes

e matéria organica residual.

Para a avaliacdo da remocédo de NTK estdo apresentadas na Figura 32 as concentracfes

apos o cultivo utilizando o efluente pos-FAS autoclavado e ndo autoclavado considerando todos
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os indculos iniciais da espécie de microalga Desmodesmus subspicatus. Os valores de eficiéncia

de remocéo estdo demonstrados na Tabela 19.

Figura 32. Resultados de NTK apds o cultivo em efluente pés-FAS autoclavado (A) e ndo autoclavado (N/A),
com os metabolismos autotrofico, heterotrofico e mixotréfico, avaliando todosos inoculos aplicados.
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A remocdo de NTK no cultivo autotrofico foi elevada (entre 84,00% e 98,00%), houve
reducdo também no cultivo heterotr6fico e o percentual de remocéao ficou entre 44,00% e
66,00% e no cultivo mixaétréfico, que também foi bastante significativa o percentual de remocéo
ficou entre 83,00% e 99,00%. N&o houve diferencas expressivas na remoc¢éo quando comparado

a autoclavagem do efluente p6s-FAS.

Foi observado que a remoc¢do de NTK foi muito acentuada no cultivo mixotréfico, nos
indculos iniciais de 5% em efluente autoclavado e ndo autoclavado, como também no indculo
inicial de 50% em efluente autoclavado e ndo autoclavado. Quando comparada as mesmas
concentragdes para os cultivos com metabolismo autotrofico e heterotréfico, observou-se que
o cultivo autotrofico manteve uma excelente remocdo de NTK, mesmo o heterotrofico que
obteve uma baixa densidade celular (5%- 3,39 x 10° cel/mL e 50%- 2,53 x 10° cel/mL), houve

também uma remocao significativa dos nutrientes conforme a Tabela 18.
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Tabela 18 - Resultado da eficiéncia de remogao de NTK do efluente pés-FAS, com metabolismo autotroéfico,
heterotréfico e mixotrofico, em efluente autoclavado (A) e ndo autoclavado (N/A) e indculos iniciais de 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50%.

Eficiéncia de Remocédo de NTK

Autotrofico

5% A 94,90% 5% N/A 87,90%
10% A 91,23% 10% N/A 89,25%
20% A 93,71% 20% N/A 94,21%
30% A 84,62% 30% N/A 86,10%
40% A 79,16% 40% N/A 86,77%
50% A 98,00% 50% N/A 97,80%
Heterotréfico
5% A 49,60% 5% N/A 58,92%
10% A 49,38% 10% N/A 50,54%
20% A 47,89% 20% N/A 46,57%
30% A 57,65% 30% N/A 57,32%
40% A 56,66% 40% N/A 44,42%
50% A 66,33% 50% N/A 57,45%
Mixotrofico
5% A 98,50% 5% N/A 98,3%
10% A 95,70% 10% N/A 94,71%
20% A 96,36% 20% N/A 95,86%
30% A 85,94% 30% N/A 86,77%
40% A 83,62% 40% N/A 84,12%
50% A 98,40% 50% N/A 99,10%

Fonte: A Autora, 2016.

Os percentuais de remocdo de NTK foram maiores nos inéculos iniciais de 50%
autoclavado com 98,00% e 66,33% para 0s metabolismos autotréfico e heterotrofico,

respectivamente e de 99,10% no metabolismo mixotrofico em efluente ndo autoclavado.

Li et al. (2012), avaliando a remocdo de matéria organica e nutriente do efluente
concentrado com e sem autoclavagem durante experimento utilizando a espécie Chlorella sp.E
metabolismo autotréfico e com 14 dias de duracdo, encontrou os seguintes resultados para a
eficiéncia de remogéo de NTK que foi de 89,9% em efluente autoclavado e 89,1% em nao
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autoclavado. Os percentuais de remocdo de NTK do presente estudo superararam os valores

apresentados no estudo de Li et al. (2012).

Em relacdo a remocdo de nitrogénio amoniacal (N-NH4"), foi eficiente nos cultivos
autotrofico e mixotrofico atingindo a remocéo de 100,00% para a grande maioria das indculos

iniciais aplicados (Figura 33).

Figura 33- Resultados de N-NH4*apo6s o cultivo em efluente pds-FAS autoclavado (A) e nao autoclavado
(N/A), com os metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, avaliando todos os indculosiniciais

aplicados.
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O metabolismo heterotrofico apresentou uma remocao relevante e no indculo inicial de
30% em efluente autoclavado atingiu também 100,00% de remocéo de nitrogénio amoniacal
(Tabela 9).

De acordo com Perez-Garcia et al. (2011) o consumo de nitrogénio organico por
microalgas ocorre sob condicdes tanto autotroficas quanto heterotréficas. Todos os compostos
gue possuem nitrogénio organico sao capazes de dar suporte ao crescimento sob luz ou escuro.
Rendimentos de crescimento com compostos de nitrogénio organico sdo geralmente
comparaveis aqueles obtidos com nitrato ou amonia, embora as taxas de crescimento variarem
muito, dependendo da fonte de nitrogénio e da fonte de carbono. A partir dos dados de pesquisas
cientificas sobre o metabolismo de nitrogénio em condigdes heterotroficas, fica claro que o uso
da fonte de nitrogénio pela maioria das espécies de microalgas € em ordem decrescente:

amonia> nitrato> nitrito> ureia.
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Segundo Oswald (1988), nas lagoas fotossintéticas o nitrogénio organico é convertido
em nitrogénio amoniacal ou em nitrogénio gasoso que é produzido através da desnitrificacdo
heterotrofica na parte anaerdbia da lagoa e € libertado para a atmosfera juntamente com o
metano. Dessa maneira, 0 nitrogénio amoniacal é absorvido pelas microalgas durante o seu
crescimento. O excesso é convertido em hidroxido de amonio, que a pH elevado é liberado para

0 ar durante agitacdo suave, volatizando a aménia.

Observou-se que no 15° dia de cultivo, houve uma remocao total de nitrogénio
amoniacal nos cultivos autotréfico e mixotrofico. Correlacionando com os resultados de
densidade celular dos cultivos autotrofico e mixotroéfico, as curvas de crescimento evidenciaram
que a fase de declinio que foi iniciada a partir do décimo dia de cultivo pode estar relacionada

com a falta desse nutriente no meio.

Tabela 19 - Resultado da eficiéncia de remogdo N-NH4*do efluente pds-FAS, com metabolismo autotrofico,
heterotréfico e mixotréfico, em efluente autoclavado e ndo autoclavado com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50%.

Eficiéncia de Remocéo de N-NH4*

Autotréfico

5% A 96,00% 5% N/A 91,10%
10% A 100,00% 10% N/A 100,00%
20% A 100,00% 20% N/A 100,00%
30% A 100,00% 30% N/A 100,00%
40% A 97,00% 40% N/A 100,00%
50% A 100,00% 50% N/A 100,00%
Heterotréfico
5% A 52,00% 5% N/A 47,00%
10% A 76,00% 10% N/A 91,00%
20% A 77,00% 20% N/A 79,00%
30% A 100,00% 30% N/A 66,83%
40% A 72,60% 40% N/A 53,47%
50% A 78,00% 50% N/A 56,00%
Mixotréfico
5% A 94,00% 5% N/A 100,00%
10% A 100,00% 10% N/A 100,00%
20% A 100,00% 20% N/A 100,00%
30% A 100,00% 30% N/A 100,00%
40% A 100,00% 40% N/A 100,00%
50% A 100,00% 50% N/A 100,00%

Fonte: A Autora, 2015.
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Quanto & remogéo de fosforo total (P-PO4*) os resultados mostraram que a eficiéncia
do metabolismo autotrofico nos indculos iniciais de 30% e 40% autoclavado e ndo autoclavado
foram superiores quando comparados aos outros dois tipos de metabolismo testados (Figura
34).

Correlacionando com a densidade nesse metabolismo na concentragdo de 30% e 40%
com DCMax de 9,30 x 10° cel/mL e 2,08 x 107 cel/mL respectivamente e com a densidade no
metabolismo autotréfico ndo autoclavado também nos inoculos iniciais de 30% e 40%
obtiveram uma DCMsy de 2,14 x 107 cel/mL e 1,97 x 107 cel/mL na devida ordem. Essa alta
eficiéncia de remocdo de fdésforo total pela microalga Desmodesmus subspicatus nesses
indculos iniciais indicam que quanto maior a densidade, melhor a remocéo, pois 0 meio com
nutrientes em abundancia, as células microalgais se multiplicam a medida em que vao

absorvendo esse macroelemento.

Figura 34- Resultados de P-PO,* (fésforo total) apds o cultivo em efluente pds-FAS autoclavado (A) e ndo
autoclavado4(N/A) com os metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotrofico, avaliando todoss os indculos
iniciais aplicadas.
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Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados em porcentagem da eficiéncia de

remocao de fosforo total.

Foi possivel constatar nos experimento alta remogdo de fdosforo total, no cultivo
autotrofico (75,00%-98,00%) e mixotrofico (entre 57% e 97%) e de acordo com estudos de
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Song et al. (2008), o aumento nos valores de pH acima 8 na solugdo em um cultivo de
microalgas pode causar coagulacdo e adsorgcdo de fosfatos inorganicos.No metabolismo
autotrofico a média do pH no cultivo com 5% de in6culo inicial e ndo autoclavado foi de 10,1
e a média do pH para o cultivo com 5% de concentracdo inicial e no efluente autoclavado foi
de 8,9. No cultivo mixotréfico com 5% a média de pH foi de 9,8 para o efluente ndo autoclavado
e 9,5 no efluente autoclavado. Desta forma, a remocdo de fosforo total também pode ser

atribuida a precipitacéo de fosfato em decorréncia dos altos valores de pH dos cultivos.

Vale ressaltar que os maiores percentuais ocorreram no cultivo mixotréfico, noindculo

inicial de 40% (entre 96,00% e 98,00%) autoclavado e ndo autoclavado respectivamente.

Tabela 20- Resultado da eficiéncia de remogdo de fosforo total do efluente pds-FAS, ap6s cultivos com
metabolismo autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, em efluente autoclavado e ndo autoclavado com indculos
iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.

Eficiéncia de Remogéo de P-PO4*

Autotréfico

5% A 90,30% 5% N/A 75,30%
10% A 86,60% 10% N/A 86,30%
20% A 83,80% 20% N/A 83,60%
30% A 94,28% 30% N/A 92,64%
40% A 96,90% 40% N/A 98,54%
50% A 86,40% 50% N/A 86,40%
HeterotréficO
5% A 41,20% 5% N/A 46,50%
10% A 46,42% 10% N/A 52,05%
20% A 40,43% 20% N/A 46,97%
30% A 84,46% 30% N/A 89,70%
40% A 90,45% 40% N/A 91,66%
50% A 30,70% 50% N/A 49,40%
Mixotrofico
5% A 62,80% 5% N/A 69,40%
10% A 73,48% 10% N/A 80,39%
20% A 76,93% 20% N/A 65,31%
30% A 91,66% 30% N/A 88,39%
40% A 97,55% 40% N/A 96,24%
50% A 68,70% 50% N/A 57,90%

Fonte: A Autora, 2016.
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Os resultados da DQO do presente estudo apresentaram uma baixa eficiéncia de
remoc¢do de matéria organica em todos os trés tipos de cultivos (Figura 35). No entanto, deve-
se levar em consideracdo que esta baixa eficiéncia de remocédo, pode estar relacionada ao
efluente utilizado para o cultivo. O efluente pos-filtro biolégico aerado submerso (pos-FAS)
apresentou um DQO baixa 53,89 mg.L? e possivelmente possuia compostos com menor
biodegradabilidade.

Figura 35 - Resultados de remogdo DQO apds o cultivo em efluente pds-FAS autoclavado e ndo autoclavado
com os metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico, avaliando todos os indculos iniciais aplicados.
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Li et al. (2012), avaliando a remocdo de matéria organica e nutriente do efluente
concentrado autoclavado e ndo autoclavado, durante experimento utilizando a espécie Chlorella
sp. com 0 metabolismo autotrofico e com 14 dias de duragdo, encontrou os seguintes resultados:
remocgédo de 90,3% e 90,8% de DQO no efluente autoclavado e efluente ndo autoclavado,
respectivamente. Contudo, na pesquisa citada, o efluente utilizado para o cultivo era
concentrado, com DQO de 2.304.0 + 2.5 mg.L*

As concentracOes e os percentuais de eficiéncia de remocdo de nutrientes e materia
organica para o cultivo heterotréfico apresentaram uma baixa remocéao de DQO, inferior a 20%

conforme a Tabela 21.
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Tabela 21- Resultado da eficiéncia de remogédo de DQO do efluente pds-FAS, apds cultivos com metabolismo
autotrofico, heterotréfico e mixotréfico, em efluente autoclavado e ndo autoclavado com indculos iniciais de 5%,

10%, 20%, 30%, 40% e 50%.

Eficiéncia de Remocédo de DQO

Autotréfico

5% A 19,40% 5% N/A 11,50%
10% A 42,52% 10% N/A 42,09%
20% A 39,9% 20% N/A 40,77%
30% A 56,78% 30% N/A 24,33%
40% A 29,21% 40% N/A 41,36%
50% A 21,10% 50% N/A 21,10%
Heterotréfico
5% A 16,20% 5% N/A 16,20%
10% A 21,08% 10% N/A 20,28%
20% A 14,59% 20% N/A 13,86%
30% A 50,29% 30% N/A 31,64%
40% A 40,43% 40% N/A 40,55%
50% A 14,60% 50% N/A 18,80%
Mixotréfico
5% A 12,80% 5% N/A 23,50%
10% A 29,39% 10% N/A 30,77%
20% A 21,70% 20% N/A 29,39%
30% A 30,82% 30% N/A 41,38%
40% A 38,93% 40% N/A 24,35%
50% A 8,10% 50% N/A 13,80%

Fonte: A Autora, 2016.

Mezzomo et al. (2010) avaliando o cultivo mixotrofico da espécie Arthrospira

platensis utilizando efluente de suinocultura apés tratamento bioldgico conseguiu o0s seguintes

percentuais de remocéo: fosforo (41,6%) na menor concentracdo de efluente adicionado ao

meio de cultivo (5,0 e 8,5%), enquanto maiores remocgdes de DQO (84,3% e 79,3%) foram

obtidas na maior concentracdo de efluente no meio de cultivo. Os percentuais de remogéo de

fosforo obtidos no presente estudo foram superiores aos encontrados por Mezzomo et al.

(2010), contudo, as remocdes de DQO mais elevadas encontradas neste experimento foram

56,78% e 50,29%, ou seja, inferiores ao estudo citado.
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5.3 ETAPA 3- AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA ESPECIE D.SUBSPICATUS,
S.OBLIQUUS E C.VULGARISEM EFLUENTE POS-UASB

Para realizacdo da etapa 3 do experimento foi utilizada a espécie Desdesmuus
subspicatus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgris com os indculos inicias de 5%, 10%,
20%, 30%, 40% e 50% utilizando efluente pos- UASB.

5.3.1 Crescimento de D.subspicatus, S.obliquus e C.vulgaris com indculos iniciais de 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50%, em metabolismos autotréfico e mixotrofico em
efluente pés-UASB

Foi realizada acaracterizacdo do efluente do ponto de coleta pés-UASB, que foi
utilizado como meio de cultivo. Segue abaixo a Tabela 22 com resultados das medic6es de: pH,
oxigénio dissolvido (mg.L™), temperatura (°C) e condutividade (uS/cm) e na Tabela 23 estdo
os resultados de DQO (mg.L?), NTK (mg.L?), N-amoniacal (mg.L?), fosforo total (mg.L™?) e
razdo N/P. Este efluente coletado foi armazenado e utilizado para todos os experimentos, ou

seja, ndo foi necessaria a realizacdo de novas coletas para avaliar todas as variaveis desta etapa.

Tabela 22 - Resultados de medicGes do efluente pds-UASB na ETE Centro, Petrolina, PE.

Efluente pH Temperatura(°C) OD (mg/L) Condutividade(uS/cm)

Pos-UASB 7,2 30,1 0,5 1.879

Fonte: A Autora, 2016.

Tabela 23 - Resultados das analises laboratoriais do efluente p6s-UASB na ETE Centro.

DQO NTK N-amoniacal Fosforo Total
Efluente
mg.L? mg.L*? mg.L? mg.L?
Po6s- UASB 56,0+9,22 75,2 £12,60 57,1+ 7,44 31,9+6,98

Fonte: A Autora, 2016.

Foram avaliados os metabolismos autotroficose mixotroficose os inoculos iniciais de
microalgas de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em rela¢do ao volume total do cultivo. Sendo
assim, neste experimento, foram processadas 36 variaveis, utilizando 72 frascos (reatores), ja
que este procedimento foi realizado em duplicata. Na montagem do experimento foram

realizadas as contagens das células. O metabolismo heterotrofico foi eliminado desta etapa da
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pesquisa, ja que ndo houve crescimento celular nem acumulo lipidico conforme esperado,

também nao foi aplicado pré-tratamento no efluente utilizado no cultivo.

As Figuras 36 e 37 apresentam os resultados da curva de crescimento de D.subispicatus
e S. obliquus, com metabolismo autotrofico considerando os indculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, e com metabolismo autotroficos e efluente pos-UASB. As maiores DCMax de
D. subspicatus foram atingidas no Gltimo dia de cultivo, com in6culos iniciais de 40% 3,06 X
107 cel/mL e indculo inicial de 30% com 2,68 x 107 cel/mL. As espécies Scenedesmus obliquus
apresentou menores densidade celulares quando comparadas ao cultivo de D. subspicatus e a

DCMax foi no cultivo com 50% de in6culo inicial (1,74 x 107 cel/mL) no 12° dia de cultivo.

Figura 36 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 37- Curva de crescimento da espécie S.
subispicatusnos in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, obliquusnos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%,
30%, 40% e 50%, com metabolismo autotréfico em 40% e 50%, com metabolismo autotréfico, em efluente

efluente p6s-UASB. pos-UASB.
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Na Figura 38 estdo apresentados os resultados de densidade celular da espécie C.
vulgaris com efluente p6s-UASB com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
A maiores DCMax também foram visualizadas no cultivo com 30% e 40% de indculo inicial,
3,19 x 107 cel/mL, no 11° dia de cultivo e 3,69 cel/mL no 12° dia de cultivo. O cultivo
autotrofico com 50% apresentou a densidade celular maxima no 10° dia com 1,99 x 107 cel/mL
e com 5% a DCMay foi no 12° dia, com 1,34 x107 cel/mL.
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Figura 38 - Curva de crescimento da espécie C. vulgaris nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50%, com metabolismo autotréfico, em efluente pds-UASB.
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Nas Figuras 39 e 40 apresentam os resultados da curva de crescimento de D.subispicatus
e S. obliquus, com metabolismo mixotréfico considerando os indculos iniciais de 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, e com metabolismo autotrofico e efluente pds-UASB. No cultivo com a
espécie D. subspicatus as maiores DCMay foram encontradas tambémnos cultivos de 30% e
40% de indculo inicial 2,35 x 107 cel/mL e 2,58 10 cel/mL, respectivamente. No cultivo com
a espécie S.obliguus as maiores DCMax também foram encontradas nos indculos iniciais de 30%
e 40%, com 2,40 x 107 cel/mL 2,69 x 107 cel/mL.
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Figura 39 - Curva de crescimento da espécie D. Figura 40 - Curva de crescimento da espécie S.
subispicatus nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, obliquus nos indculos iniciais de 5%, 10%, 20%,
30%, 40% e 50%, com metabolismo mixotréfico em 30%, 40% e 50%, com metabolismo mixotréfico em

efluente p6s-UASB. efluente p6s-UASB.
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A Figura 41 apresenta a curva de crescimento de C. vulgaris nos indculos iniciais de
5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%, com metabolismo mixotrofico em efluente pos-UASB. As

maiores densidades celulares também foram observadas nos indculos iniciais de 30% e 40%.

Figura 41 - Curva de crescimento da espécie C. vulgaris nos in6culos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50%, com metabolismo mixotréfico em efluente pos-UASB.
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Na andlise estatistica dos resultados atraves dos testes de Kruskal-Wallis (0=0,05) e
teste de Dunn ndo apontaram diferengas significativas entre as densidades celulares das trés
espéecies de microalgas cultivadas e considerando as comparacdes entre os metabolismos

autotréfico e mixotréfico.

Hakalin et al. (2014) estudaram os efeitos do nitrogénio, fosforo e vitaminas para o
crescimento de Scenedesmus sp. Apds dez dias de cultivo, a menor densidade de algas (4,2 x
108 cel/mL ™) foi obtido no tratamento onde o meio de cultura ndo continha nitrogénio (NO) em
sua composicao. As mais altas densidades de algas foram alcancadas com os tratamentos 7 (1,5
x 107 cel/mL) e 8 (1,4 x 107 células/ mL), onde o meio de cultivo continha concentragdes de
nitrogénio e fosforo no nivel maximo (N- 170, mg.L™ e P -53,0 mg.L™%). No presente estudo as
concentracdes de nitrogénio e fosforo do efluente pos-UASB utilizado no cultivo eram
inferiores (N- 57,1 mg.L™* e P-31,95 mg.L™) aos aplicados no estudo citado, entretanto, as
densidades dos cultivos autotroficos e mixotroficos foram semelhantes aos resultados da
pesquisa de Hakalin et al., (2014). Os resultados de densidade celular das trés espécies
cultivadas neste experimento demonstram que houve adaptacdo as caracteristicas do efluente
utilizado (p6s-UASB).

De acordo com Kim et al. (2010), a espécie Chlorella vulgaris pode crescer usando
dioxido de carbono e luz, através do processo fotossintético ou podem utilizar ions bicarbonato
(HCO3") como uma fonte de carbono para a fotossintese. Os resultados da pesquisa apontaram
que a curva de crescimento apresentou-se em faselag por 24 horas, que correspondeu ao tempo
de adaptacdo a condicdo de aguas residuarias e o carbono inorganico ndo foi reduzido durante
o periodo. Durante a fase de crescimento exponencial, a densidade celular de Chlorella vulgaris
aumentou e a concentracdo decarbono inorganicodiminuiu acentuadamente até 96 h,
indicandoreacdo fotossintética ativa. O pH da agua residuariaaumentou a partir da fase lag e
nafase de crescimento exponencial. Comparando com os resultados da presente pesquisa, a fase
lag do cultivo de Chlorella vulgaris, foi mais longa que 24h, e teve uma duracgéo de 4 a 5 dias
e correlacionando com os dados de consumo de carbono inorganico, que se reflete no aumento
do pH do meio, no presente estudo, houve uma aumento expressiva do pH a partir do inicio da
fase exponencial, apresentando valores acima de 9 a partir 5° dia de cultivo, corroborando com

os resultados da pesquisa supracitada.

Na Tabela 24 estdo apresentados os resultados de taxa de crescimento das trés espécies
utilizadas neste experimento demonstrando que as maiores taxas foram encontradas no

metabolismo mixotréfico e os cultivos com concentracao inicial de 5%. Na pesquisa de Hakalin
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et al., (2014) a taxa de crescimento maxima de Scenedesmus sp. foi de 0,62 d* no cultivoonde
0 meio de cultivo continha concentra¢Bes de nitrogénio e fésforo no nivel méximo (N- 170,
mg.L* e P -53,0 mg.L™). Comparando com os resultados da presente pesquisa as taxas de
crescimento de S. obliquus cultivadas com metabolismo autotréfico e mixotrofico e com
indculo inicial de 5%, foram superiores (0,662 d* e 0,813 d!) aos da pesquisa citada, mesmo

com a utilizagdo de agua residuaria com concentragdo menor de nitrogénio e fosforo.

Tabela 24 - Taxas de crescimento do cultivo das espécies D. subspicatus, S.obliquus e C.vulgaris com in6culos
iniciais de 5%, 10%, 20% 30%, 40% e 50% e efluentes pds-UASB.

Experimento Taxa de crescimento

Autotrdéfico Mixotréfico
D. subispicatus 5% 0,629 dia 0,900 dia’*
D. subispicatus10% 0,234 dia 0,220 dia*
D. subispicatus 20% 0,204 dia* 0,267 dia™
D. subispicatus 30% 0,359 dia* 0,555 dia*
D. subispicatus 40% 0,646 dia 0,279 dia
D. subispicatus 50% 0,495 dia* 0,522 dia*
S. obliquus 5% 0,662 dia™ 0,813 dia*
S. obliquus 10% 0,033 dia* 0,161 dia™
S. obliquus 20% 0,110 dia* 0,213 dia*
S. obliquus 30% 0,731 dia* 0,683 dia
S. obliquus 40% 0,664 dia™ 0,694 dia™
S. obliquus 50% 0,404 dia 0,284 dia
C. vulgaris 5% 0,383 dia 1,159 dia!
C. vulgaris 10% 0,251 dia* 0,201 dia*
C. vulgaris 20% 0,342 dia 0,352 dia*
C. vulgaris 30% 0,300 dia* 0,405 dia*
C. vulgaris 40% 0,660 dia™ 0,272 dia*
C. vulgaris 50% 0,303 dia* 0,377 dia*

Fonte: A Autora, 2016.

Azzez (2010) realizou um estudo utilizando a espécie Chlorella vulgaris com
metabolismo autotréfico com efluente de uma industria de producéo de sementes e racdo animal

e verificou que a taxa de crescimento aumentou com a elevacao da temperatura, até atingir o
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valor maximo de (1,5 dia) a 30 ° C, e elevando a temperatura para 35°C, houve a diminuicéo
da taxa de crescimento, o que significa que além de 30 °C, a atividade das algas comeca a
diminuir e segundo o autor, este resultado esta de acordo com a teoria das fases de crescimento
para a cultura em batelada (fases de estacionaria-exponencial-declinio). No presente estudo a
temperatura do ambiente de cultivo foi controlada em 25°C e a maior taxa de crescimento da
espécie C. vulgaris foi de 1,159 d, sendo inferior ao da pesquisa citada.

5.3.2 Avaliacdo da remocao de nutrientes e matéria organica residual apds cultivo de
D.subspicatus, S.obliquus e C.vulgaris com indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%o,
40% e 50% e efluente p6s-UASB

Apbs 7 e 15 dias de cultivo, aliquotasdos cultivos foram retiradas para avaliacdo da
remocédo de DQO, NTK, NH4" e fosforo total dos experimentoscom metabolismos autotréficoe
mixotrofico, indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30, 40% e 50% e efluente p6s-UASB.

Os resultados da remocéo de DQO do efluente utilizado nos cultivos das espécies D.
subspicatus, S. obliquus e C. vulgaris, com metabolismo autotrofico estdo demonstrados na
Figura 42. Na avaliacdo dos dados de concentracdo, foi possivel verificar que houve uma alta
remocdo de DQO em apenas 7 dias de cultivo e ndo houve um acréscimo significativo do
percentual de remocdo, considerando os resultados do 15° dia, ou seja, 0 consumo de matéria
organica é mais rapido nos primeiros dias de cultivo. Os percentuais de remoc¢édo de DQO foram
semelhantes entre as espécies (entre 79-83%). Na Figura 43 estdo demonstrados os resultados
de remocdo de DQO no cultivo mixotréfico e é possivel verificar que também houve uma
reducdo significativa da concentracdo nos 7 primeiros dias de cultivo. Ndo houve diferencas

expressivas entre as espécies, nem em relacdo ao inoculo inicial, na remoc¢éo de DQO.

Lau, Xu e Wu (1996) concluiram a partir dos resultados de remocéao de matéria organica
e nutrientes utilizando a espécie Chlorella vulgaris, que reducdo inicial rapida de DQO (> 50%)
nos primeiros dias de cultivo, ndo estava relacionado com o nimero de algas ou contetdo de
clorofila, sugerindo que a remogéo de DQO foi principalmente devido ao metabolismo das
bactérias existentes no efluente. E provavel que também tenha ocorrido & remogéo de DQO
através do metabolismo bacteriano, principalmente no cultivo autotrofico, pois a microalgas

ndo sdo capazes de metabolizar carbono organico de fontes externas com iluminagdo continua.
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Figura 42 - Resultados de DQO do efluente ap6s 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e C.

vulgariscom metabolismo autotréfico e indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Figura 43 - Resultados de DQO do efluente ap6s 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. oliquus e

C.vulgaris com metabolismo mixotréfico e indculos iniciais de 5%,10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Os resultados de remogao de NH4" estdo apresentados na Figura 44 e 45, considerando

os cultivos autotrofico e mixotrofico, respectivamente. Houve uma alta assimilagcdo nos

primeiros 7 dias de cultivo e a remocdo de NH4* foi total no 15° dia de cultivo, para nos dois

metabolismos, na maioria dos cultivos testados.
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los iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Figura 44- Resultados de NH4* do efluente apds 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e C.
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Figura 45- Resultados de NH4* do efluente apds 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e C.
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Na Figura 46 estdo os dados de remocgédo de NTK do cultivo autotréfico, demostrando
tre 92%-96%. Na Figura 47 est

~

uma alta eficiéncia de remocédo no 15° dia e a espécie C. vulgaris foi a que se destacou, com
remocao en
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apresentoupercentuais de remocao entre 84%-89% no cultivo com metabolismo autotrdfico.
Lau, Xu e Wu (1996) verificaram que a rapida remocéao de NTK (> 60%), logo nos primeiros
dias de cultivo, ndo estava relacionada ao nimero de algas e que provavelmente o consumo de
NTK estava relacionado ao metabolismo das bactérias existentes no esgoto utilizado no cultivo.

Neste experimento também houve uma répida assimilagdo do NTK nos primeiros 7 dias de
cultivo.

Figura 46 - Resultados de NTK (mg.L™) do efluente ap6s 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e
C. vulgaris com metabolismo autotréfico, indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Figura 47- Resultados de NTK (mg.L™) do efluente ap6s 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus
e C. vulgaris com metabolismo mixotréfico, indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Nas Figuras 48 e 49 estdo os resultados de remocao de fdsforo total dos cultivos com
metabolismo autotréfico e mixotréfico, respectivamente. No cultivo autotréfico, ocorreu uma
expressiva reducdo da concentracdo de P, logo nos primeiros 7 dias de cultivoe no 15° dia a
eficiéncia mais elevada foi para a espécie S. obliquus (94%). No cultivo mixotréfico a eficiéncia
de remocdo de P no 15° dia esteve entre 92%-96%, considerando a trés espécies cultivadas. Em

relacdo aos indculos iniciais das microalgas ndo houve as diferencas relevantes quanto a
eficiéncia de remocao de fosforo total.
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Figura 48 - Resultados de fosforo total do efluente apés 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e

los iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Figura 49 - Resultados de fosforo total do efluente apds 7 e 15 dias das espécies D. subspicatus, S. obliquus e

C. vulgaris com metabolismo mixotréfico, concentragdes iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%.
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Wang et al.(2010) avaliaram o crescimento de Chlorella sp.com metabolismo

autotrofico em esgoto domestico de diferentes pontos do fluxo de processos de tratamento da
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ETE. Foi avaliado o cultivo da espécie de microalga com o esgoto antes do tratamento primario
(T1), ap6s o tratamento primario (T2) e &gua residuéria gerada a partir de desidratacdo do lodo
em centrifuga (T4). As taxas de remogao de NH4 " foram 82,4%, 74,7% e 78,3% para 0s esgotos
T1, T2 e T4 respectivamente. A remocao de fosforo total do esgoto T1, T2, T4 foi de 83,2%,
90,6% e 85,6%, respectivamente. A remocao de DQO foi de 50,9% para o esgoto T1, 56.5%
para 0 esgoto T2, e 83.0% para o0 esgoto T4. As eficiéncias de remocdo de NHs"e de fosforo
totalencontradas neste experimento foram superiores aos da pesquisa citada, ja que houve a
remocdo total de NH4" € as eficiéncias de remocao de P foram superiores a 90% para as trés
espécies testadas, no final de cultivo. As eficiéncias de DQO ficaram entre 79-83%,
considerando as trés espécies.

Segundo Aslan e Kapdan (2006), as microalgas unicelulares da Divisdo Chlorophyta tém
demonstrado tolerancia para crescimento em meio as condi¢fes de aguas residuarias e sdo
muito eficientes em acumular nutrientes de aguas residuarias. Os géneros Chlorella e
Scenedesmus costumam predominar nas comunidades fitoplancténicas em lagoas de oxidagéo
(MASSERET et al., 2000) e em lagoas de alta taxalagoas (CANOVAS et al., 1996). No entanto,
ha variacdo na eficicia entre as espécies da Divisdo Chlorophyta, por exemplo, Chlorella
vulgaris foi mais eficaz do que Chlorella kessleri em acumular N e P de aguas residuérias em
um estudo (TRAVIESO; BENITEZ; DUPEIRON, 1992), enquanto outro estudo descobriu que
Scenedesmus obliquus cresceu melhor em esgoto domestico que C. vulgaris (RUIZ-MARIN;
MENDOZA-ESPINOSA, 2010).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas estatisticas em relacao
asdensidades celulares de S. obliquus e C. vulgaris, entdo as duas espécies se adaptaram bem
ao efluente e as condicdes cultivo aplicadas, divergindo dos resultados encontrados por Ruiz-
Marin e Mendoza-Espinosa, (2010) e em linhas gerais houve eficiéncias semelhantes de
remocdo de DQO, NH4", NTK e fésforo total, contudo, S.obliquus apresentou percentuais

ligeiramente mais elevados que as outras espécies para os parametros - NTK e fdsforo total.

Na Tabela 25 estéo apresentados os resultados da analise de contetido e percentual de 6leo
das trés espécies cultivadas nesta etapa do experimento. O cultivo autotrofico apresentou
maiores percentuais de 6leo por grama de biomassa e a espécie D. subspicatusse destacou,

apresentando maior acimulo de 6leo nas células.


https://www.infoescola.com/biologia/divisao-clorophyta-cloroficeas/
https://www.infoescola.com/biologia/divisao-clorophyta-cloroficeas/
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Tabela 25 - Percentual de 6leo de D. subispicatu, S obliquus e C vulgaris com metabolismos autotréfico e
mixotrdéfico e indculos iniciais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% e efluente pds-UASB.

Percentual de 6leo (%) Percentual de 6leo (%)
Autotrofico Mixotrdfico
5% D. subspicatus 30% 26%
10% D. subspicatus 18% 19%
20% D. subspicatus 21% 20%
30% D. subspicatus 21% 19%
40% D. subspicatus 20% 20%
50% D. subspicatus 31% 26%
5% S. obliquus 20% 18%
10% S. obliquus 20% 18%
20% S. obliquus 19% 17%
30% S. obliquus 17% 16%
40% S. obliquus 18% 15%
50% S. obliquus 19% 19%
5% C. vulgaris 23% 22%
10% C. vulgaris 26% 25%
20% C. vulgaris 30% 28%
30% C. vulgaris 22% 20%
40% C. vulgaris 25% 23%
50% C. vulgaris 29% 21%

Fonte: A Autora, 2016.

Converti et al. (2009) avaliam o contetdo lipidico de Nannochloropsis oculata e
Chlorella vulgaris para producédo de biodiesel testando os efeitos em decorréncia da mudanca
de temperatura. Com a temperatura 25 °C, o contetdo lipidico de N. oculata foi de 14,92%. A
espécie C. vulgaris com a temperatura de 25° C apresentou o contetdo lipidico de 14,71%,
porém, quando testado o aumento da temperatura para 30°C, o contetido teve uma diminuicdo
para 5,90%. Por outro lado, uma reducdo de 75% da concentracdo de nitrogénio no meio, com
relacdo aos valores 6timos para o crescimento, aumentou o percentual de N. oculata de 7,90%

a15,31% e de C. vulgaris de 5,90 a 16,41%, respectivamente.
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Os percentuais de lipidios obtidos no presente trabalho foram superiores aos valores
encontrados na pesquisa supracitada. Os valores de temperatura da presente pesquisa foram
mantidos em 25°, coincidindo com os valores onde foram detectados os valores maximos de
acumulacdo lipidica do estudo citado. Em relacdo a concentracdo de nitrogénio amoniacal,
houve reducdo significativa da concentracdo nos primeiros sete dias de cultivo e analise
realizada no 15° no cultivo autotrdfico, demonstrou que o NH4" tinha sido completamente
exaurido do meio de cultivo, ou seja, houve estresse nutricional para as trés espécies cultivadas

e isso pode ter acarretado maior acumulacéo lipidica.

Arbib et al. (2014) estudou o uso das espécies S. obliquus, Chlorella vulgaris, Chlorella
Kessleri cultivadas em metabolismo mixotrofico (14 horas com luz e 10 horas sem luz) eméaguas
residudrias domésticas e sintéticas com utilizacdo de 5% CO2 e encontrou 0s seguintes
percentuais de lipidios totais: Chlorela vulgaris- 22% com efluente doméstico e 21,75% com
efluente sintético; Chlorela Kessleri- 20,5% com efluente domestico e 19,2% com efluente
sintético e Scenedesmus obliquus- 19,4% com efluente doméstico e 18,5% com efluente
sintético. Comparando com os resultados do presente estudo, foram obtidos resultados de
acumulo lipidico superiores, principalmente com a utilizacdo da espécie D.subspicatus no

metabolismo autotrofico.

Park et al. (2011) estudaram 14 espécies com metabolismos autotréficos e mixotréficos
para avaliar o potencial de aplicagdo para remedicéo de efluentes provenientes de estacdes de
tratamento com nivel secundério e para producdo de biodiesel. Os cultivos mixotroficos foram
suplementados com glicerol. A espécie Scenedesmus sp. apresentou percentual de lipidios totais
entre 11-12%.

Comparando os resultados do presente trabalho com as pesquisas supracitadas, é
possivel constatar que o percentual de acumulagéo lipidica foi inferior ao resultado obtido por
Liang, Sarkany E Cui (2009) no cultivo autotréfico da espécie Chlorella vulgaris, porém, foram

superiores aos resultados obtidos por Park et al. (2010) no cultivo da espécie Scenedesmus sp.
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5.4 ETAPA- 4 REMOCAO DE NUTRIENTES, MATERIA ORGANICA E PRODUCAO
LIPIDICA UTILIZANDO AS ESPECIES D. SUBSPICATUS, S. OBLIQUUS E C.
VULGARIS, SUSPENSAS E IMOBILIZADAS EM EFLUENTES POS-UASB E POS-
FAS

Para realizagdo da etapa 4 do experimento foi utilizada a espécie Desmodesmus
subspicatus, Scendesmus obliquus, Chlorella vulgaris cultivas de forma suspensa e imobilizada
utilizando o efluente pds-UASB e pos filtro bioldgico aerado submerso, com metabolismo

autotroéfico.

5.4.1 Crescimento de D. subspicatus, S. obliquus e C. vulgaris, em efluentes pds- UASB e
pds-FAS

O esgoto domeéstico pos-UASB e pos-FAS, que foramutilizados para o cultivo, foram
analisados quanto aos parametros fisico-quimicos e os resultados estdo apresentados na Tabela
26.

Tabela 26- Caracteristicas fisico-quimicas do esgoto doméstico pds-UASB e pés-FAS utilizado para o cultivo das
microalgas.

DQO N-amoniacal 1 Fdésforo Total
(mg.L) (mg.Lh) | NTK(MGLD) (mg.L)
Pés- UASB 121,0 6,5 8,1 75
Pos- FAS 36,0 6,3 7,0 6,5

Fonte: A Autora, 2017.

O experimento foi realizado de forma continua, utilizando as espécies D. subspicatus,
S. obliquus, C. vulgaris em efluentes pds-UASB e pds-FAS. Nesta etapa da pesquisa, apenas o
metabolismo autotréfico foi avaliado, contudo, foi avaliado o desenvolvimento dos cultivos
com celulas de microalgas suspensas e imobilizadas. Na montagem do experimento foi
realizada a contagem das células de microalgas e utilizou-se a densidade média de 8,5 x 10°
cel/mL* para o cultivo das células suspensa e a mesma densidade média foi utilizada para o
cultivo com as microalgas imobilizadas. Sendo assim, neste experimento, foram avaliadas 12

variaveis, utilizando 24 frascos de vidro, j& que este procedimento foi realizado em duplicata.

O objetivo desta fase do experimento foi avaliar de forma comparativa a utilizacdo de
células suspensas e imobilizadas, a remog¢do de matéria orgénica e de nutrientes e a producao

lipidica. Foi realizado o acompanhamento da densidade celular, porém, estes resultados ndo
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serdo considerados no presente estudo. Na Figura 50 estdo demonstradas imagens das algas

imobilizadas utilizadas no cultivo.

Figura 50 - Algas imobilizadas utilizadas no cultivo

Fonte: A Autora, 2018

5.4.2 Avaliacdo da remoc¢do de matéria organica e nutrientes dos efluentes p6s-UASB e
pbs-FAS apds o cultivo com células suspensas e imobilizadas

A remocdo de DQO foi avaliada no esgoto p6s-UASB e pos-FAS no 1°, 3°, 6°, 10° e 15°
dia de cultivo utilizando as espécies D. subspicatus, S. obliquus, C. vulgaris, com as células

suspensas e imobilizadas.

Avaliando os resultados de remog¢éo de DQO no efluente pds-UASB (Figura 51) durante
0 experimento pdde-se perceber que houve redugdo da concentracdo, principalmente na anélise
apos o 1° dia de cultivo e assim é possivel apontar que o consumo da matéria organica ocorre
rapidamente. Nao houve diferenca significativa na comparacéo entre os resultados de remocéo
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de DQO, comparando as células suspensas e imobilizadas para trésespécies utilizadas. Na
Figura 52 estdo apresentados os resultados de remoc¢do de DQO do efluente pds-FAS. Foi
possivel verificar um aumento da concentracdo de DQO, principalmente a partir do 10° dia de
cultivo e com as espécies D. subspicatus e C. vulgaris. Provavelmente em decorréncia da
diminuicdo da densidade celular a partir 10° dia de cultivo devido a mortalidade das células, ou

em decorréncia de erros no procedimento de separacéo da biomassa e do liquido para execucao

da anélise.
Figura 51 - Remocéao de DQO do esgoto p6s-UASB Figura 52 - Remocéo de DQO do esgoto pds-FAS
utilizado para o cultivo das espécies D. subpicatus, S. utilizado para o cultivo das espécies D. subpicatus, S.
obliquus e C. vulgaris suspensas e imobilizadas. obliquus e C. vulgaris suspensas e imobilizadas.
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Na Figura 53 estdo apresentados os resultados de remocdo de NH4* do esgoto pos-
UASBe a partir do 10° dia de cultivo ja foi possivel identificar uma concentracdo muito baixa
ou mesmo a remocao de 100% do nutriente, como ocorreu na a espécie D. subspicatus (células
suspensas e imobilizadas) e na S. obliquus (imobilizada). No 15° dia de cultivo a eficiéncia de
remocao de 100%para todas as espécies utilizadas, com células suspensas ou imobilizadas. Na
Figura 54 estdo apresentados os resultados de remocdo de NH4* com cultivo em efluente pés-
FAS e também houve a remocéo total a partir do 10° dia de cultivo, exceto no experimento
utilizando S. obliquus imobilizada. E importante salientar que as concentrages tanto do
efluente pos-UASB, quanto do p6s-FAS foram baixas e similares (6,5 e 6,3 mg/L*

respectivamente) para estes dois pontos de coleta utilizados.
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Figura 53- Remog&o de NH.* utilizando o esgoto Figura 54- Remocdo de NH4* utilizando o esgoto pos-

po6s-UASB para o cultivo das espécies D. subpicatus, FAS para o cultivo das espécies D. subpicatus, S.
S. obliquus e C. vulgaris suspensas(S) e imobilizadas  obliquus e C. vulgaris suspensas(S) e imobilizadas (1).
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Zhang et al.(2008), estudaram aremocdo de nitrogénio amoniacal e ortofosfato
utilizando a espécies Scenedesmus sp. imobilizada para uso no tratamento terciario. Foram
testadas algumas variaveis como a concentracdo celular para producdo das laminas de
microalgas imobilizadas, também foi testada diferentes espessuras das Iaminas e a densidade
das células no biorreator. Uma remogdo completa de N-NHs* e P-PO,*, foram alcancadas
dentro de 4 h de tratamento em biorreatores paralelos com a densidade celular na mistura de
algas (2 x 10® cel/ mL™Y) e laminas de gel de 3 mm apds o segundo ciclo. Nove ciclos de
tratamento de aguas residuarias em 21 dias foram realizados e a maior eficiéncia de remogéo
NH4* em foi de 99,1% apds 105 min, 100% apds 135 min, POs*. A eficiéncia de remocéo de P
foi de 100% apds 15 min em efluentes secundarios domésticos. O estudo concluiu que
Scenedesmus sp. Imobilizado tem grande potencialidade para a remogdo de nitrogénio
inorganico e fosforo de efluentes tratados. O presente estudo também observou que ha
aplicabilidade das células das trés espécies de forma imobilizada na forma de “beds” para
remocdo de nutrientes, principalmente para remocao de NH4" contudo, o tempo para remocao
dos compostos foi bem superior quando comparado a presente pesquisa e nao foram testadas

outras formas de imobilizagéo das células, como através de laminas, por exemplo. Sendo assim,
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podem ser pesquisadas este tipo de imobilizacéo, ja que Zang et al., (2008) obtiveram resultados

bastantes promissores, inclusive para reutilizagéo das laminas de microlgas.

Ruiz-Marin e Mendoza-Espinosa (2010) avaliaram de forma comparativa as espécies C.

vulgaris e S. obliquus crescendo como células imobilizadas e livres e foram testadas a capacidade

de remocdo N e P em &guas residuarias domésticas. A remogdo de N-NH4" pela espécie S. obliquus

com células suspensas cultivadas em esgoto artificial e esgoto doméstico foi de 100% e com

células imobilizadas a remocao foi e 95,4% e 96,6%, respectivamente, enquanto C. vulgariscom

células suspensas, removeu 73,3% e 60,1%, e com células imobilizadas, 65,6% e 80%,

respectivamente. Comparando com os resultados de remocdo de N e P obtidos no presente

trabalho, pode-se afirmar que a espécie S.obliquus suspensa foi mais eficiente em remover N-

NH4* ja que no 6° dia de cultivo o nutriente ja havia sido exaurido do cultivo.

Nas Figuras 55 e 56 estdo apresentados os resultados de remocédo de NTK com esgoto

p6s-UASB e que foram realizados apenas no 3° e 15° dias de cultivo das espécies suspensas e

imobilizadas. As maiores eficiéncias de remocao foram verificadas para as espécies D.

subspicatus e C. vulgaris suspensas.

Figura 55 - Remocédo de NTK utilizando o esgoto pés:
UASB, com as espécies D. subpicatus, S. obliquus e C
vulgaris suspensas(S) e imobilizadas (1).
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Figura 56 - Remocédo de NTK utilizando o esgoto pds-
FAS, com as espécies D. subpicatus, S. obliquus e C.
vulgaris suspensas(S) e imobilizadas (I).
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Houve elevada absorcdo/conversdio de NTK nos experimentos, tanto das
espéciescom células suspensas, quanto imobilizadas. E importante salientar que as
concentracdes de NTK do efluente utilizado como meio de cultivo foram baixas, p6s-UASB-
8,0 mg/L e p6s-FAS 7,1 mg/L™.

Na Figura 57 estdo apresentados os resultados de remocédo de fésforo total para o
cultivo com esgoto pds-UASB. No 15° dia de cultivo a remocéo foi quase que completa para
a espécie S. obliquus (S e 1) e na espécie D. subspicatus houve remocdo completa para o
cultivo com células imobilizadas. Na Figura 58 estdo os dados de fosforo total utilizando o
efluente p6s-FAS, demonstrando que houve maiores percentuais de remocao para as espécies
D. subspicatus e S. obliquus e com células suspensas, com 96,8% e 95,2% de eficiéncia,
respectivamente.

Figura 57 - Remocdo de fosforo total com esgoto pos- Figura 26 - Remogdo de fosforo total com pés-fas
uasb utilizado para o cultivo com as espécies D. utilizado para o cultivo com as espécies D. subpicatus,
subpicatus, S. obliquus e C. vulgaris suspensas e S. obliquus e C. vulgaris suspensas e imobilizadas.
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Ruiz-Marine Mendoza-Espinosa (2010) avaliaram de forma comparativa as espécies
Chlorella vulgaris e S. obliquus crescendo como células imobilizadas e livres e foram testadas
a capacidade de remocdo N e P em aguas residuarias domésticas. A remocédo de N-NH4" pela
espécie S. obliquus com células suspensas cultivadas em esgoto artificial e esgoto doméstico
foi de 100% e com células imobilizadas a remocdo foi e 95,4% e 96,6%, respectivamente,
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enquanto C. vulgaris com células suspensas, removeu 73,3% e 60,1%, e com células

imobilizadas, 65,6% e 80%, respectivamente.

Comparando com os resultados de remocdo de N e P obtidos no presente trabalho, pode-
se afirmar que a espécie S.obliquus suspensa foi mais eficiente em remover N-NH4" ja que no
6° dia de cultivo o nutriente j& havia sido exaurido do cultivo e nas outras epéscies também
houve remogdo total de, no 10° e 15° dia de cultivo, tanto as células suspensas como as

imobilizadas.

5.4.3 Percentual de 6leo das espécies D. subspicatus e S.obliquus e C. vulgaris suspensas e
imobilizadasem efluente pos-UASB e p6s-FAS

Na Tabela 27 estdo apresentados os resultados de conteddo e percentual de 6leo dos
experimentos. A espécie D. subspicatus apresentou bastante levado, inclusive muito superior
aos dos experimentos da etapa 1, 2 e 3 deste estudo. Estes resultados podem estar relacionados
com as baixas com concentragdes de nitrogénio e fésforo que foram evidenciadas nos efluentes
utilizados neste experimento e antes mesmo do 6° dia de cultivo ja estava ocorrendo estresse
nutricional, o que pode ter contribuido para o maior acimulo lipidico. E importante destacar o
desempenho da espécie D.subspicatus no acimulo de éleo que foi superior as outras espécies
testadas e também ressaltar que existem poucos estudos utilizando este género, ja que
recentemente que os estudos taxondmicos foram conclusivos para diferenciar o género
Desmodemus, do género Scenedesmus. Sendo assim, € importante a investigacdo da sua
aplicabilidade em cultivos com efluente domesticos e também com efluentes industriais para
remocdo de matéria organica, nutrientes e producdo lipidica. As espécies com cultivos
suspensos obtiveram maior acimulo lipidico e os cultivos com algas imobilizadas apresentaram

percentuais inferiores de acumulagéo.

Poucos estudos cientificos foram realizados para verificar a aplicabilidade de
microalgas imobilizadas para producdo lipidica e geracéo de biodiesel, a maioria das pesquisas
sdo voltadas para tratamento de efluentes. Sendo assim, os resultados da presente pesquisa

foram importantes para geracdo de conhecimento e avaliacdo da viabilidade do processo.
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Tabela 27 - Contetdo e percentual de dleo da espécie D. subispicatus, S. obliquus e C. vulgaris
suspensas e imobilizadas com o metabolismo autotréfico.

Percentual de 6leo (%)

Pb6s-UASB
D. subspicatus suspensa 42%
D. subspicatus imobilizada 27%
S. obliquus suspensa 43%
S. obliquus imobilizada 20%
C. vulgaris suspensa 24%
C. vulgarisi imobilizada 21%

Pés-FAS
D. subspicatus suspensa 47%
D. subspicatus imobilizada 15%
S. obliquus suspensa 45%
S. obliquus imobilizada 24%
C. vulgaris suspensa 26%
C. vulgaris suspensa 22%

De-Bashan et al. (2002), estudaram a possibilidade de incremento do contetdo lipidico
através do crescimento de células imobilizadas em “beads” de alginato comparando com a
imobilizacdo conjunta de Chlorella spp. e a bactéria Azospirillum brasilense. O estudo
comprovou que houve um aumento do contetdo lipidico e no nimero de acidos graxos na
imobilizacdo utilizando a bactéria, indicando Azospirillum brasilense induziu mudancas
significativas no metabolismo das microalgas. Na presente pesquisa ndo foram realizados testes
utilizando consdcio de microalgas e bactérias imobilizadas e diante dos resultados promissores

apresentados por De-Bashan et al. (2002), pode ser algo a ser aplicado em pesquisas futuras.

5.4.4 Identificacdo e Quantificagdo dos FAME’s

Foi também realizada a quantificacdo dos &cidos graxos e o0s mais abundantes
encontrados na espécie D. subspicatus com células suspensas e imobilizadas e cultivadas com

efluente pos-UASB e pos-FAS, estdo demonstrados nas Figuras 59 e 60, respectivamente.
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Figura 59 - Quantificagdo de FAME’s da espécie D. Figura 60 - Quantificagdo de FAMEs da espécie D.

subspicatus suspensa(S) e imobilizada (1) com subspicatus suspensa(S) e imobilizada (1) com efluente
efluente p6s-UASB. pos-FAS.
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Nas Figuras 61 e 62 estdo os acidos graxos que foram identificados na espécie

S.obliquus com os cultivos em células suspensas e imobilizadas, respectivamente.

Figura 61 - Quantificacdo de FAME’s da espécie S. Figura 62 - Quantificacdo de FAME’s da espécie S.
obliquus suspensa(S) e imobilizada (1) com efluente obliquus suspensa(S) e imobilizada (1) com efluente
p6s-UASB. pos-FAS.
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Nas Figuras 63 e 64 estdo apresentados os resultados de FAME’s da espécie Chlorella

vulgaris, com células suspensas e imobilizadas, respectivamente.

Figura 63 - Quantificacdo de FAME’s da espécie C.  Figura 64 - Quantificacdo de FAME’s da espécie C.
vulgaris suspensa(S) e imobilizada (I) com efluente vulgaris suspensa(S) e imobilizada (I) com efluente

pos-UASB. pos-FAS.
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Pbde-se perceber que o0s &cidos graxos que apresentaram-se em maior abundancia
identificados nas trés espécies, foram: C:16 a C:18 - o acido palmitico (16:01), acido estearico
(18:1), acido cis vacénico(18:1n7c), acido oleico (18:1n9c), acido linoleico (18:2n6c), metil

linolenato (18:3n6).

Segundo Aakanksha (2010), a composi¢édo do acido graxo de uma célula de microalga
é afetada por diferentes fatores, porém em condi¢Ges normais, a composicao de acidos graxos
é determinada pela constituicdo genética da célula de algas. Em situagdo adversa, o lipidio algal
se torna dependente dos fatores ambientais, esses fatores podem ser quimicos ou fisicos. Os
aspectos quimicos que afetam a composicdo lipidica pode ser a deficiéncia de nutrientes,
salinidade e pH do meio. Entre os fatores fisicos que afetam a composicao lipidica estdo a
intensidade e a temperatura da luz. Junto com estes estimulos quimicos e fisicos, as fases de
crescimento afetam a composi¢do de &cidos graxos. Durante a deficiéncia de nitrogénio, por

exemplo, o acimulo de trigliceridios comeca a aumentar.

A qualidade lipidica é uma questdo importante para a producdo de biodiesel, como o

teor de alquil éster dita a estabilidade edesempenho do combustivel, e isso € um importantefator
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para atender aos padrfes internacionais de combustivel, a “mistura ideal” de acidos graxos foi
sugerida como sendo 16:1, 18:0 e 14:0 na proporcado 5: 4: 1. Esse biodiesel teria as propriedades
de baixo potencial oxidativo, mantendo um bom CFPP (ponto de entupimento de filtro a frio)

classificacdo e numero de cetano.

Samori et al. (2013) avaliaram a espécie Desmodesmus communis, crescendo em
metabolismo autotréfico e mixotréfico e cultivadas em efluente doméstico e artificial eos &cidos
graxos mais abundantes foram acido palmitico, acidos oléico cis e oléico trans com um
percentual relativo de 24,5%, 22,4% e 20,4%. Na presente pesquisa, D. subspcitaus também
apresentaram maior percentual do &cido palmitico (C16:0), porém o &cido cis linoleico

apresentou a segundo maior porcentagem.

Na pesquisa de Ho et al. (2010), os grupos de acidos graxos C16 / C18 atingiram 89%
do total de &cidos graxos, de acordo com o observado em Scenedemus obliquus quando
cultivado em meio deficiente em nutrientes e os resultados foram semelhantes aos encontrados
na presente pesquisa. Yoo et al. (2010) estudaram a producéo lipidica com utilizacdo de CO. e
verificou que a espécie Chlorella vulgaris produziu os seguintes acidos graxos: C16:0 — 24%,
C16:01- 2,1% C18- 1,3%, C18:1 -24,8% e C18:2- 47,8%. Os experimentos de Chlorella

vulgaris da presente pesquisa também encontraram os &cidos graxos de C:16 a C:18.
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6 CONCLUSOES

Etapa 1: Avaliacdo docrescimento da espécie D. subspicatus em efluente p6s-DS com
e sem filtracéo

e O pre-tratamento do efluente através da filtracdo ndo reduziu a acdo de microrganismos
predadores e também ndo trouxe resultados positivos de aumento da densidade em
decorréncia da diminuicdoda turbidez da 4gua e aumentoda transmitancia da luz.

¢ Na maioria dos experimentos, ndo houve diferencas estatisticas entre as concentragdes
iniciais que foram testadas, ou seja, esse parametro ndo foi significativo para o
crescimento das microalgas, contudo, em relagdo ao percentual lipidico, os cultivos com
concentracgdes iniciais mais elevadas (40% e 50%) apresentaram valores mais elevados;

e Os cultivos mixotroficos apresentaram maiores taxas de crescimento, quando houve a
comparacdo com os cultivos autotroficos e principalmente quando comparados aos
cultivos heterotroficos, que ndo teve crescimento exponencial, o que pode estar
relacionado a falta de uma fonte de carbono orgénica que ndo foi suprida pelos
compostos existes no efluente. Sendo assim, a espécie D. subspicatus tem potencial para
crescer mixotroficamente, reduzindo os custos de producdo em cultivos de larga escala;

e Em relacdo as remocdes de nutrientes e matéria organica do efluente pds-DS, as
eficiéncias foram elevadas, principalmente na remo¢do de NH4" em que houve, na
maioria dos experimentos com metabolismos autotrofico e mixotréfico, a remocgéo de
100% do nutriente, ao final do cultivo. Esta alta remocao também pode estar relacionada

aos elevados valores médios de pH dos cultivos.

Etapa 2: Avaliacdo do crescimento da espécie D. subspicatus em efluente pos-FAS com e
sem autoclavagem

e A autoclavagem do efluente foi eficaz para reduzir os microrganismos predadores do
cultivo, contudo, ndo trouxe beneficios para elevagédo da densidade celular, nem para
a acumulacdo lipidica, na maioria dos experimentos. Provavelmente, as bactérias
heterotroficas presentes nos efluentes tém uma relagdo mutualistica positiva com
algumas espécies de microalgas, principalmente no metabolismo autotréfico, onde ha

a disponibilizacdo de CO, pelas bactérias para uso na fotossintese das microalgas;

e A espécie D. subspicatus se adaptou ao efluente e pds-FAS utilizado para o cultivoe

apresentou DCMax altas (107 cel/mL), nos cultivo autotréficos e mixotréficos, como
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também altas eficiéncias de remocdo de NH4", NTK e fosforo total. A remocédo de DQO
ndo foi elevada em nenhum dos experimentos, provavelmente em decorréncia da

concentracdo do efluente utilizado como meio de cultivo;

As maiores taxas de crescimento foram identificadas nos cultivos mixotroficos, porém
os resultados de percentual lipidico foram superiores para os cultivos autotréficos e que
provavelmente estdo relacionados com o estresse nutricional que reduz a densidade
celular, contudo, favorece a estocagem de uma maior quantidade de lipidios totais por

grama de biomassa;

O cultivo heterotrofico também ndo apresentou um bom desenvolvimento no efluente
po6s-FAS e tanto a densidade celular como o acumulo de 6éleo, foram bem inferiores aos

dos metabolismos autotroficos e heterotréficos;

Etapa 3: Avaliacdo do crescimento da espécie D. subspicatus, S. obliquus e C.vulgaris em
efluente p6s-UASB

O cultivo mixotrofico da espécie D. subspicatus, S. obliquus e C. vulgaris,foi eficazpara
o acumulo lipidico, pois, as células das microalgas realizavam a fotossintese na fase
clara e o consumo de compostos organicos na fase escura e provavelmente, ndo sofreram
fotoinibicdo, como é comum ocorrer nos cultivos autotroficos. Sendo assim, é
necessaria a realizacdo de mais testes em escalas maiores, através de cultivos em
fotobioretores, por exemplo, para tratamento terciario de efluentes e aumentar a
produtividade de 6leo.

Quando comparadas as espécies D. subspciatus, S. obliquus e C. vulgaris, ndo houve
diferenga estatisticas entre as densidades celulares, contudo, em relacdo a acumulacao
lipidica as espécies C. vulgaris e D. subspicatus se destacaram.

Nos cultivos onde ocorreu estresse de nutrientes, principalmente quando o nitrogénio
amoniacal foi exaurido durante os primeiros 7° dias de cultivo, houve maior acimulo

de 6leo e em contrapartida, houve reducdo da densidade celular.
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Etapa 4: Remocdo de nutrientes, matéria organica e producao lipidica utilizando as espécies
D. subspicatus, S. obliquus e C. vulgaris, suspensas e imobilizadas em efluente p6s-UASB e
pos-FAS.

e A imobilizacdo das células das trés espécies de microalgas ndo gerou percentuais de
eficiéncia de remocdo de nutrientes e matéria organica mais elevadas quando comparadas
as células suspensas e apresentou conteudo de 6leo inferior, provavelmente, devido a
dificuldade de difusdo dos compostos para o interior da imobilizacao;

e Houve maior acumulo de lipidios na espécie D. subispicatus suspensas, chegando a um
percentual de 43% e este resultado pode ter sido influenciado pela baixa concentragéo de
nitrogénio e fosforo nos efluentes que foram utilizados como meio de cultivo e o estresse
nutricional foi iniciado antes mesmo do 6 ° dia de cultivo;

e A identificacdo e quantificacdo de FAMES demonstrou que as espécies tanto suspensas

quanto imobilizadas apresentaram o perfil lipidico com os &cidos graxos C16-C:18.
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ANEXO A - RESULTADOS DAS ANALISES ESTATISTICAS



Dunn's multiple comparisons test

5% autoclavado autotrofico vs. 5% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 5% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 5% autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 5% mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 5% heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10%autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10%mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 10% heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 20% heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 30% heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 40% autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 40% mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 40% heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
5% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 5% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 5% autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 5% mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 5% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10%autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10%mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 10% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 20% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 30% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 40% autotrofico

Mean rank diff,

269,1
342
90,13
80,2
349,5
68,77
69,03

104,9
-278,3
-253,8

9,7
-311,7
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5% autoclavado mixotrofico vs. 40% mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 40% heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
5% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 5% autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 5% mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 5% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10%autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10%mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 10% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 20% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 30% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 40% autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 40% mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 40% heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% autotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% mixotrofico
5% autoclavado heterotrofico vs. 50% heterotrofico
5% autotrofico vs. 5% mixotrofico
5% autotrofico vs. 5% heterotrofico
5% autotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% autotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% autotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% autotrofico vs. 10%autotrofico
5% autotrofico vs. 10%mixotrofico
5% autotrofico vs. 10% heterotrofico
5% autotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% autotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% autotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% autotrofico vs. 20% autotrofico
5% autotrofico vs. 20% mixotrofico
5% autotrofico vs. 20% heterotrofico
5% autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% autotrofico vs. 30% autotrofico
5% autotrofico vs. 30% mixotrofico
5% autotrofico vs. 30% heterotrofico
5% autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% autotrofico vs. 40% autotrofico
5% autotrofico vs. 40% mixotrofico

Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
No
No
No
Yes
Yes
No
Yes

Yes

ko

ns

ok

ns
P

P
ns
ke

ke

ok
P

ns
ok

ns
ok
P

ns
P

ok

Fokkk

P

ns
ns
ke
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

148

B-AC

B-AE

C-AE
C-AF
C-AG
C-AH
C-Al
C-AJ
D-E
D-F
D-G
D-H
D-1
D-J
D-K
D-L
D-M

D-0
D-P
D-Q
D-R
D-s

D-U
D-v
D-w
D-X
D-Y
D-Z
D-AB
D-AC



5% autotrofico vs. 40% heterotrofico
5% autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% autotrofico vs. 50% autotrofico
5% autotrofico vs. 50% mixotrofico
5% autotrofico vs. 50% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 5% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% mixotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% mixotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% mixotrofico vs. 10%autotrofico
5% mixotrofico vs. 10%mixotrofico
5% mixotrofico vs. 10% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% mixotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% mixotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% mixotrofico vs. 20% autotrofico
5% mixotrofico vs. 20% mixotrofico
5% mixotrofico vs. 20% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% mixotrofico vs. 30% autotrofico
5% mixotrofico vs. 30% mixotrofico
5% mixotrofico vs. 30% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% mixotrofico vs. 40% autotrofico
5% mixotrofico vs. 40% mixotrofico
5% mixotrofico vs. 40% heterotrofico
5% mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% mixotrofico vs. 50% autotrofico
5% mixotrofico vs. 50% mixotrofico
5% mixotrofico vs. 50% heterotrofico
5% heterotrofico vs. 10% autoclavado autotrofico
5% heterotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
5% heterotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
5% heterotrofico vs. 10%autotrofico
5% heterotrofico vs. 10%mixotrofico
5% heterotrofico vs. 10% heterotrofico
5% heterotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
5% heterotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
5% heterotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
5% heterotrofico vs. 20% autotrofico
5% heterotrofico vs. 20% mixotrofico
5% heterotrofico vs. 20% heterotrofico
5% heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
5% heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
5% heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
5% heterotrofico vs. 30% autotrofico
5% heterotrofico vs. 30% mixotrofico
5% heterotrofico vs. 30% heterotrofico
5% heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
5% heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
5% heterotrofico vs. 40% autotrofico
5% heterotrofico vs. 40% mixotrofico
5% heterotrofico vs. 40% heterotrofico
5% heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
5% heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
5% heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
5% heterotrofico vs. 50% autotrofico
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D-AD

D-AF

E-AB
E-AC
E-AD
E-AE
E-AF
E-AG
E-AH
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F-G
F-H
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F-L
F-M
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F-0
F-P
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F-AB
F-AC
F-AD
F-AE
F-AF
F-AG
F-AH



5% heterotrofico vs. 50% mixotrofico
5% heterotrofico vs. 50% heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 10% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 10%autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 10%mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 10% heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 20% heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 30% heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 40% autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 40% mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 40% heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
10% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 10% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 10%autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 10%mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 10% heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 20% heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 30% heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 40% autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 40% mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 40% heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
10% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 10%autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 10%mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 10% heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 20% autotrofico
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10% autoclavado heterotrofico vs. 20% mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 20% heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 30% heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 40% autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 40% mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 40% heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% autotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% mixotrofico
10% autoclavado heterotrofico vs. 50% heterotrofico
10%autotrofico vs. 10%mixotrofico
10%autotrofico vs. 10% heterotrofico
10%autotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10%autotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10%autotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10%autotrofico vs. 20% autotrofico
10%autotrofico vs. 20% mixotrofico
10%autotrofico vs. 20% heterotrofico
10%autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10%autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10%autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10%autotrofico vs. 30% autotrofico
10%autotrofico vs. 30% mixotrofico
10%autotrofico vs. 30% heterotrofico
10%autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10%autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10%autotrofico vs. 40% autotrofico
10%autotrofico vs. 40% mixotrofico
10%autotrofico vs. 40% heterotrofico
10%autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10%autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
10%autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10%autotrofico vs. 50% autotrofico
10%autotrofico vs. 50% mixotrofico
10%autotrofico vs. 50% heterotrofico
10%mixotrofico vs. 10% heterotrofico
10%mixotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10%mixotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10%mixotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10%mixotrofico vs. 20% autotrofico
10%mixotrofico vs. 20% mixotrofico
10%mixotrofico vs. 20% heterotrofico
10%mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10%mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10%mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10%mixotrofico vs. 30% autotrofico
10%mixotrofico vs. 30% mixotrofico
10%mixotrofico vs. 30% heterotrofico
10%mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10%mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10%mixotrofico vs. 40% autotrofico
10%mixotrofico vs. 40% mixotrofico
10%mixotrofico vs. 40% heterotrofico
10%mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10%mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
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10%mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10%mixotrofico vs. 50% autotrofico
10%mixotrofico vs. 50% mixotrofico
10%mixotrofico vs. 50% heterotrofico
10% heterotrofico vs. 20% autoclavado autotrofico
10% heterotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
10% heterotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
10% heterotrofico vs. 20% autotrofico
10% heterotrofico vs. 20% mixotrofico
10% heterotrofico vs. 20% heterotrofico
10% heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
10% heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
10% heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
10% heterotrofico vs. 30% autotrofico
10% heterotrofico vs. 30% mixotrofico
10% heterotrofico vs. 30% heterotrofico
10% heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
10% heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
10% heterotrofico vs. 40% autotrofico
10% heterotrofico vs. 40% mixotrofico
10% heterotrofico vs. 40% heterotrofico
10% heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
10% heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
10% heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
10% heterotrofico vs. 50% autotrofico
10% heterotrofico vs. 50% mixotrofico
10% heterotrofico vs. 50% heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 20% autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 20% mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 20% heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 30% heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 40% autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 40% mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 40% heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
20% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 20% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 20% autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 20% mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 20% heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 30% heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 40% autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 40% mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 40% heterotrofico
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20% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
20% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 20% autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 20% mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 20% heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 30% heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 40% autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 40% mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 40% heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% autotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% mixotrofico
20% autoclavado heterotrofico vs. 50% heterotrofico
20% autotrofico vs. 20% mixotrofico
20% autotrofico vs. 20% heterotrofico
20% autotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
20% autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% autotrofico vs. 30% autotrofico
20% autotrofico vs. 30% mixotrofico
20% autotrofico vs. 30% heterotrofico
20% autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% autotrofico vs. 40% autotrofico
20% autotrofico vs. 40% mixotrofico
20% autotrofico vs. 40% heterotrofico
20% autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% autotrofico vs. 50% autotrofico
20% autotrofico vs. 50% mixotrofico
20% autotrofico vs. 50% heterotrofico
20% mixotrofico vs. 20% heterotrofico
20% mixotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico
20% mixotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% mixotrofico vs. 30% autotrofico
20% mixotrofico vs. 30% mixotrofico
20% mixotrofico vs. 30% heterotrofico
20% mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% mixotrofico vs. 40% autotrofico
20% mixotrofico vs. 40% mixotrofico
20% mixotrofico vs. 40% heterotrofico
20% mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% mixotrofico vs. 50% autotrofico
20% mixotrofico vs. 50% mixotrofico
20% mixotrofico vs. 50% heterotrofico
20% heterotrofico vs. 30% autoclavado autotrofico

-52,83
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-110,7
-89,83
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7,033
-134,1
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20% heterotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
20% heterotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
20% heterotrofico vs. 30% autotrofico
20% heterotrofico vs. 30% mixotrofico
20% heterotrofico vs. 30% heterotrofico
20% heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
20% heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
20% heterotrofico vs. 40% autotrofico
20% heterotrofico vs. 40% mixotrofico
20% heterotrofico vs. 40% heterotrofico
20% heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
20% heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
20% heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
20% heterotrofico vs. 50% autotrofico
20% heterotrofico vs. 50% mixotrofico
20% heterotrofico vs. 50% heterotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 30% autotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 30% mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 30% heterotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 40% autotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 40% mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 40% heterotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
30% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 30% autoclavado heterotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 30% autotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 30% mixotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 30% heterotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 40% autotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 40% mixotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 40% heterotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
30% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 30% autotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 30% mixotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 30% heterotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 40% autotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 40% mixotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 40% heterotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% autotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% mixotrofico
30% autoclavado heterotrofico vs. 50% heterotrofico
30% autotrofico vs. 30% mixotrofico
30% autotrofico vs. 30% heterotrofico
30% autotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico

-275,6

-288,1
-85,3
-299,5

No
Yes
Yes

No
Yes

No
Yes
Yes

No
Yes
Yes

No
Yes
Yes

No

No
Yes
Yes

No
Yes

No
Yes
Yes

No
Yes
Yes

No
Yes
Yes

No

Yes
Yes
No
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
No
Yes
Yes

Yes

Yes

ns
ns

ok

ke

ko

ns
ns

ns
Kk

ns

ke

ns

P

ns
ok

ke
ns
ok

P

ns

ns
ok

ns

ke
ns

P

Fokkk

ns
Fokkk

ns

P
Fokkk
ns
Fokkk
P

ns
Fokkk

ns
Fokkk
P

ns
e
Fkkok
e
Fkkok
e

ke

ns

ns

S-AB
S-AC
S-AD
S-AE
S-AF
S-AG
S-AH

S-Al

T-AD
T-AE
T-AF
T-AG
T-AH
T-Al
T-A)
U-v
U-w

U-AB
U-AC
U-AD
U-AE
U-AF
U-AG
U-AH
U-Al
U-AJ
V-w
V-X
V-Y



30% autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% autotrofico vs. 40% autotrofico
30% autotrofico vs. 40% mixotrofico
30% autotrofico vs. 40% heterotrofico
30% autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% autotrofico vs. 50% autotrofico
30% autotrofico vs. 50% mixotrofico
30% autotrofico vs. 50% heterotrofico
30% mixotrofico vs. 30% heterotrofico
30% mixotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
30% mixotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% mixotrofico vs. 40% autotrofico
30% mixotrofico vs. 40% mixotrofico
30% mixotrofico vs. 40% heterotrofico
30% mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% mixotrofico vs. 50% autotrofico
30% mixotrofico vs. 50% mixotrofico
30% mixotrofico vs. 50% heterotrofico
30% heterotrofico vs. 40% autoclavado autotrofico
30% heterotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
30% heterotrofico vs. 40% autotrofico
30% heterotrofico vs. 40% mixotrofico
30% heterotrofico vs. 40% heterotrofico
30% heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
30% heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
30% heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
30% heterotrofico vs. 50% autotrofico
30% heterotrofico vs. 50% mixotrofico
30% heterotrofico vs. 50% heterotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 40% autoclavado mixotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 40% autotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 40% mixotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 40% heterotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
40% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 40% autotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 40% mixotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 40% heterotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
40% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
40% autotrofico vs. 40% mixotrofico
40% autotrofico vs. 40% heterotrofico
40% autotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
40% autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
40% autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
40% autotrofico vs. 50% autotrofico
40% autotrofico vs. 50% mixotrofico
40% autotrofico vs. 50% heterotrofico
40% mixotrofico vs. 40% heterotrofico
40% mixotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
40% mixotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
40% mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico

15,57

202,8
-11,37
24,23
96,87

Yes
Yes

Yes

ko

ke

ns
ke
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
Fokkk

P

ns

P

ns
P

Fokkk

ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

155

V-AC

X-AF
X-AG
X-AH

X-Al

Y-Z
Y-AB
Y-AC
Y-AD
Y-AE
Y-AF
Y-AG
Y-AH

Y-Al
Y-A)
Z-AB
Z-AC
Z-AD
Z-AE
Z-AF



40% mixotrofico vs. 50% autotrofico
40% mixotrofico vs. 50% mixotrofico
40% mixotrofico vs. 50% heterotrofico
40% heterotrofico vs. 50% autoclavado autotrofico
40% heterotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
40% heterotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
40% heterotrofico vs. 50% autotrofico
40% heterotrofico vs. 50% mixotrofico
40% heterotrofico vs. 50% heterotrofico
50% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado mixotrofico
50% autoclavado autotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
50% autoclavado autotrofico vs. 50% autotrofico
50% autoclavado autotrofico vs. 50% mixotrofico
50% autoclavado autotrofico vs. 50% heterotrofico
50% autoclavado mixotrofico vs. 50% autoclavado heterotrofico
50% autoclavado mixotrofico vs. 50% autotrofico
50% autoclavado mixotrofico vs. 50% mixotrofico
50% autoclavado mixotrofico vs. 50% heterotrofico
50% autoclavado heterotrofico vs. 50% autotrofico
50% autoclavado heterotrofico vs. 50% mixotrofico
50% autoclavado heterotrofico vs. 50% heterotrofico
50% autotrofico vs. 50% mixotrofico
50% autotrofico vs. 50% heterotrofico

50% mixotrofico vs. 50% heterotrofio
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Dunn's multiple comparisons test

5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.

5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

5% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

Mean rank diff,

17,77
2259
266,5
24,65
19,41
221,9
218,3

-18,65
33,15
178,1
173,6

-17,89
27,96
127,4
1339

-14,75
2,357
105,8
1134

32,7
6,7
81,2
232,6
208,1
2487
6,88
1,645
204,2
2005

-36,41
15,38
160,3
155,9

-35,66

10,2
109,6
116,1

-32,52

-15,41
88,05
95,63

-50,47

-11,07
63,43
2148

Significant?
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5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.

5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.

5% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO

40,63
-201,2
-206,5
3,925
-7,602
2445
-192,7
47,81
52,25
2438
-197,9
-98,51
91,97
-240,6
2235

-120
-112,5
-258,6
-219,2
-144,7

6,7
-241,9
-247,1
-44,56
-48,24
-285,1
-233,4
-88,44
92,88
-284,4
2385
-139,1
-132,6
-281,3
-264,1
-160,7
-153,1
-299,2
-259,8
-185,3
-33,93
5,235

197,3

193,6
-43,29
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153,4
149
42,54

3,317

102,7

109,2

-39,4
22,29

81,17

88,75
57,35
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10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.

10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs.

10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO
10% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRACAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRACAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRACAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO

10% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO

20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

-17,95
56,55
207,9
202,5
198,9

-38,06
13,74
158,6
154,2

-37,3
8,553
107,9
114,5

-34,16

-17,05
86,41
93,98

52,11

12,71
61,79
2132

-3,676

-240,6

-188,8

43,88

-48,32

-239,8

-194

94,58

-88,05

-236,7

2196

-116,1

-108,5

-254,6

2152

-140,7
10,63

-236,9

-185,1

-40,21

-44,65

-236,2

-190,3

-90,91

-84,37

-233

-215,9

-112,4

-104,9

-251
2116
-137,1

14,3

51,79
196,7
192,3
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20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAQ vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAQ vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAQ vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAQ vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.

20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGCAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGCAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% AUTOTROFICO COM FILTRACAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
20% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGCAO

20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
20% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs

30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO

. 30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
. 30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
. 30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
. 40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
. 40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
. 40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO

0,7542
46,61
146
152,5
3,897
21
1245
132
-14,05
25,35
99,85
251,2
144,9
140,5
-51,04
5,183
94,21
100,7
-47,9
-30,79
72,67
80,25
-65,85
-26,45
48,05
199,4
-4,441
-196
-150,1
-50,7
44,17
-192,8
-175,7
72,24
-64,67
2108
-171,4
-96,86
54,51
-191,5
-145,7
-46,26
39,72
-188,4
1713
-67,8
-60,22
-206,3
-166,9
92,42
58,95
45,86
145,3
151,8
3,143
20,25
123,7
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30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs.

30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO

50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

. 30% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
. 40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO

. 40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

. 40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
. 40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
. 50% AUTOTROFICO COM FILTRAGCAO

. 50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGCAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% AUTOTROFICO SEM FILTRACAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO vs
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO vs.

40% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO

50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO

. 40% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
. 50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO

. 50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO

. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO

50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO
50% AUTOTROFICO COM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO
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162

50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO COM FILTRAGAO 74,5 No ns
50% AUTOTROFICO SEM FILTRAGAO vs. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRAGAO 2259 Yes Fkkk
50% HETEROTROFICO COM FILTRACAO vs. 50% HETEROTROFICO SEM FILTRACAO 1514 Yes *



