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Resumo

O palm oil mill efluent (Pome) é o principal efluente liquido gerado pela
industria do 6leo de palma. Para cada tonelada de éleo extraido s3ao necessarios
de 5 a 7,5 toneladas de agua e cerca de 50% deste volume termina como
efluente. A utilizacdo de microalgas para o tratamento de aguas residuais, além
de constituir um processo bioldgico de baixo custo, permite o aproveitamento da
biomassa algal produzida para producao de energia, racdo animal e pigmentos,
por exemplo. Neste trabalho foi avaliada a capacidade de biorremediacdo e
producdo de biomassa em efluente de lagoa de estabilizacdo de Pome (ELE-Pome)
da cepa de microalga Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40. As microalgas
foram cultivadas nos meios ELE-Pome e BBM (meio sintético controle) em
fotobiorreatores air lift de placas planas com capacidade de 15 L. Com base nos
resultados obtidos, conclui-se que o ELE-Pome pode ser utilizado como meio de
cultura para a producao de biomassa da microalga C. biconvexa Embrapa|LBA40
sem necessidade de suplementacao de nutrientes. Com relacao a biorremediacao
do efluente, os ensaios mostraram que ha remocao significativa de nitrogénio e
fosforo principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células,
periodo que coincide a maxima produtividade de biomassa algal.
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Introducao

Paises como Malasia e Indonésia sao responsaveis por 85% da producao
mundial de 6leo de palma, enquanto outros como Nigéria, Tailandia, Colombia,
Equador e Papua-Nova Guiné complementam outros 6% do mercado.
Atualmente, a producao de dleo de palma no Brasil é de aproximadamente 300
mil toneladas por ano, proveniente, em sua maioria, do Estado do Para. Essa
producdo ndo é capaz de suprir o mercado interno, ja que o consumo anual gira
em torno de 500 mil toneladas. Os principais fornecedores do produto para o
Brasil sdo Colémbia e Equador (ABRAPALMA, 2016).

A composicdao do Pome é variavel, mas de um modo geral possui altas
concentracoes de demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e sdlidos organicos em suspensdo. O sistema tradicional de
tratamento é o de lagoas de estabilizacdo que, geralmente, consiste de um
tratamento primario, em que ocorre a fase de sedimentacdo e/ou flotacdo da
matéria solida; tratamento secundario, no qual os sdlidos organicos em
suspensao sao removidos por processos fisicos, quimicos e bioldgicos; e, por fim,
o residuo passa por um tratamento tercidrio, para desinfeccdo da agua e
eliminacao da carga inorganica (SASONGKO; NOGUCHI, 2015; CHIU et al., 2015).

Microalgas sao microrganismos clorofilados, capazes de converter
fotossinteticamente dioxido de carbono atmosférico em uma grande variedade
de metabdlitos e produtos quimicos incluindo proteinas, polissacarideos e
lipideos. Além disso, durante o metabolismo, as células de microalgas assimilam
nitrogénio e fésforo, caracteristica importante para processos de tratamento de
aguas residuais (SAMBUSITI et al., 2015). O cultivo de algas em efluentes alia
biorremediacao e producao de biomassa, reduzindo a utilizacdo de agua doce e os
custos com adicdao de nutrientes. Desenvolver uma metodologia de cultivo desses
microrganismos pode revolucionar a producdo de energia limpa e os sistemas de
tratamento de aguas residuais. Para tanto, é necessario compreender a cinética
de crescimento de microalgas em daguas residuais, além de aprimorar-se a
produtividade desse bioprocesso (LEE; ZHANG, 2016). Sendo assim, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade das microalgas Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40 de biorremediar o ELE-Pome (Pome biodigerido,
obtido da lagoa aerdbia de estabilizacdo) e de produzir biomassa, quando
cultivadas em fotobiorreatores de placas planas suplementados com CO,.
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Material e métodos

Microalgas

Foi estudada uma cepa de Chlamydomonas biconvexa pertencente a colecao
de microrganismos fotossintetizantes da Embrapa Agroenergia, nomeada como
Embrapa|LBA40 (Figura 1).

Figura 1. Chlamydomonas
biconvexa Embrapa | LBA

P, 40 (A e B).
o S I Fotomicrografias obtidas
- ET por meio de microscopia
72 Oq ) - , .
. :) de luz utilizando técnica
\ c 549 DIC (contraste diferencial
\ DV o) de fase). Escala: 5 um.
.

Fonte: Catalogo da cole¢do de
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agroenergia e biorrefinarias

da Embrapa.

Meios de cultura

Foram utilizados dois meios de cultivo: i) Bold’s Basal Medium (BBM)
modificado por Brunale (2014); ii) Efluente da Lagoa anaerdbia de Estabilizacdo do
Pome (ELE-Pome) coletado na agroindustria Denpasa (Santo Anténio do Tau3,
PA). Antes do cultivo, o ELE-Pome foi centrifugado a 16.267 x g por 5 minutos,
como pré-tratamento para reducao dos sélidos suspensos.

Producgao de indculo algal e cultivo em fotobiorreator

Os indculos algais foram produzidos em condicdes estéreis, utilizando-se
frascos erlenmeyers de 1 L contendo 500 ml de meio BBM em condigdes estéreis,
com iluminacdo artificial de 16.000 Lux, ciclo de iluminacdo 12/12 claro/escuro,
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temperatura de 28 °C e aeragao de 10 L.h™, Apds 7 dias de cultivo, equivalente ao
fim da fase exponencial, o conteudo dos erlenmeyers foi homogeneizado em um
frasco unico e inoculado em quantidade suficiente para garantir a densidade 6tica
inicial de 0,1 nos fotobiorreatores de placas planas. A quantidade de indculo
utilizada foi sempre 10% menor do volume de trabalho nos fotobiorreatores.

A cepa C. biconvexa Embrapa|LBA4O0 foi cultivada em fotobiorreatores air lift
de placas planas, com iluminacdo artificial de 35.000 Lux em ciclos de 12h/12h
claro/escuro, temperatura de 25 °C no escuro e 35 °C no claro, aera¢do de 60 Lh'!
e suplementagao de CO, ajustada para 5 % da vazao de ar. Os cultivos foram
realizados em bateladas independentes durante 5, 10 e 15 dias, utilizando 13 L de
ELE-Pome ou de meio BBM. Os trés periodos foram escolhidos de modo a ser
avaliada a influéncia do tempo de cultivo na taxa de crescimento celular e
remoc¢ao dos nutrientes do meio. A biomassa foi obtida por centrifugacao do
cultivo, sendo entao congelada a -80 °C por 24 h e posteriormente liofilizada
(Liofilizador LIOTOP K105). O sobrenadante foi autoclavado por 15 minutos e
armazenado em bombonas para andlises da composi¢cao quimica.

Quantificagao do crescimento algal

A gquantificacdo do crescimento algal foi feita a partir de amostras retiradas
no tempo inicial e final dos cultivos. Foram realizadas medidas de determinagao
de peso seco, na qual trés amostras de 10 mL foram centrifugadas, lavadas com
10 mL de agua destilada (3x) e entdo ressuspendidas em 3agua destilada. A
biomassa lavada foi adicionada as placas, previamente taradas, postas em estufa
por 24 h a 105 °C e em seguida pesadas. A diferenca entre a massa da placa com
biomassa seca e da placa vazia foi definida como o peso seco da amostra.

Analise dos sobrenadantes dos cultivos algais

Os sobrenadantes dos cultivos algais em fotobiorreatores de placas planas
utilizando ELE-Pome foram caracterizados quanto a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), conteudo de fosfato,
nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal, potassio, turbidez, pH e carbono organico
total. Essas analises foram realizadas pela empresa Ambientale, em Maringa, PR.
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Analises estatisticas

Foi realizada andlise da variancia (Anova) de fator uUnico com repeticao,
usando o teste de Tukey, a 5% de significancia, para comparagao entre as médias,
utilizando-se o programa Sisvar.

Resultados e discussoes

N3o foram observadas diferencas significativas (p<0,05) no crescimento da
cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 quando cultivada nos dois substratos de
crescimento testados, ou seja, meio BBM ou ELE-Pome (Figura 2). Esses
resultados sugerem gue os nutrientes presentes no ELE-Pome sao suficientes para
garantir um crescimento algal vigoroso dessa cepa. E importante ressaltar que as
produtividades obtidas neste estudo, sao superiores aquelas relatadas na
literatura. Por exemplo, Wu et al. (2012) relataram o cultivo de Chlamydomonas
sp. em efluente de estacdo de tratamento de agua, no qual obtiveram 150 mg.L
'dia™ de produtividade de biomassa. Jd Ledda et al. (2015) isolaram uma cepa
autdctone de Chlorella sp. de tanques de armazenamento de esgoto da criacao de
suinos e testaram formulacdes do efluente como fonte de cultivo para a cepa.
Como resultado, obtiveram produtividades maximas de 220 mg.L’ldia'l.
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Figura 2. Curva de crescimento da cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 cultivada em fotobiorreatores

air-lift de placas planas, baseada no rendimento de biomassa (mg L™) por 5, 10 e 15 dias utilizando
meio BBM e ELE- Pome.
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Figura 3. Percentual de variagao na composi¢do do ELE-Pome ao longo cultivo com a cepa C. biconvexa
Embrapa|LBA40 durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A anélise
estatistica foi realizada com Anova de fator Unico com repeticao, e foi usado o teste de Tukey para
comparagdo entre as médias. Letras diferentes (a, b, c) indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p<0,05).

A partir dos dados apresentados na Figura 3, nota-se que as microalgas
assimilam as fontes de nitrogénio e fésforo do meio, sendo as maiores reducdes
observadas nos periodos de cultivo que coincidem com a fase exponencial de
crescimento (10 dias). Observou-se também que em todos os cultivos houve
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elevacao na DBO e DQO com o aumento no tempo de cultivo, os quais foram mais
acentuados apo6s o final da fase exponencial de crescimento algal. Pode-se
hipotetizar a contribuicdo de dois fatores para esse fendmeno: i) O acimulo de
compostos organicos no meio de cultivo, secretados pelas microalgas, em
especial carboidratos; ii) A baixa eficiéncia de remoc¢ao de células mortas e debris
celulares que se acumulam ao longo do tempo de cultivo pelo método de colheita
de biomassa empregado (centrifugacao).

Pode-se perceber que ha aumento nos parametros organicos ao longo do
tempo de cultivo, sendo mais acentuado apds o término da fase de crescimento
algal exponencial. Por outro lado, as concentracdes de nitrogénio e fdsforo
apresentaram reducodes significativas, enquanto a concentracao do potassio nao
variou significativamente (p<0,05) ao longo do tempo de cultivo. As taxas de
remocao de nitrogénio total atingiram mais de 64,13% para Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40. Cultivando Chlamydomonas sp. em Pome, Ding et al.
(2016) obtiveram, taxas de remocao de nitrogénio amoniacal e nitrogénio total
equivalentes a 100% e 72,97% da concentragao inicial, respectivamente. A
variacao da concentragao de fésforo total nos cultivos da cepa foi de 96%, obtido
no tempo de 5 dias, o que equivale a uma reducao 19,32 mgL'1 de fosforo (Figura
3B). Ding et al. (2016) reportaram 63,53% de remocdo de fdsforo total por uma
cepa de Chlamydomonas sp. em Pome diluido com agua destilada.

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados sugerem que os
pontos de maxima produtividade de biomassa e de maxima remocdo de
nutrientes inorganicos coincidem, determinando assim um Unico ponto 6timo de
colheita. Esses achados s3ao importantes, pois maximizam as vantagens da
exploracao biotecnolégica do cultivo de microalgas acoplado a agroindustria de
palma-de-6leo. Estudos futuros focados na analise da composicao da biomassa
algal produzida em ELE-Pome auxiliardao na identificacao e valoracdao de potenciais
bioprodutos que poderao ser obtidos a partir dessas microalgas.

Conclusoes

Conclui-se que o Efluente da Lagoa de Estabilizacdo do Pome (ELE-Pome)
pode ser utilizado como meio de cultura para a producao de biomassa da cepa C.
biconvexa Embrapa|LBA40, sem necessidade de suplementacdo de NPK.
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Verificou-se que ha remocao significativa de nitrogénio e fésforo do ELE-Pome,
principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células, periodo que
coincide a maxima produtividade de biomassa algal.

Apoio financeiro
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