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RESUMO

A produgdo de biomassa, bem como o acimulo de lipidios em microalgas tem sido foco de
muitos estudos nos ultimos anos, tendo em vista seu potencial para aplicagdo na area
ambiental. Os lipidios microalgais podem apresentar atividade biossurfactante, apresentando
aplicacdes nos mais diferentes setores. O objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de
lipidios microalgais e caracterizar a atividade surfactante destes lipidios utilizando a
microalga Spirulina platensis, cepas LEB -52 e Paracas. Foram estudadas as condi¢des de
cultivo que permitiram a producdo de biomassa, bem como o acimulo de lipidios na
microalga através de bioprocesso submerso, sendo estudados como indutores glicose, ferro e
glicerol. Os lipidios foram caracterizados quanto a atividade emulsificante através da
determinag@o das atividades emulsificantes (AE) 6leo em agua (OA) e dgua em 6leo (AO).
Apos, s lipidios microalgais foram utilizados em um processo de biorremediacdo de solo
contaminado com 4,0 % de diesel ou biodiesel ¢ 0,5 % de biossurfactante a fim de
caracterizar esta aplicacdo ambiental. Os ensaios apresentaram concentragao celular maxima
(Cimax) de 5,70 geemia/L, para a cepa Paracas e 3,82 gecuin/L para a cepa LEB-52. O percentual
de lipidios obtidos foi de 9,51 % no ensaio adicionado de ferro e glicerol para a cepa Paracas
e 6,87% no ensaio com a adi¢ao de todos os indutores para a cepa LEB-52, o que representa
um incremento de 39,5% e 84,91% respectivamente, no perfil lipidico de cada cepa da
microalga. Com relagdo as atividades emulsificantes (AE) 6leo em agua (OA) e dgua em 6leo
(AO) obteve-se AE OA 2,78 UE/mgjipigio N0 ensaio com adi¢do de todos os indutores para a
cepa Paracas, e 4,93 UE/mgjipigio N0 ensaio adicionado de ferro e glicerol para a cepa LEB-52;
as AE AO obtidas foram de 71,64 UE/mgjipigio (n0 ensaio adicionado de todos os indutores)
para a cepa Paracas, e de 187,76 UE/mgjipiaio (n0 ensaio adicionado de ferro e glicerol) para a
cepa LEB-52. Os lipidios microalgais demonstraram seu potencial para aplicagdo na
biorremediagdo de solo contaminado com diesel e biodiesel, sendo obtidos 81,9 % e 81,7 %
de biodegradacdo para o biodiesel e diesel respectivamente, nos ensaios realizados com
adicdo dos lipidios microalgais em 60 d de ensaio. A evolugdo de CO,, que representa a
atividade microbiana no solo apresentou resultados elevados de C (mg) acumulado nos
ensaios adicionados do biossurfactante: de 1.341,65 mg e 775,3 mg de C para o biodiesel e
diesel, respectivamente.

Palavras-chave: ferro, glicerol, glicose, indutor, mixotréfico, biodegradacgéo



ABSTRACT

The biomass production and lipids accumulation of in microalgae have been the focus of
many studies in recent years, in view of their potential for application in the environmental
area. The lipids may present biosurfactant activity, which also present applications in the most
different sectors. The aim of this work was to evaluate the production of microalgal lipids and
characterize their surfactant activity . The strains Spirulina platensis LEB -52 and Spirulina
platensis Paracas were used. The cultivation conditions that allowed the production of
biomass and the accumulation of lipids in microalgae were studied through submerged
bioprocess, being the variables studied the addition of glucose, glycerol and iron, in fed-batch
mode. The lipids were used to the determination of oil in water (OW) and water in oil (WO)
emulsifying activity (EA). After, the microalgal lipids were used in a bioremediation process
of a soil contaminated with 4,0% of diesel and biodiesel. The microalgal biosurfactant was
added in the quantity of 0.5% in order to characterize this environmental application. The
results showed maximum cellular concentration (Cpayx) of 5,70g/L to the strain Paracas and
3.82 g/L for the strain LEB-52. The percentage of lipids obtained was 9.51% in the
experiment made with the addition of iron and glycerol to strain Paracas, and 6.87% in the
experiment accomplished with the addition of all inductors to strain LEB-52, which
represents increments of 39.5 % and 84.91 % respectively, in the lipid profile of each strain of
microalgae. In relation to OW and WO emulsifiers activities , high activities were obtained
for both strains: EAwo of 2.78 UE/mglipigs in the test with the addition of all inducers for the
strain Paracas, and 4.93 UE/mgpigs in the experiment added of iron and glycerol to strain
LEB-52; EAwo of 71.64 UE/mgisids Was obtained in the experiment added of all inductors to
strain Paracas, and 187.76 UE/mgjipigs in assay added of iron and glycerol to strain LEB-
52.The microalgal lipids demonstrated their potential application in bioremediation of diesel
and biodiesel, being obtained 81.9 % and 81.7 % of biodegradation for biodiesel and diesel
respectively, in tests performed with addition of lipids in microalgal 60 d test. The CO,
evolution test, which represents the microbial activity in the soil, showed elevated C (mg)
accumulated in the experiments added of biosurfactant, with 1,341.65 mg and 775.3 mg of C
for the soils contaminated with biodiesel and diesel, respectively.

Keywords: iron, glycerol, glucose, inductor, mixotrophic, biodegradation.
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1 INTRODUCAO

As microalgas tem sido foco de muitos estudos nos fltimos anos tendo em vista sua
grande aplicabilidade nas mais diferentes areas, tais como industria de alimentos, industria
farmacéutica, biomedicina, area ambiental. A utilizagdo da biomassa da microalga Spirulina
platensis tem apresentado grande potencial de utilizagdo em todos esses setores com destaque
especial na 4rea ambiental, pois pode ser utilizada na biofixagdo de CO,; tratamento de
efluentes; biossor¢do de metais, tanto de efluentes e como de solos contaminados; produgao
de biocombustiveis (biodiesel e bioetanol) e produgio de biossurfactantes, isto é, moléculas
de origem lipidica com alto potencial de aplicagdo ambiental devido as suas caracteristicas
especificas como biodegradabilidade e atoxicidade.

O uso da microalga Spirulina platensis traz algumas vantagens, tais como: a
possibilidade de crescimento em meios de cultivo de dificil contaminagdo (elevado pH), a sua
atoxicidade, tornando possivel a geragdo de co-produtos de alto valor agregado para aplicagdo
em inumeras areas, € a facilidade de cultivo, em virtude da sua caracteristica filamentosa, em
comparagdo com outras algas.

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, e consistem em sub-produtos metabolicos de bactérias, fungos e leveduras.
Podem ser produzidos extracelularmente ou como parte da membrana celular desses micro-
organismos. Os biossurfactantes tém sido produzidos extensivamente pelos mais diversos
tipos de micro-organismos, especialmente por bactérias e leveduras e, com menor intensidade
de estudos, por fungos filamentosos. A produgdo de biossurfactantes por microalgas traz
como principal vantagem a atoxicidade do micro-organismo e do bioproduto obtido, o qual
podera ser utilizado em processos de biorremediagao, que por sua vez trata-se de um processo
de tratamento ativo que usa micro-organismos para degradar e transformar em quimicos
organicos os contaminantes do solo, sedimentos e residuos.

Os indutores glicose, ferro e glicerol foram selecionados tendo em vista estudos
realizados anteriormente por diversos autores ¢ pelo grupo de pesquisa com o objetivo de
induzir o crescimento e actimulo de lipidios intracelulares. A glicose demonstrou-se em varios
estudos que a sua adi¢do ao meio de cultivo da Spirulina platensis contribui de forma positiva
para o crescimento celular. O glicerol, por sua vez, é um residuo abundante atualmente, em
virtude do estimulo & producao de biodiesel. A utilizacao deste residuo em bioprocessos como

componente dos meios de cultivo seria uma alternativa economica para a diminui¢do dos
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custos de produgdo dos biocompostos. O ferro tem se demonstrado um bom indutor para
crescimento, uma vez que atua diretamente na fotossintese, € bem como para o acimulo de
lipidios totais no micro-organismo.

O objetivo geral deste trabalho foi a produgdo de lipidios com atividade surfactante
através da microalga Spirulina platensis e utilizagdo destes compostos em processos de
biorremediacao de residuos oleosos.

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar a influéncia da adi¢do dos indutores glicose, ferro e glicerol sobre o
crescimento e producdo de lipidios intracelulares na microalga Spirulina platensis;

b) Realizar a quantificagdo dos lipidios obtidos a partir da biomassa seca;

¢) Avaliar a capacidade surfactante dos lipidios extraidos;

d) Utilizar os biossurfactantes extraidos da microalga Spirulina platensis em um

processo de biorremediacao de residuos oleosos em solos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS

As microalgas fazem parte de grupo muito heterogéneo de organismos. Sdo
predominantemente aquaticos e geralmente microscopicos unicelulares, podendo formar
colonias, e apresentar pouca ou nenhuma diferenciacdo celular. Sua coloragdo variada é
caracteristica oportunizada pela presenca de pigmentos e mecanismo fotoautotrofico.
Filogeneticamente, as microalgas sdo compostas de espécies procaridticas ou eucarioticas,
antigas ou mais recentes, conforme o periodo em que surgiram no planeta (RAVEN et al.,
2005). O termo “microalgas” ndo tem valor taxondmico, uma vez que engloba micro-
organismos algais com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos capazes de realizar a
fotossintese oxigénica (PEREZ, 2007).

Andrade et al. (2008) e Chisti (2007) caracterizam as microalgas como micro-
organismos fotossintéticos, que combinam agua e dioxido de carbono atmosférico com luz
solar para produzirem varias formas de energia para produzirem biomassa (polissacarideos,
proteinas, lipidios e hidrocarbonetos), que pode ser utilizada na produg@o de biocombustiveis
e suplementos alimentares, e também podem ser empregados na captura de didoxido de
carbono da atmosfera. De acordo com Pérez (2007) elas s@o extremamente importantes para a
manuten¢do da vida na Terra. Acredita-se que as microalgas produzam mais oxigénio de que
todas as plantas juntas existentes no mundo, e que sdo elas as responsaveis por pelo menos
60% da producao primaria da Terra, conforme descrito por CHISTI (2004).

A biomassa microalgal apresenta cerca de 50 % de carbono na sua composi¢do, assim
o fornecimento deste nutriente aos cultivos representa um importante componente dos custos
de produgao, seja gasoso na forma de didxido de carbono, ou sélido, principalmente na forma
de bicarbonato (VONSAHK, 1997).

Segundo Possatto (2009) para que espécies de microalgas possam produzir
satisfatoriamente varias formas de energia, ¢ indispensavel cuidados no processo e sistemas
de cultivo dos micro-organismos, considerando as peculiaridades de cada espécie, adaptagdo

ao ambiente, bem como a disponibilidade de nutrientes associados a viabilidade economica.
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2.1.1.1 Spirulina sp.

A espécie Spirulina foi classificada novamente, agora com o nome de Arthrospira sp.,
e aceita oficialmente em Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. No entanto, a
denominagao Spirulina permanece tanto comercialmente como em publica¢des cientificas.
Compreendem cianobactérias filamentosas, e sua principal caracteristica morfoldgica ¢ a
disposi¢ao dos tricomas multicelulares cilindricos em uma hélice esquerda aberta ao longo de
todo o comprimento (TOMASELLI, 1997).

Segundo Tomaselli (1997) as Spirulinas sdo cianobactérias planctonicas que habitam
em corpos de agua tropical e subtropical caracterizados por elevados niveis de carbonato e
bicarbonato e pH elevado (até 11). Elas tem sido encontradas nos mais diferentes ambientes
como aguas salobras, mar, piscinas de maré, lagoas salinas, também tém sido encontrada em
aguas sub-articas, lagoas tropicais, e fontes de aguas termais. Assim, estes organismos
parecem ser capazes de adaptacdo a condi¢cdes ambientais extremas (CIFERRI e TIBONI,
1985).

Segundo Tomaselli (1997) apud Marty e Busson (1970); Eykelenburg (1977 e 1979);
Tomaselli et al. (1993) as células de Spirulina platensis e Spirulina méxima, quando observar
em microscopia eletronica, sdo tipicas de organismos procaridticos, sem niicleo delimitado
morfologicamente e desprovidas de plastidios. Apresentam parede celular como um envelope
externo tipo gram-negativa. Sob microscopia de luz, o azul-esverdeado dos filamentos ndo
heterocisticos, composto das células vegetativas que sofrem fissdo binaria em um tnico plano,
mostram facilmente visiveis paredes transversais. Os filamentos sdo solitarios e livres e
flutuam exibindo motilidade. Os tricomas, sdo envoltos por uma bainha fina, que pode se
mostrar mais ou um pouco pronunciada nas constricdes da parede transversal, apresenta
apices um pouco ou nada atenuados (CIFERRI e TIBONI, 1985).

De acordo com Ciferri ¢ Tiboni (1985) todos os membros do género Spirulina sio
fotoautotroficos, e realizam fotossintese aerdbica, ndo sdo capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico, exceto S. labyrinthyformis, uma espécie termofilica isolada de fontes de agua
quente, sobre a qual foi relatado ser capaz de realizar fotossintese anoxigénica a custa de
sulfuretos, conforme Castenholz (1976) apud Ciferri e Tiboni (1985).

Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada classe de microalgas
apresenta sua propria combinagdo de pigmentos e, consequentemente, coloragao distinta. Os
trés principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os

carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteinas) (ABALDE et al., 1995).
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2.1.2 Aplicacoes ambientais do uso da microalga Spirulina platensis

O meio ambiente tem sido foco de inimeras discussdes e estudos nos ultimos anos,
uma vez que tem se tomado consciéncia de que os recursos naturais sdo finitos e por isso
devem ser preservados. Cada vez mais se busca alternativas para sua preserva¢do bem como a
recuperagdo de recursos naturais e locais degradados pela agdo do homem.

Nesse topico, serdo apresentadas algumas das acdes que ja estdo em sendo estudadas e
desenvolvidas no que se refere também a utilizacdo de meios naturais de remediagdo. As
microalgas, por serem micro-organismos fotossintetizantes, tém contribuido muito para esses
estudos. Destacam-se os estudos:

a) sequestro de CO; oriundo de termelétricas;

b) tratamento de efluentes: remogao de DQO e biossor¢do de metais toxicos;

¢) utilizagdo como biossurfactantes, em biorremediagdo de locais contaminados com
derrames de petréleo e seus derivados;

d) produgdo de biocombustiveis, tais como biodiesel e bioetanol.

2.1.2.1 Fixacdo de CO; oriundo de termelétricas

A fotossintese ¢ a principal rota de fixagdo de carbono da Spirulina platensis, sendo a
luz solar sua principal fonte de energia. Por meio da fotossintese, converte os nutrientes em
matéria celular e libera oxigénio. Os nutrientes de que necessita sdo uma fonte de carbono,
nitrogénio, fosforo, potassio, ferro e outros oligoelementos (VONSHAK, 1997).

A biofixa¢do de didxido de carbono (CO,) por microalgas tem provado ser um método
eficiente e econdémico, principalmente devido a capacidade fotossintética desses micro-
organismos ao uso deste gas como fonte de nutrientes para o seu desenvolvimento. Rosa et al.
(2011) estudaram o crescimento das microalgas Spirulina LEB18 e Chlorella kessleri,
expostas a condigdes controladas e ndo controladas, com a inje¢do de diferentes
concentragdes de CO,. Verificaram que a maior concentragdo de biomassa e fixagdo maxima
diaria foram obtidas para Spirulina LEB18 na cultura que foi preparada em condigdes ndo
controladas com uma inje¢do de 6% (v / v) de CO,. Para C. kessleri teve taxa de crescimento
maximo especifico quando cultivada com 18 % (v / v) de CO, em condi¢des de cultivo ndo

controladas.
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Radmann et al. (2011) realizaram estudo e projetaram uma planta piloto para
biofixacdo de CO; oriundo da Usina Termelétrica Presidente Médici (UTPM), localizada no
municipio de Candiota/RS com o objetivo de utilizar gas de combustio da usina para o cultivo
das microalgas Spirulina sp. LEB-18 e Scenedesmus obliquus LEB-22, determinando suas
caracteristicas cinéticas e capacidade de fixacdo de CO2. Nesse estudo observaram que a
utilizacdo de gas de combustao da UTPM incrementou em 35 % a produgao de biomassa ao final
do cultivo de Spirulina sp. LEB-18, com redugdo de 24,2% da concentragdo de CO2 do gas de
combustdo, sendo biofixado 5,7% do CO2 para o crescimento das microalgas. A biomassa final
das microalgas S. obliquus LEB-22 e Spirulina LEB-18 cultivadas com gas de combustido
apresentou 6,2% e 4,8% de lipidios, e 40,6% e 46,8% de proteinas, respectivamente. Os
resultados mostram que as microalgas podem ser cultivadas em plantas de energia elétrica para
biofixar o CO2 proveniente do gas de combustdo de carvdo e contribuir para reducdo do
aquecimento global.

Morais e Costa (2007) testaram em fotobiorreatores tubulares a capacidade de
biofixa¢do de CO, por microalgas Scenedesmus obliquo e Spirulina sp. em concentragdes de
situagdo limitada e em excesso de CO,. A Spirulina apresentou os melhores resultados em
todos os parametros avaliados, dentre eles a taxa de crescimento especifica, produtividade e

biofixagao de COs.

2.1.2.2 Tratamento de efluentes e biossor¢do de metais toxicos

A utilizagdo da agua tanto para processos produtivos quanto para abastecimento
humano acarreta a geracdo de um grande volume de efluentes, os quais necessitam de
tratamento adequado para apds, serem lancados novamente no ambiente. A disposicdo
adequada de efluentes tem sido alvo de estudos de muitos pesquisadores no mundo inteiro,
especialmente no que se refere ao seu descarte de forma que atenda aos pardmetros
ambientais.

Os efluentes podem conter em sua composi¢do as mais diferentes substancias, o que
vai depender que tipo de efluente, qual a sua origem. Muitos efluentes podem conter grande
quantidade de matéria organica, ou ainda apresentar em suas concentragdes metais tOXicos.

Mezzomo et al. (2010) utilizaram efluente de suino, rico em fosforo e nitrogénio
inorganicos, para a produ¢do de biomassa de microalga Spirulina platensis, no qual
verificaram que a cultura de Spirulina em efluente suino demonstrou a possibilidade do seu

uso na remogdo de DQO e fosforo, além da producdo de biomassa, podendo ser uma possivel



19

solu¢do para o impacto ambiental gerado pela descarga de efluentes em fontes naturais. O
estudo destacou que a biomassa produzida pode ser adicionada a ragdes de peixes, 0os quais
podem ser utilizados na formulag¢do de produtos carneos.

Para efluentes que apresentam em sua composi¢do metais pesados, Dal Magro e
colaboradores (2012) utilizaram a microalga Spirulina platensis na remogéo de Cromo VI ¢
DQO de efluente, obtendo resultados satisfatorios, uma vez que a microalga Spirulina
apresentou capacidade de biossor¢do de Cromo VI (superior a 40%) e remogao de DQO (60 a
70%). Aneja et al. (2010) avaliaram a biossor¢ao de Pb* ¢ Zn" de uma solugdo aquosa
contendo diferentes concentragdes desses metais, através da biomassa seca da Spirulina sp.,
onde atingiram indices de biossor¢io de 82 % para Pb™* e de 90 % para Zn">. Gokhale et al.
(2009) realizaram ensaios de biossor¢do de cromo (VI) em colunas empacotadas utilizando a
biomassa seca da Spirulina platensis como material adsorvente, atingindo, em condigdes
experimentais otimizadas, a remog¢do de até 99% do metal para uma solu¢do contendo 100
mg. L de cromo (VI). Siva Kiran et al. (2012) avaliaram a capacidade da biomassa ativa da
Spirulina (Arthospira) indica na biossor¢do de Cd™?, alcangando remogdes de até 93,9% desse
metal, sendo que a taxa de remoc¢do aumentou com o aumento da concentragdo inicial do
metal.

Para verificar o efeito causado por metais toxicos no crescimento de microalgas,
Belokobylsky et al. (2004), submeteram a Spirulina platensis ao crescimento na presenga de
Se (VI) e Cr (II), onde avaliaram o efeito dos metais separadamente e de forma conjugada,
concluindo que a acumulagdo de Cr (IIT) foi maior que a acumulacao de Se (VI) e a presenca
dos dois metais, simultaneamente, afetou a taxa de crescimento da biomassa sem alterar sua

morfologia e contetido proteico.

2.1.2.3 Producdo de biocombustiveis de microalgas

O cultivo de microalgas para produ¢do de biocombustiveis apresenta vantagens com
relagdo a culturas de oleaginosas, no sentido de ter alto potencial na produgdo de lipidios
utilizando-se de menores areas agricultaveis, bem como menor espago de tempo (WIJFFELS;
BARBOSA, 2010).

Conforme Meng et al. (2008) e Huang et al. (2009), apesar de existirem inimeros
tipos de micro-organismos, tais como microalgas, bacilos, fungos, entre outros, nem todos

possuem caracteristicas favoraveis a producdo de lipidios para a aplicagdo na produgdo de
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biodiesel. As microalgas destacam-se por apresentarem, em alguns casos, compatibilidade na
relag@o de seu 6leo produzido ao 6leo vegetal utilizado no processo de transesterificacdo.

O ¢leo extraido de microalgas apresenta caracteristicas semelhantes as dos 6leos de
plantas oleaginosas e se enquadra dentro das principais caracteristicas exigidas pela ANP
(Agencia Nacional de Petroleo) para qualidade do biodiesel, como o ponto de fulgor minimo
de 115°C e baixo indice de acidez (menor que 0,8 mg KOH/g) (TEIXEIRA, 2008). Entre as
diversas matérias-primas para a producio de biodiesel, a biomassa de microalgas é aquela que
apresenta a possibilidade de produgdo de biodiesel que permitird a substituicao total do diesel
(cerca de 40 bilhdes de litros por ano) e de modo ambientalmente sustentavel (TEIXEIRA et
al., 2010).

O actimulo de lipidios em microalgas para a produ¢ao de biodiesel tem sido um foco
atual de trabalho de inimeros pesquisadores em todo o mundo. A utilizagdo de lipidios de
microalgas, segundo inimeros autores, apresenta vantagens em comparagdo com as fontes
convencionais de lipidios, tais como:

a) a elevada produtividade em lipidios por area cultivada, em comparagdao com
culturas oleaginosas agriculturaveis;

b) capacidade de sintetizar e acumular grandes quantidades de lipidios neutros;

c) elevadas taxas de crescimento (por exemplo, duplica¢des 1-3 por dia);

d) crescimento em ambientes indspitos, 0s quais ndo sdo agriculturaveis;

e) utilizacdo de fontes de nutrientes, tais como nitrogénio e fésforo, de uma variedade
de fontes de aguas residuais, contribuindo para o tratamento destas aguas residuarias;

f) sequestro de COy;

g) producdo de co-produtos de elevado valor agregado (por exemplo, biopolimeros,
proteinas, polissacarideos, pigmentos, alimentagao animal, fertilizantes e H,),

h) crescimento em fotobiorreatores durante todo o ano com uma producdo anual de
biomassa com produtividade, com base na superficie, superior ao dos ecossistemas terrestres,

por cerca de dez vezes (HU et al., 2008; WIJFFELS; BARBOSA, 2010; SCOTT et al., 2010).

2.1.2.3.1 Produgdo de bioetanol

O etanol ¢ produzido pela fermentagdo de biomassa de diversas fontes, variando de
plantas e residuos de agroindustriais da agricultura (XUAN et al., 2009).
As microalgas sdo uma fonte potencial de substrato fermentavel uma vez que, de

acordo com as condigdes de crescimento, eles podem ter altos niveis de compostos de carbono
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em sua composi¢ao, diretamente disponivel para a fermentacdo ou apds pré-tratamento. Pode-
se produzir etanol a partir de varias microalgas: como Chamydomonas sp., Chlorella sp.,
Oscillatoria sp., Cyanothece sp. e S. platensis (UENO et al., 1998). Bactérias, leveduras ou
fungos também sao usados para fermentar carboidratos para produzir etanol em condigdes
anaerdbias. No entanto, juntamente com o etanol, produzem outros compostos como CO; e
H,O0, e o teor maximo ¢ de 0,51 kg de etanol e 0,49 kg de CO, por kg de glicose (COSTA e
MORALIS, 2011).

O principio da producdo de etanol por microalgas consiste em o cultivo de micro-
organismos, a colheita de células, preparacdo de fermentacdo da biomassa, e processo de
extracdo do etanol. A preparagdo da biomassa pode ser realizada por meio de equipamento
mecénico ou enzimas que quebram as paredes das células, tornando mais disponiveis os
hidratos de carbono, bem como quebrar as grandes moléculas de carboidratos. Quando as
células sdo quebradas, o fermento Saccharomyces cerevisiae ¢ adicionado a biomassa e
fermentagdo comega. Desta forma, o actcar é convertido em etanol por leveduras (COSTA;
MORALIS, 2011). O processo de destilagdo ¢ usado para purificar o etanol (AMIN, 2009). O
etanol produzido por microalgas pode ser purificado e usado como combustivel e o0 CO, pode
ser reciclado, usando-o como um nutriente para o cultivo de microalgas ou utilizacdo de
biomassa residual no processo de de digestdo anaerébia (HARUN et al., 2010b apud COSTA
e MORALIS, 2011).

A microalga Chorella vulgaris pode ser usada como uma fonte de etanol devido o seu
alto teor de carboidratos com eficiéncia de conversdo acima de 65% (COSTA ¢ MORAIS,
2011). Ueno et al. (1998) obtiveram a maxima formagdo de etanol a partir de Chlorella sp.
cultivada em 30°C de 448 umol g"' em peso seco e quando a temperatura foi reduzida para
20°C a concentragao de etanol foi 196 wmol g em peso seco. A produgdo de etanol diminuiu
quando a temperatura foi aumentada para 35° C e foi completamente inibido em 45°C. A
determinagdo da atividade enzimatica em 35°C foi menor que em 25°C, indicando que as

enzimas sao ativadas em baixas temperaturas.

2.1.2.3.2 Producdo de biodiesel

O uso continuo de combustiveis originados de petréleo € agora amplamente
reconhecido como insustentavel uma vez que suas reservas sao finitas e devido também a sua
contribui¢do para o acimulo de diéxido de carbono no ambiente. O biodiesel derivado de

oleaginosas ¢ uma alternativa renovavel potencial, mas as microalgas parecem ser a Unica
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fonte de biodiesel renovavel que ¢ capaz de atender a demanda global de combustiveis para
transportes, uma vez que sua produtividade de 6leo excede em muito a produtividade de 6leo
das culturas oleaginosas (CHISTIL, 2007).

Existem diversas pesquisas no sentido de desenvolver biocombustiveis, uma fonte
atraente de energia, haja vista, cada vez mais se faz necessario reduzir as emissdes de
carbono. Ja sdo produzidos biocombustiveis a partir de cana-de-aglicar e oleaginosas como
milho, soja, colza, palma e girassol, no entanto estas culturas necessitam de grandes
quantidades terras agricultaveis e com o passar do tempo podem competir com a produgdo de
culturas alimentares. Em virtude disso, nos ultimos 2-3 anos a producdo de biodiesel de
microalgas tem tido um grande interesse, uma vez que a produtividade é bem mais elevada do
que as plantas terrestres, podendo algumas delas acumular grandes quantidades de
triacilgliceréis (SCOTT et al., 2010).

O Programa Nacional de Producdo de Biodiesel vem incentivando a diversificacdo da
matéria-prima para a produg¢do de biodiesel. Entre as diversas matérias-primas para a
producdo de biodiesel, a biomassa de microalgas ¢ aquela que apresenta a possibilidade de
producdo de biodiesel que permitira a substituicao total do diesel (cerca de 40 bilhdes de litros
por ano) e de modo ambientalmente sustentavel (TEIXEIRA et al., 2010).

O biodiesel ¢ um combustivel derivado de 6leos vegetais ou animais, normalmente
composto de ésteres metilicos e acidos graxos de cadeia longa e sua composi¢do quimica
depende da origem do petroleo. E geralmente produzido a partir da transesterificagdo quimica
do ¢leo, onde a cadeia longa do glicerol ¢ substituida por outra de alcool (SCOTT et al.,
2010).

As microalgas produzem compostos poli-insaturados, o que leva a diminui¢do da
estabilidade do biodiesel produzido, entretanto, devido a presenca de acidos graxos poli-
insaturados, uma vantagem apresentada pelo biodiesel de microalgas ¢ o alto rendimento em
temperaturas baixas, caracteristica que nao ¢ apresentada pelo biodiesel de oleaginosas
convencionais, as quais apresentam pouco rendimento em temperaturas relativamente baixas
(PEREZ, 2007).

Os acidos graxos que as microalgas produzem podem ser extraidos e convertidos em
biodiesel, que é um combustivel renovavel, biodegradavel, ndo toéxico e ambientalmente
amigavel (COSTA e MORALIS, 2011).

A producdo de biodiesel a partir de microalgas entretanto, requer que a tecnologia de
producgdo destes micro-organismos seja escalonada em trés vezes com custos cerca de 10

vezes menores. Para tanto, a implementag@o de reatores, a utilizagdo de fontes de nitrogénio e
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fosforo de baixo custo, o desenvolvimento de conhecimento acerca das rotas metabodlicas de
acumulo de lipidios baseados na biologia molecular sdo fatores imprescindiveis (WIJFFELS;
BARBOSA, 2010). Ainda, a implementa¢do dos métodos de extragdo de lipidios, utilizando
menor quantidade de solventes com a diminui¢do da extragdo de impurezas como a clorofila,

sdo etapas a serem otimizadas (SCOTT et al., 2010).

2.1.2.4 Producdo do biossurfactantes

Os surfactantes sao compostos anfipaticos, que possuem um grupo hidrofilico (polar) e
um grupo hidrofobico (apolar), que sdo geralmente hidrocarbonetos. Esses grupos
normalmente tém diferentes graus de polaridade e ligagdes de hidrogénio, tendendo a
distribuir-se nas interfaces entre as fases fluidas ocasionando interagdo agua/dleo ou
6leo/agua, proporcionando a formagdo de um filme molecular que reduz a tensao superficial e
interfacial. Essas caracteristicas ddo aos surfactantes propriedades Unicas como: detergéncia,
capacidade de dispersao de fases, emulsificagdo, formacdo de espuma, lubrificacdo,
molhabilidade e solubilizag¢do. Sao sintetizados a partir do petréleo (DESAI e BANAT, 1997;
NITSCHKE e PASTORE, 2002).

J& os Dbiossurfactantes sdo compostos tensoativos que sdo produzidos
extracelularmente ou como parte da membrana celular de micro-organismos como bactérias,
fungos e leveduras (MULLIGAN, 2005) e que apresentam as mesmas caracteristicas
surfactantes dos produzidos sinteticamente, tais como diminui¢do da tensdo superficial e alta
capacidade emulsificante (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes possuem em sua estrutura uma por¢do hidrofilica composta de
aminoacidos ou peptideos anions ou cations, mono, di ou polissacarideos e uma porgao
hidrofébica constituida de acidos saturados, insaturados e acidos graxos hidroxilados ou
alcoois graxos (DESAI e BANAT, 1997) de cadeias longas (MUTHUSAMY et al., 2008).

A composicdo lipidica da biomassa microalgal é composta tipicamente por glicerol,
acucares ou bases esterificadas e acidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos, podendo ser
tanto saturados, quanto mono ou poli-insaturados. Nas microalgas, os acidos graxos
correspondem a maior fragdo dos lipidios e, em algumas espécies, os acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) representam entre 25% e 60% dos lipidios totais (BECKER, 1988;
BROWN, 1991; BECKER, 2004 apud DERNER, 2006).

Os lipidios microalgais podem ser classificados em lipidios neutros e polares, sendo os

polares os glicolipidios e fosfolipidios. Estruturas semelhantes, quando produzidas por
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fungos, leveduras e bactérias, tem se apresentado como biossurfactantes ativos. Entretanto,
ndo hé relatos na literatura, da caracterizacdo dos lipidios microalgais com relagdo a sua

atividade surfactante.

2.1.3 Condicoes de cultivo

O crescimento de uma populagdo de microalgas é resultado da interagdo entre fatores
biologicos, quimicos e fisicos (RAVEN et al., 2005). Os fatores bioldgicos referem-se as
proprias taxas metabolicas da espécie cultivada, quanto aos fatores fisico-quimicos, os
principais que afetam o crescimento das microalgas sdo luz, temperatura, pH, salinidade e
disponibilidade de nutrientes, estes sdo que demandam maior estudo. Nao existe um meio de
cultivo unico para todas as espécies de microalgas, uma vez que cada uma tem suas
necessidades especificas (RICHMOND, 2004).

O metabolismo principal da Spirulina platensis ¢ a fotossintese, sendo a luz solar, sua
principal fonte de energia. Por meio da fotossintese, converte os nutrientes em matéria celular
e libera oxigénio. Os nutrientes de que necessita sdo uma fonte de carbono, nitrogénio,
fosforo, potassio, ferro e outros oligoelementos (VONSHAK, 1997).

A Spirulina sp. ¢ um micro-organismo mixotrofico. Na auséncia de luz, pode utilizar
compostos organicos de carbono como fonte energia. Dependendo das condigdes de
crescimento, podem crescer quer fotoautotroficamente (fonte de energia: luz, fonte de
carbono: CO;), heterotroficamente (fonte de energia e carbono: glicose) ou mixotroficamente
(fonte de energia: luz e glicose, fonte de carbono: glicose ¢ CO,). (MARQUEZ-ROCHA et al.
1993).

Em crescimento mixotréfico, o CO, pode ser tratado como produto metabolico
intermedidrio. E gerado pelo processo contributivo heterotrofico e simultaneamente
consumido por meio caminho fotoautotrofico. Simultaneamente O, € produzido por meio do
caminho fotoautotr6fico e consumido pelas reagdes heterotroficas (CHOJNACKA e
ZIELINSKA, 2012).

O cultivo mixotrofico possui inimeras vantagens, dentre elas o aumento da
produtividade da biomassa, trabalhando em altas concentra¢des de células e facilidade para

manter condigdes de crescimento 6timas (CHEN, 1996).
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2.1.3.1 Luz

A luz constitui um fator fundamental no cultivo de microalgas fotoautotroficas, tanto
para si como para suas inter-relagdes com outros pardmetros (ABALDE et al., 1995). A
quantidade de energia luminosa recebida pelas células ira repercutir na quantidade de carbono
fixado, uma vez que assimilam carbono inorganico para conversdo em matéria organica,
sendo a luz a fonte de energia que ¢é essencial para esta reagdo, o que influencia
consequentemente na produ¢do de biomassa e na taxa de crescimento das culturas
microalgais. A radiacdo utilizada fotossinteticamente esta dentro da regido do espectro visivel
(400 nm a 700 nm) que representa a fonte de energia para a fotossintese. Tanto a intensidade
luminosa, como o comprimento de onda e o fotoperiodo influenciam no crescimento e no
metabolismo das microalgas (LIPS, 1986; VILLACA, 2010).

E necessario uma certa intensidade de luz para que seja possivel a realizagio da
fotossintese. As intensidades de luz muito elevadas frequentemente sdo inibitdrias para o
crescimento de microalgas produzindo fotoinibi¢do. A fotoinibigdo ou fotoinativacdo pode
definir-se como a diminuicdo da capacidade fotossintética em elevadas intensidade de luz,
muito acima dos valores de saturacdo, ou seja, muito superiores as requeridas para obter a
taxa maxima de fotossintese (ABALDE et al., 1995).

A velocidade de crescimento da Spirulina pode sofrer uma diminuigdo a medida que
ocorre seu desenvolvimento, devido ao sombreamento (MYERS e BORR, 1940) provocado
pelas proprias células, impedindo que parte da cultura receba a incidéncia da luz. A agitacao
da cultura pode ser um fator decisivo na velocidade de crescimento possibilitando uma
absor¢ao homogénea da luz pelas células (RICHMOND, 1990).

No crescimento fotoautotréfico, as microalgas utilizam a luz como a unica fonte de
energia para impulsionar a fotdlise. A energia produzida nesta reagcdo ¢é utilizada para a
reducdo de CO,. Em condigdes heterotroficas, energia necessaria de crescimento € alimentada
por meio da respiragdo com o uso de fonte de carbono organico, com o substrato. Nestes dois
casos, diferentes fontes de energia sdo utilizados. Isto significa que diferentes processos
metabodlicos ocorrem. No metabolismo mixotroéfico, ambos os processos: fotoautotrofico e
heterotrofico, ocorrem simultaneamente dentro de uma unica célula (CHOJINACKA, 2003;

MARQUEZ-ROCHA et al. 1993).
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2.1.3.2 Temperatura

A temperatura 6tima para o cultivo de Spirulina ¢ na faixa de 35 °C a 38 °C. Muitas
cepas de Spirulina diferem em sua temperatura O0tima de crescimento, assim como sua
sensibilidade aos extremos de temperatura. Desvios do 6timo de temperatura, em torno de
35°C tém efeito inibitoério na capacidade fotossintética. Estudos demonstram que culturas
crescendo a temperaturas menores que a temperatura 6tima sdo mais sensiveis a fotoinibi¢ao
(VONSHAK, 1997).

A temperatura afeta a composi¢do, as taxas metabolicas e o crescimento celular das
microalgas. No entanto, a resposta a temperatura de crescimento varia de espécie para
espécie. O aumento da temperatura da cultura microalgal causa um aumento no teor de
proteinas e uma diminui¢@o nos teores de carboidratos e lipidios das células. Além disso, com
um aumento de temperatura muitas espécies de microalgas diminuem os percentuais de acidos
graxos insaturados e aumentam os percentuais dos acidos graxos saturados da fracao lipidica
(ABALDE et al., 1995; RENAUD et al., 2004).

Colla et al. (2004) desenvolveram um estudo em que testaram a influéncia da
temperatura ¢ da concentragdo de nitrato de sodio (NaNQO3). Verificaram que temperatura foi
o fator mais importante e que a maior quantidade de acido gama-linolénico (GLA) foi obtida a
30°C, e o perfil dos acidos graxos da Spirulina cultivada mostrou que foram mais prevalentes

(em ordem de abundancia) palmitico, linoleico e os acidos linoleicos.

2.1.3.3pH

As microalgas mostram uma clara dependéncia a respeito do pH do meio de cultivo e
diferentes espécies variam amplamente sua resposta ao mesmo. Cada microalga apresenta um
pH 6timo para seu cultivo. A diminuicdo do pH pode ser letal, enquanto podem suportar
melhor um aumento de pH, até um certo limite (RICHMOND, 1990; ABALDE et al., 1995).
Segundo Tomaselli (1997) as Spirulinas sdo cianobactérias planctonicas que habitam em
corpos de agua tropical e subtropical caracterizados por elevados niveis de carbonato e
bicarbonato e pH elevado (até 11).

O pH do meio de cultivo determina a solubilidade do CO, e dos minerais, assim como
a distribuicdo relativa das formas inorganicas de carbono e influi direta e indiretamente no

metabolismo das microalgas (ABALDE et al., 1995).
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A cianobactéria Spirulina apresenta marcado aumento na taxa de fotossintese para pH
na faixa de 8,0 a 10,0; desde que nessa faixa o ion bicarbonato seja predominante como fonte
de carbono dissolvido. O pH do meio de crescimento afeta a dissociagdo de varios sais e tem
efeito marcado na solubilidade de muitos metais. Um aumento no pH acima da faixa 6tima de
crescimento pode implicar na deficiéncia de alguns elementos tragos que provoca a lise
celular. Outro problema verificado com pH superior 10,5 é que ocorre precipitagdo de CaCOs
(VONSHAK, 1997). Segundo Pelizer et al. (2002) e Andrade e Costa (2008), a faixa 6tima de

pH para o crescimento da microalga Spirulina ¢ de 9,5 a 10,5.

2.1.3.4 Mistura e aeragdo

O processo de mistura de uma suspensdo microalgal é importante, pois permite que as
células fiquem suspensas no meio, melhora a eficiéncia da utilizagdo da luz, favorece a troca
de gases, impede a estratificacdo térmica e ainda auxilia na distribui¢do homogénea dos
nutrientes (SUH; LEE, 2003).

Os cultivos de microalgas, quando realizados em escala laboratorial, podem ser
misturados com o auxilio de um “shaker”, ou através de aeracdo. A aerag¢do é feita com
injegdo de ar (atmosférico ou enriquecido com CQ,), através de mangueiras de silicone, no
fundo do frasco contendo a suspensao microalgal. Nos cultivos em grande escala, a mistura ¢
feita de diferentes formas, que dependem da estrutura do tipo de sistema utilizado. Tanques
pequenos, geralmente localizados em ambiente coberto, podem ser agitados por aera¢do, mas
para tanques grandes a aeracdo nao ¢é suficiente para assegurar uma distribui¢do uniforme das

células (LOURENCO, 2006).

2.1.3.5 Salinidade

A concentragdo de sais inorganicos dissolvidos, tanto em aguas doces como em aguas
marinhas, pode afetar o crescimento das microalgas em fun¢do de sua atividade osmotica. A
tolerdncia ao sal varia de acordo com as espécies, algumas sé toleram concentragdes
milimolares de sal, enquanto outras sobrevivem em solu¢des saturadas. O que é um estresse
salino letal para um grupo pode ser facilmente tolerado por outro grupo (ABALDE et al.,
1995). Isso pode ser verificado no estudo desenvolvido por Takagi et al. (2006) no qual

promoveram estresse salino a partir do aumento da concentra¢ao de NaCl em meios de cultivo
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de células de Dunaliella, e nessas células, observaram um aumento de 70% no teor de

lipidios.

2.1.3.6 Requerimentos nutricionais

Para um crescimento Otimo, deve-se administrar aos cultivos nutrientes em
quantidades adequadas. Ha muitas variagdes de requerimentos (em quantidades) entre as
diferentes espécies e dentro de cada espécie variam em funcdo das diferentes condigdes

ambientais, como luz, temperatura e pH (ABALDE et al., 1995).

2.1.3.6.1 Fonte de nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos principais elementos para o desenvolvimento microalgal,
podendo ser assimilado através de varias fontes, como N, NH,", NO5, NO,, uréia,
aminoacidos, purinas e pirimidinas. Os sais de nitrato, sais de amonio e de uréia sdo as fontes
mais empregadas em cultivos artificiais. Se o suprimento de nitrogénio ¢ abundante em
cultivos, verifica-se tendéncia do aumento nas concentragdes de proteinas e clorofila nas
células. Contrariamente, quando as concentragdes de nitrogénio sdo baixas, verifica-se uma
diminui¢do marcante da taxa de divisdo celular, além da redu¢do das concentracdes de
proteinas e clorofila (LOURENCO, 20006).

A deplecdo de nitrogénio pode aumentar o contetdo lipidico de uma microalga. Isso é
explicado pelo fato de que a falta de nitrogénio direciona o metabolismo microalgal, antes
voltado a multiplicagdo celular, para a produ¢do de componentes de reserva, como os acidos
graxos saturados, para preparar a célula para um periodo de privagdo. Isso foi verificado no
estudo proposto por Alonso et al. (2000), no qual testaram a influéncia da idade dos cultivos e
da concentragdo de nitrogénio sobre a distribuicdo de acidos graxos entre diferentes classes de
lipidios na microalga Phaeodactylum tricornutum, sendo verificado que a idade das culturas
ndo afeta o perfil dos acidos graxos. O acumulo de lipidios aumentou significativamente
quando a concentracdo de nitrogénio foi diminuida, os lipidios neutros tiveram um aumento
entre 73% e 79%, os fosfolipidios entre 6% e 8% ¢ o maior incremento foi observado nos
triacilgliceréis, que foi de 69% para 75% .

Macedo e Alegre (2001) também testaram no cultivo de Spirulina o fornecimento de
nitrogénio em niveis normais, niveis limitados (reduzidos) e auséncia do nutriente.

Observaram o aumento médio de trés vezes o conteudo de lipidios totais em condigdes
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limitantes do nutriente, visando a producdo de uma biomassa rica em lipidios e 4cidos graxos

poli-insaturados essenciais.

2.1.3.6.2 Fonte de carbono

O carbono ¢ o elemento necessario em maiores concentragdes para as algas por ser
constituinte de todas as substincias organicas sintetizadas pelas células (proteinas,
carboidratos, acidos nucleicos, vitaminas, lipidios, entre outros) (LOURENCO, 2006) e
constituir cerca de 50% da biomassa seca (DERNER, 2006).

A fotossintese ¢ a principal rota de fixagdo do carbono, entretanto algumas espécies
(incluindo o género Arthrospira) permitem a combinagio entre a fotossintese e a assimilagdo
heterotréfica de compostos organicos, num processo chamado mixotrofia. Tal processo
possibilita que o crescimento das microalgas ndo seja estritamente dependente da intensidade
de luz nos cultivos permitindo o uso de variadas fontes desse nutriente, dependendo da
aplicacdo da biomassa produzida e dos recursos disponiveis (CHOINACKA; NOWORYTA,
2004).

O carbono ¢ o elemento necessario em maiores quantidades para algas, pois constitui
em torno de 50% da biomassa seca. Pode estar na forma inorganica, como o CO, e compostos
derivados (H,COs, HCO3', ou C032'), sendo proveniente do ar atmosférico ou de ar injetado
na cultura, ou na forma organica, como a glicose, acetato, lactato e aminoacidos. Algumas
microalgas autotroficas s6 assimilam o carbono inorganico, que se difunde da agua para o
interior das células e é usado em varios processos metabolicos, como a fixa¢do do proprio
carbono. Algumas microalgas também podem assimilar outras fontes de carbono e, quando a
microalga consegue assimilar o CO, e carbono organico simultaneamente, pode-se chamar
esse cultivo de mixotrofico (CERON GARCIA et al., 2000).

Alguns autores reportam um aumento da biomassa seca e aumento da producdo de
lipidios pela microalga Phaeodactylum tricornutum utilizando fontes de carbono como extrato
de centeio, trigo ou batata (FABREGAS, 1996), glicose e glicerol (CERON GARCIA et al.,
2000). Por exemplo, Ceréon Garcia e colaboradores (2000) adicionaram glicerol ao meio
durante o cultivo dessa microalga e obtiveram uma producgdo de biomassa seca 74% maior do
que um controle sem esse composto e ainda um percentual de lipidios por biomassa seca 3
vezes maior do que o controle sem glicerol.

O CO; ¢ a fonte de carbono que ¢ mais facil assimilada pelas microalgas, uma vez que

se difunde rapidamente (difusdo passiva) da 4gua para o interior das células e ¢ usado
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diretamente nos processos de fixagdo. Ja o bicarbonato, ¢ incorporado ativamente, gerando
um gasto energético para suportar este processo (DERNER, 2006).

O bicarbonato ¢ a fonte de carbono mais frequentemente empregada em meios de
cultura. Segundo Pinho (2009) o género Arthrospira necessita de grandes quantidades de
bicarbonato, que além de fonte de carbono, auxilia na manuten¢do da condigdo alcalina do
meio de cultura, vital para o cultivo deste género, e constitui uma barreira para o

desenvolvimento de outros micro-organismos.

2.1.3.6.3 Fonte de ferro

No ambiente natural, muitas vezes a baixa biodisponibilidade de ferro limita o
crescimento microalgal, j4 que o ferro é um importante cofator em varios processos
bioquimicos, como, por exemplo, na redugdo de nitrato, nitrito e sulfato, na via biossintética
da clorofila e dos citocromos, na fotossintese e na cadeia de transporte de elétrons, na fixagdo
de nitrogénio molecular e na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (LOURENCO,
2006).

O ferro ocorre em vérias formas quimicas, sendo que o Fe’" é mais solavel que o Fe**
em meio aerdbico e pH neutro a alcalino. Os micro-organismos ndo tém capacidade de
assimilar o ferro na sua forma idnica, mas sim na forma ligada a agentes quelantes, como o
EDTA ou substancias humicas, que tornam o ferro biodisponivel (LOURENCO, 2006).

Liu, Wang e Zhou (2008) investigaram a influéncia da concentra¢ao de ferro durante
os cultivos para o acimulo de lipidios na microalga Chlorella vulgaris e demonstraram que a
adigdo de ferro prolongou a fase exponencial quando adicionado quando a alga havia quase
chegado a fase estaciondria. Mostraram ainda que a suplementacdo de ferro no inicio do
cultivo causa uma diminui¢cdo do crescimento celular, mas estimula a produ¢ao de lipidios
neutros em 56,6% quando comparada a producdo com um padrio, sem suplementacdo de
ferro.

Hanna e colaboradores (2012) estudaram a influéncia da suplementagdo de CO, ¢ Fe™
em diferentes concentragdes em cultivos de Scenedesmus obliquus. Neste estudo observaram
que o acimulo de lipidios totais e a produtividade de lipidios totais mostram uma tendéncia
crescente, sendo que esses lipidios apresentaram um perfil de acido graxo adequado a

produgdo de biodiesel.



31

2.1.3.6.4 Fonte de fosforo

O fosforo tem fungdes importantes nas células microalgais, estando diretamente
envolvido na transferéncia de energia e constituicio de moléculas de ATP, agtlicares,
fosfatados, acidos nucleicos e fosfoenzimas. Pode ser adicionado no meio de cultivo na forma
de fosforos e polifosforos. A deficiéncia de fosforo limita o perfil lipidico da célula. De forma
que o metabolismo celular ¢ direcionado a producdo de triglicerideos saturados e lipidios
neutros, diminuindo também a produ¢do de acidos graxos poli-insaturados (LOURENCO,

2006).

2.1.3.6.5 Outros nutrientes

O silicio ¢ adicionado em meios de cultura na forma de sais de silicato de soédio
hidratado. Apenas as microalgas pertencentes a classe das diatomaceas e silicoflagelados
necessitam de silicio em altas concentragdes, pois somente estas microalgas tém a silicio
como um componente de suas estruturas de revestimento externa. As diatomaceas tém uma
demanda tdo alta por silicio quanto de nitrogénio, recomendando-se uma propor¢do igual
desses dois elementos. Em situagdes de limitag@o por silicio, verifica-se uma diminui¢do da
espessura da parede celular dessas algas (LOURENCO, 2006).

O sodio, potassio e cloro sdo universalmente requeridos pelas microalgas, atuando o
sodio e potassio como ativadores de enzimas, enquanto que o cloro ¢ fundamental para a
fotossintese. Os requerimentos de sodio para cianobactérias marinhas, geralmente excedem
aqueles necessarios para a espécie de dgua doce (RICHMOND, 1990).

Os micronutrientes sdo nutrientes necessarios em pequenas quantidades para o
crescimento das microalgas, mas essenciais, pois sdo parte de moléculas essenciais, e fatores
de crescimento de enzimas, também sdo necessarios para ativacdo das mesmas. Normalmente
$30 necessarios como micronutrientes o Fe, o Mn, o Cu, 0 Mo e o Co (ABALDE et al., 1995).
Os micronutrientes incluem varios metais traco e as vitaminas tiamina (B1), cianocobalamina

(B12) e as vezes biotina (VILLACA, 2010).

2.1.4 Perfil lipidico das microalgas

A quantidade de lipidios de uma célula microalgal varia de 1% a 70% da biomassa

seca, mas pode alcangar ate 90% sob determinadas condi¢des para algumas espécies (MENG
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et al, 2008; MOROCHO-JACOME et al., 2010), sendo que na Spirulina platensis o
percentual médio de lipidios ¢ de 6 % a 13% da massa seca, podendo as vezes atingir até¢ 15%
(BELAY, 2002; COHEN, 1997; DILLON et al. 1995).

Segundo Alonso et al. (2000), o perfil lipidico das microalgas altera-se com a fase do
ciclo de crescimento em que o cultivo se encontra: exponencial ou estacionaria. Os lipidios
neutros sdo mais abundantes em células na fase estaciondria, ja os lipidios polares e os
lipidios poli-insaturados sdao mais abundantes na fase exponencial do cultivo.

Um estudo desenvolvido por Grima et al. (1994) oportunizou o desenvolvimento de
um modelo matematico para o crescimento de microalgas em quantidade de luz limitada.
Nesse estudo verificou-se que a mudanga do perfil lipidico com a idade dé-se pela quantidade
de nutrientes e luminosidade. Em condigdes de disponibilidade de nutrientes, a tendéncia do
cultivo € possuir um maior nimero de células gerando uma maior competi¢do nutricional e
menor disponibilidade de luz. Sob essa condigdo, a microalga é obrigada a ativar um aparato
fotossintético mais complexo e passa a sintetizar mais lipidios polares para fazer parte das
membranas dos cloroplastos. Na fase exponencial do cultivo, as células jovens tendem a
captar mais nitrogénio pela alta disponibilidade deste nutriente no meio, produzindo, assim,
mais lipidios polares. Quando ha diminui¢ao de nutrientes e uma alta concentragdo de células,
a captagao de nitrogénio e fosforo diminui, as células param de se multiplicar e o cultivo entra
na fase estacionaria. A partir dai a célula passa a utilizar fontes de carbono organico ou
inorganico, quando disponiveis, para manutengdo do seu metabolismo e para produgdo de
lipidios de reserva.

As microalgas podem sintetizar duas classes principais de lipidios:

a) lipidios neutros (mono, di e triacilglicerdis);

b) lipidios polares (fosfo, glico e galactolipidios).

Esses lipidios sdo produzidos a partir das fontes de carbono fornecidas a microalga,
sejam elas organicas, como a glicose, acetato ou glicerol, ou inorganicas como o dioéxido de

carbono (CO,) (HUANG et al., 2010).

2.2. BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, e consistem em sub-produtos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras.
Podem ser produzidos extracelularmente ou como parte da membrana celular desses micro-

organismos.
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2.2.1 Definigdo e caracterizacio

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos, que possuem um grupo hidrofilico (polar)
que pode ser idnico, ndo idnico ou anfotérico e um grupo hidrofébico (apolar), que sdo
geralmente hidrocarbonetos. Esses grupos normalmente tém diferentes graus de polaridade e
ligagdes de hidrogénio, tendendo a distribuir-se nas interfaces entre as fases fluidas
ocasionando interagdo agua/dleo ou oleo/dgua, proporcionando a formac¢do de um filme
molecular que reduz a tensdo superficial e interfacial. Essas caracteristicas dao aos
surfactantes propriedades Unicas como: detergéncia, capacidade de dispersdo de fases,
emulsificacdo, formagdo de espuma, lubrificagdo, molhabilidade e solubilizagdo. Sao
sintetizados a partir do petréleo (DESAI e BANAT, 1997; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos que sao produzidos extracelularmente
ou como parte da membrana celular de micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras
(MULLIGAN, 2005) e que apresentam as mesmas caracteristicas surfactantes dos produzidos
sinteticamente, tais como diminuicdo da tensdo superficial e alta capacidade emulsificante

(NITSCHKE e PASTORE, 2002).

2.2.2 Funcgaes fisiologicas

As fungdes fisiologicas dos biossurfactantes sdo ainda objeto de estudos, mas
conforme Nitschke e Pastore (2002) ja lhes sdo atribuidas fungdes significativas como:
emulsificagdo e solubilizagdo de hidrocarbonetos e compostos insoltveis em agua; transporte
de hidrocarbonetos; aderéncia e liberacao da célula a superficies; atividade antibidtica.

A estrutura molecular de um surfactante ira influenciar o seu comportamento em
interfaces. Ao descrever a superficie-ativa, ¢ feito um esforco para a reflexdo sobre as
possiveis localizagdes tedricas e orientagdes dos biossurfactantes. No entanto, deve ser
mantido em mente que a situacdo nos sistemas naturais ¢ muito mais complexa e requer a
consideragdo de muitos parametros adicionais (RODRIGUES et al., 2006)

Pode-se observar na Figura 1 a acdo de um biossurfactante: ele se acumula entre as
moléculas (interfaces) dos dois liquidos imisciveis, reduzindo a superficie ar-liquido e a
tensdo interfacial liquido-liquido que reduz a repulsdo entre as duas fases, permitindo a

interacdo entre elas.
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Figura 1. Acimulo de biossurfactante nas interfaces liquido e ar

Porcéo

+— hidrofébica

Porcéo
hidrofilica

Fonte: PACWA-PLOCINICZAK etal., 2011.

2.2.3 Classes de biossurfactantes

Os biossurfactantes possuem propriedades especificas, nas quais baseia-se para a sua
classifica¢@o. Sdo levados em consideragdo e avaliados: seu padrdo de dissociagdo em agua,
sua composi¢do quimica, peso molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de agdo e qual
o micro-organismo de origem (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; MAKKAR et al.,
2011). Eles possuem em sua estrutura uma por¢ao hidrofilica composta de aminoacidos ou
peptideos anions ou cations, mono, di ou polissacarideos e uma por¢do hidrofobica
constituida de acidos saturados, insaturados e acidos graxos hidroxilados ou alcodis graxos
(DESAI; BANAT, 1997) de cadeias longas (MUTHUSAMY et al., 2008). Desta forma, as
principais classes de biossurfactantes sdo: glicolipidios; lipopeptidios e lipoproteinas; acidos
graxos, lipidios neutros e fosfolipidios; surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.

Observa-se na Tabela 1 esta classificagdo, bem como os micro-organismos envolvidos.



Tabela 1. Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos envolvidos

Tipo de Biossurfactante

Micro-organismos

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptideos e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros e
Fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios
Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodipersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

Pseudomonas aeruginosa

Torolopis bambicola T. apicola

Rhodococcus erytropolis
Mycobacterium SP.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratina marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyra

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinobacter calcoaceticus
Acinobacter calcoaceticus
Céndida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Céandida tropicalis

Acinobacter calcoaceticus
Variedades de bactérias

Fonte: Adaptada DESAI; BANAT, 1997.

2.2.4 Propriedades dos biossurfactantes

A eficiéncia de um surfactante é caracterizada pela sua capacidade tensoativa, ou seja,
pela reduc@o da tensdo superficial. Biossurfactantes com baixa massa molecular apresentam
maior eficiéncia na reducdo da tensdo superficial, melhor propriedade tensoativa
(glicolipidios, lipopeptidios, fosfolipidios); ja biossurfactantes com alta massa molecular
apresentam maior eficacia na estabilizacdo de emulsdes, melhor capacidade emulsificante
(poliméricos e particulados) (ROSENBERG e ZON, 1999; ROSEN, 1978 apud MULLIGAN,
2005; MUTHUSAMY et al., 2008).

A tensdo superficial ar/agua e dleo/dgua pode ser medida por meio de medidas de
tensdo superficial. A tensdo superficial da agua destilada é de 72 mN/m, quando adicionado o
surfactante, esse valor ¢ reduzido para 30 mN/m (DESAI; BANAT, 1997). Caracterizando

assim, a atividade interfacial e superficial dos biossurfactantes, e atribuindo-lhes qualidades
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de eficiéncia e efetividade, uma vez que produzem menor tensdo superficial com menores
concentragdes de biossurfactantes (COOPER et al, 1981).

Outra propriedade importante dos biossurfactantes ¢ a formagdo de micelas, estruturas
que permitem a reducgdo da superficie e a tensdo superficial, maior solubilidade, bem como
biodisponibilidade com compostos organicos hidrofobicos (WHANG, 2008). A formagao das
micelas, bem como bicamadas e vesiculas, sdo observadas quando adicionadas concentragdes
crescentes de surfactantes em uma solucdo agua/dleo ou oOleo/agua, fazendo com que a
reducdo da tensdo superficial entre as moléculas seja observada até um nivel critico (CMC)
concentracdo micelar critica, ponto onde ocorrem a formagdo dessas estruturas (DESAI e
BANAT, 1997; BECHER, 1965 apud MULLIGAN, 2005). Observa-se na Figura 2 como a
concentragdo de biossurfactante reduz a tensdo superficial, até a CMC (concentragdo micelar
critica) que consiste na concentragdo minima de surfactante requerida para alcangar os valores
mais baixos de tensdo interfacial ou de tensdo superficial (LIN, 1996). A partir dessa
concentragdo os surfactantes se associam em estruturas como micelas, vesiculas ou lamelas e

ndo ocorrera maior reducao na tensdo superficial ou interfacial (MAIER, 2003).

Figura 2. Relacdo: Concentra¢do de biossurfactante, tensdo superficial e formacao de micelas

cksoaiacan .2 %
e /,o 17
] A §

CMC Concentrag&o de Biossurfactante

Fonte: PACWA-PLOCINICZAK etal., 2011.

Outras propriedades importantes sdo caracteristicas dos biossurfactantes, uma vez que
sdo produzidos por micro-organismos, apresentam biodegradabilidade, o que permite
utilizacdo em processos de biorremediacdo; apresentam menor toxicidade, o que permite sua
utiliza¢do na producdo de alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos. Observa-se também

tolerancia a temperatura, apresentando atividade caracteristica em temperaturas extremas e pH
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(DESAI e BANAT, 1997; KITAMOTO et al.,, 2002; NITSCHKE e PASTORE, 2002;
MULLIGAN, 2005).

2.2.5 Micro-organismos produtores de biossurfactantes

Os biossurfactantes tém sido foco de muitos estudos nas ultimas décadas, mas ainda
ndo se conseguiu aperfeicoar métodos para que seu rendimento seja alto e seus custos
reduzidos para utilizagdo em escala industrial, uma vez que 0s custos com recuperagao e
purificagdo sdo elevados e a maioria das matérias-primas sao 10-30 vezes o custo total da
producdo para a maioria dos processos biotecnologicos (MUTHUSAMY et al., 2008) .
Estudos com matérias-primas mais baratas tém sido realizados, foram sintetizados
biossurfactantes a partir de substratos renovaveis (DESAI E BANAT, 1997; SYLDATK E
HAUSMANN, 2010) tais como: agua de lavagem de mandioca (NITSCHKE E PASTORE,
1990); melaco (PATEL; DESAI 1997 apud MUTHUSAMY et al., 2008; BEZERRA, 2006);
gordura animal (DESPHPANDE; DANIEL, 1995 apud MUTHUSAMY et al. 2008); melaco,
manipueira, soro de leite (NITSCHKE; PASTORE, 2003); o¢leo vegetal de pequi
(BARBOSA; PAZ, 2007); manipueira (BARROS et al., 2008); reutilizacao de 6leo de fritura
(CHA et al., 2008); polpa de figo da india (SANTANA et al., 2009); milhocina e 6leo
queimado (SILVA et al., 2010).

A Tabela 2 apresenta mais organismos produtores de biossurfactantes, bem como seu

tipo e potenciais aplicagoes.
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2.2.6 Aplicacoes ambientais dos biossurfactantes

2.2.6.1 Recuperagdo melhorada do petroleo (MEOR)

Segundo Banat (1995), a recuperagdo melhorada do petroleo (MEOR) consiste em
uma tecnologia que utiliza micro-organismos e produtos do seu metabolismo para a
recuperagdo de terciaria de o6leo residual. Os micro-organismos produzem surfactantes que
reduzem a tensdo superficial 6leo-rocha, reduzindo as forgas capilares que impedem a
movimentacao do 6leo através dos poros da rocha, e também auxiliam na emulsificacdo e na
quebra dos filmes de 6leo das rochas.

A MEOR ainda trata-se de uma tecnologia cara, uma vez que a produgdo de
biossurfactantes por micro-organismos necessita o uso de substratos caros, tornando seu
rendimento limitado. S30 necessarios mais estudos também na utilizagdo de micro-
organismos, uma vez que alguns ainda sdo patogénicos ou ainda dificeis de lidar em grande

escala, dificultando sua utilizacao na industria (SYLDATK e HAUSMANN, 2010).

2.2.6.2 Biorremediagdo de petroleo

A biorremediagdo de petroleo consiste em processos bioldgicos para recuperagdo de
areas contaminadas com petroleo. Tecnologia esta que utiliza micro-organismos capazes de
utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono. Esses micro-organismos sdo capazes de
degradar varios tipos de hidrocarbonetos: de cadeia curta, longa, e ainda numerosos
compostos aromaticos. Todos esses compostos sdo insoliveis em agua (BANAT, MAKKAR
e CAMEOTRA, 2000; MATSUURA, 2004).

Os micro-organismos produzem biossurfactantes degradantes de hidrocarbonetos de
diversificada natureza quimica, e tamanho molecular. Estes compostos de superficie-ativa
aumentam a superficie hidrofobica de substratos insoliveis em agua e aumentam a sua
biodisponibilidade, aumentando assim o crescimento de bactérias e a taxa de biorremediacdo

(RON; ROSENBERG, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).
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2.2.6.3 Biorremediacao de solos contaminados por metais

A contaminag¢do do solo por metais pesados é muito prejudicial a todos os seres vivos.
E tem sido foco de muitos estudos. Os metais devido a sua natureza extremamente toxica,
mesmo em pequenas concentragdes no solo podem acarretar consequéncias graves.

Na atualidade existem muitas técnicas utilizadas para descontaminar solos
contaminados com metais pesados. A remediacdo de solos inclui esses métodos nao
biologicos, como escavagdo e disposicdo do solo contaminado para aterros ou técnicas
biologicas (ASCI et al., 2010). Os métodos bioldgicos sdo os processos que as plantas
utilizam (fitorremediagdo) ou micro-organismos (biorremediagdo) para remover os metais do
solo. Os metais pesados no sdo biodegradaveis, eles s6 podem ser transferidos de um estado
para outro, que muda a sua mobilidade e toxicidade. Os micro-organismos podem influenciar
metais de varias maneiras: algumas formas de metais podem ser transformados, quer por
processos redox ou por alquilagdo. Os metais também podem ser acumulados por micro-
organismos pelo metabolismo independente (passiva) ou por metabolismo dependente,
absorcdo intracelular (ativa). Os micro-organismos podem influenciar a mobilidade do metal,
afetando indiretamente o pH ou por produgdo ou liberagdo de substancias que alteram a
mobilidade dos metais (BRIUNS, 2000; LEDIN, 2000 apud PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011).

Existem diversos métodos envolvidos na biorremediacdo de solos contaminados por
metais, dois deles sdo: “lavagem de solo” e “descarga de solo”. A lavagem do solo ¢ uma
técnica utilizada ex-situ. O solo é escavado, colocado em uma coluna de vidro e lavado com
uma solugdo de biossurfactante. Ja a “descarga de solo” ¢ uma tecnologia “in situ” ¢ envolve a
utilizacdo de tubos de drenagem e valas para a introdugdo e recolha da solucdo de
biossurfactante para o solo (HERMAN et al. 1995 apud PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; SINGH e CAMEOTRA, 2004), nesse processo, o biossurfactante é aplicado a uma
pequena parte de solo contaminado em um misturador. O composto ¢ agitado, formando o
complexo metal-biossurfactante e depositado de volta, para decanta¢do, entdo ocorre a
precipitagdo do biossurfactante com o metal adsorvido. O vinculo formado entre o metal de
carga positiva e carga negativa do surfactante é tdo forte que a agua da lavagem do solo
remove o complexo de metal-biossurfactante a partir da matriz do solo. Esse método também
pode ser realizado para a contaminagdo do subsolo mais profundo apenas com mais atividades

de bombeamento (PACWA-PLOCINACZAK et al., 2011).
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2.3 BIORREMEDIAGCAO

Os processos biologicos sdo uma tecnologia promissora para a remocdo de
contaminantes ¢ sobressaem-se por serem fundamentados em métodos naturais e
relativamente simples, sendo menos agressivos e mais adequados para a manuten¢do do
equilibrio ecologico, além do baixo custo quando comparados as outras alternativas (BENTO
et al., 2005, MATHEW et al., 2006).

O conceito de biorremediagao pode sofrer algumas alteracdes de acordo com o autor,
no entanto de uma forma geral ¢ um processo que se baseia em reagdes quimicas realizadas
por microrganismos sobre contaminantes presentes no ambiente natural. Essa acdo microbiana
¢ capaz de modificar ou decompor o composto original em formas mais simples, menos
toxicas ou atoxicas, sendo a mineralizagdo do contaminante o beneficio maximo alcangado
nesse processo (SEMPLE et al, 2001). Corseuil (1994) cita que a meta final para
biorremediac@o ¢ a conversao de residuos organicos em biomassa e sub-produtos inertes do
metabolismo microbiano como o CO,, CH4 e sais organicos.

A Dbiorremediacdo engloba uma série de tecnologias e técnicas distintas para
tratamento ndo s6 de solos, mas também de aguas contaminadas e outros residuos, que podem
ser classificadas em processos de tratamento in-situ ou ex-situ. Nos processos in Situ, a
remediacdo bioldgica ¢ feita no proprio local de contaminagdo, sem a extracdo do meio
contaminado. Ja nos processos €X Situ, o meio extraido ¢ tratado em instalagdo de depuragio
especifica, no local ou fora (on-site ou off-site) (SEABRA, 2001).

O processo da biorremediagdo pode ocorrer naturalmente pela agdo dos micro-
organismos autdctones, processo denominado atenuagdo natural. No entanto, em geral, os
solos apresentam limitacdes nutricionais que submetem os microrganismos a condigdes
entravantes, o que reduz a eficacia da biorremediagdo. Nesses casos o solo pode receber a
introdugdo de nutrientes, que estimulardo o metabolismo microbiano e contribuirdo para o
aumento das chances de sucesso do tratamento. A estimula¢do dos micro-organismos pela
introdugdo de fontes nutricionais ¢ denominada bioestimulagdo (SERRANO et al., 2007;
STUCKI et al., 2007).

Contudo, em algumas situagdes a melhora nas condi¢des nutricionais do solo ndo é
suficiente para atingir os resultados esperados. Entdo, torna-se necessario realizar a introdugao
de microrganismos endoégenos, processo conhecido como bioaumentagdo (Bento et al., 2005;

Serrano et al., 2007; Stucki et al., 2007).
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2.3.1 Atenuacdo Natural

A atenuac@o natural ¢ uma técnica de biorremediagdo, que inclui uma variedade de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos, os quais, dentro de condig¢des favoraveis, permitem a
reducdo de massa, toxicidade, mobilidade, volume ou concentragdes de contaminantes no solo
ou agua subterranea sem intervencdo humana (EPA, 1999). Este processo ocorre naturalmente
em qualquer area contaminada, com varidvel grau de eficiéncia, dependendo dos tipos e
concentracdes de contaminantes presentes e dos processos fisicos, quimicos e bioldgicos
caracteristicos do local (MOREIRA E BRAGA, 2009).

A biorremediagdo de compostos oleosos por populagdes naturais de microrganismos
representa um dos mecanismos primarios pelo qual os compostos poluentes sao eliminados no
meio ambiente (TAPAJOS et al., 2008). A capacidade de degradar esses compostos é
apresentada por diversos géneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras
(TRINDADE, 2002). Esses microrganismos podem ser encontrados no solo, em ambientes
marinhos e de agua doce.

Dados obtidos em pesquisas de campo de varios pesquisadores (CHAPELLE, 1994;
DAVIS e KLIER, 1994) tém comprovado que a atenuag@o natural limita o deslocamento dos
contaminantes e, portanto, diminui a contaminagdo ao meio ambiente. A remediacdo natural
ndo é uma alternativa de “nenhuma acdo de tratamento”, mas uma forma de minimizar os
riscos para o meio ambiente, através do monitoramento do deslocamento da pluma,
assegurando que de que pontos receptores, pogos de abastecimento de agua, rios, lagos, ndo
serdo contaminados (CORSEUIL e MARINS, 1998).

Contudo, este processo natural pode ser limitado pela falta de nutrientes, elétrons
receptores ou ambos. Em muitos locais, o processo de biodegradacio fica limitado as zonas
periféricas da area contaminada, pois a presenca de contaminante em elevadas concentragdes
torna o ambiente extremamente hostil a proliferagdo de micro-organismos (RABUS;

HEIDER, 1998).

2.3 2 Bioestimulacdo

A bioestimula¢do de populagdes de micro-organismos autoctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradagio ¢ frequentemente empregada em projetos de
biorremediacdo. O processo de bioestimulo é uma das estratégias mais adotadas em

tratamentos de recuperagdo de areas impactadas. Esta técnica consiste na corre¢do das
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condi¢des ambientais, tais como nutrientes, oxigénio e umidade para aumentar a atividade da
populagdo microbiana existente nas areas contaminadas (SARKAR et al., 2005) ou ainda
adicdo de enzimas ou surfactantes.

Os micro-organismos podem ou nao, inicialmente, ter como alvo os hidrocarbonetos
como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos s3o, supostamente, degradados mais
rapidamente do que no processo de degradac@o natural, devido a elevacdo da populacdo de
micro-organismos, causada pelo implemento dos niveis de nutrientes (SARKAR et al., 2005).

A suplementacdo de nutrientes para a degradagdo de hidrocarbonetos tem sido,
tradicionalmente, focada na adicdo de fontes de N e P, tanto organicas quanto inorganicas.
Devido ao fato do carbono ser o principal constituinte dos combustiveis de petréleo, a sua
dosagem tem sido considerada como um indice para a determinagio das quantidades de N e P
que necessitam ser adicionadas para atingir a 6tima relagao C:N:P (SARKAR et al., 2005).

No processo de bioestimulagdo os microrganismos se nutrem dos multiplos compostos
organicos para o desenvolvimento de seu metabolismo de manutengdo e reprodugdo
culminado na remog¢do do contaminante (ALVAREZ e ILLMAN, 2006; MARIANO et al.,
2008).

2.3.3 Micro-organismos do solo

Tanto o solo como as aguas contém elevado niimero de micro-organismos que,
gradualmente, vdo se adaptando as fontes de energia e carbono disponiveis, sendo elas
acucares facilmente metabolizaveis ou quer sejam compostos organicos complexos como o0s
BTEX, formados pelos hidrocarbonetos: benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos
(MARIANO, 2006a).

Na microbiota do solo se incluem grande quantidade de bactérias aerdbicas ou
anaerobicas, fungos, actinomicetos e protozodrios. A maior concentragdo microbiologica do
solo situa-se, de modo geral, na camada de 0 cm a 20 cm de profundidade (MOREIRA E
SIQUEIRA, 2002).

Na camada inicial do solo ocorre maior acimulo de matéria organica do solo por
deposicao do material vegetal da parte superficial (superior). Os solos sem cobertura vegetal
tendem a ter menos matéria orgdnica, pois esta ndo ¢ reposta pelo material vegetal,
acarretando a estes solos, uma comunidade bioldégica menor e menos diversificada. Desta
forma, quanto mais profunda a contaminagdo de um solo, menor a quantidade de microbiota

indigena, para realizar a descontaminagdo do local. Assim diferentes técnicas de
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biorremediagdo devem ser estudadas e aplicadas para cada local especifico (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002; SPINELLI, 2005; MARIANO et al., 2006b).

As condigdes quimicas e a matéria organica do solo sdo importantes para a populacao
microbiana co-metabolizante, que também atue na biodegradacdo de certos componentes do
petroleo e de outros residuos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Os compostos de carbono da matéria organica servem como fonte de energia para os
organismos do solo, portanto, a atividade desses estd diretamente relacionada a
disponibilidade de carbono, além dos outros macro e micro nutrientes. Desta forma, a
atividade biologica do solo ¢ decorrente da presenca de organismos que habitam esse
ambiente, das interagdes entre eles e as plantas e as interagdes bioquimicas que realizam. Eles
participam de diversas reagdes e processos que ocorrem no solo, sendo sua existéncia de
fundamental importancia no solo (MEURER et al., 2006).

As bactérias do solo formam o grupo de micro-organismos que apresenta maior
abundéancia e diversidade entre as espécies. A comunidade bacteriana ¢ estimada em cerca de
10® ¢ 10” organismos por grama de solo, variando de acordo com o método de contagem
utilizado e com o tipo de manejo do solo. Esse grupo apresenta uma elevada taxa de
crescimento e alta capacidade de decomposicdo dos diferentes substratos contidos no solo,
exercendo um importante papel na decomposi¢do de matéria organica e na ciclagem dos
elementos (CARDOSO et al., 1992).

O conhecimento de como a biodiversidade ¢ desenvolvida e mantida nas comunidades
microbianas naturais ira auxiliar nos processos de biorremediagdo, de maneira que se possa
manipular e controlar essa diversidade, com intuito de melhorar e estimular as taxas de
degradacao de compostos, como hidrocarbonetos, em ambientes contaminados (PRESCOTT,
1999). As tecnologias de biorremediacdo aumentam o crescimento da populagdo microbiana e
criam condigdes Otimas para o maximo de degradacdo possivel (MOREIRA e SIQUEIRA
2002; BENTO et al., 2005).

2.3.4 Fatores determinantes na biorremediacio

Uma biorremediac¢do bem sucedida requer um entendimento dos fatores especificos do
local que, limitem as biotransformagdes desejaveis ou que resultem em consequéncias nao
intencionais, como a produgdo de metabolitos toxicos (ALVAREZ e ILLMAN, 20006),
condi¢des ambientais adversas tais como um pH extremo, temperatura, ou a presenga de

metais pesados e concentragdes toxicas podem inibir atividades microbianas especificas. Para
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que ocorra um processo de biorremediagdo sdo necessarios alguns requisitos principais, que
foram descritos no modelo piramidal por Cookson (1994).

Em ordem de importancia, primeiro ¢ necessaria a presenca de micro-organismos
capazes de sintetizar enzimas que podem degradar os poluentes alvos. Essas enzimas
catalisam rea¢des metabdlicas que frequentemente produzem energia celular e formam blocos
para as sinteses de material celular novo.

Em segundo nivel, a piramide mostra as fontes de energia apropriadas, por exemplo,
doadores de elétrons e aceptores de elétrons que devem estar presentes. Ja, o terceiro nivel
mostra umidade e pH satisfatorio; e o quarto nivel, o qual mostra a importancia de evitar
temperaturas extremas, assegurando a disponibilidade de nutrientes tais como oxigénio,
fosforo, e metais tragos. E finalmente, na base da piramide, ha trés requisitos ambientais que
sdo importantes para a sustentabilidade da biorremediacdo: a) auséncia de altas concentragdes
de substancias que s@o toxicas para os micro-organismos; b) a remog¢do de metabodlitos que
podem inibir atividades microbianas especificas (talvez por outros membros da comunidade
microbiana); ¢) auséncia de altas concentragdes de protozoarios, que atuam como predadores
das bactérias responsaveis pela degradacdo de contaminante.

A otimizacdo de condi¢des ambientais ¢ alcancada através do entendimento dos
principios biologicos de como esses compostos sdo degradados, e o efeito das condigdes
ambientais sobre os micro-organismos ¢ nas rea¢des metabolicas, Suthersan (2000) descreve
o tridngulo da biodegradagdo a fim de que se possa ter o entendimento da degradagdo
microbiana de alguns compostos organicos e sintéticos, que consiste de conhecimento das
comunidades microbianas, condigdes ambientais, estrutura e caracteristicas fisico-quimicas
dos compostos organicos a serem degradados.

Segundo Baptista et al., (2005) e Alvarez e Ilman (2006) alguns dos principais fatores
ambientais para que ocorra um melhor processo de biorremediagdo, em solos sdo a
disponibilidade de nutrientes; temperatura; umidade; potencial redox e pH. Segundo Rizzo e
colaboradores (2008), o problema principal de biodegradac¢do de hidrocarbonetos de petrdleo
pode estar associado a baixa biodisponibilidade destes no solo e ndo apenas a recalcitrancia

intrinseca do poluente residual, além dos fatores 6timos para a degradagéo.

2.3.4.1 Nutrientes

Os nutrientes necessarios aos micro-organismos sao subdivididos em macro e

micronutrientes, conforme sdo necessarios as células em grande e pequena quantidade,
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respectivamente. Dentre os macronutrientes, o carbono ¢ a principal fonte de nutrientes da
célula microbiana, participando com 47% da sua matéria seca (SIQUEIRA et al. 1999). Em
ambientes naturais o carbono ¢ o nutriente que normalmente limita o crescimento microbiano
sendo que os nutrientes inorganicos estdo presentes em quantidades que normalmente
excedem as demandas das comunidades microbianas (ALEXANDER, 1999).

O desenvolvimento microbiano necessita, além do carbono, de outros nutrientes
basicos, dentre eles: nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, foésforo, enxofre e, em baixo nivel,
diversos metais (Fe, Mn, etc.), podendo variar de acordo com o poluente (MARIANO,
2006b).

O nitrogénio é a chave da producdo de proteinas e 4acidos nucleicos
(FRANKENBERGER, 1992; SPINELLI, 2005). Cerca de 12 a 15% da massa celular é
absorvido principalmente como amoénia e nitratos pelos micro-organismos decompositores, e
como nitrogénio molecular atmosférico (N,) pelos fixadores desse elemento (SIQUEIRA et
al., 1999; CARDOSO, 1992).

O fosforo é necessario para producao de ATP para fungdes metabolicas, além de
constituir acidos nucléicos, fosfolipidios e acidos tecdicos (FRANKENBERGER, 1992;
SPINELLI, 2005). Ocorre na natureza na forma de fosfatos inorganicos e organicos, sendo os
primeiros (PO4*) muito utilizados no crescimento microbiano, e os ultimos utilizados sob a
acdo das enzimas fosfatases (SIQUEIRA et al., 1999).

Outros nutrientes que podem influenciar a degradacdo dos hidrocarbonetos no solo sao
o ferro e o enxofre, uma vez que desempenham fungdes celulares que estdo intimamente
relacionadas ao metabolismo dos hidrocarbonetos, como a participagdo na estrutura das
enzimas que realizam a degradacdo destes compostos nas células microbianas (JACQUES et
al., 2007).

Para que um micro-organismo utilize os compostos oleosos como fonte de carbono e
energia para o seu crescimento ¢ necessario que possua as varias enzimas que transformam as
complexas moléculas em intermediarios comuns das suas rotas catabolicas (MORAES e

TORNISIELO, 2009).
2.3.4.2 Potencial redox
O potencial redox pode ser definido através de uma medida quantitativa de oxidacdo

ou redu¢@o que um meio se encontra e o potencial redox pode ser determinado pelo simbolo

Eh. Quando o Eh encontra-se acima de zero ¢ comumente interpretado como um meio em
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oxidagdo, e quando Eh é menor do que zero, o meio estd em reducdo. A escala de Eh em um
meio natural ¢ de +800 mV (alto O,, com nenhum processo de esgotamento de O») para cerca
de -400 mV (alto H,) (SUTHERSAN, 2000).

O potencial redox do solo é afetado pela profundidade abaixo da superficie e a taxa de
difusdo de oxigénio, que é determinada pelo tamanho e nimero de poros preenchidos por ar,
que ¢ funcdo da textura, estrutura, pH, teor de dgua no solo, presenca de carbono organico e
microrganismos (CASARINI e SPILBORGHS, 1992).

Os micro-organismos aerdbios do solo e aquifero requerem um potencial redox em
torno de 800 mV para as suas reagdes, enquanto que os anaerobios requerem Eh de —240 mV
(a250C e pH 7) (BITTON e GERBA, 1984).

A biodegradagdo de hidrocarbonetos ¢ essencialmente uma reagdo de oxi-reducio
onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de elétrons é reduzido
(MARIANO, 2006). Quase todos os hidrocarbonetos do petréleo sdao biodegradados sob
condi¢des aerdbias. O Oxigénio é um co-substrato para a enzima que pode inicializar o
metabolismo do hidrocarboneto e por fim ¢ utilizado como aceptor final de elétrons para a
geracdo de energia (YOUNG, 1984).

O oxigénio ¢ o principal aceptor de elétrons na degradacao da matéria organica e
contaminantes (MESQUITA, 2004). Na sua auséncia, o potencial redox se torna um fator
limitante na degradag@o de contaminantes oleosos. Isto decorre uma vez que a transformagao
aerobica dos hidrocarbonetos no solo leva frequentemente a um rapido esgotamento do
oxigénio dissolvido, e esse eventualmente descreve o potencial redox. (KARTHIKEYAN e
BHANDARI, 2001)

Ha varios compostos que podem agir como aceptores de elétrons, tais como o oxigénio
(Oy), nitrato (NOs’), 6xidos de ferro (Fe(OH)s), sulfato (SO4), agua (H,O) e didxido de
carbono (CO). A seguinte sequéncia de preferéncia de utilizagdo desses aceptores foi
observada: oxigénio>nitrato>6xidos de ferro>sulfato>agua. Esta sequéncia reflete a
diminui¢do do potencial de oxidacdo dos aceptores. Em geral, a cinética de oxidacdo dos
hidrocarbonetos ¢ mais rapida para aceptores de elétrons com potenciais de oxidagdo mais

altos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

2.3.4.3pH

O pH tem relagdo direta com a solubilidade dos nutrientes e a atividade dos micro-

organismos. Enzimas sdo polimeros de aminodcidos e suas atividades requerem um grau de
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protonacdo adequado dos aminodacidos, sendo que este processo ¢ controlado pelo pH.
Bactérias heterotroficas dependem de um pH neutro ou proximo disso para biodegradar
xenobidticos de modo eficiente. Os fungos, por sua vez, dependem de um meio mais acido
(CARDOSO, 1992).

O pH 6timo para a a¢do dos micro-organismos é usualmente préximo da neutralidade,
mas muitos micro-organismos presentes nos solos podem agir sem prejuizos de suas fungdes
para valores de pH entre 5 ¢ 9 (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). O pH ideal para agdo dos
micro-organismos presentes no solo deve estar entre 5,5 ¢ 8,5 (CARDOSO, 1992). Wei e
colaboradores (2005) estudaram a degradacdo de lamas oleosas de petrdleo, monitorando
alguns fatores importantes para a degradacdo. Os valores ideais para degradacdo deste

contaminante foram de 7 a 8.

2.3.4.4 Temperatura

A temperatura do solo ¢ fun¢@o da relagdo entre a quantidade de energia calorifica
absorvida e perdida, sendo que o primeiro fato depende da cobertura vegetal, tipo de solo,
umidade entre outros. A temperatura do solo sofre variacdes diarias e sazonais, com marcada
influéncia nos horizontes superficiais, portanto, na regido de maior atividade microbiana
(CARDOSO et al., 1992). E um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam a
atividade e a sobrevivéncia dos micro-organismos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). Baixas
temperaturas diminuem a fluidez e a permeabilidade da membrana celular, que controla o
transporte de nutrientes (e contaminantes) entre o meio exterior e o interior da célula
microbiana. Altas temperaturas sdo associadas com atividades enzimaticas mais altas e taxas
de biodegradacdo mais rapidas, até um valor que € especifico de cada espécie. Nesta faixa,
por exemplo, a taxa de biodegradacao dos BTEX pode triplicar em fung¢do de um aumento de
temperatura em 10 °C (CORSEUIL e WEBER, 1994).

As reagdes quimicas e biologicas em solos frios sdo lentas (BRADY e WEIL, 1998),
as decomposigdes biologicas sdo praticamente inexistentes, limitando assim o ritmo com que
certos nutrientes, como nitrogénio, fosforo, enxofre e calcio, tornam-se assimilaveis
(MOREIRA ¢ SIQUEIRA, 2002).

Se a temperatura aumenta muito acima do valor 6timo, proteinas, enzimas e acidos
nucléicos tornam-se desnaturados e inativos. A temperatura dos primeiros 10 m de sub-
superficie pode variar sazonalmente; contudo, entre 10 e 100 m de profundidade, a

temperatura se aproxima da média anual da regido (LEE et al., 1988).
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A influéncia da temperatura junto com adi¢do de nutrientes na degradagdo de
hidrocarbonetos de petroleo, para um solo da antartica, foi estudada por Coulen e
colaboradores (2005), e verificaram que o aumento da temperatura do solo de 4° C para 20° C

favoreceu muito a degradacdo destes contaminantes.

2.3.4.5 Umidade

O teor de umidade do solo afeta diretamente a biodisponibilidade de contaminantes, a
transferéncia de gases, o nivel de toxicidade dos contaminantes, a movimentacdo e o estado
de crescimento dos micro-organismos e a distribuicdo das espécies (COOKSON, 1994).

A agua, ou umidade do solo, ¢ o veiculo de transporte de nutrientes e do oxigénio para
fora e dentro das células dos micro-organismos (SPINELLI, 2005). Segundo Baker ¢ Herson
(1994) a 4gua no solo pode estar presente em trés formas: a) agua gravitacional ou livre: a
agua que pode mover-se livremente através do solo por forgas gravitacionais, ocupando
primeiramente os macroporos da matriz do solo; b) capilar: presente nos microporos do solo e
¢ aquela disponivel para os micro-organismos; c¢) higroscdpica: que interage com a matriz do
solo e ndo esta geralmente disponivel para os micro-organismos.

A escassez assim como o excesso de dgua no solo € um fator limitante uma vez que as
reacdes metabolicas dependem desta para ocorrer € o seu excesso pode inibir a passagem de
oxigénio através do solo (REGINATTO, 2012). Quando o solo estd quase totalmente
preenchido por agua, a disponibilidade de gases para os micro-organismos ¢ menor, ou seja,
tem menos disponibilidade de oxigénio para as atividades metabdlicas dos micro-organismos

e consequentemente menor degradagao (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

2.3.5 Contaminantes

Viarios sdo os contaminantes que entram em contato com o solo e que muitas vezes
chegam a atingir o lencol freatico. Os combustiveis em fungdo dos diferentes tipos e seu
grande uso nas atividades diarias da populagdo, passam a ser uma potencial fonte de
contaminagdo. Os vazamentos no transporte terrestre de combustivel além da contaminagio
pelos tanques de armazenamento, tém salientado a importdncia do seu estudo tanto pela
dificuldade na identificagdo e monitoramento de locais contaminados, como também pelo
entendimento da sua interagdo com o ecossistema, fortemente correlacionado com o tipo de

solo, e particularmente com as diferencas nas propriedades dos combustiveis como pressdo de
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vapor, solubilidade em 4gua, misturas e aditivos. As diferengas nas propriedades do solo,
atribuidas ao tipo, quantidade de argila, textura, atividade bioldgica, capacidade de retengdo
de 4gua e matéria organica, em conjunto com as propriedades dos combustiveis, implicam em
efeitos peculiares que conduzem as substancias contaminantes para diferentes distribuicdes e
libera¢ao no solo, na atmosfera e agua (FINE et al., 1997).

Segundo Mariano (2006a), quando um combustivel atinge o solo, seus componentes
separam-se em trés fases: dissolvida, liquida e gasosa. Uma pequena fragdo dos componentes
da mistura se dissolve na dgua do lencol freatico, uma segunda por¢do ¢ retida nos espagos
porosos do solo na sua forma liquida pura como saturacdo residual e outra parte dos
contaminantes passiveis de evaporagdo ddo origem a contaminacdo atmosférica (NADIM et
al., 1999). Portanto, uma vez estabelecida a contaminago, esta podera atuar em trés niveis
diferentes: solo, agua subterranea e atmosfera. Assim, a tarefa de avaliagdo da extensdo,
dindmica, concentragdo das contaminagdes, analise de riscos e possiveis estratégias de
remediacao torna-se complexa.

Os vazamentos de combustiveis se manifestam em cinco fases de contaminacdo no
solo, que podem ser descritas da seguinte forma (COSTA et al, 1999):

a) Fase adsorvida — caracteriza-se por uma fina pelicula de hidrocarbonetos
envolvendo grumos de solo ou descontinuidades existentes na rocha, sendo mais importante
para os produtos mais viscosos como o diesel;

b) Fase livre — Se constitui de um véu nao miscivel sobre o topo do fredtico livre e que
pode ser mais espesso em casos onde o sistema freatico € pouco dindmico (varzeas);

c¢) Fase dissolvida — constitui em contaminagdo por dissolugdo de aditivos polares e
por uma fragdo emulsionada de hidrocarbonetos que possui maior mobilidade e dissipa-se
abaixo do nivel fredtico livre, sendo mais importante para fluidos menos viscosos como a
gasolina;

d) Fase vaporizada — constituem uma fase gasosa dos componentes volateis dos
combustiveis e que ocupa vazios do solo ou rocha, sendo mais importante para os
hidrocarbonetos de menor ponto de vaporizagdo, como aqueles que compdem a gasolina;

e) Fase condensada — aparece mais tipicamente em areas urbanas onde a pavimenta¢ao
do solo ¢ intensa e pouco permeavel, caracterizando-se pela acumulagdo de produtos
condensados sob os pavimentos.

Segundo Lee e colaboradores (1988) um dos grupos de componentes mais importantes
na composi¢do dos combustiveis sdo os hidrocarbonetos. A alta concentragdo de aromaticos

principalmente no 6leo diesel ¢ decorrente do seu processo de producdo. Este ¢ destilado (no
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caso o diesel) em uma faixa de temperatura similar aquela em que sdo destilados os
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) e os derivados alquilicos (de 160° C a 410 ° C). A
gasolina, por exemplo, ¢ deionizada na faixa de 80° C a 120 °C, apresentando uma menor

fracdo de HPAs quando comparado ao diesel.

2.3.5.1 Diesel

O ¢leo diesel ¢ um produto da destilagdo fracionada do petrdleo, e apresenta em sua
composicao principalmente hidrocarbonetos alifaticos de cadeia simples, ndo ramificados,
variando de Co-Cp5 (ANP, 2009). Segundo a PETROBRAS (2010) Trata-se um composto
formado principalmente por atomos de carbono, hidrogénio e em baixas concentragdes por
enxofre, nitrogénio e oxigénio e selecionados de acordo com as caracteristicas de igni¢ao e de
escoamento adequadas ao funcionamento dos motores diesel. E um produto inflaméavel,
medianamente toxico, volatil, limpido, isento de material em suspensdo e com odor forte e
caracteristico.

E um combustivel obtido através da mistura de diversas correntes como gasoleos,
nafta pesada, diesel leve e diesel pesado, provenientes das diversas etapas de processamento
do petroleo bruto (REFAP, 2010).

Esse combustivel contém de 2000 a 4000 hidrocarbonetos, uma mistura complexa de
alcanos ramificados e ciclicos, e compostos aromaticos obtidos da fracdo meio destilada
durante a separagdo do petroleo (GALLEGO et al., 2001).

Os hidrocarbonetos sdo uma familia de moléculas, cuja constituicdo consiste,
essencialmente, em atomos de Carbono e Hidrogénio. A sua constituicdo varia desde
moléculas mais simples e mais facilmente biodegradaveis, como o Metano, até compostos

mais complexos, como os que incluem anéis de Benzeno (MOURA e SAMARA, 2005).

2.3.5.2 Biodiesel

A utilizacdo do biodiesel como combustivel tem apresentado um potencial promissor
no mundo inteiro. Em primeiro lugar, pela sua enorme contribui¢do ao meio ambiente, com a
reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de polui¢do ambiental, e em segundo lugar como
fonte estratégica de energia renovavel em substituicdo ao dleo diesel e outros derivados de
petréleo. Dentre as matérias primas mais utilizadas figuram o 6leo de soja, canola e mamona,

alguns tipos de 6leos de frituras e sebo bovino (NETO et al., 1999).
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A defini¢do para biodiesel adotada na Lei n® 11.097, de 13 de setembro de 2005, que
introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira é: ”Biodiesel: biocombustivel derivado
de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com igni¢@o por compressao
ou, conforme regulamento para geragdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial
ou totalmente combustiveis de origem fossil.”

A ideia inicial segundo a Lei n® 11.097/2005 era de 2% entre 2008 a 2012 e de 5% a
partir de 2013, mas hoje isso foi modificado pela Resolugdo n°® 6/2009 do Conselho Nacional
de Politica Energética (CNPE), em fica obrigatério o uso de 5% de biodiesel junto ao diesel,
desde 1 de janeiro de 2010. Atualmente, o diesel brasileiro recebe a adigdo obrigatoria de 5%.

O biodiesel tem sido estudado por varios pesquisadores quanto a sua eficiéncia na
adicdo no oleo, no entanto para avaliar a real eficiéncia e viabilidade deste biocombustivel
alternativo, sera necessaria a realizagdo de testes de longa durag@o para que se possam avaliar
as consequéncias mecanicas que o biodiesel em efetivamente acarreta em motores lacrados

previamente aferidos (NETO et al., 1999).

2.3.6 Respirometria

A respirometria é uma das técnicas que podem ser utilizadas para o acompanhamento
das atividades realizadas pelos micro-organismos, ¢ se baseia na analise do consumo de
oxigénio ou producdo de didxido de carbono por unidade de volume e de tempo
(BERNARDES ¢ SOARES, 2005). Trata-se de uma metodologia adequada a quantificagdo da
atividade bioldgica aerdbia, a qual determina a velocidade de respiragdo de uma biomassa
ativa (PEDROTTI, 2007).

O método respirométrico de Bartha, adaptado de uma norma holandesa, ¢ um método
simples e economicamente viavel para determinar a atividade microbiologica pela geragdo de
gas carbonico e, indiretamente, a biodegradacdo de contaminantes organicos no solo
(PEDROTI, 2007). O método esta descrito na NBR 14.283 (1999), para determinacdo do
indice de biodegradag¢do da matéria organica contida em residuos a serem tratados em solos.
Por meio desse método € possivel avaliar a tratabilidade de residuos em solos e inferir as
condi¢des de manejo de sistema de tratamento de residuos em solo.

Uma das técnicas que tem se destacado ¢ a medida da liberagdo de CO, por meio da
captura do CO, por substancia alcalina (normalmente Hidréxido de Potassio - KOH ou
Hidréxido de Sodio - NaOH) e posterior precipitagdo na forma de Carbonato de Bario -

BaCO:s, pela adi¢do de solucdo saturada de Cloreto de Bario - BaCl,. A soda excedente ¢é,
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entdo, titulada com Acido Cloridrico - HCI, permitindo o célculo da producio de gas
carbonico (MARIANI, 2005).

Os métodos utilizados para a determinacdo da eficiéncia de biodegradagao baseiam-se
na medi¢do de CO, gerado no processo de biodegradacao e constru¢do de uma curva da massa
acumulada desse CO, em funcdo do tempo, que deverdo apresentar fases distintas, tais como:
inicio da curva com baixissima inclina¢do, que devera corresponder a fase de adaptacdo dos
micro-organismos, seguida de um elevado crescimento exponencial, uma vez que nesta fase
estara ocorrendo elevada atividade microbiana e, por fim, a formacdo de um patamar, onde a
eficiéncia da biodegradagado ¢ drasticamente reduzida (BORGES, 2006).

A respiracdo da comunidade do solo ¢ utilizada como um indicador da atividade

biologica (SOPPER, 1993).
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3 MATERIAIS E METODOS

No capitulo 3 ¢ apresentada de forma descritiva os materiais e métodos empregados
para o desenvolvimento da pesquisa. O capitulo estd dividido em 2 partes: Produgdo de

Biossurfactantes e Uso dos biossurfactantes em Biorremediacao.

3.1 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

3.1.1 MICRO-ORGANISMO E MANUTENCAO DO INOCULO

Foram utilizadas as cepas LEB-52 ¢ Paracas, da microalga Spirulina platensis,
pertencentes ao banco de cepas do Laboratorio de Fermentacdes da Universidade de Passo
Fundo. A manutencdo dos indculos foi realizada utilizando-se o meio Zarrouk (ZARROUK,
1966) ANEXO 1, diluido a 50% com &gua destilada, em condigdes de esterilidade. Os
indculos foram mantidos em erlenmeyers de 2 L, volume util de 1,8 L, a 30°C, em estufa
termostatizada, ndo estéril, com fotoperiodo de 12/12 h, 1800 lux de iluminéncia e aeragdo

provida através de bombas de diafragma.

3.1.2 CULTIVO DA MICROALGA Spirulina platensis

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 2 L com volume inicial de meio de
1,8 L, utilizando-se o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), agua destilada na propor¢ao 1:1 e
volume de indculo necessario para obter-se a concentracdo inicial de 0,20 gesias/L, 0 quais
foram mantidos em estufa termostatizada a 30°C, fotoperiodo de 12/12 h, 1800 lux de
luminosidade e aeragdo constante.

Os cultivos foram mantidos por 29 d (Cepa PARACAS) ¢ 33 d (Cepa LEB-52), com
adigdo de indutores em modo batelada alimentada, conforme Planejamento Fatorial Completo
23 com 3 pontos centrais (Tabela 3), a cada 4 d, a partir do momento em que os cultivos

atingiram a concentracdo celular de 0,60 gcepas/L.
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Tabela 3. Planejamento Fatorial completo 2° com trés pontos centrais para avaliagdo do efeito
da adi¢do de glicose, glicerol e ferro sobre o crescimento e¢ a produgdo de lipidios
intracelulares com atividade emulsificante na microalga Spirulina platensis, cepas LEB-52 e

PARACAS.

Exp. X; X X;
1 -1 (0,00) -1 (0,00) -1 (0,00)
2 1 (2,00) -1 (0,00) -1 (0,00)
3 -1 (0,00) 1(0,10) -1 (0,00)
4 1 (2,00) 1(0,10) -1 (0,00)
5 -1 (0,00) -1 (0,00) 1(0,02)
6 1 (2,00) -1 (0,00) 1(0,02)
7 -1 (0,00) 1(0,10) 1(0,02)
8 1 (2,00) 1(0,10) 1(0,02)
9 0 (1,00) 0 (0,05) 0(0,01)
10 0 (1,00) 0 (0,05) 0(0,01)
1 0 (1,00) 0 (0,05) 0 (0,01)

X; - Adigdo de Glicose (2 mmol/L); X, - Adigdo de Ferro (0,20 mmol/L); X; -
Adigdo de Glicerol (0,02 mmol/L). As concentragdes de adigdo dos indutores
foram definidas a partir de pesquisas anteriores do grupo de pesquisa.

Para a microalga cepa Paracas, um segundo Planejamento Fatorial foi utilizado
(Tabela 4) no qual foi fixada a concentragdo de glicose (3 mmol/L) e variadas as

concentragdes de ferro e glicerol, a fim de avaliar a influéncia dessas variaveis no acimulo de

lipidios.
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Tabela 4. Planejamento Fatorial completo 2° com quatro pontos centrais para avaliagio do
efeito ferro e glicerol sobre o crescimento e a producdo de lipidios intracelulares com

atividade emulsificante na microalga Spirulina platensis cepa PARACAS.

Exp. X; X;
1 10,10 10,02
2 1 (0,20) -1 (0,02)
3 -1 (0,10) 1(0,04)
4 1 (0,20) 1(0,04)
5 0(0,15) 0(0,03)
6 0(0,15) 0(0,03)
7 0(0,15) 0(0,03)
8 0(0,15) 0(0,03)

X; - Adigdo de ferro (mmol/L); X, - Adigdo de glicerol (mmol/L); Adigdo de
glicose (nivel fixo) 3mmol/L
Durante os cultivos foram acompanhados o crescimento celular através de leitura de

absorbancia a cada 4 d em espectrofotometro (T60 — UV Visible Spectrophotometer) a 670
nm e os resultados de concentracdo de biomassa foram obtidos através de uma curva padrao
de biomassa previamente confeccionada para cada cepa (Equagdes 1 e 2). O pH das amostras
foi verificado a cada 4d, utilizando-se um pHmetro marca DIGIMED, modelo DM-22. Os
resultados podem ser observados no APENDICE B.

Cepa LEB-52

ABS =1,1753.[ ]- 0,1401 (1)

Cepa Paracas

ABS =0,8858.[ ]- 0,0766 2)

A adicdo dos indutores (glicose, ferro e glicerol) foi realizada através do preparo de
solugdes estoque nas concentragdes de 2 mol/L de glicose; 20 mmol/L de FeSO,.7H,0; 20

mmol/L de glicerol.
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A partir dos resultados de concentragdo de biomassa versus tempo foram obtidas as
concentracdes maximas de biomassa (Cmax) € a velocidade especifica maxima de crescimento
(umax) para cada experimento. As concentragdes maximas de biomassa foram obtidas através
das curvas de crescimento de biomassa em fung¢io do tempo.

A velocidade especifica maxima de crescimento, calculada a partir da integragdo da
Equacdo 3, foi obtida a partir de regressdo exponencial na fase logaritmica de crescimento,

com auxilio do Software Microsoft Office Excel 2011.

1 X,

2 3)

HUmax =
X Atyeg X1

Em que:

1 = velocidade especifica de crescimento (d™)
Atjoq = tempo de duragéo da fase log

Xy =[ ] de células no inicio da fase log

X =] ]decélulas ao final da fase log

A partir das velocidades especificas maximas de crescimento foram calculadas os
tempos de geracgdo (tg) através da Equacao 4, o qual é definido como tempo necessario para a

duplicacdo da biomassa.

tg = n2 (4)

Hmax

Em que:
tg = tempo de geragao (d)
Lmax = velocidade especifica maxima de crescimento (d™)

3.1.2.1 Filtracdo e liofilizacdo da biomassa

Depois de finalizados os cultivos os ensaios foram filtrados com a utilizagio de filtros
de poliéster 180 fios em kitazato com utilizagdo de bomba de vacuo. A biomassa obtida em
cada ensaio foi liofilizada em liofilizador marca Edwards Modulyo, e apds, armazenada em

ultrafreezer marca Coldlab, modelo CL120-80V, sob temperatura de -75° C.
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3.1.2.2 Extracdo e determinacdo de lipidios

As extragdes e determinagdes de lipidios foram realizadas pelo método de Folch e
Lees (1957), adaptado segundo Colla et al. (2004). Utilizaram-se um banho ultrassonico
marca Ultrassonic Cleoner Thornton T1440 e Rotaevaporador marca Fisotom, modelo 802.

A Equacgdo 5 foi utilizada para calculo do percentual de lipidios obtidos a partir do
método de Folch e Lees (1957).

Py

% lipidio = PP;O x 100 5)

Em que:

P, = peso bal&o (g)

P1 = peso baldo + lipidio (gramas)
Po = biomassa de Spirulina (gramas)

Os resultados de lipidios obtidos, podem ser observados no APENDICE C.

3.1.2.3 Determinacdo da atividade emulsificante dos lipidios extraidos

A determinacdo da atividade emulsificante dos lipidios extraidos foi realizada através
do método descrito por Martins e colaboradores (2006) adaptado, e os resultados obtidos
podem ser observados no APENDICE D.

Apds a determinagdo do percentual de lipidios, os lipidios foram removidos do baldo
com 10 mL de hexano e avolumados em baldo volumétrico de 10 mL.

Para a determinagdo da atividade emulsificante (AE) foram utilizados tubos de ensaio
com tampa de rosca (10 cm x 0,3 cm), nos quais foram adicionados 3,0 mL de agua destilada,
2 mL de 6leo de milho e 1,0 mL do extrato lipidico em hexano. Para os brancos, foram
utilizados 3,0 mL de agua destilada, 2 mL de 6leo de milho e 1,0 mL de hexano. Essas
misturas foram agitadas em agitador Marconi MA-162, velocidade 7, por 90 s.

Apds 60 min de repouso verificou-se a absorbancia do meio emulsificado em
espectrofotdometro (T60 — UV Visible Spectrophotometer) a 610 nm para determinagdo da

atividade emulsificante O/A (UE/mgjipidgio), utilizando-se a Equagéao 6.
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_ (ABSamostra — ABSpranco )
AEg/a = — .D (6)
lipidio

Em que:

AEq, = Atividade emulsificante
ABS,0stra = Absorbancia da amostra
ABSyanco = Absorbancia do branco
Miipigio = Massa de lipidio

D = dilui¢do

Para a determinagdo da AE A/O, foi realizada a leitura das emulsdes, apds 24 h, com a
utilizagdo de paquimetro eletronico digital Vonder, obtendo-se as leituras para os 4 raios do

tubo da altura total de liquido e a altura da camada emulsionada. O indice de emulsifica¢ao

(E24) foi obtido através da Equagdo 7, descrita por Cooper e Goldenberg (1987).

Epq = o 100 )

total

Em que:

E,4 = indice de emulsificacao (%)
Hemuiszo = altura da camada de emulsédo
Hiotal = altura da camada total

A partir do E»4 obtido, foi calculada a AE A/O (UE/mgjipidio) de cada ensaio através da

utilizacdo da Equag@o 8.

_ (Eamostra - Ebranco )
AEA/O N Miipidio D ®)

Em que:

AEno = Atividade emulsificante
Eamostra = E24 da amostra

Epranco = E24 do branco

D = diluigéo

Miipigio = Massa de lipidio



60

3.2 BIOSSURFACTANTES MICROALGAIS NA BIORREMEDIACAO DE SOLOS
CONTAMINADOS COM DIESEL E BIODIESEL

Os biossurfactantes microalgais foram utilizados em um processo de biorremediacao
de solo contaminado com 4% de diesel ou 4% biodiesel (B100), em comparagdo com a
técnica de atenuag@o natural, durante 60 d.

O Biodiesel utilizado (B100) trata-se de um combustivel composto de alquil estéres de
acidos graxos oriundos de 6leos vegetais ou gorduras animais conforme Regulamento Técnico
ANP n° 4/2004, cedido pela Empresa BSBios de Passo Fundo.

Os biossurfactantes microalgais foram extraidos a partir da biomassa seca de Spirulina
platensis, cedida pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade de Rio Grande
— FURG. A extracdo foi realizada utilizando-se do método de extragdo de lipidios
microalgais, descrito por Folch e Lees (1957), adaptado utilizaram-se um banho ultrassonico
marca Ultrassonic Cleoner Thornton T1440 e Rotaevaporador marca Fisotom, modelo 802.

Os ensaios foram montados em frascos herméticos com 300 g de solo, contaminantes
(diesel e biodiesel) e lipidios, conforme Delineamento de Experimentos (Tabela 5) e umidade

inicial de 34% (méxima capacidade de absor¢ao de campo).

Tabela 5. Ensaios de Biorremediagao

Ne Experimento Conteudo

1 Controle Solo

2 Atenuagdo Diesel Solo + Diesel (4%)

3 Atenuagao Biodiesel Solo + Biodiesel — B100 (4%)

4 Bioestimulag@o Diesel Solo + Diesel (4%) + Lipidio (0,5%)

5 Bioestimulacao Biodiesel Solo + Biodiesel (4%) + Lipidio (0,5%)
11 Branco

Os ensaios foram realizados em duplicata e o experimento 11 constitui no ensaio em

Branco para o método da evolugao de CO..

3.2.1 Caracterizagdo do solo utilizado

O solo utilizado no ensaio foi coletado no Centro Tecnologico de Engenharia Civil,

Ambiental e Arquitetura da Universidade de Passo Fundo (CETEC/UPF), sendo classificado
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pedologicamente como um Latossolo Vermelho distréfico himico (STRECK, et al.,2008). Do
ponto de vista geotécnico, ¢ classificado como CH, ou argila de alta plasticidade. A

caracterizagdo geotécnica e fisica do solo estd apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Caracterizagdo geotécnica e fisica do solo utilizado

Parametro Valor

Argila (%) 68
Silte (%) 5
Areia (%) 27
Limite de liquidez (%) 53,0
Limite de plasticidade (%) 42,0
Peso real dos graos (kN/m?) 26,7
Umidade natural (%) 34
Peso especifico natural (kN/m?) 16,3
Indice de vazios 1,19
Grau de saturacao (%) 75,7
Porosidade (%) 54
pH 54
Matéria organica (%) <0,8
Condutividade hidraulica (cm/s) 1,39x10

Prietto et al (2010).

O solo apresenta pH 4cido, alto teor de argila, baixo teor de matéria organica e baixa
CTC, tipica de solos com predominancia do argilo-mineral caulinita (STRECK et al., 2008).
Conforme descrito por Azevedo e Dalmolin (2004), solos argilosos apresentam porosidade
total (40 a 60%) maior que os solos arenosos (35 a 50%) .

Os solos argilosos possuem baixa permeabilidade, porém em Latossolos, que
apresentam uma boa estruturagao, a quantidade de macroporos ¢ suficiente para que haja uma
permeabilidade relativamente rapida de dgua e ar (REGINATTO, 2012).

Os solos contaminados por petrdleo, particularmente os solos argilosos, possuem
algumas caracteristicas que podem limitar a eficdcia do processo de biodegradagdo por
apresentarem baixa permeabilidade, podendo interferir diretamente tanto na difusdo de
oxigénio (fundamental ao processo aerdbio de degradagdo) quanto na incorporacdo de

nutrientes (BAPTISTA e RIZZO, 2004).
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A acidez do solo ¢ determinada principalmente pela concentracdo de Hidrogénio +
Aluminio, presentes no solo. Os solos com pH 4cido disponibilizam mais metais no solo. O
aumento da acidez do solo é um processo natural, mas que pode ser acelerado pelas agdes
humanas. No que concerne aos processos de biorremedia¢do, as bactérias sdo os micro-
organismos mais tolerantes a acidez (STRECK, et al.,2008). Com relacdo a matéria organica
(MO) seu percentual decresce com aumento da profundidade em solos residuais (MOREIRA E
SIQUEIRA, 2002). Isto, associado ao maior grau de empacotamento das particulas do solo, faz
com que a tendéncia seja a diminui¢do na porosidade total do solo (AZEVEDO e
DALMOLIN, 2004).

A caracterizacdo quimica do solo ¢ apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Caracterizagdo quimica do solo

Andlise Valor
P (mg/dm?) 4,8
K (mg/dm?) 4
MO (%) <0,8
Al (cmol/dm?) 2,1
Ca (cmol/dm?) 7,0
Mg (cmol/dm?) 1,4
H+Al (cmol./dm?) 8,7
CTC (cmol/dm?) 8,6
Bases 49
Saturagdo (%) Al 20
K 0,1
Enxofre (mg/dm?) 10
Boro (mg/dm?) 0,5
Manganés (mg/dm?) 15,6
Zinco (mg/dm?) 0,52
Cobre (mg/dm?) 0,73

Fonte: Reginatto, 2012.

Os micronutrientes encontrados no solo (Tabela 7) sdo considerados caracteristicos
para um Latossolo. A quantidade de contaminantes inorganicos (Zinco e Cobre) esta dentro

dos padrdes de referéncia determinados pela Lista Holandesa de Valores da qualidade do solo
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(CETESB, 2006) e Resolugao n°® 420 do CONAMA (2009). O teor de aluminio foi
considerado alto; o de calcio foi considerado bom para a profundidade; ja os teores de
magnésio, enxofre, boro, manganés e cobre foram considerados de médios a baixos. Os
micronutrientes s3o necessarios em pequenas concentragdes, mas sdo fundamentais nos
processos de biorremediagio.

Em geral estes micronutrientes sdo cofatores enzimaticos necessarios aos processos
metabolicos. No entanto, a relagdo de C:N:P:K esta diretamente relacionada a este processo.
As quantidades de fosforo (P) e potéssio (K) encontradas no solo utilizado foram consideradas
baixas. De acordo com Rizzo et al. (2008), a relacdo C:N:P:K ideal para a biorremediagdo ¢
100:10:1:1, desta forma, para a obten¢do de melhores resultados na biorremediagdo faz-se
necessaria a bioestimulagdo com concentragdes maiores de nitrogénio, fosforo e potassio.

A Capacidade de Troca Catidnica (CTC) mede a capacidade que o solo tem de trocar
(adsorver e dessorver) cations. Funciona como um reservatorio de nutrientes, evitando a

lixiviag@o dos elementos quimicos.

3.2.2 Determinacdo do teor de umidade

As determinagdes de umidade dos ensaios foram realizadas nos tempos 0, 30 e 60 d,

através da Equacdo 9, segundo NBR 6457 (ABNT, 1986).

__ (capsula+solo umido)— (capsula+solo seco) 100

Umidade (%) =

)

(cépsula +solo seco)— (capsula)

3.2.3 Liberacdo/Evolucio de CO;

Para avaliagdo da producdo de CO, nos ensaios, utilizou-se a metodologia de
respirometria, adaptado do método respirométrico de Bartha (1999) descrito pela NBR —
14.283 — Residuos em solos — Determinagdo da Biodegradag@o pelo Método respirométrico.

A mensuragdo da geragdo de CO, foi realizada tanto nos ensaios controle, quanto nos
demais ensaios. O volume da solugdo de HCI 0,1 N, gasto para atingir o pH capaz de mudar a
coloragdo do indicador Fenolftaleina da cor rosea para a incolor, foi utilizado no calculo da
quantidade de CO, produzido, comparando-se com o volume gasto para titular o Branco
(NaOH sem periodo de incubagdo no interior dos frascos). Esse calculo € possivel, pois 0 CO,

resultante da biodegradacdo reage com o NaOH, no interior do frasco, formando Na,COs.
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Quando a mistura de Na,COj; e excesso de NaOH ¢ adicionada a solugdo de BaCl, 1,0 N,
ocorre reacdo do Na;COs; e do BaCl, formando o precipitado BaCOs, sequestrando o
Carbonato e garantindo que o HCI reaja apenas com o NaOH excedente, permitindo o célculo
da quantidade de CO, produzida (COSTA, 2009).

Nos frascos contendo os solos contaminados e adicionados ou nio de biossurfactante
microalgal foi colocado um béquer de 50 mL com 30 mL de solu¢do de NaOH (0,5 mol/L). A
cada 3 d foi retirado o béquer contendo NaOH de cada, dos quais foi retirada uma aliquota de
10 mL de NaOH para um erlenmeyer (125 mL), ao qual foi adicionado 10 mL de BaCl, (0,2
mol/L) e 2 gotas de indicador fenolftaleina. Esse precipitado foi titulado com HCI
padronizado (0,1 mol/L) para célculo da evolugio de CO, (determinacdes feitas em
duplicata). Apos, o béquer era lavado com agua destilada e adicionado o NaOH (30 mL), para

novas determinagoes.

2NaOH + CO, — Na,CO; + H,0 (10)
NaOH + HCl — NaCl+ H,0 (11)

Com o volume de HCI gasto na titulagdo € possivel saber, por estequiometria, a
quantidade de CO, gerada pelos micro-organismos do solo em cada um dos tempos

determinados, conforme Equacao 12.

C— COymgy=(B—=V). M.f.6.(V;.Vy) (12)

Em que:

B= Volume de HCI gasto no branco (mL)

V = Volume de HCI gasto na amostra (mol/L)

M = Concentracao real do HCI (mol/L)

6 = Massa atdmica do C(12) dividido pelo nimero de mols de CO, que reagem com o NaOH
V1 = Volume de NaOH usado na captura de CO, (mL)

V2 = Volume de NaOH usado na titulagao (mL)

F = fator de corre¢édo do HCI
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3.2.4 Analise de oleos e graxas

A andlise de 0leos e graxas foi realizada para determinar o percentual de degradacdo
do contaminante pelos micro-organismos presentes no solo.

A andlise gravimétrica de Oleos e graxas foi realizada seguindo a metodologia de
extragdo por ultrassom da USEPA 3550B (1996). O ultrassom auxilia na remocao de
substancias volateis e semi-volateis do solo, podendo esta ser quantificada. O calculo do teor

residual e do percentual de degradacao foi calculado através da Equacao 13.

Teor residual (%) = PZP;PI .100 (13)
0

Em que:

P, = Quantidade de amostra de solo em peso seco utilizada na analise (g)

P, = Peso do baldo de fundo chato (g)

P, = Peso do baldo de fundo chato mais a mistura B100 extraida do solo contaminado (g)

O resultado foi obtido em base seca, ja que foi utilizado o valor da amostra descontado

o valor da umidade. Para o resultado na forma de degradacao utilizou-se a Equacao 14.

% OGinicial — % OGfinal
% O0Ginicial

Degradacéo (%) =

100 4)

Em que: )
OG inicial = percentual inicial de Oleos e Graxas
OG final = percentual final de Oleos e Graxas
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No capitulo 4 sao apresentados os resultados obtidos nesta pesquisa bem como as
discussdes pertinentes aos mesmos. Assim como o capitulo 3, o capitulo 4 esta divido em 2
partes: Parte 1 — Producdo de Biossurfactantes e Parte 2 — Uso dos biossurfactantes em

Biorremediagao.

4.1 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

4.1.1 PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES PELA Spirulina platensis CEPA
PARACAS

4.1.1.1 Crescimento microalgal

A Tabela 8 apresenta os resultados de crescimento celular da S. platensis, cepa Paracas

para os experimentos do Planejamento Fatorial Completo (PFC) 23, sendo mostrados os
resultados de concentragdo méaxima (Cpax), velocidades especificas (max), tempo de geracdo
(Tg), intervalo de duracdo da fase exponencial de crescimento (Alog), coeficiente de regressdo

exponencial para o calculo de Ly de cada experimento.

Tabela 8. Parametros de crescimento celular dos experimentos do PFC 23 para o cultivo em

estado submerso da Spirulina platensis, cepa Paracas.

Exp. X X; X Cum Huee Tg Aog R
(gcélulas/L-)) (d-) (d) (d)
1 -1 (0,00) -1 (0,00) -1 (0,00) 2,79 0,0978 7,09 26 09713
2 1 (2,00) -1 (0,00) -1 (0,00) 3,37 0,1456 4,76 19  0,9825
3 -1 (0,00) 1(0,10) -1 (0,00) 2,99 0,1085 6,39 19 09737
4 1 (2,00) 1(0,10) -1 (0,00) 427 0,1108 6,26 26 0,9732
5 -1 (0,00) -1 (0,00) 1(0,02) 2,93 0,1110 6,24 19 09937
6 1 (2,00) -1 (0,00) 1 (0,02) 2,94 0,1084 6,39 26 0,9818
7 -1 (0,00) 1(0,10) 1 (0,02) 3,05 0,0946 7,33 26 0,9813
8 1 (2,00) 1(0,10) 1(0,02) 3,33 0,1032 6,72 26 0,9546

O

0 (1,00) 0 (0,05) 0(0,01) 3,01 0,12890 538 19 10,9625
10 0 (1,00) 0(0,05) 0(0,01) 3,43 0,1077 6,44 26 0971
11 0 (1,00) 0(0,05) 0(0,01) 3,34 0,1138 6,34 26 09773
Xi - Adigdo de glicose (mmol/L); X, - Adigdo de ferro (mmol/L); X5 - Adi¢do de glicerol (mmol/L); Crax =
concentragdo celular maxima (g/L); wmax = velocidade especifica maxima de crescimento ™"y Tg = tempo
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de geragéo (d); Alog = intervalos de tempo utilizados na regressdo exponencial (d); R? = coeficientes de
determinagao das regressoes.

Em todos os experimentos adicionados de nutrientes ocorreu aumento da Cpa.
Observa-se que nos experimentos com adi¢do de glicose (2, 4, 6, 8) houve um aumento de
Cmax, especialmente no Exp. 4, no qual houve a adi¢do da glicose e ferro. Nesse experimento
verificou-se uma Cpax de 4,27 gcélulas/L, um aumento de 53,05% na Cpax quando comparado
ao Exp. | (sem adi¢do de nutrientes, Cpax de 2,79 gcélulas/L).

A estimulag@o do crescimento de Spirulina foi verificada em meio suplementado com
glicose (CHOINACKA; NOWORYTA, 2004; MARQUEZ et al., 1993). Além disso, a
presenca de um substrato organico pode contribuir para a redug¢do da perda noturna de
biomassa (TORZILLO et al., 1991), que acontece durante o periodo escuro, quando a
demanda energética celular é suprida pela respiracao.

Muliterno e colaboradores (2005) estudaram o cultivo mixotrofico da S. platensis por
meio da adi¢do de glicose como fonte de carbono organica em modo batelada alimentada em
diferentes concentragdes (0,5 gL e 1,0 gL™"), variando também a dilui¢do do meio Zarrouk
(50% e 75%) e a iluminancia (1800 lux e 3000 lux). Obtiveram a concentracdo celular
maxima de 5,38 gL'1 com uma velocidade especifica maxima de crescimento de 0,0063 h'l,
nas condigdes de 0,5 gL' de glicose, diluigdo do meio de 75% e iluminancia de 3000 lux.

Estudos anteriores revelaram que S. platensis cresce utilizando alguns agucares
(especialmente glicose) em condigdes heterotroficas e mixotroficas (RAOOF et al. 2006;
MUHLING et al, 2005; MYKHAYLENKO et al. 2004; VONSAK et al., 2000; CHEN et al.
2006). Chainapong et al. (2012); Chen et al. (2005) e Vonshak et al. (2000) verificaram que
em culturas mixotroficas a biomassa das algas e as taxas de crescimento especificas foram
maiores do que aqueles em cultura fotoautotrofica.

O Exp. 2 apresentou o menor tempo de geragdo (tg) (4,76 d), e os maiores tempos de
geracdo foram apresentados pelos Exp. 1 (7,09 d) e Exp. 7 (7,33 d), sendo que o tempo de
geracdo representa o tempo necessario para a duplicagdo da biomassa. Comparando-se esses 3
ensaios, pode-se observar que o Exp. 2 também apresentou maior Cmax (3,37 comparado a
2,79 e 3,05 dos ensaios 1 e 7), mesmo tendo permanecido menos tempo na fase exponencial.
Isso pode ser explicado pelo fato do micro-organismo ter utilizado ndo somente o
metabolismo fotossintético, mas também o metabolismo mixotréfico para obtencdo de
energia. E efeito do sombreamento (MYERS e BORR, 1940; VONSHAK, 1997), que resulta
geralmente em menores [max para os cultivos com maior Cpax ficou minimizado. Isto também

pode ser observado nos Exp. 1 e Exp. 4.
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O efeito do sombreamento ¢ ocasionado pela diminuicdo da captagdo de luz, portanto
diminuindo a fotossintese e as taxas de crescimento representadas pela Lmax.

Verificou-se que a adi¢do dos indutores glicose (X;) e Ferro (X3) tiveram influéncia
positiva nos ensaios, uma vez que nos experimentos adicionados destes, os resultados de Cax
foram superiores aos experimentos sem a adigdo dos indutores.

Com relagdo ao glicerol (X3), este demonstrou influéncia positiva sobre Cpax nos
ensaios ndo adicionados de ferro e glicose. Ja nos ensaios realizados com adi¢do concomitante
de glicose (X;), observou-se diminuicdo de Cpax, (influéncia negativa), demonstrando assim a
interacdo entre as variaveis X; (glicose) e X3 (glicerol).

A analise estatistica corrobora os resultados acima através da demonstracdo dos
efeitos estimados e os coeficientes de regressdo das variaveis do PFC 23 sobre C.x, onde
verifica-se que as variaveis X (glicose) e X, (Ferro) foram significativas sobre Cmax (p=0,01 e
p= 0,03, respectivamente). A interagdo entre as variaveis X; (glicose) e X3 (glicerol) também
foi significativa (p<0,05), observando-se que quando da adi¢do de Glicose (X;) juntamente

com glicerol (X3) ocorreu diminui¢ao de Cyyax.

Tabela 9. Efeitos estimados e coeficientes de regressao a partir das variaveis do planejamento

23 sobre Cpax dos experimentos do cultivo em estado submerso Spirulina platensis, cepa

Paracas.
Coeficientes Efeitos P
de Regressdo estimados

Média 3,226 3,226 0,000
Glicose (X1) 0,269 0,538 0,013
Ferro (X3) 0,201 0,403 0,033
Glicerol (X3) -0,145 -0,290 0,083
Glicose — Ferro (X; — X3) 0,121 0,243 0,127
Glicose — Glicerol (X; — X3) -0,195 -0,391 0,036
Ferro — Glicerol (X; — X3) -0,075 -0,150 0,298

A Tabela 10 apresenta a analise de variancia do modelo de regressao gerado a partir da
influéncia das variaveis do planejamento sobre Cpax dos experimentos do cultivo de Spirulina
platensis, cepa Paracas, na qual verifica-se que o valor de Feaiculado € superior ao Feritico, 0 que
segundo Rodrigues e Iemma (2009) é necessario para que a hipotese nula seja rejeitada ao
nivel de significancia estudado, o que implica que a variagdo causada pelo modelo ¢
significativamente maior que a variagdo ndo explicada. Além do valor de F, o coeficiente de

determinagdo (R?) também ¢ utilizado para checar a qualidade do modelo (Teng e Xu, 2008;
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Kaushik et al. 2006). Desta forma, em fun¢do do elevado valor de F da regressao e do
coeficiente de determinagao, foi validado o modelo estatistico, sendo possivel a apresentacdo
da superficie de resposta (Figura 3) referente a interag@o das varidveis X; e X3 (p=0,03) sobre

Cmé\x-

Tabela 10. Analise de varidncia do modelo de regressdo gerado a partir da influéncia das
variaveis do planejamento sobre Cms dos experimentos do cultivo de Spirulina platensis,

cepa Paracas. R? = 0,92339.

Fator Soma dos Graus de Quadrado Fcalculado Fcritico
quadrados liberdade médio
Regressdo 1,544 6 0,257 8,041 6,16
Erro 0,128 4 0,032
Soma dos quadrados 1,672 10

totais (SS)

Figura 3. Superficie de resposta da intera¢@o entre as varidveis glicose (X;) x glicerol (X3).

Verifica-se desta forma, que as maiores concentragdes celulares (Cpax) foram obtidas
no nivel superior (+1) da adicdo da glicose, e inferior de glicerol (-1) isto é, ensaios com
adigdo de glicose e ndo adigdo de glicerol, o que pode ser explicado pelo fato da glicose ser
uma fonte de carbono orgéanico de facil assimilagdo no metabolismo microalgal, uma vez que
¢ considerada um agticar simples.

Na Figura 4 estdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga Spirulina

platensis, cepa Paracas, durante os 29 d de cultivo dos ensaios. O crescimento dos cultivos foi
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semelhante até o 12° dia, quando foram realizadas as primeiras adi¢des das solu¢des com os

indutores da sintese de lipidios com atividade surfactante.

Figura 4. Curvas de crescimento microalgal dos ensaios da Spirulina platensis, cepa Paracas.
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4.1.1.2 Quantificacao lipidios e Atividade Emulfificante dos lipidios produzidos

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados do percentual de lipidios Atividades
Emulsificantes (AE AO e OA) dos lipidios obtidos a partir das biomassas dos experimentos

do PFC 22,
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Tabela 11. Percentuais de lipidios e determinagdes referentes a Atividade Emulsificante (AE
A/O e O/A) dos lipidios obtidos a partir das biomassas obtidas no PFC 2* para a Spirulina

platensis, cepa Paracas.

Exp. Xi X X; lipidios AE

(%) O/A (UA/mg lip)  A/O (UE/mg lip)
1 -1(0) -1(0,00) -1(0,00) 6,81+0,71 0,22+0,00  27,84+0,63
2 1(2) -1(0,00) -1(0,00) 6,46+0,15 0,28+0,13  21,27+1,97
3 -1(0)  1(0,10) -1(0,00) 8,63+0,02  0,45+0,07  19,24+0,09
4 1(2) 1(0,10) -1(0,00)  7,06+0,02 0,72+0,09  24,04+0,25
5 -1(0)  -1(0,00) 1(0,02)  7,04+0,57 0,53+0,02  22,60+1,95
6 1) -1(0,00) 1(0,02) 843+0,02  043+0,14  19,84+0,33
7 -1(0)  1(0,10) 1(0,02) 951+0,19  0,54£0,03  17,53+0,21
8 1(2) 1(0,10) 1(0,02)  9,10+0,61 0,71£0,19 19,25+2,10

=]

0 (1) 0(0,05) 0(0,01) 4,80+0,04 1,32+0,28 36,56+2,17

10 0 (1) 0(0,05) 0(0,01) 5,27+0,07 1,16+0,25 33,45+1,43

11 0(1) 0 (0,05) 0(0,01) 3,32+0,68 1,34+0,33 52,69+2,47
Xy - Adigdo de glicose (mmol/L); X, - Adigdo de ferro (mmol/L); X, - Adigdo de glicerol (mmol/L) AE -
Atividade Emulsificante; O/A — Oléo em 4gua; A/O — Agua em 6leo.

Verifica-se que nos experimentos adicionados de indutores, obteve-se um incremento
no percentual lipidico da biomassa, com exce¢do do Exp. 2 (adi¢@o de glicose) e dos pontos
centrais (Exp. 9, 10 e 11). Os aumentos mais expressivos foram observados nos experimentos
7 (adigdo de ferro e glicerol) e 8 (com adi¢@o de glicose, ferro e glicerol) nos quais houve
aumento de 39,5% e 33,63% respectivamente, com relagdo ao experimento 1 (sem adig@o de
indutores).

A adicao dos indutores ferro e glicerol nos ensaios foi positiva, de forma que pode-se
observar que houve aumento no percentual lipidico nos ensaios aos quais foram adicionados.
A glicose demonstrou comportamento semelhante quando da sua adigdo com os outros
indutores, ja quando realizada a adi¢ao individual deste indutor (Exp. 2), e esta ndo contribuiu
para o incremento do percentual lipidico da biomassa. Quanto a adi¢do de glicose e ferro,
estes contribuiram para o incremento lipidico, e também para um crescimento. Quando da
adi¢@o de duas fontes de carbono (glicose e glicerol), a glicose pode ter contribuido para o
crescimento do micro-organismo e o glicerol para o estresse, direcionando o metabolismo
para o acimulo de lipidios intracelulares.

O aumento do contetido lipidico nos ensaios com adi¢do de ferro e glicerol (Exp. 3,
Exp. 5, Exp. 7 e Exp. 8) podem ser explicados em virtude do ferro ser um importante cofator

em varios processos bioquimicos, como, por exemplo, na redugdo de nitrato, nitrito e sulfato,
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na via biossintética da clorofila e dos citocromos, na fotossintese e na cadeia de transporte de
elétrons, na fixagdo de nitrogénio molecular e na detoxificagdo de espécies reativas de
oxigénio (LOURENCO, 2000).

Liu e colaboradores (2008) demonstraram que a suplementagdo de ferro no inicio do
cultivo causa uma diminui¢do do crescimento celular, mas estimula a produgao de lipidios
neutros em 56,6% quando comparada a produgdo com um padrdo, sem suplementacdo de
ferro. Hanna e colaboradores (2012) estudaram a influéncia da suplementagdo de CO, e Fe™
em diferentes concentragcdes em cultivos de Scenedesmus obliquus. Observando que o
acumulo e a produtividade de lipidios totais mostram uma tendéncia crescente, sendo que
esses lipidios apresentaram um perfil de acido graxo adequado a producdo de biodiesel, ou
seja, lipidios neutros. Entretanto como neste trabalho o objetivo € a producdo de lipidios com
atividade emulsificante, e sabendo-se que a fracdo lipidica mais apropriada para este fim é a
fracdo polar, ndo necessariamente o aumento do contetido lipidico que represente aumento nas
AE OA e AO como foi observado nos resultados de AE mostrados na Tabela 11 .

Com relag@o ao glicerol, pode-se observar comportamento semelhante com relagdo ao
acimulo de lipidios observado por Ceron Garcia e colaboradores (2000), que adicionaram
glicerol ao meio durante o cultivo da microalga Phaeodactylum tricornutum e obtiveram uma
producdo de biomassa seca 74% maior do que um controle sem esse composto e ainda um
percentual de lipidios por biomassa seca 3 vezes maior do que o controle sem glicerol.

A influéncia positiva dos indutores sobre o aumento do percentual lipidico verificadas
nos ensaios foi corroborada pelos efeitos estimados e os coeficientes de regressdo das
variaveis do PFC 23 (Tabela 12), onde se verifica que as variaveis ferro (X;) e glicerol (X3)
foram significativas sobre o acimulo de lipidios (p=0,000 e p=0,001), respectivamente, bem

como a intera¢do entre as variaveis glicose (X;) x ferro (X5) e glicose (X;) x glicerol (X3).
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Tabela 12. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo a partir das varidveis do
planejamento sobre a concentragdo de lipidios dos experimentos do cultivo da Spirulina

platensis, cepa Paracas.

Coeficientes Efeitos P
de Regressio estimados

Média 7,876 7,876 0,000
Curvatura -3,414 -6,829 0,000
Glicose (X;) -0,117 -0,235 0,483
Ferro (X3) 0,695 1,390 0,000
Glicerol (X3) 0,640 1,280 0,001
Glicose — Ferro (X — X3) -0,376 -0,752 0,036
Glicose — Glicerol (X — X3) 0,363 0,727 0,042
Ferro — Glicerol (X, — X3) 0,091 0,182 0,584

A Tabela 13 apresenta a analise de variancia do modelo de regressao gerado a partir da
influéncia das variaveis do planejamento sobre a concentragdo de lipidios dos experimentos
do cultivo de Spirulina platensis, cepa Paracas, que apresenta valor de Fcaculado Superior a
Feritico, sendo possivel a apresentacdo das superficies de resposta (Figura 5 e Figura 6) da
interacdo entre as variaveis: X;-X, (glicose e Ferro) e X;-X; (glicose e glicerol) sobre o
percentual de lipidios, uma vez que apresentaram-se significativas ao nivel de significancia

estudado (p=0,036 e p=0,042).

Tabela 13. Analise de varidncia do modelo de regressdo gerado a partir da influéncia das
variaveis do planejamento sobre a concentragdo de lipidios dos experimentos do cultivo de

Spirulina platensis, cepa Paracas. R>=0,92137.

Fator Soma dos Graus de Quadrado  Valor F  Fcritico
quadrados liberdade médio calculado
Regressao 69,895 7 9,985 23,439 2,764
Erro 5,964 14 0,426
Soma dos quadrados 75860 71

totais (SS)

Verifica-se nas Figura 5 e Figura 6 que os melhores resultados de percentual lipidico
foram obtidos no nivel inferior (-1) da adicao de Glicose, isto ¢, sem adi¢do do indutor e nos
niveis superiores (+1) da adigdo de Ferro e glicerol (0,10 mmol/L de FeSO4 e 0,02 mmol/L de
glicerol). A curvatura significativa indica um ponto de minimo, observado nos pontos
centrais. Ndo encontrou-se explicacdo referendada pela literatura para justificar os pontos de

minimo obtidos nos pontos centrais relativo a influéncia no contetdo lipidico microalgal. O
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fato de os trés indutores adicionados juntos terem ocasionado o aumento do conteudo lipidico

no Exp. 8 (9,1 %) induziria o raciocinio de que nos pontos centrais o contetido lipidico
pudesse ser maior do que o observado.

Figura 5. Superficie de resposta da interag@o das variaveis glicose (X;) x ferro (X5) sobre a

concentragdo de lipidios.
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Figura 6. Superficie de resposta glicose (X;) x glicerol (X3) sobre a concentragao de lipidios.
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A Tabela 11 também apresenta as determinagdes da Atividade Emulsificante (AE)
6leo em agua (O/A) e 4gua em o6leo (A/O) dos lipidios extraidos a partir dos cultivos da
Spirulina platensis, cepa Paracas. Os resultados estdao expressos em Unidade de Emulsificagdo
por miligrama de lipidio (UE/mgjipiaio), obtidos a partir das Equacdes 4, 5 e 6, previamente
apresentadas. A maior AE OA foi observada nos pontos centrais (Exp. 9, Exp. 10, Exp. 11)
com 1,32 UE/mgjipidio, 1,16 UE/mgiipidio € 1,34 UE/mgjipidgio, respectivamente e a menor AE OA
foi observada no Exp. 1 (Sem adigdo de indutores), apresentando 0,22 UE/mgjipidio-

Nos experimentos adicionados de glicose, observou-se o aumento da AE OA exceto
no Exp. 6 (adicionado de glicose e glicerol). Os experimentos adicionados de ferro
demonstraram que a adi¢do desse indutor também contribuiu para aumento da AE OA nos
ensaios assim como os ensaios adicionados de glicerol. Verificou-se que a adi¢do dos
indutores contribuiu para o aumento da AE OA em comparagdo com o Exp. 1 (controle).
Entretanto, apenas o Ferro (X3) apresentou significancia estatistica (p=0,01) sobre AE OA.

As maiores AE AO foram obtidas nos pontos centrais (Exp. 9, Exp. 10 e Exp. 11)
36,56 UE/mgiipigio; 33,45 UE/mgiipigsio € 52,69 UE/mgipigio, Tespectivamente. A menor
atividade foi observada no Exp. 7 (adicionado de ferro e glicerol) no qual se obteve 17,53
UE/mgjipidgio, sendo este o ensaio em que se obteve o maior percentual de lipidios. Observou-se
que nos ensaios a adi¢do dos indutores acarretou aumento (nos pontos centrais) e diminuig¢ao
(nos demais ensaios) da AE AO. Com relagdo a glicose, observa-se que quando houve sua
adi¢do, ocorreu diminui¢do da AE e quando ndo adicionada as AE observadas foram maiores,
mas ndo superiores ao Exp. 1 (Controle). A adi¢ao de Ferro, bem como de glicerol ndo diferiu
no comportamento, uma vez que quando adicionados resultaram em AE menores que o
controle (Exp. 1). A andlise estatistica dos resultados da AE AO demonstrou que as variaveis

do PFC 2° nao influenciaram este parametro.
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Tabela 14. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo obtidos a partir das variaveis do

planejamento sobre AE OA dos lipidios extraidos dos cultivos de Spirulina platensis, cepa

Paracas.
Coeficientes Efeitos P
de Regressio estimados

Média. 0,484 0,484 0,000
Curv. 0,790 1,580 0,000
Glicose (X1) 0,051 0,102 0,256
Ferro (X3) 0,119 0,239 0,015
Glicerol (X3) 0,066 0,133 0,145
Glicose — Ferro (X; — X3) 0,062 0,124 0,172
Glicose — Glicerol (X — X3) -0,032 -0,064 0,469
Ferro — Glicerol (X, — X3) -0,047 -0,094 0,293

Em virtude de nio serem observadas influéncias significativas na adi¢do das variaveis
e por alguns resultados de AE serem muito proximos, acreditou-se estar utilizando mais
lipidio do que o necessario para formagao da emulsdo. Realizou-se dilui¢des do extrato para a
determinagdo da AE, a fim de verificar a influéncia sobre as atividades emulsificantes. Para
isso, foram realizadas novas determinagdes, utilizando-se diluigoes de 10 vezes.

Observa-se as maiores AE OA e AO foram observadas na diluicdo 3,33 x (3,02
UE/mgjipigio € 131,26 UE/mgjipiaio), podendo ser observada a relagdo entre a atividade
emulsificante e a concentragao de lipidios.

Na Tabela 15 estdo apresentadas as Atividades Emulsificantes (AE) nas dilui¢cdes de
3,33 vezes e sem dilui¢do de extrato lipidico, a fim de que se possa fazer um comparativo
entre as diluigdes, observando-se que se estava utilizando uma quantidade de extrato em
excesso para a realizacdo das determinagdes. Como o valor de atividade emulsificante ¢
calculado em fung@o da quantidade de lipidio presente no extrato, e considerando-se que a
quantidade de 6leo usada no teste € fixa, este fato apresentou influéncia importante sobre os

resultados de atividade emulsificante dos ensaios.
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Tabela 15. Determinacdes das Atividades Emulsificantes (AE OA e AO) das diferentes

dilui¢des dos extratos lipidicos.

AE (dilui¢do 3,33 x) AE (sem dilui¢do)
Experimento  AE OA AE A0 AE OA AE AO
1 1,97+0.03 59,99+1,83  0,22+0.00 27,84+0.63
2 1,96+0.22 62,07+2.70  0,2840.13 21,27£1.96
3 1,38+0.16 46,2840.07  0,45+0.07 19,24+0.09
4 1,57+0.10 49,9242.41  0,72+0.09 24,04+0.25
5 2,04+0.07 59,84+2.10  0,53+0.02 22,60+2.22
6 1,92+0.00 45394195  0,43+0.14 19,84+0.33
7 1,63+0.08 41,27£2.53  0,54+0.03 17,53+0.21
8 1,72+0.09 38,15£3.96  0,71+£0.19 19,25+2.10
9 1,99+0.29 65,72+4.86 1,3240.28 36,56+2.17
10 1,89+0.19 77,114 .43 1,16+£0.25 33,45+1.43

11 2,78+0.45 101,62+4.84  1,34+0.33 52,69+2.47

*Resultados de atividade emulsificante apresentados em UE/mg de lipidio

Observa-se que as maiores atividades foram obtidas com a dilui¢do 3,33 vezes do
extrato. A partir dessas observacdes foram analisadas e discutidas as AE OA e AO desta
diluigao.

Considerando-se os resultados de AE realizados com o extrato diluido, as maiores AE
O/A (2,78 UE/mgjipidio) € A/O (101,62 UE/mgjipidio) foram obtidas no Exp. 11 (um dos pontos
centrais), experimento que apresentou o menor acumulo de lipidios (3,32%).

A andlise estatistica, dos resultados de AE refeitas com os extratos diluidos esta
apresentada na Tabela 16, que apresenta os efeitos estimados e coeficientes de regressdo a
partir das variaveis do PFC 23, sobre AE OA e AO, sendo este resultado semelhante ao
apresentado quando realizada a andlise estatistica dos resultados das AE realizadas com o
extrato nao diluido. Isso significa que a dilui¢do dos extratos permitiu avaliar melhor o valor

das AE, mas ndo influenciou a analise dos efeitos das variaveis sobre esta resposta.
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Tabela 16. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo a partir das varidveis do
planejamento sobre AE OA e AO dos lipidios dos experimentos do cultivo de Spirulina

platensis (cepa Paracas).

AE 04 AE A0
Efeitos P Efeitos P
estimados estimados
Média 1,766 0,000 50,362 0,000
Curvatura 0,899 0,010 62,355 0,000
Glicose (X;) 0,048 0,762 -2,962 0,587
Ferro (X5) -0,406 0,022 -12,917 0,030
Glicerol (X3) 0,108 0,503 -8,402 0,138
Glicose — Ferro (X — X3) 0,108 0,503 3,220 0,556
Glicose — Glicerol (X; — X3) -0,051 0,750 -5,825 0,294
Ferro — Glicerol (X, — X3) 0,093 0,563 0,010 0,998

O mesmo comportamento foi observado com relacdo as AE AQO, entretanto
demonstrando a influéncia negativa do ferro sobre AE AO, entretanto demonstrando a

influéncia negativa do ferro sobre AE AO.

4.1.2 CEPA PARACAS (PFC 2?)

A fim de realizar-se uma sequencia na otimizac¢do da produ¢ao de biomassa e lipidios
pela Spirulina platensis, cepa Paracas, um Planejamento Fatorial Completo 27 foi realizado,
tendo como variaveis independentes a concentragdo de ferro e glicerol adicionados via modo
batelada alimentada, visto estes fatores terem sido significativos no Planejamento anterior. A

adi¢do de glicose foi fixada em 3 mmol/L (PFC 22, apresentado na Tabela 4).

4.1.2.1 Crescimento microalgal

A Tabela 17 apresenta os pardmetros de crescimento celular da microalga para os

experimentos do Planejamento Fatorial Completo (PFC) 2°.
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Tabela 17. Parametros de crescimento celular dos experimentos do cultivo em estado

submerso Spirulina platensis, cepa Paracas (PFC 27).

Exp. X X Cuex  Mumax Tg Alog R’
(gcélulas/L-") (d-") () (d)
1 -1(0,10) -1 (0,02) 423 0,1408 4,92 16 09948
2 1 (0,20) -1(0,02) 4,13 0,1347 5,15 16  0,9807
3 -1(0,10) 1 (0,04) 4,36 0,1585 4,37 16 0,9853
4 1 (0,20) 1 (0,04) 4,12 0,1271 5,45 20 0,9869
5 0(0,15) 0 (0,03) 5,11 0,1415 490 20 0,9862
7 0(0,15) 0 (0,03) 4,19 0,1552 447 16 0,9882

8  0(0,15)  0(0,03) 570 011707 4,06 16 09700

X; - Adigéo de ferro (mmol/L); X, - Adigéo de glicerol (mmol/L); Adigao de glicose fixa (3 mmol/L); Cax=
concentragdo celular maxima (g/L); max = velocidade especifica maxima de crescimento (d"); Tg= tempo de
geracio (d); Alog = intervalos de tempo utilizados na regressio exponencial (d); R?= coeficientes de
determinac@o das regressdes. Optou-se por excluir o Exp. 6 (ponto central).

As concentragdes maximas (Cpax) observadas foram superiores as obtidas no primeiro
planejamento fatorial realizado com esta cepa, possivelmente em virtude da adi¢do de glicose
ter sido fixada em uma concentragdo mais alta que os outros ensaios (3 mmol/L). A Cpax foi
de 5,70 gcélulas/L no Exp. 8 (ponto central, com adi¢do de 0,15 mmol/L de Ferro ¢ 0,03
mmol/L de Glicerol), o qual também apresentou maior pmey (0,1707 d™).

O Exp. 1 (Controle) adicionado somente de glicose (3 mmol/L) apresentou Cpax de
423 gcé[ulaS/L_l, HUmax 0,1408 d'e tg de 4,92 d, Golmakani e colaboradores (2012) em estudo
realizado com Spirulina platensis, sob diferentes fontes de carbono, obtiveram com cultivo
com adicdo de glicose (1,0 g/L de glicose) em batelada alimentada resultados de Cpax de
2,05 Zeetutas/L ™", max 0,19 d”" e tg 3,71 d.

Os indutores ferro e glicerol tiveram diferentes influéncias sobre Cpax. O ferro teve
influéncia negativa (maiores C,,x foram observadas nos ensaios da menor adigdo de ferro -
0,10 mmol/L) e o glicerol influéncia positiva, mas ambas as variaveis ndo demonstraram
significancia estatistica. Este resultado difere da analise do PFC 2* anterior, demonstrando que
com o aumento da concentracdo de glicose esta passa a ter efeito majoritario em relagdo as
demais variaveis.

Nas Figuras 7 a e 7 b estdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga
Spirulina platensis, cepa Paracas durante os 30 d de cultivo dos ensaios. O crescimento dos
cultivos foi semelhante at¢ o 9° dia, no qual foram realizadas as primeiras adi¢des das

variaveis, conforme PFC 22 (Tabela 17).
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Figura 7. Curvas de crescimento microalgal dos ensaios da Spirulina platensis, cepa Paracas,
PFC 22,
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4.1.2.2 Quantificacao lipidios e Atividade Emulsificante dos lipidios produzidos

A Tabela 18 apresenta os percentuais de lipidios obtidos a partir das biomassas do

cultivo de Spirulina platensis, cepa Paracas*, conforme PFC 22,
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Tabela 18. Percentuais de lipidios e determinagdes referentes a Atividade Emulsificante (AE
A/O e O/A) dos lipidios obtidos a partir das biomassas obtidas no PFC 2" para a Spirulina

platensis, cepa Paracas.

Exp. Xi X lipidios AE
(%) O/A (UE/mgy;,) A/O (UE/mgy,)
1 -1(0,10) -1(0,02) 5,73+0,18 1,23+0,02 43,68+1,78
2 1(0,20) -1(0,02) 5,88+0,06 1,38+0,07 46,91+4,40
3 -1(0,10) 1(0,04) 4,46+0,06 1,24+0,04 42,02+2,78
4 1(0,20) 1(0,04) 3,99+0,02 1,75+0,07 71,64+4,32
5 0(0,15 0(0,03) 4,68+0,20 1,51£0,06 30,48+1,15
6 0(0,15 0(0,03) 5,88+0,09 1,71£0,12 39,13+1,52
7 0(0,15 0(0,03) 5,12+0,01 1,63+0,11 41,73+£1,93
8 0(0,15) 0(0,03) 4,92+0,09 1,35+0,00 32,65+1,90

X; Adigdo de ferro (mmol/L); X, - Adigdo de glicerol (mmol/L); AE — Atividade Emulsificante; O/A — Oléo
em agua; A/O — Agua em dleo.

Em comparagdo com os percentuais de lipidios observados no PFC 2* verifica-se um
decréscimo. Embora tenha-se observado maior Cp,x com adi¢do de glicose em 3 mmol/L, as
concentragdes de lipidios na biomassa diminuiram. Este efeito foi observado por Montero e
colaboradores (2011) que obtiveram elevada biomassa e produ¢do de lipidios neutros em
estudos realizados com a microalga Tetraselmis suecica.

Os maiores percentuais de lipidios foram obtidos nos Exp. 2 (adi¢do de 0,20 mmol/L
de ferro e 0,02 mmol/L de glicerol), e Exp. 6 (ponto central) nos quais obteve-se 5,88% de
lipidios. Observa-se que a adi¢do de glicerol no seu nivel superior (0,04 mmol/L) ndo
influenciou no acimulo de lipidios dos ensaios (Exp. 3 e Exp. 4) e sim contribuiu para uma
queda de 32,14% no percentual de lipidios quando comparados ao Exp. 1, no qual se obteve
5,73% de lipidios, nos Exp. 3 e Exp. 4 obteve-se 4,46% e 3,99% de lipidios respectivamente.
Pode-se afirmar que a adigdo do nivel superior de glicerol (0, 04 mmol/L) ndo foi positiva
para o acimulo de lipidios nos ensaios, o que pode ser confirmado pela analise estatistica. A
adi¢do do ferro, quando adicionado isolado (Exp. 2) em seu nivel superior (0,20 mmol/L),
contribuiu de maneira discreta, para o incremento lipidico do ensaio (2,62%).

Golmakani e colaboradores (2012) realizaram cultivo de Spirulina com adicao de

glicose em batelada alimentada (1,0 g L), e obtiveram 5,6% de lipidio nessas condicdes.
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Semelhante ao percentual obtido no Exp. 1, o qual continha apenas adi¢do de glicose (3
mmol/L), no qual se obteve 5,73% de lipidios.

A andlise de variancia demonstrou que somente a adi¢do de glicerol foi significativa
(p<0,001) sobre o conteudo lipidico apresentando efeito negativo (-0,788).

Observa-se que as maiores AE OA e AO foram obtidas no Exp. 4 (AE OA 1,75
UE/mgjipigio € AE AO 71,64 UE/mgjipigio) adicionado de 0,20 mmol/L de Ferro e 0,04 mmol/L
de glicerol (maiores niveis da adicdo dos indutores). Pode-se se afirmar que os indutores
(ferro e glicerol) contribuiram para o aumento das AE OA e AO, uma vez que em todos os
experimentos houve atividade maior do que o Exp. 1 (menores niveis de adicdo dos
indutores).

Nos Exp. 2 e Exp. 7 obteve-se o mesmo percentual de lipidios (5,88%), mas diferentes
AE OA (1,38 UE/mgipidsio € 1,71 UE/mgiipiaio) € AE AO (46,91 UE/mgipigio € 39,13
UE/mgjipidgio), 1sso se deve ao fato de os indutores poderem estar influenciando na sintese de
lipidios, direcionando a biossintese para diferentes tipos de lipidios. Nao foi objetivo deste
trabalho avaliar a influéncia das condig¢des de cultivo sobre o tipo de lipidios produzidos
(polares ou neutros). Entretanto, sabe-se que os lipidios polares apresentam atividades
emulsificantes superiores aos lipidios neutros, conforme verificado por Tochetto e Franken
(2012), sendo que observaram 25,49 % =+ 0,44 correspondem aos lipidios neutros, 35,92%
+0,07 aos glicolipidios e 26,15 % + 0,23 aos fosfolipidios, sendo que os glicolipidios e os
fosfolipidios constituem a fragdo polar.

A Tabela 19 apresenta os efeitos estimados das variaveis do planejamento sobre AE
OA e AO, na qual observa-se que a influéncia da variavel X; (Ferro) foi significativa (p =
0,004) tendo efeito positivo sobre AE OA. A variavel X, (glicerol) ndo foi significativa ao

nivel de significancia estudado.

Tabela 19. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo a partir das variaveis do PFC 22 sobre

AE OA ¢ AO dos lipidios obtidos dos cultivos da Spirulina platensis, cepa Paracas.

AE 0OA AE A0
Efeitos P Efeitos P
estimados estimados
Média 1,397 0,000 51,062 0,000
Curvatura 0,297 0,046 -30,135 0,000
Ferro (X)) 0,330 0,004 16,415 0,000
Glicerol (X5) 0,185 0,074 11,540 0,004

Ferro — Glicerol (X — X») 0,180 0,081 13,190 0,001
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Com relacdo a AE AO, verificou-se que apenas os Exp. 2 e Exp. 4 apresentaram AE
AO (46,61 UE/mgjipigic € 71, 64 UE/mgipidio) maiores que o Exp. 1 (43,68 UE/mgipidio)-
Nesses casos se observa a influéncia positiva da variavel X; (Ferro) sobre AE AO, o que foi
comprovado pela analise estatistica. O Exp. 5 (ponto central) foi o que apresentou o menor
AE AO (30,48 UE/mgjpigio), em todos os pontos centrais (Exp. 6, Exp. 7 e Exp. 8)
apresentaram AE AO mais baixa em relacdo aos demais ensaios.

Verificou-se a influéncia positiva e significativa das variaveis X; (Ferro), e X,
(glicerol) (p = 0,000 e p = 0,004), bem como a interacdo entre elas (X;-X3) sobre AE AO (p =
0,001).

A andlise de variancia do modelo de regressdo gerado a partir da influéncia das
variaveis do PFC 22 sobre AE AO demonstra o valor superior de F calculado, que valida a
superficie de resposta (Figura 8) da interag@o entre as variaveis X; e X, sobre AE AO, que

demonstra que obteve-se os melhores de resultados de AE AO nos niveis superiores (+1) da

adi¢do de ferro e glicerol.

Figura 8. Superficie de resposta da intera¢@o entre as variaveis Ferro (X;) e Glicerol (X3)

sobre AE AO.
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Nota: Feaiculado = 24,768 € Fpitico = 3,356.

Na Tabela 20 ¢ apresentado um comparativo entres os parametros observados nos
diferentes planejamentos experimentais (PFC 23 e¢ PFC 22) da Spirulina platensis, cepa

Paracas. O PFC 23 teve adi¢do dos indutores glicose (0 a 2,0 mmol/L), ferro (0 a 0,10
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mmol/L) e glicerol (0 a 0,02 mmol/L) adicionados em batelada alimentada a cada 4 d. O PFC
22 teve a adicdo de ferro (0,10 a 0,20 mmol/L), glicerol (0,02 a 0,04 mmol/L) e a glicose foi
fixada em 3 mmol/L, sendo as adi¢des realizadas em batelada alimentada a cada 4 d.

Observando-se o crescimento celular, verificamos que o PFC 22 apresentou melhores
resultados, sendo observada Cyx de 5,70 gesu/L (com adigdo de ferro e glicerol), sendo neste
PFC fixado o nivel da adi¢@o de glicose em 3 mmol/L. Para o PFC 23 obteve-se Cyax de 4,
27gcuia/L (com adigdo de glicose e ferro).

O percentual de lipidios obtido foi de 9,51 % (com adicdo de ferro e glicerol) no PFC
23 e 5,88 % (adigdo ferro e glicerol) com nivel de adi¢do de glicose fixo no PFC 22.

As atividades emulsificantes observadas apresentaram maiores resultados no PFC 22,
sendo observados AE OA 1,75 UE/mgjpgios € AE AO 71,64 UE/mgiipigios (N0 ensaio
adicionado de 0,20 mmol/L de ferro e 0,02 mmol/L de glicerol). Para o PFC23 foram
observados AE OA 1,34 UE/mgjipidgios € AE AO 52,69 UE/mgjipidgios (N0 ensaio adicionado de

todos os indutores, sendo glicose 1,0 mol/L, ferro 0,05 mmol/L e glicerol 0,01 mmol/L)
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4.1.3 PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTES PELA Spirulina platensis, CEPA LEB-
52

4.1.3.1 Crescimento microalgal

A Tabela 21 apresenta os resultados de crescimento celular da S. platensis, cepa LEB-

52 para os experimentos do Planejamento Fatorial Completo (PFC) 23, sendo mostrados os
resultados de concentragdo maxima (Cpax), velocidades especificas (Llmax), tempo de geragdo
(Tg), intervalo de duracdo da fase exponencial de crescimento (Alog), coeficiente de regressao

exponencial para o calculo de . de cada experimento.

Tabela 21. Pardmetros de crescimento celular dos experimentos do cultivo de Spirulina
platensis, cepa LEB-52.
Exp. X X; X Cora Hnee Tg Aog R
(gcélulas/L-Y) (d-") () (d)

-1 (0,00) -1 (0,00) -1 (0,00) 3,02 0,0882 7,86 27 09224
1 (2,00) -1 (0,00) -1 (0,00) 3,69 0,1115 6,22 24 08916
-1 (0,00) 1(0,10) -1 (0,00) 2,73 0,0865 8,01 27 09257
1 (2,00) 1 (0,10) -1 (0,00) 3,43 0,0969 7,15 27 0,8849
-1 (0,00) -1 (0,00) 1(0,02) 3,20 0,0945 7,33 27 09417
1 (2,00) -1 (0,00) 1 (0,02) 3,66 0,1223 5,67 20 09582
-1 (0,00) 1 (0,10) 1 (0,02) 2,62 0,1369 5,06 17 0,9648
1 (2,00) 1(0,10) 1(0,02) 3,82 0,1013 6,84 27 09441
0 (1,00) 0 (0,05) 0(0,01) 3,15 0,1001 6,92 27 09015

10 0 (1,00) 0(0,05) 0(0,01) 3,29 0,1145 6,05 24 09051
X; - Adigéo de glicose (mmol/L); X, - Adigéo de ferro (mmol/L); Xs - Adigdo de glicerol (mmol/L); Cpax=
concentragdo celular maxima (g/L); Umax = velocidade especifica maxima de crescimento (d™); Tg = tempo de

geragio (d); Alog = intervalos de tempo utilizados na regressdo exponencial (d); R*= coeficientes de
determinagao das regressoes.

O 03 N L W~

Em todos os experimentos realizados com a cepa LEB-52 e adicionados de glicose
(Exp. 2, 4, 6, 8) ocorreu aumento da Cpax a exemplo do que também foi observado nos
experimentos com a cepa Paracas. Nos Exp. 3 e Exp. 7 (ndo adicionados de glicose) ndo
verificou-se crescimento celular superior ao controle (Exp. 1), podendo-se afirmar que a
glicose ¢ um bom indutor para crescimento celular, isto deve-se pelo fato de a glicose estar
disponivel no meio, fazendo com que o micro-organismo utilize-se dela e ndo da glicose
intracelular para seu metabolismo.

A maior Cp.x foi observada no Exp. 8 (adicionado de todos os indutores) no qual

verificou-se 3,82 gcélulas/L_l, a menor C,.x foi observada no Exp. 7 (adicionado de ferro e
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glicerol), 2,62 gcé|u|as/L'l. Ainda comparando esses dois experimentos, o Exp. 7 apresentou
maior e 0,1369 d” e tg de 5,06 d, enquanto o Exp. 8 apresentou pimay 0,1013 d”, e tg 6,84 d.
Apresentando menor Cmax e maior Wma, verifica-se que no Exp. 7 ocorreu o efeito do
sombreamento celular (MYERS e BURR, 1940; VONSHAK, 1997).

Nos Exp. 3 e Exp. 7 observa-se diminuig¢do de Cy,x, 0 que pode ser observado pela
adicdo de Ferro aos ensaios. O ferro mostrou apenas bons resultados para crescimento celular
nos ensaios em que foi adicionado também de glicose. Ja o glicerol também apresentou-se
como influéncia positiva, uma vez que nos ensaios em que foi adicionado, contribuiu para o
aumento de C.x. Nesse caso o micro-organismo realizou o metabolismo mixotréfico,
utilizando fontes de carbono organicas (glicose e glicerol). As varidveis ndo apresentaram
significancia estatistica ao nivel de significancia estudado sobre Cyax.

As concentragdes celulares dos ensaios realizados com as cepas Paracas e Leb-52
foram semelhantes, mas em média as maiores concentragdes celulares foram observadas nos
ensaios realizados com a cepa LEB-52.

Nas Figuras 9 a e 9 b estdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga
Spirulina platensis, cepa LEB-52 durante os 33 d de cultivo dos ensaios. O crescimento dos
cultivos foi semelhante at¢ o 6° dia, no qual foram realizadas as primeiras adi¢des das

solugdes dos indutores, conforme PFC (Tabela 3).

Figura 9. Curvas de crescimento microalgal dos ensaios da Spirulina platensis, cepa LEB-52
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4.1.3.2 Quantificacao lipidios e Atividade Emulfificante dos lipidios produzidos

Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados do percentual de lipidios obtidos a

partir dos ensaios com a Spirulina platensis, cepa LEB-52, bem como as determinagdes das

atividades emulsificantes dos lipidios obtidos.

Tabela 22. Percentuais de lipidios e atividades emulsificantes (AE A/O e O/A) dos lipidios

obtidos a partir das biomassas obtidas no PFC 2° para a Spirulina platensis, cepa LEB-52.

Exp. X; X, X; (%) lipidios AE

O/A (UA/mg lip)  A/O (UE/mg lip)
1 -1 (0) -1 (0,00) -1 (0,00) 3,71+0,23 3,77+0,41 72,32+3,36
2 1(2) -1 (0,00) -1 (0,00) 4,55+0,17 2,65+0,36 51,99+5,62
3 -1 (0) 1(0,10) -1 (0,00) 3,48+0,16 3,59+0,35 129,02+7,14
4 1(2) 1(0,10) -1 (0,00) 3,49+0,20 2,84+0,09 82,074 .91
5 -1 (0) -1 (0,00) 1(0,02) 4,06+0,16 1,85+0,07 49,14+3,40
6 1(2) -1 (0,00) 1(0,02) 4,28+0,25 1,67+£0,21 72,79+3,79
7 -1 (0) 1(0,10) 1(0,02) 2,35+0,17 4,93+0,72 187,76+7,45
8 1(2) 1(0,10) 1 (0,02) 3,40+0,05 4,10+0,03 37,73+4,38
9 0 (1) 0(0,05) 0(0,01) 6,64+0,12 2,48+0,00 81,1842,27
10 0(1) 0(0,05) 0(0,01) 6,86+0,12 2,24+0,17 48,51+3,47
11 0(1) 0(0,05) 0(0,01) 6,87+0,34 2,06+0,02 62,74+0,18

Com relacdo aos lipidios obtidos, observa-se um comportamento diferenciado no

percentual de lipidios em comparagdo aos ensaios com a cepa Paracas, verificando-se que a
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média do percentual de lipidios nos ensaios foi baixa com excecdo dos resultados dos pontos
centrais do PFC 23.

O maior percentual de lipidio foi observado no Exp. 11 (ponto central) 6,87% e o
menor percentual, foi observado no Exp. 7 (ferro e glicerol) 2,35%.

Observou-se que nos ensaios em que o ferro foi adicionado aos cultivos, estes
apresentaram percentual menor de lipidios, quando comparados ao Exp. | (sem adi¢do de
nutrientes). Tanto a glicose quanto o glicerol demonstraram incremento no percentual lipidico
nos ensaios aos quais foram adicionados. Ja no Exp. 7, adicionado de ferro e glicerol, este
apresentou percentual de lipidios inferior aos demais, sendo inclusive o ensaio no qual se
obteve o menor percentual (2,35%), o que se deve a influéncia do indutor ferro, que néo
contribuiu para o incremento lipidico dos ensaios aos quais foi adicionado.

Verificou-se nos pontos centrais (Exp. 9, 10 e 11) um ponto de maximo no percentual
lipidico, quando comparado aos demais ensaios. Observou-se nestes ensaios que a adigdo dos
indutores (glicose, ferro e glicerol) contribuiu significativamente para o aumento do
percentual lipidico.

Na Tabela 23 estdo apresentados os efeitos estimados e coeficientes de regressao,
gerados a partir das variaveis do PFC sobre o percentual de lipidios dos experimentos
realizados com a Spirulina platensis, cepa LEB-52, verifica-se nos experimentos que todas as
variaveis foram significativas para o incremento no percentual de lipidios realizados com essa
cepa. A adigdo de glicose aos ensaios foi significativa (p<0,001), de forma que nos ensaios
com sua adi¢do houve aumento do percentual de lipidios. O ferro apresentou efeito negativo
significativo (-0,485 e p<0,001). O mesmo comportamento foi observado para a adi¢do de
glicerol, que apresentou efeito negativo significativo (-0,141 e p<0,011).

Tabela 23. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo a partir das varidveis do
planejamento sobre a concentragdo de lipidios dos experimentos realizados com Spirulina
platensis, cepa LEB-52. R?=0,97623.

Coeficientes Efeitos P
de Regressdo estimados

Média 3,663 3,663 0,000
Curvatura 3,126 6,252 0,000
Glicose (X1) 0,265 0,530 0,000
Ferro (X3) -0,485 -0,970 0,000
Glicerol (X3) -0,141 -0,282 0,011
Glicose — Ferro (X — X3) -0,001 -0,002 0,979
Glicose — Glicerol (X; — X3) 0,052 0,105 0,294

Ferro — Glicerol (X; — X3) -0,162 -0,325 0,004
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A Tabela 24 apresenta a analise de variancia do modelo de regressdo gerado a partir da
influéncia das variaveis do planejamento no percentual de lipidios do cultivo da Spirulina
platensis, cepa LEB-52. Observa-se o valor de Feacylago 82,127, superior ao valor de Feritico, ©
que permite a apresentacdo da superficie de resposta da intera¢ao das variaveis X, (ferro) e X3

(glicerol) sobre o percentual de lipidios (Figura 10).

Tabela 24. Anadlise de variancia do modelo de regressdo gerado a partir da influéncia das
variaveis do planejamento sobre a concentra¢do de lipidios do cultivo da Spirulina platensis,

cepa LEB-52. R>=0,97623.

Fator Soma dos Graus de Quadrado  Valor F  Fcritico
quadrados liberdade médio calculado
Regressao 48,320 8 6,040 163,777 2,766
Erro 1,176 13 0,036
Soma dos quadrados 49,497 21

totais (SS)

Figura 10. Superficie de resposta entre as varidveis ferro (Xz) x glicerol (X3) sobre a

concentragdo de lipidios.

Em relagdo as atividades emulsificantes OA e AO, obtidas a partir dos lipidios
extraidos dos cultivos de Spirulina platensis, cepa LEB-52 (Tabela 22. Percentuais de lipidios
e atividades emulsificantes (AE A/O e O/A) dos lipidios obtidos a partir das biomassas
obtidas no PFC 2° para a Spirulina platensis, cepa LEB-52.Tabela 22) observa-se que nos
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experimentos adicionados de ferro e glicerol (Exp. 7), obtiveram-se as melhores AE, tanto
O/A (4,93 UE/mglipidio) quanto A/O (187, 76 UE/mglipidio), €Xperimento este, que apresentou
menor percentual de lipidios (2,35%).

Com relagdo a AE OA, pode-se observar que a adi¢ao de Glicose nos ensaios diminuiu
a AE, quando comparados com o ensaio controle (Exp. 1), com exce¢do do Exp. 8, ao qual
foram adicionadas todas as varidveis (glicose, ferro e glicerol). A adi¢do de ferro, contribuiu
para o aumento da AE OA nos ensaios aos quais foi adicionada. Ja o glicerol, quando
adicionado com glicose e ferro demonstrou maiores resultados.

O melhor resultado para AE AO foi também observado no Exp. 7 (ferro e glicerol), no
qual obteve-se 187,76 UE/ngiipidio € 0 menor resultado foi obtido no Exp. 10 (ponto central)
48,51 UE/ngiipigio- A AE AO foi positivamente influenciada pela adi¢do do indutor ferro, uma
vez que contribuiu para maiores resultados de AE AO, assim como a glicose, que por sua vez
teve uma influéncia negativa sobre as determinagdes em questdo. Ja o glicerol teve influéncia
positiva quando adicionado de glicose e/ou ferro.

A Tabela 25 apresenta os efeitos estimados a partir das varidveis do planejamento
sobre AE OA e AO dos lipidios extraidos dos cultivos da Spirulina platensis, cepa LEB-52,
na qual confirma a influéncia significativa AE OA sobre as variaveis glicose (X;) p = 0,000 e
ferro (X3) p= 0,000, sobre AE OA, na qual observa-se também o efeito negativo da glicose e
positivo do ferro. Com relacdo as AE AO, observa-se a influéncia da adi¢do de ferro aos

ensaios e a nao adi¢ao de glicose para melhores resultados de AE A/O.

Tabela 25. Efeitos estimados a partir das variaveis do planejamento sobre AE OA e AO dos

lipidios extraidos dos cultivos da Spirulina platensis, cepa LEB-52.

AE 04 AE AO
Efeitos P Efeitos P
estimados estimados
Média 3,171 0,000 82,023 0,000
Curvatura -1,830 0,000 -35,764 0,106
Glicose (X;) -0,723 0,000 -56,460 0,000
Ferro (X3) 1,381 0,000 40,150 0,002
Glicerol (X3) -0,076 0,645 10,437 0,351
Glicose — Ferro (X; — X3) -0,071 0,667 -45377 0,000
Glicose — Glicerol (X; — X3) 0,216 0,204 -19,470 0,093

Ferro — Glicerol (X, — X3) 1,376 0,000 10,850 0,333
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A superficie de resposta (Figura 11) refrente a interag@o das varidveis X, (ferro) x X3

(glicerol), p= 0,000, na qual observa-se que as maiores AE AO foram obtidas nos niveis
superiores (+1) de adi¢@o dessas varidveis.

Figura 11. Superficie de resposta referente a interagdo das variaveis ferro (X,) x glicerol (X3)

sobre AE OA.

(OpHPEREN YO N

NOTA: Feaiculado 28,717 € Feritico 2,764

Superficie de resposta (Figura 12) da interagdo entre as variaveis glicose (X;) x ferro
(X2) (p=0,000), a qual apresenta graficamente os melhores resultados de AE A/O no nivel

inferior (-1) da adigdo de glicose e no nivel superior (+1) da adigao de ferro.

Figura 12. Superficie de resposta da interagdo entre as variaveis glicose (X;) x ferro (X5)

sobre a AE AO

(opdn FREn ON I

o %=

NOTA: Feaiculado 9,527 € Feritico 2,764
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A Tabela 26 apresenta um comparativo dos pardmetros obtidos nos cultivos de
Spirulina platensis, cepas Paracas e LEB-52 a partir dos PFC 22. Nos quais os indutores
glicose, ferro e glicerol foram adicionados em batelada alimentada a cada 4 d, através de
solugdes estoque. As adi¢des dos indutores foram nas seguintes concentragdes: glicose (0 a
2,0 mmo/L), ferro (0 a 0,10 mmol/L) e glicerol (0 a 0,02).

Os ensaios realizados com Spirulina platensis apresentaram comportamentos
diferenciados, para as duas cepas LEB-52 e Paracas, para quase todos os parametros
observados.

Com relacao ao Crescimento Celular, a cepa Paracas apresentou melhores resultados
quando da adi¢do dos indutores glicose, ferro e glicerol, isto é, eles contribuiram para o
aumento da concentragdo celular maxima (C.x) de forma positiva, sendo observadas C.x de
4,27 geema/L (adicdo de glicose e ferro nos niveis superiores), para a cepa Paracas, e 3,82
Zeetulas/L (adicdo de todos os indutores nos niveis superiores) para a cepa Leb-52.

O percentual de lipidios obtido foi de 9,51 % (com adi¢do de ferro e glicerol nos
niveis superiores) para a cepa Paracas e 6,87 % (adicdo de todos os indutores no nivel 0,
sendo este, um dos pontos centrais) para a cepa LEB-52. A adi¢do dos indutores foi
significativa para ambas as cepas, uma vez que no ensaio adicionado de todos os indutores da
cepa Paracas foi obtido um percentual de lipidios de 9,1 % (adi¢do de todos os indutores no
nivel superior), proximo ao percentual obtido sem a adi¢ao da glicose.

As determinagoes das atividades emulsificantes apresentaram melhores resultados com
a adi¢do dos indutores (um dos pontos centrais) para a cepa Paracas, sendo observados AE
OA 1,34 UE/mgiipigio € AE AO 52,69 UE/mgjipiaio- Para a cepa LEB-52, os melhores resultados
foram obtidos com adi¢do de ferro e glicerol (nos niveis superiores), sendo obtidos AE OA
4,93 UE/mgiipigio € AE AO 187,76 UE/mgjipidio-
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4.2 USO DOS BIOSSURFACTANTES EM BIORREMEDIAGAO

421 USO DOS LIPIDIOS MICROALGAIS EXTRAIDOS EM ENSAIO DE
BIORREMEDIACAO

Os lipidios microalgais extraidos foram utilizados em ensaio de biorremediacdo de
solo contaminado com residuos oleosos, com o objetivo de avaliar a capacidade de
biodegradagdo dos contaminantes pelos micro-organismos em compara¢do com a técnica de

atenuagao natural.

4.2.1.2. Evolucgao de CO; e Biodegradacdo do contaminante

A Figura 13 apresenta a liberagdo de CO,, durante os 60 d de ensaio de
biorremedia¢do. Pode-se observar que os maiores valores de C acumulado (mg C) foram
verificados nos ensaios adicionados do contaminante Biodiesel + Biossurfactante lipidico
(Exp. 5), os quais acumularam 1.341,65 mg de CO,, respectivamente, seguidos dos ensaios
adicionados do contaminante Diesel + Biossurfactante lipidico (Exp. 4), com 775,3 mg C
gerados respectivamente. Os Exp. 1 (Controle), Exp. 2 (Atenuagdo Diesel) e Exp. 3
(Atenuacao Biodiesel) apresentaram valores acumulados de C (mg) bem inferiores, 56,69 mg,
184,51 mg e 246,80 mg de CO, acumulados, respectivamente, nesses ensaios. Observa-se que
os ensaios adicionados do biodiesel apresentaram maiores valores acumulados de C evoluidos

quando comparados aos ensaios adicionados de diesel.
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Figura 13. Evolucdo de CO; ao longo dos 60 d do ensaio.
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Pedrotti (2007) avaliou durante 15 d, diferentes cepas de micro-organismos, os quais
mostraram diferentes potenciais de biodegradagdo de hidrocarbonetos de petrdleo, avaliadas
em termos de producdo de CO,. As maiores produgdes de CO, observadas foram de 80,71 mg

a 112,21 mg de CO..

A Tabela 27 apresenta os modelos de regressdo do CO, evoluido em fung¢do do tempo

para todos os ensaios de biorremediagao.

Tabela 27. Modelo de Regressdo da curva para quantificacdo de CO; evoluido.

Técnica Modelo R’

CO2evoluidomg) = 0,9526t +2,0422  0,9665
COxevoluido(mg) = 3,1642t + 1,7537  0,9951
COzevoluidomg) = 4,1143t +0,0374  0,9965
COxevoluidomg) = 13,085t + 53,061 0,9804
COxevoluidomg) = 22,559t + 0,431 0,9983

1- Controle

2 - Atenuagao Diesel

3 - Atenuacao Biodiesel

4 - Diesel + Bioestimulagdo Lipidio

5 - Biodiesel + Bioestimulag@o Lipidio

Na Tabela 28 estdo apresentados os percentuais de biodegradagdo de 6leos e graxas
obtidos nos ensaios, nos tempos inicial (0 d), 30 d e 60 d. Verifica-se que o uso do
biossurfactante lipidico possibilitou elevados percentuais de biodegradag¢do, como pode ser

observado no Exp. 5 (biodiesel + biossurfactante), com biodegradacdo de 81,86% do
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contaminante. Os ensaios realizados com diesel + biossurfactante (Exp. 4) também
demonstraram alto percentual de biodegradacdo, nesse ensaio foi observado 81,73 % de
biodegradagdo do contaminante. O menor percentual de biodegradacdo foi observado no Exp.

3 (atenuagdo + biodiesel), no qual obteve-se apenas 30,09 % de biodegradacao.

Tabela 28. Percentual de biodegradac@o ao longo dos 60 d do ensaio.

% de biodegradacao

Ensaio 30d 60d
2 - Atenuagio Diesel 56,37+6,22 54,36+9,32
3 - Atenuacgao Biodiesel 33,76£2,88 30,09+7,68
4 - Diesel + Bioestimulacao Lipidio 68,34+7.82 81,73+5,16
68,97+1,57 81,86+0,83

5 - Biodiesel + Bioestimulac¢ao Lipidio

Verifica-se que a biodegradacdo dos contaminantes diesel e biodiesel foram
semelhantes quando adicionados de biossurfactante, obtendo-se percentuais de biodegradagio
muito préximos. Nos ensaios em que ndo houve adigdo de biossurfactante verificou-se maior
percentual de biodegradacdo nos experimentos adicionados de diesel, o que pode ser
explicado pelo fato de existirem no solo micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos
de petroleo. Para a degradagdo do biodiesel pelos micro-organismos deste solo, o
biossurfactante microalgal fez-se necessario, a fim de dispersar as moléculas do contaminante,
tornando-as biodisponiveis e entdo serem degradadas, o que foi observado nos ensaios
adicionados de biossurfactante, que independente do contaminante apresentaram percentuais
de biodegradacao semelhantes.

Chrzanowski e colaboradores (2012) utilizaram bactérias produtoras de ramnolipidio
para biodegradacdo de diesel e biodiesel B20 (20% de biodiesel e 80% diesel v/v). Os
resultados obtidos confirmaram que o biodiesel é o combustivel de preferéncia biodegradado
em compara¢ao com diesel. Cyplik e colaboradores (2011) obtiveram resultados semelhantes
em que as amostras de biodiesel e sem biossurfactantes foi dissipada a uma velocidade maior
em relacdo ao 6leo diesel puro, enquanto a remogao de 6leo diesel na mistura B20 ocorreu a
um ritmo mais lento, sendo que a degradacdo do diesel foi de 20%.

Estudos realizados por Santos e Milioni (2003) verificaram a biodegradagao de
somente 19,8% do contaminante de um solo contaminado com o6leo cru e utilizando

biossurfactante ramnolipidio, obtido de Pseudomonas. Milioni e colaboradores (2007)
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utilizaram biossurfactante ramnolipidio (0,4 % e 0,6 %) para biodegradagdo de dleo cru e
obtiveram 50% de biodegradacdo do contaminante.

Lin e colaboradores (2011) estudaram a biodegradacao de 6leo testando 5 tratamentos
ao longo de 100 d: landfarming convencional, aprimoramento de nutrientes, adicdo de
biossurfactante ramnolipidio, bioaumentagdo (consércio microbiano de quatro cepas de
bactérias degradadoras de petrdleo), e combinacdo de bioaumentacdo e adicdo de
biossurfactante. A melhor eficiéncia de degradacdo total foi obtida por bioaumentacdo +
biossurfactante (90 %), seguida por bioaumentagdo (86 %), aprimoramento de nutrientes (84
%), adicdo de biossurfactante (78 %) e landfarming (68 %). A velocidade de degradagao
observada foi bem maior no inicio. Resultados semelhantes foram em nosso trabalho, com
percentual de biodegradacdo de 80 %, com maiores percentuais de biodegradagdo nos
primeiros 30 d.

Este comportamento é explicado por Tauk (1990), uma vez que no solo ocorre uma
rapida decomposicdo inicial da matéria labil e, posteriormente, num processo mais lento, a
decomposi¢ao de materiais resistentes. Esta fase lenta pode ocorrer devido ao mecanismo de
adsorcdo, a estabilizacao dos metabolitos e a queda da taxa de biomassa no solo. Verificou-se
neste trabalho que enquanto nos ensaios de atenuacgao a biodegradagao ocorreu somente até os
30 d, nos ensaios com biossurfactante a biodegradagdo ocorreu mesmo que em taxas
inferiores aos primeiros 30 d até os 60 d de ensaio. Isto demonstra a acdo dos biossurfactantes
nos processos de mobilizagdo dos contaminantes da fragdo organica do solo.

Kaczorek e colaboradores (2011) verificaram que a biodegradagdo dos
hidrocarbonetos insoluveis em agua pode ser significativamente aumentada pela adigdo de
biossurfactante. Os resultados obtidos indicaram que, neste sistema de biodegradagdo, depois
de 21 d, 92% do dleo diesel pode ser degradado usando Pseudomonas alcaligenes.
Verificaram que o tipo de fonte de carbono influencia as propriedades de superficie das
células dos micro-organismos.

Em estudo sobre a eficiéncia e o padrdo de degradagdo de petrdleo de amostras de
lodo e solo arenoso poluido de uma refinaria de 6leo, foi utilizado um consorcio bacteriano de
Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus e Micromonospora, isolados a partir de uma amostra
de lama de petréleo e caracterizados. Nitrogénio, fésforo e um surfactante quimico foram
adicionados para ambas as amostras ¢ a bioaumentagdo foi usada na amostra de solo. Depois
de 12 semanas, o grau obtido de degradacdo de TPH (total de hidrocarbonetos de petroleo)
elevou-se a 82 % - 88 % em lama de petrdleo e 86 % - 91 % no solo poluido (GOJGIC-
CVIIOVIC et. al. 2011).
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4.2.1.2.1 Andlise estatistica dos resultados

A Tabela 29 apresenta os efeitos estimados e coeficientes de regressao gerados a partir
das variaveis sobre a evolugdo de CO,, verificando-se que as variaveis (técnica de
biorremediacdo e contaminante) foram significativas (p < 0,001) sobre a evolucao de CO,. Os
efeitos estimados foram positivos (X; efeito = 842,81 e X; efeito = 314,31). A interacdo entre
as variaveis X; - X, também apresentou efeito positivo significativo (efeito = 252,02 e p =
0,001). Demonstrando que tanto a técnica (adicdo de biossurfactante) como o contaminante

(biodiesel) foram as melhores condi¢des para os maiores valores acumulados de C (1.341,65

mg).

Tabela 29. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo gerados a partir das variaveis sobre a

Evolugao de CO..

Coeficientes Efeitos D
de Regressdo estimados
Média 5478639 637,06 <0,001
Técnica (X) -50319 842,81 <0,001
Contaminante (X3) -54880 314,31 <0,001
Técnica—Contaminante (X; — X3) 504 252,02 0,001

Na analise de variancia do modelo de regressdo gerado a partir da influéncia das
variaveis sobre a Evolugdo de CO,, na qual verificou-se valor de Fcaiculado (26,07), superior ao
Feritico (6,59) validando o modelo estatistico.

A Tabela 30 apresenta os efeitos estimados e os coeficientes de regressdo gerados a
partir das variaveis (técnica de biorremediagdo e tipo de contaminante) sobre o percentual de
biodegradag¢do do contaminante na qual observa-se o efeito positivo e significativo de X;
(Técnica) (39,567 e p=0,001). A variavel X, e a interacdo entre as variaveis X; (Técnica) x X»

(Contaminante) ndo apresentaram-se significativas ao nivel de significancia estudado.
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Tabela 30. Efeitos estimados e coeficientes de regressdo gerados a partir das varidveis sobre o

percentual de biodegradagao de 6leos e graxas.

Coeficientes Efeitos D
de Regressio estimados
Média 268086,9 62,013 0,000
Técnica (X)) -2436,5 39,567 0,001
Contaminante (X;) -2683,3 -12,072 0,060
Técnica— Contaminante (X; — X3) 244 12,197 0,058

A Tabela 31 apresenta a comparagdo de médias através do Teste de Tukey a 5% de
significancia para o percentual de biodegradagdo e evolugdo de CO, em funcdo da técnica e

do contaminante.

Tabela 31. Teste de Tukey para comparacdo das médias das varidveis sobre % de

biodegradagao.
Técnica Contaminante B;'%eg:;lggg}o ggjl(t;fjsijsi
2 Atenuagio Biodiesel 30,09° 246,80°
I Atenuagdo Diesel 54,36 184,51°
3 Biossurfactante Diesel 81,73b 775,30b
4 Biossurfactante Biodiesel 81,86 1341,64°

NOTA: Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa a 5% de
significancia.

Verifica-se através dos resultados do teste de Tukey (Tabela 7) que a técnica de
biorremediacao utilizada foi significativa (p<0,05) sobre o percentual de biodegradagdo e
sobre a evolucao de CO, obtidos nos ensaios, sendo que os melhores resultados foram obtidos
nos solos adicionados do biossurfactante lipidico. O contaminante influenciou os resultados
de CO,; obtidos, sendo a maior evolugdo de CO, obtida no ensaio adicionado de biodiesel
(p<0,05) em comparacdo com os demais ensaios. O ensaio adicionado de diesel e
biossurfactante também apresentou resultados de evolucdo de CO, superiores aos obtidos na
atenuagdo natural (p<0,05).

Esse comportamento ¢ explicado via rotas metabdlicas pela quais esses contaminantes
sdo degradados (DEON, et al, 2012). O biodiesel € um combustivel derivado de dleos vegetais
ou animais, normalmente composto de ésteres metilicos e acidos graxos de cadeia longa
(SCOTT et al., 2010). No processo de biodegradagdo, os acidos graxos sdo convertidos

diretamente até acetilCOA pela beta-oxidac@o para posterior conversdo a CO, através do ciclo
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de Krebs (BERG et al., 2006). Em comparagao, os hidrocarbonetos de cadeia linear (alcanos,
alcenos) primeiramente precisam ser convertidos a alcodis, aldeidos e posteriormente a acidos
graxos, para entdo serem convertidos via B-oxidagdo (FRITSCHE e HOFRICHTER, 2005). Ja
compostos aromaticos como os HPAs e BTEX, presentes no 6leo diesel, envolvem a
conversdao do substrato aromatico em um metabolito como o catecol, com posterior abertura
do anel por enzimas denominadas dioxigenases e conversdo a compostos como acetil-CoA,

oxalato e piruvato, os quais sdo intermediarios do processo respiratorio (LEMOS et al., 2009).
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CONCLUSAO

O crescimento celular da microalga Spirulina platensis foi beneficiado pela adigédo dos
indutores glicose, ferro e glicerol, sendo obtida concentracdo celular maxima de 5,70 geeuia/L
no cultivo realizado com a cepa Paracas, nas concentragdes de glicose de 3 mmol/L, ferro de
0,15 mmol/L e glicerol de 0,03 mmol/L.

O maior percentual de lipidios foi obtido com a Spirulina platensis cepa Paracas,
obtendo-se 9,51 % de lipidios com a adig@o de ferro (0,10 mmol/L) e glicerol (0,02 mmol/L).

Os melhores resultados de atividade emulsificante foram obtidos com a cepa LEB-52,
com adigdo de ferro (0,10 mmol/L) e glicerol (0,02 mmol/L), sendo observados os valores de
AE OA 4,93 UE/mgjipigio ¢ AE AO 187,76 UE/mgiipidio-

A melhor cepa para acumulo de lipidios e produtividade de biomassa é a Spirulina
platensis cepa Paracas, cultivada com adi¢ao dos indutores glicose, glicerol e ferro.

A biorremediacdo de solo contaminado com diesel e biodiesel adicionada de
biossurfactante microalgal demonstrou-se eficiente, apresentando resultados de biodegradagao
e evolucdo de CO, elevados. Obteve-se 81,7 % e 81,9 % de biodegradagdo para o diesel e
biodiesel, respectivamente, em comparagdo com a atenuacao natural, na qual obteve-se 54,4
% e 30,1 % para diesel e biodiesel. A evolug@o de CO; apresentou 1.341,65 mg e 775,3 mg de
C (mg) acumulado para o biodiesel e diesel, respectivamente, nos ensaios adicionados do
biossurfactante.

Os lipidios microalgais, extraidos da microalga S. platensis demonstraram-se
eficientes e com grande potencial de aplicacdo em processos de biorremediagao de residuos

oleosos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Testar diferentes niveis e modo de adi¢do dos indutores;

- Testar outros indutores para acimulo de lipidios, entre eles Nitrogénio e Fosforo;

- Caracterizar e classificar os lipidios microalgais da Spirulina platensis como
biossurfactantes e elencar potenciais novas aplicagcdes nos mais diferentes setores;

- Definir condi¢des de cultivo para FES de Spirulina platensis;
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ANEXO 1 - MEIO ZARROUK

Meio Zarrouk

O Meio Zarrouk ¢ o meio de cultivo para Spirulina platensis (ZARROUK, 1966).

N° Reagentes 5L
01 NaHCO;3 Bicarbonato de Sodio 84,0
02 K,HPO; Fosfato de Potassio 2,5
03 NaNO; Nitrato de Sodio 12,5
04 K,SOq Sulfato de Potassio 5,0
05 NaCl Cloreto de Socio 5,0
06 MgSO,4 Sulfato de Magnésio 1,0
07 CaCl, Cloreto de Calcio 0,2
08 FeSOq4 Sulfato ferroso 0,05
09 EDTA EDTA 0,4
10 Sol A Sol A 5 ml
11 Sol B¢ Sol Bg 5ml

OBS: Todos os reagentes devem ser pesados e diluidos em agua destilada e autoclavados.
Para isso deve-se utilizar erlens de 250 mL com 200 ml de dgua destilada com exce¢ao do n°
8 (Sulfato Ferroso) que deve ser autoclavado separado da agua. O reagente n° 1 (bicarbonato
de so6dio) necessita de um erlen maior (2 L) o qual se dilui com 1 L de agua destilada. O meio
deve ser acondicionado em baldo volumétrico de 5 L, no qual pode ser autoclavado o restante
da 4gua para que se complete 5 L (2,4 L). Apds autoclavados os reagentes, devem ser

misturados em ordem e por fim adicionadas as solugdes A e Bg.
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ANEXO 2 - METODO PARA EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE
LIPIDIOS

Metodologia para extracdo e quantificacéo de lipidios de microalgas
Método de Folch e Lees (1956) adaptado segundo Colla et. al. (2004)

- Pesar 0,5g de amostra

- adicionar 5 mL de cloroféormio:metanol (2:1)

- agitar em ultrassom durante 5 min e centrifugar a 10.000 rpm durante 10 minutos;

- recolher o sobrenadante com uma pipeta e repetir os passos 3X.

- filtrar os sobrenadantes em papel filtro, lavando o filtro com 10 mL da mistura de reagentes;
- em um funil de separagdo, adicionar % do volume de KC1 0,88%. Misturar cuidadosamente.
Na separagdo de fases, utilizar a fase inferior.

- novamente no funil, adicionar %4 do volume de metanol:dgua (2:1), agitar cuidadosamente e
na separacao de fases utilizar a fase inferior.

- filtrar em sulfato de sodio anidro;

- colocar o filtrado em um baldo de fundo chato (previamente tarado e pesado) e evaporar o
solvente em rotaevaporador.

- levar a estufa a 50° C até peso constante (= 2 h).

- determinar o % de lipidios em g 100" de biomassa.
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RESUMO
As microalgas tem sido foco de omutos estudos nos ultimos anos tendo em vista s grande aplicabilidade ma

Microalzae have been focus of many studies in recent years due to its wide applicability in food and
L ! in biomedical and environmental areas. The environmental applications of
microalgae inchade the tsofixation of CO.. in the removal of organic marter and toxic metals from wastewater,
in the biofiels production. as biodiesel and bioethanol. and m the production of lipid molecules with surfactant
activiry. moﬂ;lmgh!uhdmﬂlp&&ﬂm;hnmhs%gﬂpﬂmmm
sectors with particular enphasis m the eovommental area. The objective was to review the main
emvironmenta] applications of microalgas culnures, with emphasis on Spruima plarensiz,
Keywords: microalgae, environmental applications, Spruima piarensis.

1. INTRODUCAO

A preocupagdo com as questoes ambientais tem se tornado cada vez mas evidentes em fimg3o
da demasiada utilizagio de recursos naturais em processos produtivos, acamretando assun um elevado
potencial de polugdo desses recursos pelas industnas (BARCELLOS et al., 2009).

A crescente demanda por produtos e servigos tem elevado drasticamente a atividade mdusmal
gerando cada vez mas residuos e elevando a unhizagio dos recursos natwrars, os quais estio tornando-
5@ 85033505 @ mnufas vezes enconfram-se poluidos e degradados (DAL MAGRO et al., 2011). Diante
desse cenano, busca-se ahiar desenvohimento econdmuco com protegdo ambiental desenvolvendo-se
novos s, novas alternativas de processos e técmcas eficientes no combate e remediagio da
poluigio, tormando assim. a atividade mdusmal menos mpactante a0 meio ambiente.
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APENDICE B - CRESCIMENTO CELULAR

Tabela 1. Acompanhamento do Crescimento celular — Spirulina platensis, cepa Paracas (PFC 22)

Experimento 0 3d 6d 9d 13d 16d 20d 23d 27d 30d
1 - controle 026 041 063 101 1,82 234 259 3,11 372 423
2- ferro 028 038 063 1,13 197 2,63 351 4,12 413 407
3 — glicerol 027 036 062 1,06 236 284 345 290 414 436
4—ferro +glicerol 026 038 0,62 097 1,66 2,14 305 335 371 412
5- PG, 026 038 059 1,11 204 254 397 456 479 511
6 - PC, 026 039 064 095 201 249 3,17 3,19 371 384
7 PC; 027 039 066 100 233 276 348 325 397 419

8 - PC, 027 036 064 1,02 308 3,09 402 403 569 570
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APENDICE C - DETERMINAGCAO DE LIPIDIOS

Tabela 1. Percentual de lipidios obtidos Spirulina platensis, cepa Paracas (PFC 23)

Média -

Exp.  Biomassa  balio baldo + lipidios % lipidios Desv. pad. cv
1A 0,302 100,7558 100,7779 7,32 6,81+0,71 10,57
1B 0,300 107,107 107,1259 6,30
2A 0,302 107,0992 107,119 6,56  6,45+0,14 2,31
2B 0,301 100,762 100,7811 6,35
3A 0,302 1158125 115,8386 8,64 8,63+0,02 0,27
3B 0,302 107,039 107,065 8,601
4A 0,300 100,7585 100,7797 7,07  7,05+0,01 0,23
4B 0,301 135,2134 135,2346 7,04
SA 0,301 134,0068 134,0292 7,44  7,04+0,57 8,12
5B 0,300 107,1043 107,1242 6,63
6A 0,302 115,8123 115,8377 8,41 8,42+0,01 0,23
6B 0,301 100,7584 100,7838 8,44
TA 0,303 134,004 134,0332 9,64 9,50+0,18 1,99
7B 0,301 107,0383 107,0665 9,37
8A 0,300 135,2152 135,2438 9,53  9,10+0,60 6,69
8B 0,301 107,1021 107,1282 8,67
9A 0,302 134,0068 134,0212 4,77  4,79+0,03 0,72
9B 0,301 107,0388 107,0533 4,82
10A 0,301 115,8152 115,8312 5,32 5,27+0,07 1,33
10B 0,301 107,0417 107,0574 5,22
11A 0,303 107,1052 107,1138 2,84  3,32+0,68 20,48
11B 0,300 135,217 135,2284 3,80

Tabela 2. Percentual de lipidios obtidos Spirulina platensis, cepa Paracas (PFC 22)
Meédia -

Exp.  Biomassa  balio baldo + lipidios % lipidios Desv. pad. cv
1A 0,302 102,319 102,3359 5,60 5,73+0,18 3,297
1B 0,307 106,8016 106,8196 5,86
2A 0,304 126,4682 126,4864 5,99 5,88+0,07 1,731
2B 0,305 101,9491 101,9667 5,77
3A 0,301 107,1034 107,1167 4,42 4,46+0,06 1,393
3B 0,304 101,6527 101,6664 4,51
4A 0,307 88,3233 88,3356 4,01 3,99+0,02 0,584
4B 0,302 124,1380 124,1500 3,97
SA 0,301 101,6561 101,6706 4,82 4,68+0,20 4,294
5B 0,300 107,1063 107,1199 4,53
6A 0,301 126,4752 126,4927 5,81 5,88+0,09 1,597
6B 0,301 88,3249 88,3428 5,95
7A 0,302 106,8057 106,8212 5,13 5,12+0,01 0,223
7B 0,301 101,957 101,9724 5,12
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8A 0305  102,3221 102,3373 4,98 4,92+0,09 1,885
8B 0305  124,1414 124,1562 4,85

Tabela 3. Percentual de lipidios obtidos Spirulina platensis, cepa LEB-52 (PFC 2?)

Média -

Exp.  Biomassa __ balio baldo + lipidios % lipidios Desv. pad. cv
1A 0,302 104,1132 104,1249 3,87 3,71+0,23 6,313
1B 0,302 89,2035 89,2142 3,54
2A 0,302 108,3265 108,3406 4,67 4,55+0,17 3,772
2B 0,305 88,9007 88,9142 4,43
3A 0,301 102,9216 102,9324 3,59 3,48+0,15 4,515
3B 0,306 101,4897 101,5000 3,37
4A 0,300 99,3198 99,3307 3,63 3,49+0,20 5,858
4B 0,305 135,218 135,2282 3,34
SA 0,304 102,8858 102,8978 3,95 4,06+0,15 3,915
5B 0,302 89,4038 89,4164 4,17
6A 0,305 107,1077 107,1202 4,10 4,28+0,25 5,903
6B 0,303 94,4018 94,4153 4,46
7A 0,304 107,042 107,0495 2,47 2,35+0,16 7,154
7B 0,305 100,7632 100,7700 2,23
8A 0,300 101,6342 101,6443 3,37 3,40+0,04 1,373
8B 0,300 156,0392 156,0495 343
9A 0,306 106,801 106,8218 6,73 6,64+0,12 1,870
9B 0,302 88,322 88,3421 6,56

10A 0,304 102,839 102,8602 6,94 6,86+0,11 1,695
10B 0,304 88,871 88,8916 6,78

11A 0,302 105,276 105,296 6,62 6,87+0,34 5,016

11B 0,301 103,938 103,9591 7,11
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DETERMINACAO

DAS

ATIVIDADES

Quadro 1. AE OA Paracas (PFC 2?)

leitura 1 | leitura 2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
1A1 1,821 1,777 1,751 1,783 1,017 16,9 1,204
1A2 1,87 1,858 1,857 1,861 1,096 16,9 1,297
1A3 1,849 1,842 1,827 1,839 1,073 16,9 1,270
1,257
1BI 1,879 1,87 1,866 1,871 1,106 18,0 1,229
1B2 1,862 1,854 1,849 1,855 1,089 18,0 1,210
1B3 1,87 1,863 1,851 1,861 1,095 18,0 1,217
1,219
leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
2A1 2,022 2,008 2,002 | 2,010667 1,2451 18,2 1,368254
2A2 2,144 2,12 2,127| 2,130333 1,3648 18,2 1,499756
2A3 2,001 2,095 2,096 2,064 1,2984 18,2 1,426862
1,431624
2B1 1,913 1,902 1,901 | 1,905333 1,1398 17,6 1,295202
2B2 1,855 1,849 1,839 1,847667 1,0821 17,6 1,229672
2B3 2,057 2,095 2,047 | 2,066333 1,3008 17,6 1,478157
1,334343
leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
3A1 1,845 1,848 1,845 1,846 1,0804 13,3 1,624728
3A2 1,58 1,552 1,567 1,566333 | 0,8008 13,3 1,204177
3A3 1,432 1,433 1,428 1,431 0,6654 13,3 1,000668
1,276525
3Bl 1,333 1,28 1,275 1,296 0,5304 13,7 0,774371
3B2 2,076 2,08 2,069 2,075 1,3094 13,7 1,911598
3B3 1,399 1,393 1,391 1,394333 | 0,6288 13,7 0,917924
1,201298
leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
4A1 2,002 2,023 2,018 2,014333 1,2488 12,3 2,030533
4A2 1,535 1,531 1,527 1,531 0,7654 12,3 1,244625
4A3 1,888 1,889 1,885 1,887333 1,1218 12,3 1,824029
1,699729
4B1 2,021 2,034 2,033 2,029333 1,2638 12 2,106296
4B2 1,385 1,38 1,376 1,380333 | 0,6148 12 1,02463
4B3 2,148 2,139 2,145 2,144 1,3784 12 2,297407

1,809444




leitura 1 |leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
SA1 1,699 1,694 1,691 | 1,694667 0,9291 14,5 1,281533
5A2 1,892 1,894 1,888 | 1,891333 1,1258 14,5 1,552797
5A3 1,897 1,898 1,896 1,897 1,1314 14,5 1,560613
1,464981
5B1 1,87 1,874 1,866 1,87 1,1044 13,6 1,624183
1B2 1,725 1,717 1,718 1,72 0,9544 13,6 1,403595
1B3 1,879 1,867 1,875| 1,873667 1,1081 13,6 1,629575
1,552451

leitura 1 |leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
6A1 2,336 2,35 2,347 2,344333 1,5788 17,5 1,804317
6A2 2,097 2,099 2,095 2,097 1,3314 17,5 1,521651
6A3 2,375 2,938 2,4 2,571 1,8054 17,5 2,063365
1,796444
6B1 2,328 2,326 2,327 2,327 1,5614 17,9 1,744631
6B2 2,113 2,115 2,124| 2,117333 1,3518 17,9 1,510366
6B3 2,211 2,209 2,21 2,21 1,4444 17,9 1,613904
1,622967

leitura 1 | leitura 2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
7Al 2,111 2,109 2,108| 2,109333 1,3438 15,5 1,733907
TA2 2,261 2,265 2,264| 2,263333 1,4978 15,5 1,932616
7TA3 1,908 1,905 1,904 | 1,905667 1,1401 15,5 1471111
1,712545
7B1 2,027 2,024 2,022 | 2,024333 1,2588 15,4 1,634776
7B2 1,929 1,983 1,928 | 1,946667 1,1811 15,4 1,533911
7B3 1,918 1,925 1,92 1,921 1,1554 15,4 1,500577
1,556421

leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
8Al 2,065 2,064 2,06 2,063 1,2974 15,2 1,707164
8A2 2,115 2,111 2,109| 2,111667 1,3461 15,2 1,771199
8A3 1,194 1,195 1,193 1,194 0,4284 15,2 0,563743
1,347368
8B1 2,265 2,266 2,264 2,265 1,4994 14,8 2,026276
8B2 1,104 1,196 1,079 1,126333 0,3608 14,8 0,487538
8B3 1,906 1,903 1,902 1,903667 1,1381 14,8 1,537988
1,350601

Quadro 2. AE AO Paracas (PFC 2?)

124

1AE IB |
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 média | MYjipidio UE/ nglividi
1Al E 25,09 25,10 25,10 25,38 25,17
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61,03 61,11 61,11 61,13 61,10 16,9| 41,87665
1A2 23,80 23,70 23,90 23,87 23,82
62,68 62,66 62,66 62,60 62,65 16,9|  44,99025
1A3 21,12 21,36 21,36 21,67 21,38
62,57 62,69 62,59 62,59 62,61 16,9] 40,4069
42,42463
1B1 27,89 27,92 27,92 27,56 27,82
63,03 63,11 63,21 63,22 63,14 18|  39,31085
1B2 27,91 27,46 27,92 27,05 27,59
63,41 63,76 63.86 63,88 63,73 18|  48,09541
1B3 26,35 26,35 26,21 26,22 26,28
61,53 61,53 61,54 61,69 61,57 18|  47,42828
44,94485
24 E2B
2A1 24,50 24,57 24,69 24,69 24,61
65,61 65,75 65,76 65,70 65,71 18,2|  41,16384
2A2 25,51 25,44 25,97 25,99 25,73
63,53 63,57 63,58 63,50 63,55 18,2|  44,49127
2A3 25,50 25,79 25,97 25,09 25,59
61,59 61,39 61,59 61,45 61,51 18,2|  45,71682
43,79065
2B1 27,56 27,12 27,12 26,52 27,08
64,87 64,91 64,80 64,81 64,85 17,6| 4745399
2B2 27,62 27,65 26,96 26,65 27,22
64,82 64,44 64,42 64,73 64,60 17,6]  47,88022
2B3 30,72 30,72 30,71 30,61 30,69
63,85 63,76 63,58 63,63 63,71 17,6|  54,74453
50,02625
34E 3B
3A1 18,40 18,41 18,37 18,36 18,39
65,15 65,03 65,05 65,04 65,07 13,3]  42,48913
3A2 16,28 16,28 16,43 16,52 16,38
64,21 64,37 64,66 64,83 64,52 13,3  38,17231
3A3 22,55 22,00 21,98 21,72 22,06
64,71 64,57 64,55 64,56 64,60 13,3 51,3591
44,00685
3B1 14,93 14,30 14,76 14,08 14,52
62,91 62,92 62,98 63,36 63,04 13,7]  33,61769
3B2 11,46 11,59 11,10 11,27 11,36
64,13 64,07 64,07 64,01 64,07 137] 2587271
3B3 26,32 26,11 26,77 26,76 26,49
63,57 63,57 63,76 63,92 63,71 13,7]  60,70408
40,06482
4AE4B
4A1 25,84 25,80 25,96 2531 25,73
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T 64,01 64,15 64,32 64,41 64,22 12,3 6513813
4A2 2431 27,85 27,88 2735 26,85
T 64,33 64,33 64,78 64,71 64,54 123]  67,64202
4A3 27,42 27,08 27,99 27,99 27,62
T 61,42 61,56 61,76 61,42 61,54 123]  72,97785
68,586
4B1 30,70 30,76 30,89 30,22 30,64
T 65,54 65,81 66,03 66,20 65,90 12| 77,50335
4B2 31,67 31,67 30,77 31,01 31,28
T 63,56 63.80 63,98 63,31 63,66 12| 8189018
4B3 24,93 23,91 23,92 23,69 24,11
T 62,13 62,13 61,97 62,21 62,11 12| 64,70375
74,69909
SAE 5B
5A1 21,18 21,17 14,43 14,73 17,88
T 61,67 61,76 61,22 62,47 61,78 145|  27,93668
5A2 23,69 21,91 20,66 21,39 21,91
T 64,39 64,43 64,66 64,66 64,54 145|  34,85679
SA3 18,69 15,33 15,33 15,85 16,30
T 58,75 58,85 58,86 59,16 58,91 145|  26,19091
29,66146
5B1 E 26,55 26,80 26,55 24,41 26,08
T 62,96 63,19 63,46 63,55 63,29 13,6| 47,82342
5B2 E 16,39 15,82 15,76 13,24 15,30
T 60,57 60,57 60,34 60,80 60,57 13,6] 24,38366
5B3 E 13,83 13,52 13,88 15,75 14,25
T 60,78 60,92 60,82 60,78 60,83 136] 21,67115
31,29274
6AE 6B
6Al 28,67 28,68 28,47 28,54 28,59
T 61,36 61,31 61,30 61,25 61,31 175| 4337418
6A2 30,58 30,64 30,55 30,46 30,56
T 60,87 60,84 60,93 61,05 60,92 175]  47,39968
6A3 24,78 19,92 19,73 19.37 20,95
T 60,02 60,02 60,15 60,41 60,15 175|  29,88152
40,21846
6B1 31,28 31,11 31,13 31,06 31,15
T 62,26 62,41 62,44 62,42 62,38 17,9]  46,08111
6B2 25,74 21,55 22,05 24,48 23,46
T 61,57 61,57 61,20 61,59 61,48 17,9]  32,92268
6B3 24,77 24,75 24,09 24,15 24,44
T 60,57 60,58 61,06 61,24 60,86 17,9] 3516516
38,05632
7Al 29,38 29,39 29,25 28,83 2921
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T 61,67 61,68 61,44 61,48 61,57 15,5 50,01891
7TA2 E 21,42 26,89 26,82 27,58 25,68
T 64,19 64,21 64,22 64,13 64,19 15,5 40,41371
7A3 E 21,79 21,79 19,30 19,70 20,65
T 63,46 63,70 63,84 63,42 63,61 15,5 30,67726
40,36996
7B1 E 25,30 25,66 25,72 25,79 25,62
T 61,31 60,96 61,59 61,97 61,46 15,4 42,85716
7B2 E 25,65 25,33 25,33 25,90 25,55
T 61,38 61,64 61,76 61,45 61,56 15,4 42,63208
7B3 E 26,08 26,03 26,73 26,73 26,39
T 62,19 62,52 62,08 62,06 62,21 15,4 43,81803
43,10242
8Al E 15,49 26,09 15,05 15,39 18,01
T 59,66 59,86 60,02 59,68 59,81 15,2 28,18804
8A2 E 32,32 31,87 32,01 32,07 32,07
T 63,82 63,90 64,06 64,17 63,99 15,2 54,51578
8A3 E 11,74 9,40 9,36 10,13 10,16
T 58,83 59,11 59,18 59,18 59,08 15,2 11,19865
31,30082
8Bl E 120,86 20,87 20,35 20,71 20,82
T|59,93 59,97 60,17 60,43 60,13 14,8 35,06026
8B2 E ]19,56 19,94 19,15 19,22 19,47
T[61,69 61,95 61,52 61,54 61,68 14,8 30,92079
8B3 E 2596 21,60 21,13 21,37 22,51
T |63,62 63,65 63,79 63,89 63,74 14,8 36,00124
33,9941
Quadro 3. AE OA LEB-52
IAEIB
leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lipidio (mg) UE/mg lip
1A1 2,549 2,551 2,537 2,545667 1,3917 11,69 3,968254
1A2 2,32 2,321 2,319 2,32 1,1660 11,69 3,324779
1A3 2,26 2,258 2,261 | 2,259667 1,1057 11,69 3,152742
3,481925
1B1 2,557 2,556 2,555 2,556 1,4020 10,7 4,367601
1B2 2,507 2,492 2,498 2,499 1,3450 10,7 4,190031
1B3 2,319 2,32 2,321 2,32 1,1660 10,7 3,632399
4,063344
leitura 1 | leitura2 |leitura 3 Média E24 lip (mg) AE/mg lip
2A1 2,31 2,304 2,309 | 2,307667 1,1537 14,1 2,727344
2A2 2,102 2,097 2,105| 2,101333 0,9473 14,1 2,239559
2A3 2,091 2,103 2,083 | 2,092333 0,9383 14,1 2,218282

2,395062




2B1 2,317 2,307 2,306 2,31 1,1560 13,5 2,854321
2B2 2,27 2,262 2,268 | 2,266667 1,1127 13,5 2,747325
2B3 2,414 2,409 2,42 | 2,414333 1,2603 13,5 3,111934
2,904527
leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lip (mg) AE/mg lip

3A1 2,359 2,347 2,323 2,343 1,1890 10,8 3,669753
3A2 2,156 2,16 2,161 2,159 1,0050 10,8 3,101852
3A3 2,211 2,207 2,205| 2,207667 1,0537 10,8 3,252058
3,341221

3B1 2,383 2,388 2,395| 2,388667 1,2347 10,3 3,995685
3B2 2,347 2,324 2,33 | 2,333667 1,1797 10,3 3,817691
3B3 2,304 2,317 2,303 2,308 1,1540 10,3 3,734628
3,849335

leitura 1 | leitura2 | leitura 3 Média E24 lip (mg) AE/mg lip

4A1 2,017 2,01 2,009 2,012 0,8580 10,9 2,623853
4A2 2,122 2,128 2,137 2,129 0,9750 10,9 2,981651
4A3 2,047 2,044 2,031 | 2,040667 0,8867 10,9 2,711519
2,772341

4B1 1,973 1,98 1,962 | 1,971667 0,8177 10,2 2,672113
4B2 2,206 2,203 2,202 | 2,203667 1,0497 10,2 3,430283
4B3 1,958 1,955 1,954 | 1,955667 0,8017 10,2 2,619826
2,907407

5A1 1,55 1,552 1,553 ] 1,551667 0,3977 12,0 1,10463
5A2 2,049 2,037 2,016 2,034 0,8800 12,0 2,444444
5A3 1,932 1,934 1,925 | 1,930333 0,7763 12,0 2,156481
1,901852

5B1 1,917 1,912 1,893 | 1,907333 0,7533 12,6 1,992945
5B2 1,858 1,847 1,842 1,849 0,6950 12,6 1,838624
5B3 1,746 1,745 1,744 1,745 0,5910 12,6 1,563492
1,798354

6A1 1,818 1,819 1,818 | 1,818333 0,6643 12,5 1,771556
6A2 1,713 1,711 1,706 1,71 0,5560 12,5 1,482667
6A3 1,635 1,632 1,631 | 1,632667 0,4787 12,5 1,276444
1,510222

6B1 1,559 1,556 1,55 1,555 0,4010 13,5 0,990123
6B2 1,957 1,961 1,971 1,963 0,8090 13,5 1,997531
6B3 2,159 2,157 2,153 | 2,156333 1,0023 13,5 2,474897
1,82085

7A1 1,961 1,957 1,949 | 1,955667 0,8017 7,5 3,562963
TA2 2,216 2,226 2,221 2,221 1,0670 7,5 4,742222
7A3 2,274 2,266 2,272 | 2,270667 1,1167 7,5 4,962963

128
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4,422716
7B1 2,3 2,299 2,302 | 2,300333 1,1463 6,8 5,619281
7B2 2,434 2,439 2,436 | 2,436333 1,2823 6,8 6,285948
7B3 2,061 2,059 2,058 | 2,059333 0,9053 6,8 4,437908

5,447712
8Al 2,49 2,493 2,494 | 2,492333 1,3383 10,1 4,416942
8A2 2,219 2,217 2,214 2,216667 1,0627 10,1 3,507151
8A3 2,454 2,46 2,459 | 2,457667 1,3037 10,1 4,30253

4,075541
8B1 2,331 2,326 2,329 2,328667 1,1747 10,3 3,80151
8B2 2,463 2,461 2,46 | 2,461333 1,3073 10,3 4,230852
8B3 2,497 2,505 2,495 2,499 1,3450 10,3 4,352751

4,128371
9Al 2,655 2,657 2,66 2,657333 1,5033 20,6 2,432578
9A2 2,721 2,728 2,727 2,725333 1,5713 20,6 2,542611
9A3 2,685 2,696 2,684 | 2,688333 1,5343 20,6 2,48274

2,485976
9B1 2,652 2,649 2,65| 2,650333 1,4963 19,8 2,51908
9B2 2,604 2,6 2,608 2,604 1,4500 19,8 2,441077
9B3 2,615 2,614 2,611 2,613333 1,4593 19,8 2,45679

2,472316
10A1 2,519 2,525 2,523 | 2,522333 1,3683 21,1 2,161664
10A2 2,532 2,529 2,525 | 2,528667 1,3747 21,1 2,171669
10A3 2,406 2,439 2,438 | 2,427667 1,2737 21,1 2,012112

2,115148
10B1 2,968 2,957 2,96 | 2,961667 1,8077 20,6 2,925027
10B2 2,438 2,426 2,431 | 2,431667 1,2777 20,6 2,067422
10B3 2,462 2,462 2,463 | 2,462333 1,3083 20,6 2,117044

2,369831
11A1 2,503 2,505 2,501 2,503 1,3490 20,0 2,248333
11A2 2,187 2,188 2,182 2,185667 1,0317 20,0 1,719444
11A3 2,518 2,53 2,528 | 2,525333 1,3713 20,0 2,285556

2,084444
11B1 2,46 2,459 2,468 | 2,462333 1,3083 21,4 2,037902
11B2 2,456 2,451 2,453 | 2,453333 1,2993 21,4 2,023884
11B3 2,478 2,491 2,499 | 2,489333 1,3353 21,4 2,079958

2,047248

Quadro 4. AE AO LEB-52

Leitura 1

Leitura 2

Leitura 3

Leitura 4

média

MGiipidio UE/y,

1Al

17,71

17,48

7,07

7,68

12,49

lipidio
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61,70 61,69 62,04 62,16 61,90 | 20,17044 62,83627
1A2 18,51 18,55 16,50 16,97 17,63
58,73 58,89 58,90 58,83 58,84 | 29,96813 93,35867
1A3 18,37 9,22 9,40 18,37 13,84
63,49 63,38 63,67 63,38 63,48 | 21,80214 67,91945
69,94654
1B1 17,71 17,48 7,07 7,68 12,49
61,70 61,69 62,04 62,16 61,90 | 20,17044 62,83627
1B2 18,51 18,55 16,50 16,97 17,63
58,73 58,89 58,90 58,83 58,84 | 29,96813 93,35867
1B3 18,37 9,22 9,40 18,37 13,84
63,49 63,38 63,67 63,38 63,48 | 21,80214 67,91945
74,7048
14 E 1B
2A1 8,44 8,04 8,24 8,37 8,27
61,35 61,57 61,82 61,50 61,56 14,1 31,76858
2A2 6,87 6,87 5,66 6,86 6,57
63,38 62,27 62,77 62,89 62,83 14,1 24,70271
2A3 22,63 22,77 22,87 22,86 22,78
61,47 61,46 61,52 61,53 61,50 14,1 87,58328
48,01819
2B1 18,06 17,45 17,06 17,06 17,41
64,64 64,66 64,85 64,66 64,70 13,5 66,4294
2B2 26,38 15,42 15,89 15,99 18,42
64,64 64,58 64,58 64,59 64,60 13,5 70,40749
2B3 8,11 8,11 8,44 7,88 8,14
64,51 64,63 64,63 64,69 64,62 13,5 31,08631
55,9744
3A E 3B
3Al 25,93 25,23 25,88 25,05 25,52
63,93 63,95 64,14 63,75 63,94 10,8 123,1937
3A2 29,38 29,05 29,18 29,90 29,38
64,26 64,55 64,05 64,45 64,33 10,8 140,9526
3A3 25,77 21,77 21,77 18,45 21,94
63,34 62,64 62,79 62,65 62,86 10,8 107,7338
123,96
3B1 31,32 20,24 20,09 20,01 22,92
64,46 65,45 65,45 65,13 65,12 10,3 113,8755
3B2 28,75 28,75 28,83 28,40 28,68
64,24 64,47 64,00 63,75 64,12 10,3 144,7768
3B3 27,91 27,91 28,10 28,11 28,01
62,51 63,22 63,41 63,41 63,14 10,3 143,5584
134,0702
44 E 4B
4A1 25,36 17,61 18,27 25,42 21,67
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61,10 61,24 61,35 61,62 61,33 10,9|  108,0328
4A2 7,18 6,83 6,53 6,72 6,82
61,01 61,19 61,38 61,26 61,21 10,9|  34,04832
4A3 25,02 24,24 19,05 6,58 18,72
60,98 61,11 61,18 61,17 61,11 109]  93,69228
78,59114
4B1 421 422 426 3,78 4,12
63,84 63,97 63,54 64,01 63,84 102] 21,07751
4B2 2331 21,90 23,07 21,82 22,53
60,48 60,47 60,56 60,45 60,49 102]  121.6914
4B3 15,62 15,65 27,51 27,52 21,58
61,84 61,87 61,99 61,99 61,92 102]  113,8625
85,54381
SAE 5B
5A1 11,42 10,79 11,10 11,32 11,16
65,50 64,08 64,45 65,05 64,77 12,0  47,85094
5A2 25,90 9,27 9,27 25,90 17,59
65,81 66,04 66,20 66,20 66,06 12,0]  73,94092
SA3 7,34 7,50 7,55 7,69 7,52
63,54 63,58 63,37 64,02 63,63 12,0  32,82997
51,54061
5B1 12,53 12,53 11,99 11,54 12,15
65,12 65,12 65,20 65,20 65,16 12,6| 49,31897
5B2 19,24 12,78 12,84 12,39 14,31
58,53 58,68 58,73 59,00 58,74 12,6] 6446541
SB3 6,18 6,32 6,41 6,45 6,34
63,28 63,28 63,59 63,89 63,51 12,6| 2640921
46,7312
64 E 6B
6Al 26,13 25,86 25,86 26,32 26,04
62,86 63,19 63,19 63,58 63,21 125]  109.8753
6A2 23,05 23,83 23,63 23,85 23,59
62,43 62,55 62,88 62,08 62,49 125|  100,6748
6A3 3,83 3,60 3,73 3,47 3,66
61,35 61,51 61,51 61,58 61,49 12,5 15,8623
75,4708
6B1 23,45 3,95 4,29 7,35 9,76
66,54 66,55 63,54 63,52 65,04 135|  37,05365
6B2 26,86 26,43 27,07 27,08 26,86
64,30 64,53 64,87 65,58 64,82 135] 1023156
6B3 25,64 25,97 10,46 10,81 18,22
63,28 62,80 63,04 63,38 135|  70,98084
70,1167
7AL 28,26 28,30 28,50 28,52 28,40
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63,17 63,15 63,15 63,64 63,28 7,5 199,439
TA2 E 26,10 26,31 26,06 26,08 26,14
61,23 61,65 61,43 61,56 61,47 7,5 188,9888
7A3 E 26,44 26,61 26,01 26,00 26,27
60,91 61,29 61,40 61,28 61,22 7,5 190,6784
193,0354
7B1 E 26,21 17,47 18,57 20,71 20,74
62,39 62,46 62,49 62,49 62,46 6,8 162,7774
7B2 E 26,44 26,45 26,45 26,13 26,37
60,24 60,30 60,47 60,47 60,37 6,8 214,1005
7B3 E 28,11 17,78 20,18 21,25 21,83
62,96 62,64 62,66 62,66 62,73 6,8 170,5879
182,4886
84 E 8B
8Al E 7,01 7,01 7,12 7,28 7,11
59,24 59,48 59,80 59,64 59,54 10,1 39,38335
8A2 E 4,86 4,86 4,97 5,03 4,93
60,31 60,76 61,09 61,09 60,81 10,1 26,7554
8A3 E 6,81 6,81 7,06 6,51 6,80
59,30 59,60 59,32 59,32 59,39 10,1 37,77721
34,63865
8B1 E 7,97 7,98 8,11 8,11 8,04
61,56 61,75 61,34 61,34 61,50 10,3 42,32287
8B2 E 6,98 6,66 6,55 6,89 6,77
60,43 59,76 60,16 60,27 60,16 10,3 36,42155
8B3 E 8,29 8,46 8,24 8,23 8,31
61,33 61,32 61,52 61,57 61,44 10,3 43,74871
40,83105
94 E 9B
9Al E 29,61 29,67 29,66 29,67 29,65
60,69 60,71 60,89 61,03 60,83 20,6 78,87784
9A2 E 30,95 30,95 31,27 31,36 31,13
61,74 61,75 61,93 61,23 61,66 20,6 81,69668
9A3 E 30,76 31,14 31,17 31,18 31,06
64,15 64,42 64,17 64,51 64,31 20,6 78,15424
79,57625
9B1 E 29,61 29,67 29,66 29,67 29,65
60,69 60,71 60,89 61,03 60,83 19,8 82,06483
9B2 E 30,95 30,95 31,27 31,36 31,13
61,74 61,75 61,93 61,23 61,66 19,8 84,99755
9B3 E 30,76 31,14 31,17 31,18 31,06
64,15 64,42 64,17 64,51 64,31 19,8 81,31199
82,79146
104 E 10B
10A1 E 6,24 6,37 6,37 6,51 6,37
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T 63,07 63,47 63,65 63,73 63,48 21,1 15,85876
10A2 E 15,75 15,81 16,00 16,04 15,90
T 62,34 62,66 62,94 62,63 62,64 21,1 40,09815
10A3 E 39,15 29,43 29,74 30,14 32,12
T 61,36 61,67 61,91 61,91 61,71 21,1 82,21122
46,05604
10B1 E 27,78 26,26 26,24 26,44 26,68
T 62,26 61,84 62,21 62,00 62,08 20,6 69,54455
10B2 E 25,67 25,74 26,06 26,06 25,88
T 60,70 60,88 60,88 61,20 60,92 20,6 68,75329
10B3 E 5,84 5,88 5,56 5,52 5,70
T 63,18 63,18 63,23 63,33 63,23 20,6 14,58691
50,96158
11A1 E 27,99 28,30 28,12 28,12 28,13
T 61,36 61,75 62,03 62,36 61,88 20,0 75,77778
11A2 E 24,99 10,19 9,26 9,36 13,45
T 61,95 61,91 61,28 61,29 61,61 20,0 36,38626
11A3 E 27,42 27,20 26,67 27,71 27,25
T 59,74 59,92 59,98 60,42 60,02 20,0 75,67553
62,61319
11B1 E 26,40 18,90 19,06 19,08 20,86
T 60,79 61,18 61,05 61,05 61,02 21,4 53,25064
11B2 E 28,39 28,12 28,20 27,72 28,11
T 63,87 64,08 64,23 64,06 64,06 21,4 68,34398
11B3 E 26,50 26,49 25,79 25,84 26,16
T 60,35 60,67 60,93 61,14 60,77 21,4 67,03669
62,87711
Quadro 5. AE OA Paracas (PFC 2°) 1 mL
leitura 1 leitura2 | leitura 2 Média mg lip UE/mglipidio
1Al 0,464 0,433 0,43 0,442333 16,5 0,1273
1A2 0,666 0,62 0,623 0,636333 16,5 0,3857
1A3 0,469 0,494 0,5 0,487667 16,5 0,1547
0,2226
1B1 0,917 0,87 0,877 0,888 22,1 0,2967
1B2 0,835 0,791 0,716 0,780667 22,1 0,2481
1B3 0,523 0,533 0,531 0,529 22,1 0,1342
0,2263
2A1 0,801 0,776 0,77 0,782333 19,8 0,2778
2A2 0,452 0,466 0,459 0,459 19,8 0,1145
2A3 0,568 0,561 0,538 0,555667 19,8 0,1633
0,1852
2B1 0,927 0,94 0,935 0,934 24 0,2924
2B2 1,187 1,184 1,156 1,175667 24 0,3931
2B3 1,337 1,314 1,31 1,320333 24 0,4533




0,3796
3A1 1,454 1,452 | 444 1,45 26,1 0,4665
3A2 1,939 1,934 1,936 1,936333 26,1 0,6529
3A3 1,237 1,227 1,225 1,229667 26,1 0,3821

0,5005
3B1 0,86 0,822 0,818  0,833333 26 0,2312
3B2 1,059 1,05 1,044 1,051 26 0,3149
3B3 1,905 1,895 1,885 1,895 26 0,6395

0,3952
4A1 1,782 1,783 1,786 1,783667 21,2 0,7318
4A2 0,689 0,649 0,632  0,656667 21,2 0,2002
4A3 2,44 2,421 2427 2,429333 21,2 1,0363

0,6561
4B1 1,331 1,291 1,29 1,304 212 0,5055
4B2 1,73 1,724 1,704 1,719333 21,2 0,7014
4B3 2,712 2,71 2,712 2711333 212 1,1693

0,7921
5A1 1,984 1,974 1,971 1,976333 22,4 0,7786
SA2 1,428 1,391 1,349 1,389333 22,4 0,5165
SA3 0,81 0,777 0,774 0,787 22,4 0,2476

0,5142
5B1 0,955 0,932 0,956  0,947667 19,9 0,3595
5B2 1,233 1,186 1,179 1,199333 19,9 0,4859
5B3 1,789 1,784 1,783 1,785333 19,9 0,7804

0,5419
6Al 1,521 1,501 1,494 1,505333 25,4 0,5012
6A2 0,839 0,816 0,81 0,821667 25,4 0,2320
6A3 0,862 0,824 0,771 0,819 254 0,2310

0,3214
6B1 1,857 1,844 1,836 1,845667 25,4 0,6352
6B2 1,609 1,596 1,592 1,599 254 0,5381
6B3 1,305 1,364 1,363 1,344 254 0,4377

0,5370
7AL 1,654 1,632 1,626 1,637333 292 0,4812
TA2 1,848 1,831 1,83 1,836333 292 0,5493
7A3 1,717 1,706 1,71 1,711 29,2 0,5064

0,5123
7B1 1,845 1,847 1,845 1,845667 28,2 0,5721
7B2 1,859 1,847 1,818 1,841333 28,2 0,5706
7B3 1,766 1,741 1,743 1,75 28,2 0,5382

0,5603
8Al 2,027 2,029 2,009|  2,021667 28,6 0,6256
8A2 1,753 1,751 1,75 1,751333 28,6 0,5311
8A3 1,836 1,846 1,83 1,837333 28,6 0,5612

0,5726
8B1 2,407 2,393 2,398 2,399333 26,1 0,8303

134
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8B2 3,016 3,015 3,014 3,015 26,1 1,0662
8B3 1,946 1,939 1,938 1,941 26,1 0,6547
0,8504
9A1 2,268 2273 2264  2,268333 14,4 1,4139
9A2 2,336 2,361 2,338 2,345 14,4 1,4671
9A3 2,652 2,66 2,657 2,656333 14,4 1,6833
1,5215
9B1 1,886 1,889 1,882 1,885667 14,5 1,1402
9B2 1,758 1,757 1,755 1,756667 14,5 1,0513
9B3 1,932 1,934 1,932 1,932667 14,5 1,1726
1,1214
10A1 1,929 1,91 1,915 1,918 1,6857 1,0737
10A2 1,822 1,817 1,803 1,814 1,5817 1,0074
10A3 1,621 1,62 1,627 1,622667 1,3903 0,3856
1,929 1,91 1,915 1,918 1,6857 0,9889
10B1 2,269 2,683 2,691 2,547667 16 1,4471
10B2 2,238 2,236 2,227 2,233667 16 1,2508
10B3 2,241 2,416 2,418 2,358333 16 1,3288
1,3422
11A1 1,454 1,453 1,449 1,452 14,1 0,3650
11A2 2,031 2,03 2,032 2,031 14,1 1,2757
11A3 1,908 1,905 1,905 1,906 14,1 1,1870
1,1092
11BI 1,883 1,878 1,868 1,876333 11,4 1,4421
11B2 2,132 2,131 2,127 2,13 11,4 1,6646
11B3 2,078 2,073 2,083 2,078 11,4 1,6190
1,5752
Quadro 6. AE AO Paracas (PFC 2°) 1 mL
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 média | MYipidio | UE/ igtipidio
1A1 E 32,46 32,21 32,53 32,85 32,51
T 62,90 63,28 63,29 63,09 63,14 16,50 27,33
1A2 E 32,75 32,51 32,38 32,38 32,51
T 62,19 62,32 62,32 61,72 62,14 16,50 27,83
1A3 E 31,35 31,45 31,17 31,17 31,29
T 61,44 61,45 61,37 61,26 61,38 16,50 27,01
27,39
1B1 E 36,92 36,82 36,69 36,69 36,78
T 64,56 64,73 65,01 65,04 64,84 18,90 26,63
1B2 E 36,55 36,67 36,83 36,03 36,52
T 62,21 32,38 62,33 62,91 54,96 18,90 31,77
1B3 E 35,96 35,88 35,14 36,18 35,79
T 63,05 63,55 63,48 63,73 63,45 18,90 26,46
28,29
2A1 E 32,82 32,84 33,04 32,68 32,85
T 62,00 61,79 62,20 62,31 62,08 19,80 23,49
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2A2 30,76 30,76 30,74 31,07 30,83

T 60,92 60,52 61,00 61,40 60,96 19,80 22,31

2A3 30,76 31,01 31,22 31,22 31,05

T 61,71 61,68 61,67 61,90 61,74 19,80 22,17
22,66

2B1 36,48 36,48 36,54 36,55 36,51

T 65,56 65,67 65,98 65,99 65,80 24,00 20,45

2B2 32,76 33,01 33,05 33,39 33,05

T 62,39 62,39 62,16 62,18 62,28 24,00 19,45

2B3 34,28 34,54 34,55 34,71 34,52

T 64,13 64,25 64,24 64,24 64,22 24,00 19,73
19,88

3A1 34,71 34,98 35,06 34,98 34,93

T 63,39 63,50 63,50 63,47 63,47 26,10 18,64

3A2 33,58 33,53 33,40 33,28 33,45

T 57,68 57,68 57,60 58,40 57,84 26,10 19,70

3A3 33,58 34,12 34,23 33,92 33,96

T 59,20 58,21 59,25 59,65 59,08 26,10 19,57
19,31

3B1 33,96 34,09 34,15 34,15 34,09

T 34,14 64,59 64,95 65,06 57,19 26,00 20,47

3B2 33,68 33,61 33,62 33,35 33,57

T 63,39 63,42 63,24 63,24 63,32 26,00 17,93

3B3 35,12 35,32 35,43 35,80 35,42

T 62,62 63,02 63,51 63,30 63,11 26,00 19,12
19,17

4A1 37,16 36,64 36,56 36,49 36,71

T 35,16 64,49 64,37 63,83 56,96 21,20 27,38

4A2 33,05 33,14 32,72 33,30 33,05

T 63,13 63,34 62,99 62,85 63,08 21,20 21,70

4A3 33,95 37,95 38,08 38,19 37,04

T 65,42 65,85 65,77 65,71 65,69 21,20 23,58
24,22

4B1 35,89 35,72 35,72 35,83 35,79

T 64,49 64,82 64,70 64,90 64,73 21,20 23,06

4B2 36,82 37,10 36,94 36,93 36,95

T 65,25 65,45 65,86 65,82 65,60 21,20 23,55

4B3 38,13 38,14 38,25 38,53 38,26

T 64,40 64,80 64,36 64,56 64,53 21,20 24,95
23,86

SA1 34,08 34,08 34,64 34,92 34,43

T 62,55 62,84 63,15 63,64 63,05 22,40 21,52

SA2 32,76 33,00 33,25 33,40 33,10

T 61,59 61,02 61,36 61,96 61,48 22,40 21,18

SA3 31,86 31,88 31,88 32,24 31,97
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T 61,36 61,67 61,08 61,59 61,43 22,40 20,38
21,03

5B1 36,65 36,93 36,90 36,82 36,83

T 65,08 65,61 66,01 66,17 65,72 19,90 24,94

5B2 33,49 34,00 34,15 33,79 33,86

T 63,44 63,54 63,40 63,22 63,40 19,90 23,62

5B3 34,79 34,79 35,09 35,23 34,98

T 64,82 65,27 63,98 64,78 64,71 19,90 23,94
24,17

6A1 34,33 34,45 34,56 34,37 34,43

T 61,95 62,26 62,47 62,39 62,27 254 19,25

6A2 35,57 35,62 35,76 35,55 35,63

T 34,07 64,45 64,87 65,26 57,16 254 22,02

6A3 35,44 35,39 35,58 35,05 35,37

T 64,45 64,81 64,92 64,90 64,77 25,400 18,98
20,08

6B1 37,45 37,45 37,59 37,30 37,45

T 65,49 65,71 65,73 65,93 65,72 254 19,92

6B2 37,14 37,16 36,98 37,08 37,09

T 65,50 65,43 65,28 65,41 65,41 254 19,81

6B3 36,10 35,52 35,53 35,76 35,73

T 65,20 65,01 65,24 65,21 65,17 25,400 19,07
19,60

7A1 36,43 36,45 36,70 36,76 36,59

T 63,62 63,95 64,12 64,12 63,95 29,2 17,40

TA2 36,14 35,84 35,97 36,06 36,00

T 62,77 62,84 62,70 62,61 62,73 29,2 17,46

7A3 35,90 36,20 36,19 36,30 36,15

T 63,55 63,18 63,59 63,90 63,56 29,200 17,29
17,38

7B1 35,72 35,27 35,43 35,52 35,49

T 63,61 63,65 63,72 63,72 63,68 28,2 17,49

7B2 36,85 35,70 36,00 35,01 35,89

T 64,09 63,74 63,09 63,41 63,58 28,2 17,75

7B3 37,10 37,12 36,83 36,93 37,00

T 65,39 65,42 65,32 65,27 65,35 28,200 17,81
17,68

8Al 38,98 38,46 38,28 37,95 38,42

T 66,66 66,51 66,29 66,01 66,37 28,6 18,00

8A2 35,25 37,73 37,86 38,00 37,21

T 66,43 66,30 66,73 65,88 66,34 28,6 17,38

8A3 36,80 36,80 36,84 36,60 36,76

T 64,10 63,59 63,66 63,96 63,83 28,600 17,90
17,76

8B1 39,40 39,74 39,60 39,84 39,65

T 64,42 64,82 65,23 65,59 65,02 26,1 20,91




138

8B2 39,36 39,32 39,33 39,73 39,44

T 64,28 64,50 64,29 64,61 64,42 26,1 21,00

8B3 38,67 38,67 38,67 38,19 38,55

T 65.43 65,53 64,97 64,14 65,02 | 26,100 20,27
20,73

9Al 37,29 36,97 37,00 37,07 37,08

T 60,70 60,24 60,30 61,31 60,64 14,40 38,02

9A2 37,33 37,46 37,65 37,95 37,60

T 60,00 61,12 60,33 60,56 60,50 14,40 38,71

9A3 35,36 35,07 35,24 3542 35,27

T 58,47 58,48 58,28 58,26 58,37 14,40 37,52
38,09

9B1 35,31 35,04 34,91 35,09 35,09

T 58,23 58,80 59,05 59,21 58,82 14,50 36,73

9B2 33,29 33,60 33,69 33,99 33,64

T 61,83 62,13 62,12 61,97 62,01 14,50 33,00

9B3 35,33 35,04 35,09 34,71 35,04

T 60,61 60,54 60,87 61,13 60,79 14,50 35,34
35,02

10A1 36,79 37,25 37,04 36,84 36,98

T 64,04 64,28 64,34 64,23 64,22 15,70 32,60

10A2 36,46 36,88 36,48 36,63 36,61

T 63,14 62,66 63,63 62,88 63,08 15,70 32,90

10A3 35,68 35,36 35,37 35,81 35,56

T 63,10 62,80 63,05 63,51 63,12 15,70 31,81
32,43

10B1 39,07 39,10 39,12 39,36 39,16

T 62,06 62,36 62,27 62,94 62,41 16,00 35,22

10B2 37,01 36,98 37,05 36,40 36,86

T 60,55 60,45 60,31 60,24 60,39 16,00 34,15

10B3 37,49 37,02 36,66 36,79 36,99

T 60,25 60,60 61,10 61,34 60,82 16,00 34,01
34,46

11A1 38,43 38,17 37,91 37,92 38,11

T 61,86 61,64 61,47 61,69 61,67 8,60 64,42

11A2 37,90 38,03 37,82 37,90 37,91

T 62,60 62,36 62,69 62,70 62,59 8,60 63,00

11A3 38,71 39,02 39,14 39,44 39,08

T 61,84 61,84 62,20 61,91 61,95 8,60 65,91
64,44

11B1 37,30 36,96 36,99 37,00 37,06

T 62,01 62,42 62,85 62,37 62,41 11,40 46,48

11B2 38,35 37,98 38,02 37,92 38,07

T 62,17 62,58 62,22 62,06 62,26 11,40 48,02

1B3 35,81 65,98 35,77 35,40 4324

T 59,62 59,35 59,24 59,13 59,34 11,40 58,31
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50,94

Quadro 7. AE AO Paracas (PFC 2?) - dilui¢ao 3,33 x

leitura 1 | leitura 2 | leitura 2 Média Eyy mg lipidio | AE OA (UE/mglipidio)
1A1 2,51 2,509 2,509 | 2,509333 1,3553 22,1 2,044243
1A2 2,427 2,428 2,428 | 2,427667 1,2737 22,1 1,921066
1A3 2,398 2,378 2,389 | 2,388333 1,2343 22,1 1,86174
1,94235
leitura 1 | leitura2 | leitura 2 Média AE 0/A

1B1 2,721 2,723 2,725 2,723 1,5690 18,9 2,767196
1B2 1,761 1,76 1,753 1,758 0,6040 18,9 1,065256
1B3 2,367 2,377 2,381 2,375 1,2210 18,9 2,153439
1,995297

2A1 2,507 2,509 2,509 | 2,508333 1,3543 19,8 2,280022
2A2 2,516 2,521 2,525 2,520667 1,3667 19,8 2,300786
2A3 2,212 2,21 2,214 2,212 1,0580 19,8 1,781145
2,120651

2B1 2,2 2,201 2,2| 2,200333 1,0463 19,1 1,826062
2B2 2,233 2,232 2,235| 2,233333 1,0793 19,1 1,883653
2B3 2,126 2,124 2,124 | 2,124667 0,9707 19,1 1,694008
1,801241

3A1 2,323 2,309 2,314 | 2,315333 1,1613 26,1 1,483184
3A2 1,947 1,945 1,944 | 1,945333 0,7913 26,1 1,010643
3A3 2,171 2,173 2,175 2,173 1,0190 26,1 1,301405
1,265077

3Bl 2,599 2,595 2,597 2,597 1,4430 26 1,85
3B2 2,277 2,274 2,269 | 2,273333 1,1193 26 1,435043
3B3 2,122 2,122 2,12| 2,121333 0,9673 26 1,240171
1,508405

4A1 2,216 2,131 2,134 | 2,160333 1,0063 21,2 1,582285
4A2 2,032 2,034 2,036 2,034 0,8800 21,2 1,383648
4A3 2,116 2,115 2,117 2,116 0,9620 21,2 1,512579
1,492837

4Bl 2,073 2,074 2,074 | 2,073667 0,9197 21,2 1,446017
4B2 2,286 2,287 2,287 | 2,286667 1,1327 21,2 1,780922
4B3 2,24 2,242 2,245 | 2,242333 1,0883 21,2 1,711216
1,646052

5A1 2,481 2,483 2,482 2,482 1,3280 22,4 1,97619
5A2 2,487 2,486 2,486 | 2,486333 1,3323 22,4 1,982639
5A3 2,488 2,489 2,49 2,489 1,3350 22,4 1,986607

1,981812
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5B1 2,481 2,483 2,482 2,482 1,3280 21,2 2,08805
5B2 2,487 2,486 2,486 | 2,486333 1,3323 21,2 2,094864
5B3 2,488 2,489 2,49 2,489 1,3350 21,2 2,099057
2,09399
6A1 2,599 2,596 2,597 | 2,597333 1,4433 25,4 1,894138
6A2 2,594 2,596 2,597 2,595667 1,4417 25,4 1,891951
6A3 2,678 2,677 2,674 | 2,676333 1,5223 25,4 1,997813
1,927967
6B1 2,608 2,609 2,611 2,609333 1,4553 25,4 1,909886
6B2 2,587 2,586 2,586 | 2,586333 1,4323 25,4 1,879703
6B3 2,663 2,672 2,672 2,669 1,5150 25,4 1,988189
1,925926
7A1 2,597 2,598 2,599 2,598 1,4440 29,2 1,648402
TA2 2,712 2,713 2,714 2,713 1,5590 29,2 1,77968
7A3 2,605 2,606 2,606 | 2,605667 1,4517 29,2 1,657154
1,695079
7B1 2,479 2,478 2,478 | 2,478333 1,3243 28,2 1,565406
7B2 2,481 2,479 2,479 2,479667 1,3257 28,2 1,566982
7B3 2,496 2,498 2,501 | 2,498333 1,3443 28,2 1,589046
1,573811
8AIl 2,625 2,632 2,631 | 2,629333 1,4753 28,6 1,719503
8A2 2,526 2,523 2,521 | 2,523333 1,3693 28,6 1,59596
8A3 2,572 2,576 2,575| 2,574333 1,4203 28,6 1,6554
1,656954
8B1 2,573 2,575 2,575| 2,574333 1,4203 26,1 1,813963
8B2 2,593 2,595 2,594 2,594 1,4400 26,1 1,83908
8B3 2,512 2,517 2,515 2,514667 1,3607 26,1 1,737761
1,796935
9A1 2,002 2,006 2,019 2,009 0,8550 14,4 1,979167
9A2 1,733 1,732 1,731 1,732 0,5780 14,4 1,337963
9A3 2,042 2,034 2,033 | 2,036333 0,8823 14,4 2,042438
1,786523
9B1 2,066 2,065 2,066 | 2,065667 09117 14,5 2,095785
9B2 2,142 2,139 2,135| 2,138667 0,9847 14,5 2,263602
9B3 2,142 2,137 2,136 2,138333 0,9843 14,5 2,262835
2,207407

104 E 10B
10A1 2,00 2,001 1,99 1,997 0,8430 16 1,75625
10A2 2,015 2,014 2,011] 2,013333 0,8593 16 1,790278
10A3 2,365 2,365 2,367 | 2,365667 1,2117 16 2,524306
2,023611
10B1 1,805 1,803 1,801 1,803 0,6490 15,7 1,377919
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10B2 2,189 2,191 2,191 | 2,190333 1,0363 15,7 2,200283
10B3 1,947 1,951 1,949 1,949 0,7950 15,7 1,687898
1,755367
1IAE11B
11A1 1,707 1,788 1,797 1,764 0,6100 8,6 2,364341
11A2 1,836 1,85 1,857 | 1,847667 0,6937 8,6 2,68863
11A3 2,264 2,251 2,247 2,254 1,1000 8,6 4,263566
3,105512
11B1 2,054 2,059 2,061 2,058 0,9040 11,4 2,643275
11B2 1,821 1,823 1,823 | 1,822333 0,6683 11,4 1,954191
11B3 2,101 2,103 2,104 | 2,102667 0,9487 11,4 2,773879
2,457115
Quadro 8. AE AO Paracas (PFC 2°) - dilui¢do 3,33 x
IAEIB
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 média | MQipidio UE/ giipidio
1A1 E 27,97 26,74 27,28 27,47 27,37
T 64,95 65,11 65,36 65,36 65,20 22,1 54,54873
1A2 E 26,91 26,41 26,76 26,86 26,74
T 63,29 63,54 63,49 63,62 63,49 22,1 63,51781
1A3 E 28,34 28,32 28,32 28,54 28,38
T 65,19 65,51 64,30 64,76 65,07 22,1 65,78872
61,28509
1B1 E 22,59 23,01 22,54 22,99 | 22,7825
T 59,6 59,86 59,49 59,2 | 59,5375 18,9 57,24432
1B2 E 23,86 23,97 24,05 23,74 23,905
T 62,15 61,84 61,82 61,83 61,91 18,9 57,85579
1B3 E 25,51 25,51 25,81 25,95 25,695
T 63,23 63,71 63,66 63,84 63,61 18,9 60,9988
58,69964
2A1 E 27,69 27,69 27,36 27,15 27,47
T 63,93 63,97 63,81 63,76 63,87 19,8 62,63732
2A2 E 23,56 23,98 24,21 24,11 23,97
T 60,12 60,48 60,97 60,91 60,62 19,8 56,7759
2A3 E 26,68 26,68 26,84 26,44 26,66
T 63,08 63,44 63,41 63,40 63,33 19,8 61,08926
60,16749
2B1 E 27,7 25,89 26,03 26,16 26,445
T 64,6 64,32 34,32 63,99 | 56,8075 19,1 71,1059
2B2 E 25,72 25,59 24,8 25,02| 25,2825
T 62,84 63,04 62,83 63,26 | 62,9925 19,1 59,90831
2B3 E 24,84 24,98 25,17 25,73 25,18
T 61,9 61,91 61,6 61,89 61,825 19,1 60,94169
63,9853
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3A1 E 26,55 26,77 26,89 27,00 26,80
T 65,46 65,82 63,84 65,08 65,05| 26,10 45,2039

3A2 E 26,55 26,77 26,89 27,00 26,80
T 62,97 62,97 62,80 62,79 62,88 26,10 47,01772

3A3  E 26,55 26,77 26,89 27,00 26,80
T 63,24 63,33 63,70 63,73 63,50| 26,10 46,48837
46,23666

3B1 E 24,24 24,36 23,94 24,1 24,16
T 60,62 60,7 61,24 61,03| 60,8975| 26,00 43,4166

3B2 E 26,14 26,69 27,29 2746| 26,895
T 62,68 62,4 62,15 62,42| 62,4125 26,00 47,80008

3B3 E 26,14 26,69 27,29 2746| 26,895
T 62,42 62,56 62,71 62,03 62,43| 26,00 47,78459
46,33376

4AE 4B

4A1 E 22,58 22,63 22,36 22,74 22,58
T 56,46 56,96 56,96 56,92 56,83| 21,20 53,33862

4A2 E 21,44 21,58 21,83 21,83 21,67
T 54,92 55,09 54,75 54,92 54,92| 21,20 52,90743

4A3  E 16,40 16,51 16,61 16,93 16,61
T 55,98 55,98 56,27 51,54 54,94| 21,20 38,40863
48,21822

4B1 E 22,24 22,89 23,4 2345| 22,995
T 55,31 55,67 55,67 52,6| 54,8125| 21,20 56,82994

4B2 E 22,68 22,74 22,64 22,73 | 22,6975
T 54,7 55,07 55,33 5548|  55,145| 21,20 55,58396

4B3 E 17,9 17,91 18 1821] 18,005
T 54,67 54,79 54,87 54,97| 54,825| 21,20 42,50407
51,63932

SAE 5B

5A1 E 25,83 25,87 24,93 25,08 25,43
T 55,77 55,73 55,54 54,87 55.48| 22,40 59,56194

5A2 E 24,36 24,67 23,67 23,30 24,00
T 54,01 54,15 54,15 54,17 54,12| 22,40 57,34766

5A3 E 24,62 24,71 24,84 24,91 24,77
T 54,73 54,90 55,30 55,76 55,17| 22,40 58,1656
58,3584

5B1 E 20,22 20,67 20,75 20,86| 20,625
T 52,51 52,71 52,74 52,74  52,675| 19,90 55,8575

5B2 E 25,15 2521 25,33 252| 252225
T 55,85 55,86 55,85 55,85| 55,8525| 19,90 65,91433

5B3 23,53 23,85 23,89 2424 | 23,8775
T 55,61 55,72 55,99 55 55,58| 19,90 62,2317
61,33451

6A E 6B
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6A1 E 22,35 22,40 22,40 22,48 22,41
T 54,24 54,24 51,25 55,03 53,69 25,4 47,14789

6A2 E 20,61 20,76 19,76 19,90 20,26
T 54,01 53,71 53,70 53,95 53,84 25,4 41,75243

6A3 E 20,84 20,97 21,28 21,29 21,10
T 54,87 54,98 54,17 54,05 54,52 25,4 43,15712
44,01915

6Bl E 20,25 20,26 20,32 20| 20,2075
T 52,47 52,64 52,53 52,93 | 52,6425 25,4 42,7533

6B2 E 23,55 23,75 23,76 25,85| 24,2275
T 55,57 55,65 55,98 56 55,8 25,4 49,3572

6B3 E 23,44 23,71 23,71 23,93 | 23,6975
T 55,73 56,1 55,73 55,28 55,71 25,4 48,20076
46,77042

7A1 E 24,28 24,73 24,73 24,76 24,63
T 63,67 63,62 63,88 63,80 63,74 29,2 37,47001

TA2 E 24,96 24,77 24,60 24,33 24,67
T 60,57 60,89 61,25 61,07 60,95 29,2 39,56923

7TA3 E 26,86 27,07 27,07 26,86 26,97
T 64,20 63,89 63,98 64,17 64,06 29,2 41,42132
39,48685

7B1 E 27,11 27,03 27,04 27,07 | 27,0625
T 62,72 62,71 62,88 62,89 62,8 28,2 44,07197

7B2 E 26,07 26,53 26,76 26,8 26,54
T 62,03 62,32 61,94 61,8 62,0225 28,2 43,71472

7B3 E 26,08 26,08 26,2 26,38 26,185
T 64,01 64,25 64,13 64,13 64,13 28,2 41,39817
43,06162

8Al E 28,62 28,79 28,79 28,59 28,70
T 66,61 66,76 66,92 66,91 66,80 28,6 43,30077

8A2 E 26,20 26,30 26,30 26,16 26,24
T 63,46 63,48 63,85 63,08 63,47 28,6 41,41693

8A3 E 24,23 24,31 24,24 24,30 24,27
T 62,71 63,10 63,00 63,01 62,96 28,6 38,16209
40,95993

8B1 E 8,15 8,44 8,7 8,41 8,425
T 62,7 62,89 63,15 63,06 62,95 26,1 9,674799

8B2 E 28,25 27,9 27,99 28,06 28,05
T 63,77 64,05 64,3 64,7 64,205 26,1 48,37793

8B3 E 27,03 27,18 27,18 27,31 27,175
T 62,57 62,61 62,58 62,79 62,6375 26,1 47,99015
35,34762
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9A1 E 27,02 27,58 27,81 27,58 27,50
T 64,43 64,43 64,91 64,73 64,63| 14,40 85,04873

9A2 E 19,1 18,52 18,45 18,22 18,57
T 59,02 5945 59,60 59,82 59.47| 14,40 58,84363

9A3 E 21,2 20,95 20,45 20,77 20,84
T 62,53 62,68 62,68 62,62 62,63| 14,40 63,59222
69,16153

9B1 E 21,19 21,21 213 2135| 21,2625
T 62,45 62,55 62,73 62,74 62,6175 14,50 64,7078

982 E 18,38 18,42 17,6 1822] 18,155
T 62,4 62,48 62,48 62,39| 62,4375| 14,50 53,49151

9B3 E 14,27 14,17 13,45 13,54| 13,8575
T 61,31 31,37 31,36 31,36 38,85| 14,50 68,64591
62,28174

10A1 E 22,70 22,86 21,24 21,76 22,14
T 53,49 53,49 53,85 53,82 53,66| 16,00 73,85332

10A2 E 22,05 22,05 21,99 2226 22,09
T 54,09 54,44 54,84 54,17 54,39| 16,00 72,51031

10A3 E 22,81 23,33 23,54 23,67 23,34
T 55,92 55,92 55,15 54,84 55.46| 16,00 75,5698
73,97781

10B1 E 24,72 24,87 24,37 2434| 24,575
T 554 55,64 55,77 56| 55,7025| 15,70 81,33766

10B2 E 22,68 23,1 23,32 23,46 23,14
T 53,21 53,55 54,12 54,01| 53,7225| 15,70 79,11875

1083 E 23,76 23,45 23,48 23,86| 23,6375
T 53,63 54,05 54,43 54,68 | 54,1975| 15,70 80,26617
80,24086

11A1  E 22,56 22,26 22,74 23,07 22,66
T 67,35 67,19 67,02 67,50 67,27| 8,60 108,0452

11A2  E 22,15 22,37 21,37 22,16 22,01
T 67.38 67.39 67,68 67.33 67.45| 8,60 103,9901

11A3 E 22,58 22,63 22,58 22,15 22,49
T 69,10 69,44 69,55 69,44 69,38 8,60 103,097
105,0441

11BI E 26,46 26,83 27,16 26,76 | 26,8025
T 64,69 65,09 65,67 65,71 65,29| 11,40 103,0503

11B2 E 25,81 26,05 26,45 26,78 | 262725
T 63,55 63.8 64,2 64,8| 64,0875| 11,40 102,8844

11B2 E 22,77 22,84 22,98 23,01 22,9
T 62,99 63,5 63,51 63,52 63,38| 11,40 88,66375
98,19947




APENDICE E - EVOLUCAO DE CO,
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Quadro 1. Evolugdo de CO,

Atenuacgdo Atenuacgio Biossurfactante Biossurfactante
Dias Controle Diesel Biodiesel Diesel Biodiesel

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 2,92 6,95 8,42 11,5 14,88
4 4,44 10,31 17,23 58,39 75,7
5 6,29 13,77 21,44 83,69 108,28
7 7,96 17,59 26,93 121,62 153,85
8 9,9 23,22 33,58 147,22 186,74
11 14,27 39,61 47,53 215,66 273,46
13 16,01 45,57 54,77 242,47 309,42
15 17,11 49,03 59,12 272,26 349,98
18 20,14 66,84 82,29 338,22 435,73
20 22,38 74,43 90,27 369,39 481,84
22 23,97 80,1 96,24 392,27 521,63
25 25,97 84,57 103,62 414,91 565,57
27 26,63 86,07 105,16 432,41 596,8
29 28,63 89,52 109,01 447,89 623,38
31 31,49 97,89 121,35 484,43 687,01
33 33,88 103,95 128,44 504,98 724,43
35 35,63 110,12 139,02 526,67 764,38
38 38,87 121,21 153,67 565,74 847,7
40 40,96 130,06 164,47 591,37 898,85
42 42,38 134,94 171,63 610,09 943,69
45 43,35 143,69 183,02 641,01 1014,8
47 47,07 149,43 192,97 660,49 1059,48
49 48,76 157,42 202,99 680,75 1110,57
52 51,63 168,71 218,65 717,99 1191,55
54 53,15 173,72 226,16 735,57 1231,71
56 55,36 179,33 236,23 754,25 1275,72
60 56,69 184,52 246,81 7753 1341,65
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