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RESUMO 

Com o propósito de diminuir os custos associados aos processos de recuperação 

da biomassa de microalgas do meio de cultivo e, ao mesmo tempo, minimizar os 

impactos ambientais referentes a esse processo, neste trabalho foram estudados 

floculantes orgânicos biodegradáveis para a recuperação da biomassa de 

Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis oculata, modelo de espécie de água doce e 

marinha, respectivamente. Um planejamento fatorial completo 2
3 

foi usado para avaliar 

os principais fatores envolvidos na eficiência de floculação destas microalgas, e foram 

estudadas as variáveis: concentração de floculante, tempo de sedimentação e pH do 

meio de cultura. Como floculantes, foram avaliados: derivados de Moringa oleifera: pó 

de Semente (SM), Torta da Semente (TSM) e Extrato Salino da Semente (ESM), e o 

produto comercial derivado de tanino, Tanfloc SG (TSG). Os resultados evidenciaram 

alta eficiência de floculação (98%) de H. pluvialis com a aplicação de TSG na 

concentração de 0,6 mg.L
-1

, sem ajuste de pH da cultura (pH~8,9), em 15 minutos. Já 

para a espécie marinha, N. oculata, foi observada alta eficiência de floculação com TSG 

(99%), na concentração de 1,2 mg.L
-1

, sem ajuste de pH (pH~8,7); a floculação alcalina, 

pela adição de NaOH (pH 10,5), e esta associada ao ESM na concentração de 500 mg.L
-

1 
também apresentaram alta eficiência, superior a 97%, após 30 minutos. Ambas as 

microalgas floculadas com TSG apresentaram uma redução em lipídios totais e 

carotenoides totais com relação às biomassas centrifugadas. No entanto, apesar desse 

menor teor obtido, quando comparados à literatura, os resultados foram considerados 

satisfatórios. A floculação alcalina, e o floculante ESM em meio alcalino, promoveram 

diminuição no teor em lipídios de N. oculata. Entretanto, a floculação alcalina não 

causou alteração no teor em carotenoides totais de N. oculata e não houve diferença 

significativa (p < 0,05) comparada à biomassa centrifugada. Os meios de cultura 

residuais obtidos do processo de floculação e de centrifugação suplementados 

promoveram o crescimento da microalga marinha, inclusive o meio residual obtido da 

floculação com TSG sem suplementação de nutrientes. No cultivo de H. pluvialis 

apenas o meio residual obtido da centrifugação com suplementação promoveu o 

crescimento das células. Estes resultados são importantes para a diminuição dos custos 

associados à produção de biomassa de microalgas e garantindo maior sustentabilidade. 

Palavras-chave: Haematococcus pluvialis, Nannochloropsis oculata, Moringa oleifera, 

Tanfloc SG, Floculação Alcalina, Lipídios, Carotenoides, Reuso de meio de cultivo. 



 

 

ABSTRACT 

In order to reduce the costs associated with the recovery processes of microalgae 

biomass from the culture medium and, at the same time, to minimize the environmental 

impacts related to this process, in this work, biodegradable organic flocculants were 

applied for the recovery of Haematococcus pluvialis and Nannochloropsis oculata: 

freshwater and saltwater microalgae model. A complete factorial design 2
3
 was used to 

refine the main factors involved in the flocculation efficiency of these microalgae, and 

the variables studied were: flocculant concentration, sedimentation time and pH of the 

culture medium. As flocculants, were evaluated: Moringa oleifera derivatives: Seed 

powder (SM), Seed Cake (TSM) and Saline Seed Extract (ESM), and the commercial 

product derived from tannin, Tanfloc SG (TSG). The results showed high flocculation 

efficiency (98%) of H. pluvialis with the application of TSG at a concentration of 0.6 

mg.L
-1

, without adjusting the culture pH (pH ~ 8.9), in 15 minutes. For the marine 

species, N. oculata, high flocculation efficiency was observed with TSG (99%), at a 

concentration of 1.2 mg.L
-1

, without pH adjustment (pH ~ 8.7); alkaline flocculation, by 

adding NaOH (pH 10.5), and this associated with ESM at a concentration of 500 mg.L
-1

 

also showed high efficiency, above 97%, after 30 minutes. Both TSG flocculated 

microalgae showed a reduction in total lipids and total carotenoids compared to 

centrifuged biomasses. However, despite this lower content, when compared to the 

literature, the results were considered satisfactory. Alkaline flocculation, as well as the 

use of ESM in an alkaline medium, reduced the lipid content of N. oculata. However, 

alkaline flocculation did not change the total carotenoid content of N. oculata and there 

was no significant difference (p <0.05) compared to centrifuged biomass. The residual 

culture media obtained from the supplemented flocculation and centrifugation processes 

promoted the growth of marine microalgae, including the residual media obtained from 

the flocculation with TSG without nutrient supplementation. In the cultivation of H. 

pluvialis, only the residual medium obtained from centrifugation with supplementation 

promoted cell growth. These results are important for reducing associated costs in 

microalgae production and ensuring sustainability. 

Keywords: Haematococcus pluvialis, Nannochloropsis oculata, Moringa oleifera, 

Tanfloc SG, Alkaline Flocculation, Lipids, Carotenoids, Reuse of culture medium. 
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INTRODUÇÃO 

As microalgas são reconhecidas como uma das mais antigas formas de vida e 

são a base da cadeia alimentar nos oceanos e rios, sendo extremamente importantes na 

manutenção da vida aquática (LOURENÇO, 2006). O termo microalga é desprovido de 

valor taxonômico e, sob esta denominação, estão incluídos organismos com dois tipos 

de estrutura celular: procariótica, com representantes nos grupos Cyanophyta (i.e. 

cianobactérias) e Prochlorophyta; e eucariótica, com representantes nos grupos 

Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Crysophyceae, Dictyochophyceae, 

Eustigmatophyceae, Raphidophyceae,  Xantonphyceae, Phaeophyceae, Pelagophycea), 

Dinophyta, Chlorophyta, Charophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta, 

Glaucophyta, Cryptophyta e Chlorarachniophyta (DERNER et al., 2006; HOEK; 

MANN; JAHNS, 1995; SCHOCH et al., 2019). Esses micro-organismos apresentam 

grande variabilidade metabólica quanto à utilização de fontes de energia e carbono, 

podendo utilizar o carbono nas formas orgânica e inorgânica. Os principais tipos de 

metabolismo são classificados em três grupos: fotoautotrófico, heterotrófico e 

mixotrófico. De forma geral, na fotoautotrofia a única fonte de energia é a luz, e a fonte 

de carbono deriva de compostos inorgânicos; em contraste com a heterotrofia, na qual a 

fonte de energia e carbono têm origens orgânicas. Já na mixotrofia, a principal fonte de 

energia é a luz, ainda que os compostos orgânicos e inorgânicos sejam essenciais 

(LOURENÇO, 2006). 

A grande diversidade evolutiva e filogenética das microalgas implica também 

em grande diversidade na composição química, fazendo com que estes organismos 

sejam extremamente atrativos para bioprospecção e exploração comercial (KOLLER; 

MUHR; BRAUNEGG, 2014; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). As microalgas 

são ricas em compostos bioativos que desempenham atividades antioxidante, anti-

inflamatória, antimicrobiana, antifúngica e propriedades de inibição enzimática 

(BHUVANA; SANGEETHA; ANURADHA, 2019; HAMED, 2016). Diante disso, 

esses organismos vêm sendo empregados em diversas áreas incluindo as indústrias de 

nutracêuticos, farmacêutica e cosmética, na produção de biomateriais e nanoestruturas 

(APONE; BARBULOVA; COLUCCI, 2019; MATOS, 2017). Ademais, possuem 

grande potencial para uso em aquicultura, biorremediação e biofertilização (UYSAL; 

UYSAL; EKINCI, 2016; SIDDIQUI; MIRANDA; MOURADOV, 2018); e podem ser 

usadas como fonte de energia renovável através da produção de biocombustíveis (ARO, 
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2016). No entanto, apesar desse grande potencial de aplicação em diversos setores 

biotecnológicos, ainda existem muitos desafios para a viabilização econômica da 

produção desta matéria-prima em escala industrial para algumas finalidades, como por 

exemplo, produção de biocombustíveis. A colheita das microalgas é uma das etapas 

mais significativas no custo total de produção desta biomassa (GRIMA et al., 2003). Em 

plantas comerciais, a colheita é geralmente realizada por centrifugação e, embora este 

método seja eficaz, a despesa com o processamento para grandes volumes é bastante 

elevada e proibitiva para a produção de produtos de baixo valor comercial. Dessa forma, 

a centrifugação se mostra um processo ineficiente em termos energéticos e econômicos, 

quando utilizada isoladamente (ELDRIGE; HILL; GLADMAN, 2012). Uma alternativa 

para a redução dos custos é realizar uma separação prévia da biomassa, de forma 

eficiente, barata e que não interfira na qualidade do produto final. Neste contexto, a 

floculação se apresenta como um método promissor e de baixo custo, pois promove 

uma economia de energia e tempo no processo de colheita da biomassa, diminuindo o 

volume de cultura a ser processado e permitindo, desta forma, um tratamento rápido de 

grandes volumes de cultura de microalgas (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012). 

Os floculantes podem ser inorgânicos ou orgânicos (GERARDO et al., 2015). 

Compostos de alumínio e ferro são os floculantes inorgânicos mais utilizados em 

diferentes conceitos de tratamento de efluentes industriais (VAZ et al., 2010), mas 

normalmente resultam na produção de efluentes tóxicose na contaminação da biomassa 

de microalgas por esses metais (KIRNEV et al., 2018; VANDAMME; FOUBERT; 

MUYLAERT, 2013). Com a crescente preocupação com questões ambientais, vêm 

sendo ampliados e intensificados os estudos de desenvolvimento de floculantes 

orgânicos biodegradáveis derivados de matéria-prima renovável (LIMA; ABREU, 

2018). Dessa forma, floculantes orgânicos extraídos de plantas como a Moringa oleifera 

(TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2017) e taninos vegetais modificados, como o Tanfloc® - 

produzido pela empresa brasileira TANAC (SELESU et al., 2016), demonstraram boa 

eficiência, nula toxicidade e baixo custo como agentes floculantes no tratamento de 

águas com alta turbidez e possuem grande potencial de aplicação para a colheita da 

biomassa de microalgas. 

JUSTIFICATIVA 

A motivação para a realização do presente trabalho é resultante da escassez de 

estudos acerca da eficiência de biofloculantes para a colheita da biomassa de 
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microalgas, principalmente marinhas e do aproveitamento do meio de cultura pós-

colheita, para que o mesmo possa ser reutilizado ou descartado sem efeitos nocivos ao 

meio ambiente. Além de estudos sobre a eficiência desses floculantes em diferentes 

espécies de microalgas, também é relevante a avaliação do efeito dos mesmos sobre a 

eficiência da extração de bioprodutos de interesse comercial da biomassa microalgácea, 

bem como a possibilidade de reutilização do meio residual para novos ciclos de cultivo. 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Potencial biotecnológico das microalgas 

O crescente interesse no estudo de microalgas deve-se à essencial importância 

destes micro-organismos nos ecossistemas e na possibilidade de aplicação comercial em 

distintas áreas, pois possuem versatilidade metabólica e capacidade de mitigação de 

dióxido de carbono, contribuindo no desenvolvimento de tecnologias limpas e 

permitindo a comercialização de créditos de carbono (YADAV; DUBEY; SEN, 2020). 

As microalgas são muito interessantes do ponto de vista biotecnológico e sintetizam 

uma imensa gama de compostos como polissacarídeos, esteróis, enzimas e uma valiosa 

fonte de quase todas as vitaminas essenciais (A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinato, 

biotina, ácido fólico e ácido pantotênico) (DOMÍNGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004; 

FELLER et al., 2017). Além disso, a maioria das espécies apresentam níveis acima de 

50% de proteína em massa seca. Algumas proteínas, peptídeos e aminoácidos têm 

funções biológicas associadas a benefícios nutricionais e à saúde humana. Assim, estes 

biopolímeros podem ser incluídos em formulações funcionais de alimentos (JACOB-

LOPES et al., 2019). Outros importantes constituintes são os pigmentos, como a 

clorofila, os carotenoides e as ficobilinas, sendo que estas são do grupo das proteínas e 

os dois primeiros do grupo dos lipídios (LOURENÇO, 2006). Aproximadamente 60 

tipos diferentes de pigmentos são encontrados em microalgas e em cada espécie é 

possível encontrar de 5 a 10 tipos de pigmentos (DERNER et al., 2006). 

A clorofila é um dos valiosos compostos bioativos que podem ser extraídos da 

biomassa de microalgas, com ampla aplicação nas indústrias farmacêutica, cosmética e 

alimentícia (usada como corante alimentar natural), possui propriedades antioxidantes, 

anti-inflamatórias e antimutagênicas (FERREIRA; SANT, 2017; HOSIKIAN et al., 

2010). Os carotenoides, assim como as clorofilas, são pigmentos orgânicos encontrados 

nos cloroplastos e cromoplastos de algumas microalgas. São pigmentos naturais da 
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classe dos terpenos (tetraterpenoides com 40 átomos de carbono), que podem apresentar 

coloração vermelha, amarela ou laranja. Podem ser subdivididas em 2 classes: carotenos 

(hidrocarbonetos poliinsaturados; e.g. α-caroteno, β-caroteno, γ-caroteno, ζ-caroteno, 

licopeno, fitoflueno) e xantofilas (derivados oxigenados dos carotenos; e.g. β-

criptoxantina, luteína, astaxantina, zeaxantina, violaxantina, capsantina e bixina) 

(UENOJO; MARÓSTICA JÚNIOR; PASTORE, 2007). Os carotenoides destacam-se 

pela sua ação na prevenção e no tratamento do envelhecimento celular, inflamações, 

doenças cardiovasculares e alguns tipos de câncer (BOROWITZKA, 2013). Sua maior 

aplicação no mercado, destacando-se o β-caroteno e a astaxantina, é na aquicultura, 

seguida pelas indústrias farmacêutica e alimentícia, devido às suas propriedades 

antioxidantes; e na indústria de cosméticos como corantes naturais (HAMED, 2016; 

SHAH et al., 2016). As ficobilinas ou ficobiliproteínas estão presentes em 

cianobactérias e nas microalgas do grupo Rhodophyta e Glaucophyta (SCHLUCHTER; 

BRYANT, 2002). Esses pigmentos possuem alto valor terapêutico como 

imunomodeladores e são freqüentemente empregados em biologia molecular como 

marcadores fluorescentes, usados em imunoensaios e como corantes para microscopia 

(ALESSANDRO; ANTONIOSI, 2016; SEKAR, 2008). 

Entre os principais produtos de valor agregado produzidos a partir de 

microalgas, a produção de ácidos graxos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids, 

PUFAs) ou ácidos graxos de cadeia longa, também são amplamente conhecidos por 

seus efeitos benéficos na saúde humana (KATIYAR; ARORA, 2020). O conteúdo 

lipídico de microalgas pode variar entre 1 a 40% do peso seco e, em certas condições de 

cultivo, pode alcançar até 85% (CHISTI, 2007). Os óleos são compostos por 

triacilglicerídeos (TAG), os quais são ésteres de ácidos graxos ligados ao glicerol 

(SOARES et al., 2013). Os mais relevantes do ponto de vista comercial são os PUFAs, 

os quais possuem duas ou mais duplas ligações, como o caso do ácido 

eicosapentaenóico (EPA, C20:5n-3; 5 ligações duplas) e ácido docosahexaenóico 

(DHA, C22;6n-3; 6 ligações duplas) (KATIYAR; ARORA, 2020). Os lípidos, 

especialmente das espécies de microalgas marinhas, contêm quantidades elevadas de 

ácidos graxos polinsaturados como o ácido araquidónico (AA – 20:4n-6), que é um 

ácido graxo ômega 6, EPA e DHA, ambos ácidos graxos ômega 3 (WANG et al., 2019). 

Ao EPA e DHA são atribuídas propriedades benéficas à saúde humana, sendo 

encontrados em quantidade elevada nos peixes marinhos, como: bacalhau, arenque, 

anchova, salmão e sardinha. Porém, a extração destes ácidos a partir destes organismos 
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pode apresentar vários problemas como, odor desagradável, contaminação por metais 

pesados, baixa estabilidade, presença de colesterol, produção variável e um complexo 

perfil de ácidos graxos (RYMER; GIBBS; GIVENS, 2006). As microalgas não 

apresentam estes pontos negativos e os ácidos graxos apresentam-se numa composição 

mais simples e seu processo de purificação é facilitado (DERNER et al., 2006; FELLER 

et al., 2017). Os PUFAs têm como função a prevenção e tratamento de uma série de 

doenças cardiovasculares, da arteriosclerose e da arritmia, da redução da pressão 

arterial, da redução dos níveis de colesterol e triglicerídeos no plasma, da artrite 

reumatoide e são essenciais no desenvolvimento cerebral (WARD; SINGH, 2005). Os 

ácidos linoleico (AL - 8:2n-6) e alfa-linolênico (AAL - 18:3n-3), também fazem parte 

dos ácidos graxos essenciais para o ser humano, e, por não serem produzidos pelo nosso 

organismo, é necessário incluí-los na nossa dieta através dos alimentos ou de 

suplementos nutricionais (Youdim; MARTIN; JOSEPH, 2000; YEHUDA et al., 2002). 

Dessa forma, a constituição química da biomassa de microalgas tem um 

potencial de exploração em vários setores industriais. Exemplos de sucesso incluem a 

formulação de alimentos (LAFARGA, 2019), cosméticos e fármacos (APONE; 

BARBULOVA; COLUCCI, 2019), em aquicultura e ração animal (DINESHBABU et 

al., 2019) e produção de biofertilizantes (RONGA et al., 2019). Além do enfoque 

principal, voltado aos produtos bioquímicos, a utilização desses micro-organismos vem 

sendo foco de crescente pesquisa para a produção de biocombustíveis e no tratamento 

de águas residuais (JAVED et al., 2019). 

Biocombustíveis 

As fontes de energia são a principal mercadoria para o desenvolvimento da 

economia mundial e, até a presente data, a maioria das necessidades energéticas é obtida 

através de combustíveis fósseis não renováveis, como petróleo, carvão e gás natural 

(MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN, 2015). Os biocombustíveis surgiram da 

crescente preocupação ambiental e necessidade de alternativas aos combustíveis 

convencionais (CALIXTO et al., 2018); podem ser classificados em diferentes 

categorias de acordo com a matéria-prima e a tecnologia de conversão utilizada para a 

sua produção, sendo denominados como de primeira, de segunda e de terceira geração. 

Essa classificação e denominação podem variar de acordo com alguns autores 

(SALADINI et al., 2020). Os biocombustíveis de primeira geração fazem uso da 

colheita agrícola para fins energéticos, ou seja, são produzidos a partir de culturas como 
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a soja, milho, cana-de-açúcar, mamona, dendê, entre outras (LEITE; LEAL, 2007). 

Contudo, sua produção compete com a produção de alimentos, causando uma contínua 

inflação dos preços no setor alimentício, além de necessitarem de grandes extensões de 

terreno arável para o cultivo das espécies (KOSINKOVA et al., 2015). A segunda 

geração de biocombustíveis surgiu como uma tentativa de solução dos problemas 

associados aos combustíveis de primeira geração e são produzidos à partir de culturas 

lignocelulósicas, principalmente à partir de resíduos florestais e agrícolas, e resíduos do 

petróleo e do óleo de cozinha (VASSILEV; VASSILEVA, 2016). No entanto, ainda 

assim, necessitam de extenso terreno arável e de tecnologias mais eficientes para o 

tratamento e conversão dos materiais lignocelulósicos, bem como de procedimentos que 

minimizem os gastos excessivos de energia com a coleta e transporte dos resíduos 

(ALALWAN; ALMINSHID; ALJAAFARI, 2019). 

Já a terceira geração, compreende a utilização de micro-organismos 

fotossintéticos - as microalgas, que são consideradas fonte de biomassa com maior 

capacidade para atender às necessidades mundiais de energia (AMINUL; HEIMANN; 

BROWN, 2017; LEONG et al., 2018; CRUZ et al., 2013). À partir da biomassa 

microalgácea é possível obter óleo com produtividade superior àquela dos óleos 

extraídos de biomassas tradicionais (Tabela I). Além disso, esses micro-organismos 

possuem vantagens como: enorme disponibilidade por todo o planeta; alta taxa de 

crescimento da biomassa com elevado teor lipídico intracelular; no seu cultivo podem 

ser utilizadas água do mar, água salobra ou residuárias, o que reduz o uso de água 

potável; permitem colheita contínua durante todo o ano; podem ser cultivados em terras 

não férteis e, dessa forma, sua produção não compete com o plantio de alimentos e 

possuem ainda, capacidade de mitigação de dióxido de carbono e produção de 

coprodutos de alto valor agregado (AS et al., 2019; CHISTI, 2007; DEMIRBAS; 

DEMIRBAS, 2011; CRUZ et al., 2013; ELRAYIES, 2018). 
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Tabela I: Comparação da produtividade de óleo de diferentes matérias-primas para a produção de 

biodiesel. Adaptada de As et al. (2019); Mata; Martin; Caetano (2010). 

Fonte 

Conteúdo de 

óleo (% em 

massa seca) 

Produção de 

óleo (L óleo.ha
-1

. 

ano
-1

) 

Uso da terra               

(m
2 
ano. kg

-1
 

biodiesel) 

Produtividade em 

biodiesel (kg 

biodiesel.ha
-1

.ano
-1

) 

Milho (Zea mays L.) 44 172 66 152 

Soja (Glycine max L.) 18 636 18 562 

Pinhão-manso 

(Jatropha curcas L.) 
28 741 15 656 

Canola 

(Brassica napus L.) 
41 974 12 682 

Girassol 

(Helianthus annuus L.) 
40 1070 11 946 

Mamona 

(Ricinus communis) 
48 1307 9 1156 

Óleo de palma 

(Elaeis guineensis) 
36 5366 2 4747 

Microalgas 

(baixo teor de óleo) 
30 58.7 0.2 51.927 

Microalgas 

(teor médio de óleo) 
50 97.8 0.1 86.515 

Microalgas 

(alto teor de óleo) 
70 136.9 0.1 121.104 

 

Além do biodiesel, a biomassa de microalgas, obtida ao fim do processo de 

cultivo, pode ser convertida em uma série de combustíveis por rotas termoquímicas e 

bioquímicas (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019). Os processos químicos 

compreendem a transesterificação de lipídios em biodiesel (PARK et al., 2014). Os 

processos bioquímicos incluem a fermentação de carboidratos para produzir bioetanol 

(HO et al., 2013), biohidrogênio (BATISTA et al., 2015) e digestão anaeróbica que gera 

biogás (PASSOS et al., 2014). Os processos termoquímicos compreendem a 

decomposição térmica da biomassa de algas em combustíveis líquidos e gasosos 

(CHIARAMONTI et al., 2016). No Brasil, os dois principais biocombustíveis líquidos 

utilizados são o etanol, produzido via fermentação de açúcares, gerado essencialmente 

através do processamento da cana de açúcar; e o biodiesel, obtido de óleos vegetais 

(majoritariamente da soja) e gordura animal convertidos em ésteres metílicos de ácidos 
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graxos (ANP, 2020). Ademais, o país se encontra em uma posição privilegiada para 

assumir a liderança no aproveitamento integral de biomassa microalgácea pelo fato de 

possuir condições ambientais favoráveis para sua produção, como intensa radiação 

solar, grande área costeira tropical, diversidade de clima, tem cerca de 12% das reservas 

de água doce mundial e pioneirismo na produção de biocombustíveis em larga escala 

(BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2016). 

O processo de produção de biomassa de microalgas em escala comercial para a 

produção de biocombustíveis encontra-se em estágio de desenvolvimento por ainda 

apresentar gargalos de produção que interferem na eficiência do processo industrial 

(CRUZ, SANTIAGO, PEREIRA., 2018). Os principais entraves são relacionados ao 

elevado custo de cultivo, recuperação da biomassa e seu processamento (GREENWELL 

et al., 2010). Por exemplo, para produzir 1 kg de biodiesel a partir de microalgas, são 

necessários 3.726 L de água, 0,33 kg de nitrogênio e 0,71 kg de fosfato (YANG et al., 

2011). Dessa forma, uma das estratégias mais viáveis para a produção sustentável de 

biocombústiveis de microalgas, é a integração do seu cultivo com o tratamento de 

efluentes domésticos e industriais (DENG et al., 2018).  

Tratamento de efluentes 

As microalgas têm sido amplamente utilizadas em biotecnologia ambiental, 

especialmente para o tratamento de águas residuais de processos industriais, na 

descontaminação biológica e remoção de metais pesados bem como bioindicadores na 

detecção de nutrientes e substâncias tóxicas, como detergentes, herbicidas, etc 

(BHATIA et al., 2020; CHINNASAMY et al., 2009; SIDDIQUI; MIRANDA; 

MOURADOV, 2018). A integração de processos de biorremediação, através da 

utilização de efluentes domésticos e industriais, tem sido considerada como uma das 

abordagens mais importantes para a viabilidade econômica e sustentável da produção de 

biocombustíveis à partir de microalgas (HWANG et al., 2016). Desse modo, o uso de 

águas residuais como meio de cultivo, é uma maneira eficiente de contribuir com 

nutrientes para as culturas na produção de biomassa microalgácea para atender às 

crescentes demandas de energia, com os benefícios adicionais do tratamento dos 

efluentes (DENG et al., 2018; JACOB-LOPES et al., 2019). 

Outra vantagem significativa do cultivo de microalgas, é seu potencial de 

mitigação de gases do efeito estufa (MOLAZADEH et al., 2019). Esses micro-

organismos são capazes de assimilar CO2 como fonte de carbono para seu crescimento, 
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cerca de 1.6 a 2.0 kg de CO2 podem ser capturados por cada quilograma de biomassa 

seca produzida (ALMOMANI et al., 2019; MOAZAMI et al., 2012). Embora seja 

promissora a capacidade de fixação de CO2 atmosférico, este não é suficiente para 

suprir o requerimento de carbono necessário para altas taxas de crescimento da 

biomassa de microalgas. Assim, é essencial um aporte de carbono adicional à cultura, 

como inserção de CO2 (ou ar comprimido) ou bicarbonatos, para a obtenção de maior 

produtividade (MUYLAERT et al., 2015). Dessa forma, a perspectiva de reutilizar 

beneficamente os fluxos de emissões ricos em CO2 no cultivo de algas (para 

determinadas aplicações), como os gases de combustão provenientes da produção de 

combustíveis fósseis, também é bastante promissora (MOHLER ET AL., 2019). No 

entanto, ainda que as microalgas apresentem inúmeras vantagens em diversos setores 

industriais, outros obstáculos ainda precisam ser contornados, como a recuperação da 

biomassa do meio de cultivo. Por exemplo, o gasto energético envolvido, por vezes 

torna inviável sua produção em grande escala, sendo esta etapa responsável por cerca de 

20 a 30% do custo total da produção de microalgas (GRIMA et al., 2003; SINGH; 

PATIDAR, 2018). 

Separação da biomassa de microalgas do meio de cultivo 

A separação da biomassa do meio de cultivo é um tema de alta relevância em 

Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) em biotecnologia de microalgas, visto que esta 

etapa representa um dos gargalos para sua produção em escala comercial, devido ao 

pequeno tamanho das células (tipicamente entre 2 – 50 μm) e baixa concentração no 

meio de cultura (0.5 – 2 g.L
-1

 em tanques abertos e cerca de 5 – 10 g.L
-1

 em 

fotobiorreatores) (GRIMA et al., 2003). Devido à grande variabilidade das 

características das células microalgais, é difícil definir uma técnica de colheita de 

biomassa padrão para ser adotada em escala industrial para todas as espécies (BARROS 

et al., 2015). Desse modo, a escolha da técnica depende das características da espécie a 

ser colhida, tais como: tamanho e forma celular, motilidade, mas também depende da 

densidade, fase de crescimento, além do valor do produto desejado; levando-se em 

conta a energia requerida e o tempo de processamento que cada técnica apresenta 

(BRENNAN; OWENDE, 2010; GERDE et al., 2014; YIN et al., 2020). Os métodos 

convencionais mais utilizados para a colheita de microalgas incluem processos como a 

centrifugação, filtração, flotação, sedimentação e coagulação/floculação (SINGH; 

PATIDAR, 2018) e/ou uma abordagem integrada dessas técnicas. 
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A centrifugação é um método mecânico que utiliza a força centrífuga para a 

separação e apresenta alta eficiência para recuperar a biomassa de microalgas. Suas 

principais vantagens consistem no fato de ser um método rápido, de fácil utilização e 

aplicável a vários tipos de algas (MILLEDGE; HEAVEN, 2012). Porém, devido ao 

elevado consumo de energia, essa técnica necessita de alto investimento inicial e, além 

disso, a alta velocidade de centrifugação pode levar à ruptura das células (KNUCKEY 

et al., 2006). Já os processos de filtração e separação por membranas apresentam como 

uma de suas principais limitações, a deposição de microalgas na superfície da 

membrana ou nos seus poros, causando o declínio do fluxo do permeado do filtro 

(fouling) e diminuindo sua eficiência (BARROS et al., 2015). Além disso, trata-se de 

um método mais adequado para a colheita de microalgas filamentosas e relativamente 

grandes, como espécies dos gêneros Coelastrum e Arthrospira; não sendo eficiente para 

a colheita de espécies de algas que apresentam dimensões menores ( < 30 µm), como 

Scenedesmus, Dunaliella e Chlorella (Mohn, 1980 apud YAAKOB et al., 2011). 

O processo de flotação é baseado na geração de microbolhas de ar para aderir às 

partículas em suspensão, promovendo a elevação dos flocos de microalgas até a 

superfície do sistema (devido às suas baixas densidades), onde são acumulados e, então, 

removidos (LAAMANEN; ROSS; SCOTT, 2016). A flotação é classificada em quatro 

tipos: flotação por ar dissolvido (FAD); flotação por ar disperso (FADi); flotação 

eletrolítica; flotação dispersa por ozonização (FDO). Esses mecanismos de flotação, 

auxiliados por coagulação-floculação, apresentam grande eficiência na remoção de 

microalgas, porém, são considerados como uma técnica de custo elevado em escala 

comercial, pelo intenso consumo energético (MILLEDGE; HEAVEN, 2012). Outro 

método que tem a eficiência aumentada quando auxiliada pelo coagulação-floculação é 

o mecanismo de sedimentação. As microalgas, por apresentarem células de baixa 

densidade, geralmente não conseguem atingir boa eficiência de separação apenas por 

deposição gravimétrica. Dessa forma, a coagulação-floculação é um dos métodos mais 

utilizados para otimizar o tempo de sedimentação das células, uma vez que aumenta a 

densidade dos flocos, influenciando diretamente na velocidade de deposição da 

biomassa microalgácea (CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2016). 

O processo de coagulação-floculação é um dos métodos mais convenientes e de 

baixo custo para a recuperação de microalgas (OKORO et al., 2019). É uma técnica de 

duplo estágio, em que as células em suspensão são agregadas para formar flocos, a fim 

de facilitar a sedimentação ou a flotação dos flocos formados, diminuindo o volume de 
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cultura a ser processado. De modo geral, pode-se dividir os mecanismos de coagulação 

em: adsorção e neutralização de cargas, compressão da camada difusa, varredura e 

formação de pontes (VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). Sendo assim, 

coagulação e floculação, ocorrem em estágios sucessivos de modo a ultrapassar as 

forças de estabilização das células suspensas, permitindo a colisão entre elas e 

promovendo o crescimento dos flocos (GUTIÉRREZ et al., 2015). Algumas espécies de 

microalgas floculam naturalmente em resposta a estímulos ambientais, como alterações 

do pH no meio de cultura, devido à depleção de CO2 pelo consumo fotossintético 

(BILANOVIC; SHELEF; SUKENIK, 1988; SALES; ABREU, 2015), pela excreção de 

macromoléculas orgânicas ou pela associação entre microalga e bactéria (UDUMAN et 

al., 2010; VANDAMME et al., 2012), entre outros. Como a floculação pode ocorrer 

espontaneamente em algumas culturas de microalgas, quando o pH aumenta acima de 

10 (SPILLING; SEPPÄLÄ; TAMMINEN, 2011), esse processo pode ser induzido pela 

adição de uma base forte, como o hidróxido de sódio (NaOH) ou hidróxido de cálcio 

(Ca(OH)2), por exemplo; este aumento de pH promove a formação de precipitados de 

magnésio (Mg
2+

) e/ou cálcio (Ca
2+

) que, por terem carga positiva, podem interagir com 

a superfície carregada negativamente das células de microalgas e assim induzir a 

floculação por neutralização de cargas e/ou por varredura (KNUCKEY et al., 2006; 

ROSELET et al., 2017; UMMALYMA et al., 2017). Em sistemas de escala industrial, 

no entanto, essa floculação é geralmente imprevisível e sua eficiência tende a ser baixa, 

mesmo quando as condições parecem favoráveis (BEUCKELS et al., 2013; 

VANDAMME et al., 2016). 

A adição de produtos químicos para induzir a floculação é uma prática comum 

como estágio de pré-tratamento em diversos processos de coagulação. Existem dois 

tipos de floculantes: inorgânicos e orgânicos (GERARDO et al., 2015). Floculantes 

inorgânicos, como o sulfato de alumínio (Al2(SO4)3), o sulfato férrico (Fe2(SO4)3) e o 

cloreto férrico (FeCl3) são eficientes e tradicionalmente utilizados em operações de 

floculação, principalmente no tratamento de efluentes industriais (VAZ et al., 2010; 

PIDOU et al., 2008). O sulfato de alumínio, em particular, vem sendo utilizado há mais 

de 100 anos em todo o mundo em diferentes conceitos de sistema de tratamento de 

água. Todavia, seu uso extensivo tem sido discutido devido à presença de alumínio 

remanescente na água tratada, muitas vezes em concentrações elevadas (CORAL; 

BERGAMASCO; BASSETTI, 2009). Danos causados ao organismo humano, em 

especial ao sistema nervoso, têm se tornado alvo crescente de pesquisas médicas e 
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exigido o controle rígido da presença de metais tanto na água tratada como na água dos 

mananciais (BHATTACHARJEE et al., 2014; FLATEN, 2001). Embora esses 

floculantes sejam aplicados também para a colheita de microalgas (RAKESH; 

SAXENA; DHAR, 2014), seu uso resulta em altas concentrações de metais na biomassa 

colhida, e estes permanecem após a extração de lipídios e de carotenoides, produzindo 

uma biomassa comercialmente inviável para determinadas aplicações, como por 

exemplo, consumo humano (BARROS et al., 2015; RWEHUMBIZA; HARRISON; 

THOMSEN, 2012), além de ser um impedimento para a reutilização do meio de cultivo 

(KIRNEV et al., 2018). 

Os floculantes orgânicos podem ainda ser separados em polímeros sintéticos e 

naturais, sendo os catiônicos os mais eficazes para a colheita de microalgas 

(BILANOVIC; SHELEF; SUKENIK, 1988). A maioria dos polímeros sintéticos 

empregados comercialmente são à base de poliacrilamida (VANDAMME; FOUBERT; 

MUYLAERT, 2013), embora seja não tóxica na forma de polímero, pode conter traços 

de monômeros não polimerizados tóxicos e assim, contaminar a biomassa de 

microalgas, além do baixo grau de biodegradabilidade (BRATBY, 2006). Com a 

crescente preocupação com questões ambientais, vêm sendo ampliados e intensificados 

os estudos de desenvolvimento de floculantes orgânicos biodegradáveis derivados de 

matéria-prima renovável (LIMA; ABREU, 2018). A utilização de polímeros naturais 

pode reduzir os custos do processo de recuperação, uma vez que esses polímeros podem 

ser obtidos e processados localmente com menor impacto ambiental (OLADOJA et al., 

2017). Floculantes orgânicos extraídos de plantas como a Moringa oleifera 

(TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2017), Margaritarea discoidea (OLADOJA et al., 2017) e 

Azadirachta indica (ALI; MUSTAFA; SALEEM, 2019); quitosana (ZHU; LI; 

HILTUNEN, 2018); amidos catiônicos (HUANG et al., 2019) e taninos vegetais 

modificados, como o Tanfloc® (YANG; LI; WANG, 2019), demonstraram boa 

eficiência e nula toxicidade como agentes floculantes no tratamento de águas com alta 

turbidez e possuem grande potencial de aplicação para a colheita da biomassa de 

microalgas. 
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Floculantes orgânicos biodegradáveis 

Quitosana 

A quitosana é um polieletrólito catiônico derivado da desacetilação alcalina da 

quitina, segundo biopolímero mais abundante no mundo (RENAULT et al., 2009; 

YANG et al., 2016), a qual é encontrada no exoesqueleto de crustáceos, na parede 

celular de fungos e em outros materiais biológicos (MATHUR; NARANG, 1990). Tem 

sido sugerida como um floculante natural para o tratamento de águas (KANGAMA et 

al., 2018; GUPTA et al., 2018) e para a colheita da biomassa de microalgas (CORRÊA; 

DUARTE; NOSEDA, 2019), por ser não-tóxica, não-corrosiva, biodegradável e possuir 

capacidade atrativa de adsorção e floculação. A presença de grupos amino na cadeia 

polimérica, permite que ele atue como polieletrólito catiônico em pH < 6,5, e devido à 

alta densidade de carga catiônica, a quitosana pode absorver fortemente as células de 

microalgas carregadas negativamente sobre sua superfície. Esse mecanismo pode ser via 

formação de ponte de polímeros e/ou neutralização de carga (ZHU; LI; HILTUNEN, 

2018). 

Embora a floculação usando quitosana tenha se mostrado eficiente para 

microalgas de água doce, resultados divergentes foram relatados quando aplicada para a 

floculação de microalgas marinhas. t’Lam et al. (2016) analisaram a floculação da 

microalga marinha Neochloris oleoabundans utilizando quitosana na concentração de 

90 mg.L
-1 

e obtiveram eficiência inferior a 70% em pH 7. Os autores observaram, 

usando medições de potencial zeta, que as cargas catiônicas eram reduzidas pela alta 

força iônica do meio de cultivo, como foi sugerido por Bilanovic; Shelef; Sukenik 

(1988). Por outro lado, Blockx et al. (2018) relataram floculação eficiente da microalga 

marinha Nannochloropsis oculata usando quitosana na concentração 75 mg.L
-1

, mas 

apenas em pH alto (> 7,5 - 10). A eficiência foi atribuída à precipitação da quitosana 

devido à desprotonação (parcial) dos grupos amina, induzindo à floculação por um 

mecanismo de varredura. Observações visuais e medidas de viscosidade de fato 

confirmaram a ocorrência de precipitação de quitosana em pH > 7,5. No entanto, apesar 

de resultados positivos na literatura da aplicação de quitosana para a floculação de 

microalgas, sua eficiência é altamente dependente do pH, além de apresentar alto custo 

(CHEN et al., 2013; WAN et al., 2015; XU; PURTON; BAGANZ, 2013). 
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Amidos  

Apesar da grande variedade e larga distribuição do amido na natureza, o número 

das maiores fontes comerciais para sua produção industrial é comparativamente 

pequeno, sendo as principais fontes: o milho, batata, mandioca e o trigo (AZEVÊDO et 

al., 2018). Os amidos podem ser utilizados como floculantes biodegradáveis; no 

entanto, devido às suas características, eles devem ser modificados através de reações 

químicas de cationização. Assim, os amidos catiônicos são produzidos por uma reação 

química entre o amido e reagentes contendo grupos amino, imino, amônio, sulfato e 

fosfato, sendo o grupo amino mais utilizado (ALCÁZAR-ALAY; ANGELA; 

MEIRELES, 2015). Vandamme; Foubert (2010) avaliaram o potencial do amido 

catiônico Greenfloc 120, aprovado para o tratamento de água potável, para a colheita de 

microalgas e obtiveram eficiência para a recuperação da biomassa de microalgas 

dulcícolas (Parachlorella e Scenedesmus). Outros autores relataram que o uso de 

amidos catiônicos são efetivos na floculação de microalgas e podem ser usados como 

uma alternativa interessante, uma vez que operam em uma faixa de pH mais ampla que 

a quitosana, por exemplo (GERDE et al., 2014). Além disto, apresentam vantagens pela 

baixa toxicidade quando comparados aos polímeros orgânicos sintéticos, como a 

poliacrilamida (LAMA et al., 2016; MUYLAERT et al., 2015). No entanto, embora 

esses polímeros tenham demonstrado eficiência e foram apontados como tendo efeitos 

colaterais relativamente menores, ainda assim podem ser muito custosos para 

determinadas aplicações da biomassa de microalgas (BEHERA; 

BALASUBRAMANIAN, 2019; VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). 

Taninos  

Taninos são compostos polifenólicos encontrados em algumas espécies vegetais. 

Por serem obtidos de diferentes fontes, sua estrutura química não é a mesma para todas 

as espécies vegetais das quais são extraídos (HAMEED et al., 2016). Os taninos 

vegetais não apresentam naturalmente características catiônicas que os habilitem para a 

aplicação como coagulante. Dessa forma, buscando conferir esta característica à sua 

estrutura, ele é submetido a um processo de cationização, que geralmente envolve a 

reação de Mannich. Neste processo, um nitrogênio quaternário é adicionado à estrutura 

polifenólica do tanino pela sua reação com um aldeído e uma amina, produzindo um 

composto de peso molecular maior que o inicial (MANGRICH et al., 2014). Esta reação 

química confere caráter catiônico à matriz do tanino orgânico, de modo que as 
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principais características (como solubilidade, estabilidade em diferentes níveis de pH ou 

atividade quelante de metais pesados) são mantidas enquanto outras são adicionadas. As 

novas habilidades estão relacionadas com a atividade de coagulação, que podem 

provocar a neutralização de cargas (BELTRAN-HEREDIA; SÁNCHEZ-MARTÍN; 

DÁVILA-ACEDO, 2011). Além disso, apresenta comportamento anfotérico, devido à 

presença dos nitrogênios quaternários e dos agrupamentos fenólicos (HAMEED et al., 

2016). 

A empresa TANAC desenvolveu um coagulante/floculante comercial à base de 

tanino – o Tanfloc SG (utilizado neste trabalho). O tanino cationizado comercial - 

Tanfloc, é obtido por meio de um processo de lixiviação da casca da acácia negra 

(Acacia mearnsii), sendo principalmente constituído de estruturas flavonoides (taninos 

condensados) com um peso molecular médio de 1,7 kDa (TANAC, 2020). A A. 

mearnsii é uma espécie leguminosa de porte médio, nativa da Austrália e foi introduzida 

no Rio Grande do Sul, em 1918, por Alexandre Bleckmann. A cultura tem relevante 

importância no estado e foi cultivada, inicialmente, em função do aproveitamento da 

madeira tanto para geração de energia como para as indústrias de chapas e de celulose; e 

ao longo dos anos ganhou maior destaque pela qualidade do teor de tanino na casca, 

utilizado na indústria coureira (CALDEIRA et al., 1998). A espécie apresenta 

características multifuncionais e, além do aspecto socioeconômico, é utilizada para 

restauração de ambientes degradados e enriquecimento do solo pela fixação de 

nitrogênio atmosférico (CALDEIRA et al., 2000). 

O Tanfloc começou a ser exportado a partir de 2002 para empresas terceirizadas 

especializadas no tratamento de água potável da Inglaterra, França, Alemanha, Espanha, 

Itália e Portugal, e vem sendo utilizado por indústrias químicas e petroquímicas para o 

tratamento de lodos industriais (CASTRO, 2002). Além disso, tem mostrado eficiência 

na remoção das microalgas de efluentes (SELESU et al., 2016) e apresenta um custo de 

aquisição relativamente baixo (R$ 10,00 kg) (HESSE, 2016). Gutiérrez et al. (2015) 

trabalharam com a recuperação da biomassa microalgácea através de floculação com 

Tanfloc na concentração de 50 mg.L
-1

, e os autores constataram que nenhum impacto 

negativo em termos de pH e biodegradabilidade anaeróbia afetou o processo de 

produção de biocombustíveis. Ou seja, não foram observadas mudanças nas 

características da biomassa que pudessem afetar seu uso na produção de substâncias de 

interesse comercial, demonstrando que o Tanfloc seria adequado para a colheita de 

biomassa de microalgas de águas residuais. Hesse et al. (2017), também empregaram o 
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Tanfloc SG para a colheita da microalga Acutodesmus obliquus de águas residuais de 

suínos e obtiveram eficiência de floculação superior a 90% com a concentração de 125 

mg.L
-1

 em pH 8. Os autores destacaram ainda a possibilidade de reutilização do meio 

residual para novos ciclos de cultivo sem efeitos negativos sobre a produtividade em 

biomassa e de seu conteúdo lipídico. Resultados promissores que foram corroborados 

por De Moraes et al. (2020), os quais utilizaram Tanfloc SG para a colheita da 

microalga dulcícola Chlorella vulgaris e obtiveram eficiência de floculação de 99% 

com a concentração de 1,175 mg.L
-1 

do floculante. Os autores avaliaram ainda o 

conteúdo lipídico e o perfil de ácidos graxos da biomassa floculada, bem como da 

biomassa colhida pós-cultivo em meio residual reutilizado e demonstraram a 

possibilidade de reciclá-las sem efeitos negativos à biomassa, o que é um passo 

importante para reduzir a pegada hídrica e o custo do processo de produção da biomassa 

de microalgas.  

Moringa oleifera Lam. 

O gênero Moringa, incluído na família Moringaceae, é constituído por quatorze 

espécies, e dentre as espécies descritas para o gênero destaca-se a Moringa oleifera 

Lam. (ANWAR et al., 2007). Consiste em uma árvore de crescimento rápido e 

altamente adaptável, originária do noroeste indiano, é amplamente distribuída nas 

regiões tropicais e subtropicais do planeta. Conhecida como “a árvore milagrosa”, 

mostra múltiplas aplicações envolvendo produtos farmacêuticos (ANEY et al., 2009), 

cosméticos (KLEIMAN; ASHLEY; BROWN, 2008), alimentares (OYEYINKA; 

OYEYINKA, 2016) e na área ambiental (SANTANA et al., 2020). Foi demonstrado 

que raiz, caule, folhas, flores, frutos e sementes são ricas fontes de proteínas, minerais 

(cálcio, sódio, potássio e magnésio) e ácidos graxos. Vale salientar a presença das 

vitaminas A, B, C e E, assim como ácido linolênico e ácido fólico nas folhas (SHIH et 

al., 2011; SINGH; ARULANANTHAM; PARISIPOGULA, 2018). As sementes 

também produzem um excelente óleo, comparado ao azeite de oliva, que pode ser usado 

na alimentação, na fabricação de cosméticos e fármacos (WARRA, 2015) e para a 

produção de biodiesel (ESMAEILI; YEGANEH; ESMAEILZADEH, 2019; NIJU et al., 

2019). Todas estas aplicações fizeram com que ao longo dos milhares de anos a espécie 

fosse levada para vários países (FAHEY, 2005). 

A espécie foi introduzida no Brasil como planta ornamental por volta de 1950, e 

se adaptou especialmente à região Nordeste, em virtude de suas características, como 
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pouca exigência hídrica e nutricional (CASTRO, 2017; SILVA; SOUTO; SANTOS, 

2019). Desde então tem sido amplamente cultivada no país. As sementes de M. oleifera 

contêm proteínas que agem como polieletrólitos catiônicos quando solubilizadas em 

água (GHEBREMICHAEL et al., 2005; NDABIGENGESERE; NARASIAH; 

TALBOT, 1995) e possuem substância antimicrobiana, que no processo de purificação 

da água pode reduzir a carga bacteriana em até 97% em pouco tempo (NISHA et al., 

2017). De acordo com Gallão; Damasceno; Brito (2006) e Garza et al. (2017), a 

proteína é o composto encontrado em maior quantidade nas sementes desta planta, em 

torno de 40% (Tabela II), e seu mecanismo de coagulação é representado pela adsorção 

e neutralização de cargas superficiais (SANTANA et al., 2010). 

Tabela II: Composição química da semente de Moringa oleifera. Adaptada de Gallão et al. (2006). 

Composição Semente 

Umidade (%) 6,3 

Açucares solúveis (g/100g) 3,14 

Oligossacarídeos (g/100g) 3,31 

Amido (g/100g) 6,02 

Proteínas (g/100g) 39,3 

Lipídios (g/100g) 18,8 

 

Na literatura, vários estudos foram realizados sobre o desempenho de sementes 

de M. oleifera como um agente coagulante alternativo ou coagulante auxiliar no 

tratamento de água e sua eficiência foi comparada à obtida pelo sulfato de alumínio, 

com as vantagens de reduzir o volume de lodo e não alterar as propriedades da água 

tratada (DEHGHANI; ALIZADEH, 2016). Dessa forma, se apresenta como um 

substituto eficiente aos coagulantes convencionais; além disto, é sustentável, de baixo 

custo e de nula toxicidade (PRITCHARD et al., 2010; SHAABAN et al., 2019). O uso 

dessas sementes como agente coagulante é uma opção pragmática para fornecer acesso 

à água potável segura para comunidades rurais de países em desenvolvimento em todo o 

mundo, auxiliando no cumprimento dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

(ODS: “gerenciamento sustentável da água”) (OKUDA;  ALI, 2019). 

Além da viabilidade como coagulante de águas com alta turbidez, foram 

atribuídas às sementes de M. oleifera alta eficiência e baixo custo como agente 

coagulante na colheita de microalgas (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012). ALI; 
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MUSTAFA; SALEEM (2019) analisaram diferentes coagulantes naturais como: torta da 

semente de Jatropha curcas e sementes de M. oleifera, Conocarpus erectus e 

Azadirachta indica em comparação com sulfato de alumínio (Al2(SO4)3), para obter 

custo-efetividade de cada coagulante na colheita de microalgas de águas residuais 

domésticas. O menor custo foi obtido com sementes de M. oleifera (US$/L 0.0052) 

seguida por A. indica (US$/L 0.0068) e maiores custos com o sulfato de alumínio 

(US$/L 0.0091), semente de C. erectus (US$/L 0.0095) e torta de semente de J. curcas 

(US$/L 0.0103). Essa relação foi baseada no preço de mercado por  quilograma de 

coagulante. Portanto, verificou-se que as sementes de M. oleifera e A. indica 

apresentaram melhores resultados em comparação com os outros coagulantes em termos 

de viabilidade econômica do processo. Teixeira; Kirsten; Teixeira (2012) foram os 

primeiros autores a publicar artigo científico evidenciando a aplicabilidade das sementes 

de M. oleifera para a colheita da biomassa de microalgas (Chlorella vulgaris), 

alcançando eficiência de 89%, utilizada na concentração de 1 g.L
-1 

em pH 9.2. Estes 

estudos foram continuados por Teixeira; Teixeira (2017), que obtiveram resultados de 

eficiência de floculação de C. vulgaris de 79% a 96% usando sementes de M. oleifera 

também em outras formas, como extrato salino e torta, como estratégia para redução de 

custos, uma vez que a torta da semente é um resíduo da extração do óleo (a ser utilizado 

para a produção de biodiesel) e o uso de extratos pode representar uma economia de 

massa de floculante. Neste último trabalho, os autores concluíram que a maior eficiência 

foi alcançada com extratos preparados em solução de NaCl 0.6 M. Resultados 

corroborados por Okuda et al. (1999), que utilizaram sementes de M. oleifera extraídas 

em solução de NaCl 1 M em águas com alta turbidez e verificaram que a capacidade de 

floculação aumentou 7,4 vezes em relação ao floculante extraído apenas com água 

destilada. Isso pode ser explicado pelo incremento da força iônica, aumentando a 

solubilidade dos compostos ativos. 

Diversos autores comprovaram a eficiência de sementes de M. oleifera como 

agente floculante para a recuperação de biomassa microalgácea (HAMID et al., 2016; 

BARRADO-MORENO; BELTRAN-HEREDIA; MARTÍN-GALLARDO, 2016a; 

ENDUT et al., 2016; HAUWA et al., 2018; SHAABAN et al., 2019). No entanto, 

poucos autores avaliaram a influência desse biofloculante e/ou de seus derivados nas 

extrações de compostos de interesse comercial a partir da biomassa floculada. De 

Moraes et al (2020), Moreti et al. (2015) e Yang et al. (2016) avaliaram a eficiência de 

floculação do pó de sementes de M. oleifera em C. vulgaris; Anabaena flos-aquae e C. 
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vulgaris; e Scenedesmus obliquus e C. vulgaris, respectivamente, e verificaram a 

composição de ácidos graxos acumulados na biomassa colhida. Os autores observaram 

que, embora o óleo de microalgas seja bem conhecido por seu alto teor de ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFAs) (SCHENK et al., 2008), a biomassa colhida com o pó de 

sementes de M. oleifera apresentou maiores proporções de ácido oleico (C18: 1) e uma 

diminuição significativa do conteúdo de PUFAs. Esses resultados são esperados, uma 

vez que após o processo de floculação, a biomassa obtida é composta pelas células de 

microalgas misturadas ao floculante. De fato, a composição de ácidos graxos é 

claramente influenciada pela composição de ácidos graxos das sementes de M. oleifera, 

caracterizada por alta porcentagem de ácido oleico (C18: 1, 74 - 79%) e menor 

conteúdo de ácidos palmítico (C16: 0, 6 - 7%), beênico (C22: 0, 4-7%), linoléico (C18: 

2, 0,7 - 2%) e linolênico (C18: 3, n - 0,2%) (ANWAR et al., 2007). De Moraes et al 

(2020) avaliaram também a recuperação de C. vulgaris utilizando sementes de M. 

oleifera nas formas de extrato salino e torta, obtendo eficiência superior a 95% e 

resultados da biomassa colhida com a torta semelhantes aos obtidos com o pó das 

sementes de M. oleifera - rica em lipídios, principalmente ácido oleico. Este é um fator 

de grande relevância, pois implica na não-necessidade de remoção dos floculantes da 

biomassa colhida.  

Reutilização do meio de cultivo 

O aumento de resíduos líquidos em processos industriais está diretamente 

relacionado ao crescente desenvolvimento econômico e industrial (GIORDANO, 2004). 

Dessa forma, tem-se buscado alternativas para contornar essa problemática de modo a 

evitar o seu desperdício e/ou descarte tóxico nos corpos hídricos. Na produção de 

microalgas, além dos desafios da colheita da biomassa, outra problemática está 

relacionada ao elevado consumo de água e custo de nutrientes, que são essenciais para o 

cultivo. A grande demanda de água para o processo faz com que se busquem 

alternativas sustentáveis para reduzir o custo, como o reaproveitamento do meio de 

cultura nos cultivos subsequentes e, dessa forma, reciclar os nutrientes não absorvidos 

nos cultivos anteriores. O reciclo do meio de cultivo após a colheita da biomassa pode 

representar uma economia de até 84% de água e 55% de nutrientes essenciais 

(FAROOQ et al., 2015). Portanto, não somente beneficia o meio ambiente, reduzindo a 

poluição e o desperdício, mas também funciona como uma potencial fonte de nutrientes 

para a produção de biomassa a um custo reduzido. 
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Nesse sentido, Farooq et al. (2015) avaliaram a recuperação da biomassa de C. 

vulgaris por centrifugação e por floculação usando FeCl3 e Al2(SO4)3. Os autores 

obtiveram boa eficiência de recuperação das células e avaliaram o reuso do meio 

residual para novos ciclos de cultivo. O reuso do meio proveniente da floculação com 

Al2(SO4)3 inibiu o crescimento das células devido à toxicidade do alumínio residual. Já 

os meios obtidos dos processos de centrifugação e da floculação com FeCl3 alcançaram 

crescimento das células de microalgas até o quarto ciclo. No entanto, mesmo com o 

bom resultado de crescimento em meio residual proveniente da floculação com FeCl3, 

foi necessária a adição de uma etapa de remoção de ferro da biomassa recuperada. 

Assim, estudos de biofloculantes são muito pertinentes para que se desenvolvam 

métodos que minimizem a contaminação da biomassa e do meio de cultura, buscando a 

viabilidade econômica e sustentável da produção de microalgas em escala industrial. De 

Moraes et al. (2020) obtiveram resultados promissores com o reuso do meio residual 

obtido da floculação de C. vulgaris utilizando biofloculantes (Sementes de M. oleifera e 

Tanfloc SG), e observaram que a biomassa obtida dos meios reciclados apresentaram  

um teor em lipídios totais próximos ao obtido da biomassa em meio estéril. Resultados 

muito interessantes, uma vez que no processo de recuperação da biomassa de 

microalgas com a aplicação desses floculantes naturais, além de não haver 

contaminação do meio de cultivo, não houve a necessidade de remoção do floculante da 

biomassa recuperada. 

Microalgas 

Haematococcus pluvialis  

O gênero Haematococcus está inserido na família Haematococcaceae, ordem 

Chlamydomonadales, classe Chlorophyceae (ALGAEBASE, 2020), é considerado 

cosmopolita e ocorre principalmente em corpos d'água temporários de água doce, como 

piscinas de chuva efêmeras, piscinas artificiais e lagoas naturais (BURCHARDT et al., 

2006; CHEKANOV et al., 2014). Esta espécie pode sintetizar grande quantidade de 

astaxantina, associadas a respostas às condições de estresse no ambiente, acumulando 

até 5% do seu peso seco (LORENZ; CYSEWSKI, 2000). Assim, ocorrem alterações 

ultraestruturais durante o seu ciclo de vida, que consistem em quatro tipos de 

morfologias celulares distinguíveis: macrozoóides (zoósporos), microzoóides, palmella 

e hematocistos (aplanósporos) (HAZEN, 1899 apud SHAH et al., 2016). Os três 
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primeiros estágios, geralmente, chamados de "fase vegetativa verde", onde as células 

possuem mais clorofila (a e b) e menos carotenoides e quando expostas a condições de 

estresse, acumulam carotenoides no citoplasma, e o conteúdo de clorofila total diminui 

drasticamente (KAMATH et al., 2005) formando os hematocistos, referidos como "fase 

encistada acumulada de astaxantina” não móvel (BOUSSIBA, 2000; SUN et al., 2017). 

Por isso, se torna necessário usar sistemas em duas fases de cultivo para produzir este 

composto. A primeira fase serve para assegurar o máximo crescimento da microalga e 

uma segunda fase para permitir a produção e acúmulo da astaxantina (carotegênese) 

(WANG et al., 2014). A indução da carotenogênese ocorre quando as células são 

expostas a condições de estresse derivadas da alta intensidade luminosa, privação de 

nutrientes (nitrogênio e fósforo), alta salinidade e/ou a combinação destes (KHOO et al., 

2019). A intensidade da luz e a subsequente privação de nutrientes são os fatores mais 

importantes a influenciar o ciclo celular e indução de carotenogênese em H. pluvialis 

(MA et al., 2018). 

O grande interesse econômico no cultivo de H. pluvialis se baseia, 

principalmente, na obtenção de astaxantina - considerada o antioxidante natural mais 

potente conhecido pelo Homem (SHAH et al., 2016). A espécie possui diversas 

aplicações, principalmente em aquicultura, sendo utilizada no preparo de dietas de 

organismos aquáticos com a função de aumentar a pigmentação em espécies de 

camarões e de peixes como trutas, salmões e espécies ornamentais (CHIEN; SHIAU, 

2005). Esse carotenoide e outros compostos presentes nessas microalgas como: ácidos 

graxos, proteínas, carboidratos e minerais, têm grande importância para as indústrias 

alimentícia, farmacêutica e cosmética, devido às suas numerosas atividades biológicas 

(anti-inflamatória, melhoria da resposta imune, prevenção de doenças cardiovasculares, 

potencial anticancerígeno, entre outras) (HAMED, 2016). No metabolismo humano, por 

exemplo, a astaxantina é importante também para a proteção da pele contra a foto-

oxidação induzida por raios ultravioleta, e pode ser utilizada em cosméticos naturais 

como filtro solar (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). 

Nannochloropsis oculata 

Hibberd (1981) descreveu o gênero Nannochloropsis, família Monodopsidaceae, 

ordem Eustigmatales, classe Eustigmatophyceae (ALGAEBASE, 2020), o qual pode ser 

encontrado em habitats marinhos e de água doce (ANDERSEN et al., 1998). A espécie 

é unicelular, com forma esférica e tem cerca de 2 – 8 µm de diâmetro (HU; GAO, 
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2003). Possui parede celular rígida composta de polissacarídeos; a estrutura química do 

seu produto de reserva não é conhecida, mas sabe-se que não se trata do amido 

(LOURENÇO, 2006). Caracteriza-se por possuir um cloroplasto com clorofila a 

(especificamente carece de clorofila b e c), presença de β-caroteno e uma grande 

variedade de xantofilas, como: violaxantina, vaucheraxantina, cantaxantina, astaxantina, 

neoxantina, zeaxantina, antheraxantina e luteína (SCHOCH ET AL., 2019; HAMIDI; 

YANUHAR; WARDANA, 2014). Nannochloropsis possui alto teor de ácidos graxos 

polinsaturados (PUFAs) e é considerada como a cepa mais proeminente na produção 

comercial de ácido eicosapentaenóico (EPA C20:5n3) (ZITTELLI et al., 1999). O 

elevado teor de PUFAs, proteínas e vitamina B12, associados à sua alta tolerância às 

mudanças ambientais e velocidade de crescimento acentuado, faz com que esta espécie 

seja amplamente utilizada em aquicultura como alimento para diversos organismos 

aquáticos nas fases iniciais de cultivo (SARKER et al., 2018). Também são aplicadas na 

produção de fármacos e como suplementos nutricionais (BHUVANA et al., 2019; 

BOROWITZKA, 2013). Ainda têm sido consideradas como uma potencial fonte de 

lipídios para a produção de biocombustíveis (MOAZAMI et al., 2012). 
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OBJETIVOS 

Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho foi avaliar uso de floculantes orgânicos biodegradáveis 

para a recuperação da biomassa de Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis 

oculata: modelo de microalga de água doce e marinha, suas implicações na extração de 

produtos de interesse comercial da biomassa produzida e estimar o reuso do meio de 

cultura.  

Objetivos específicos 

 Avaliar o processo de separação da biomassa microalgaácea utilizando-se 

preparados a partir de Moringa oleifera (pó da semente, extrato salino do pó da 

semente e torta da semente) e o produto comercial Tanfloc SG, em duas 

diferentes espécies de microalgas – Nannochloropsis oculata e Haematococcus 

pluvialis; 

 Analisar a influência dos floculantes na composição da biomassa microalgácea, 

quanto aos lipídios totais e carotenoides totais; 

 Avaliar a possibilidade de reutilização do meio de cultura após a recuperação da 

biomassa para um novo ciclo de cultivo. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

As principais etapas realizadas no presente trabalho estão apresentadas na Figura 1. 

 

Figura 1: Fluxograma das etapas experimentais. 

 Manutenção das culturas de microalgas 

A manutenção das culturas-estoque das espécies estudadas foi realizada em 

tubos de ensaio com 5 mL de meio de cultura, mantidas em câmara de germinação a 

21ºC, sob 20 μmolfótons.m
-2

.s
-1

, sendo agitados manualmente a cada 48h e as células 

repicadas a cada 20 dias, a fim de mantê-las saudáveis e viáveis. A cepa da microalga 

marinha Nannochloropsis oculata utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelas 

professoras Sonia Gianesella e Flavia Saldanha-Correa do Instituto Oceanográfico da 

Universidade de São Paulo (IOUSP); no LABIM é mantida em meio F/2 segundo 
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descrito por Guillard (1975) (Apêndice A). A cepa da microalga dulcícola 

Haematococcus pluvialis utilizada neste estudo foi gentilmente doada por MSc. 

Alexsandro Claudino dos Santos da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), 

sendo mantida em meio WC proposto por Guillard; Lorenzen (1972) modificado 

(Apêndice B). 

Agentes floculantes 

Os agentes floculantes estudados foram: Moringa oleifera em diferentes formas 

(pó da semente, extrato salino do pó da semente e torta da semente) e o produto 

comercial Tanfloc SG.  

Semente de M. oleifera (SM)  

As sementes de M. oleifera foram coletadas no estado de Sergipe e fornecidas 

gentilmente pelo Prof. Gabriel Francisco Silva, da Universidade Federal de Sergipe 

(UFS). Inicialmente, as sementes foram selecionadas conforme uniformidade, tamanho 

e coloração (Figura 1A), suas cascas retiradas e as sementes foram trituradas 

manualmente com um pistilo (Figura 1B) e peneiradas (peneiras de poro 860 µm e 420 

µm) para obtenção de um pó fino e homogêneo. O material resultante foi reservado para 

os ensaios de floculação. 

 

Figura 2: Sementes de Moringa oleifera: (A) Com casca e descascadas; (B) Preparo do pó de sua 

semente. 

A B 
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Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM) 

Para o preparo do extrato da semente de M. oleifera, o pó da semente (descrito 

no item anterior: Semente de M. oleifera (SM)) foi adicionado à solução de NaCl 0,6M 

numa proporção de 50 gramas para cada litro. Esta mistura foi submetida ao tratamento 

ultrassônico (USC 2500, Unique) por 15 minutos e centrifugada (centrífuga refrigerada 

Nova Técnica NT825) a 3.500 rpm (2607 g) durante 15 minutos, o sobrenadante foi 

reservado para os ensaios de floculação (Figura 2).  

 

Figura 3: Extrato salino da semente de Moringa oleifera obtido após o tratamento ultrassônico e 

centrifugação. 

Torta da Semente de M. oleifera (TSM) 

A torta da semente de M. oleifera foi cedida gentilmente por Rafael Peron 

Castro, do grupo de estudos G-ÓLEO da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Esta 

torta corresponde ao material residual obtido após processo de extração do óleo, 

representando um coproduto da produção do biodiesel produzido a partir destas 

sementes. No presente trabalho foi utilizada a torta proveniente da extração mecânica, a 

qual foi peneirada (peneiras de poro 860 µm e 420 µm) para obtenção de um pó fino e 

homogêneo (Figura 3). 
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Figura 4: Torta da semente de Moringa oleifera obtida por extração mecânica, cedida pelo grupo 

G-ÓLEO – UFLA. 

Tanfloc SG (TSG) 

O produto Tanfloc SG foi cedido pela empresa TANAC, na sua forma comercial 

líquida, apresentando coloração escura (Figura 4) e massa específica de 

aproximadamente 1,20 kg.L
-1

.
 

 

Figura 5: Tanfloc SG em sua forma comercial líquida, cedido pela empresa TANAC. 

Avaliação da influência de variáveis no processo de floculação 

Um planejamento fatorial 2
k
 (2

3
) com 3 repetições no ponto central foi utilizado 

para rastrear os principais fatores envolvidos na eficiência de floculação dos 4 agentes 

floculantes para as microalgas focos do estudo. As variáveis independentes do 

planejamento fatorial foram: a concentração do floculante, o tempo de sedimentação e o 

pH (Tabela III). A matriz de planejamento foi construída fazendo-se todas as 

combinações possíveis entre os níveis dos três fatores seguindo o modelo recomendado 

por Box, Hunter e Hunter (1987), resultando na configuração de experimentação 
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indicada na Tabela IV. Para validação dos resultados obtidos no planejamento, este 

conjunto de experimentos foi repetido três vezes. Os fatores e níveis utilizados foram 

definidos de acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de estudos 

(LABIM/INT). 

Tabela III: Níveis codificados e não codificados das variáveis independentes, utilizados nas 

avaliações dos floculantes: Semente de Moringa oleifera (SM), Torta da semente de Moringa oleifera 

(TSM), Extrato Salino da semente de Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG). 

 
X1(SM e TSM) X1 (ESM) X1 (TSG) X2 X3 

Níveis 

Concentração 

do floculante     

(g.L
-1

) 

Concentração 

do floculante     

(g.L
-1

) 

Concentração 

do floculante     

(mg.L
-1

) 

Tempo de 

sedimentação 

(min) 

pH 

- 1 0,0 0,00 0,0 30 6,5 

  0 0,5 0,25 0,6 60 8,5 

+1 1,0 0,50 1,2 90 10,5 

 

Tabela IV: Matriz de níveis para análise fatorial 2
3
 com três pontos centrais. 

    
Ensaios X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 

2 +1 -1 -1 

3 -1 +1 -1 

4 +1 +1 -1 

5 -1 -1 +1 

6 +1 -1 +1 

7 -1 +1 +1 

8 +1 +1 +1 

9 (PC) 0 0 0 

10 (PC) 0 0 0 

11 (PC) 0 0 0 

    

Nesta primeira etapa, os experimentos de avaliação a influência das variáveis na 

eficiência de floculação foram realizados em provetas de 25 mL (Figura 5). Para a 

obtenção do volume de suspensão celular necessário para estas avaliações, foram 

realizados cultivos em erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de cultura, os quais 

foram mantidos em mesa agitadora sob agitação constante de 150 rpm, em sala de 
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cultivo com temperatura mantida a 25 ± 2ºC (Figura 6). As espécies foram cultivadas 

em batelada simples até sua fase estacionária. N. oculata foi cultivada por 20 dias sob 

300 μmolfótons.m
-2

.s
-1 

e a espécie H. pluvialis foi cultivada por 12 dias sob 80 

μmolfótons.m
-2

.s
-1

 e 13 dias sob 160 μmolfótons.m
-2

.s
-1

, sendo utilizadas para a 

iluminação lâmpadas LED tubulares de 40 W. Antes dos ensaios de floculação, o 

conteúdo dos erlenmeyers foi homogeneizado em um béquer e os valores de pH foram 

ajustados, com o auxílio do potenciômetro (Digimed), conforme a matriz de 

planejamento (Tabelas III e IV), usando-se soluções de hidróxido de sódio (NaOH) 1M 

ou ácido clorídrico (HCl) 1M. Após os ajustes de pH, as suspensões foram adicionadas 

a erlenmeyers contendo os respectivos agentes floculantes e agitadas por 15 minutos a 

100 rpm em mesa agitadora de frascos e, então, foram retiradas alíquotas para medidas 

de densidade óptica em 730 nm (DO730nm), utilizando o espectrofotômetro Spectrum 

(SP-1105). Este momento foi determinado como tempo inicial e, em seguida, as 

suspensões foram vertidas em provetas de 25 mL para acompanhamento da 

sedimentação. Após o tempo determinado pela matriz de planejamento, uma alíquota foi 

retirada do meio da coluna da suspensão para medidas de DO730nm. O parâmetro 

avaliado foi a eficiência de floculação, medida por meio da capacidade de diminuição 

de turbidez (% Diminuição DO730nm), calculada de acordo com a Equação (1): 

Equação 1: %Dim DO= [(DOinicial - DOfinal) / DOinicial  ]x 100  

Onde, DOinicial corresponde ao valor de densidade óptica da alíquota retirada 

após a adição do floculante e agitação vigorosa; DOfinal corresponde ao valor de 

densidade óptica da alíquota retirada após o tempo de sedimentação avaliado. 
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Figura 6: Ensaios de avaliação da influência dos parâmetros na eficiência de floculação: (A) 

Ensaios de floculação de Nannochloropsis oculata; (B) Ensaios de floculação de Haematococcus 

pluvialis. 

A 

B 
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Figura 7: Inóculos na fase estacionária de crescimento, em mesa agitadora. 

Para o tratamento estatístico dos resultados, utilizou-se o software Statistica 7.0 

(StatSoft ®), especificamente o módulo de Análise e Planejamento de Experimentos, 

baseado no planejamento padrão Box, Hunter e Hunter 2(
k-p

). Foi realizada análise do 

gráfico de Pareto para investigar os fatores significativos e suas interações na eficiência 

de floculação. A qualidade do modelo da análise foi avaliada com base na análise de 

variância (ANOVA), levando-se em consideração o nível de confiança de 95% (p < 

0,05), e o tipo de erro escolhido para a ANOVA foi o erro puro por terem sido 

consideradas três réplicas autênticas na definição do tamanho da amostra. 

Avaliação da eficiência de floculação em Jar Test 

Após terem sido estabelecidas as condições e floculantes que levaram ao 

aumento da eficiência de floculação para cada espécie de microalga estudada, foram 

conduzidas avaliações em Jar Test (Nova Ética, Modelo 218-6 LDB), também em 

triplicata. O dispositivo usual de Jar Test consiste em seis frascos igualmente agitados, 

onde é possível variar a rotação dos agitadores de acordo com o gradiente de velocidade 

correspondente às etapas de mistura rápida e mistura lenta. Esses parâmetros foram 

definidos de acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de estudos 

(LABIM/INT). Para a obtenção do inóculo, os cultivos foram realizados em frascos 

erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de cultura, mantidos sob condições 
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controladas, conforme descrito no item anterior (Avaliação da influência de variáveis 

no processo de floculação). O inóculo obtido foi transferido para garrafas do tipo PET 

de cristal de 5 L contendo 4 L de cultura, sendo mantidas sob condições controladas de 

temperatura à 25 ± 2°C, aeração constante e sob densidade de fluxo fotônico, fornecida 

por plafon de LED branco 25 W, de 300 μmolfótons.m
-2

.s
-1 

para N. oculata por 20 dias 

e a espécie H. pluvialis sob 200 μmolfótons.m
-2

.s
-1 

por 5 dias e mais 8 dias sob 400 

μmolfótons.m
-2

.s
-1 

(Figura 7). Foi realizado rodízio de posição das garrafas na estante a 

fim de garantir maior homogeneidade de intensidade de luz entre as culturas ao longo 

dos dias de cultivo. 

 

Figura 8: Suspensões celulares mantidas na estante em garrafas PET de 5L: (A) Suspensões 

celulares de Haematococcus pluvialis na fase inicial de cultivo; (B) Suspensões celulares de 

Haematococcus pluvialis na fase final de cultivo. 

As suspensões celulares, provenientes dos garrafões foram reunidas num balde 

(Figura 8) e homogeneizadas para a retirada de alíquotas para a realização de medidas 

de densidade óptica (DO730nm). O pH da suspensão foi medido e ajustado conforme 

resultados obtidos no item Avaliação da influência de variáveis no processo de 

floculação. Foram acrescentados em cada cuba do Jar Test 2L de suspensão celular e, 

então adicionados os agentes floculantes exceto numa das cubas (controle). As culturas 

A B 
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foram mantidas sob agitação de 200 rpm por 2 min (agitação vigorosa), permitindo 

dessa forma que a biomassa microalgácea fosse misturada com o coagulante (Figura 

9A). Após a agitação vigorosa, foi retirada alíquota para medida de DO730nm, momento 

este determinado como tempo inicial. Em seguida, iniciou-se uma agitação lenta (30 

rpm por 30 min), para promover o aumento dos flocos, e, na sequência, repouso para 

avaliação da sedimentação (Figura 9B), após o qual, foi retirada alíquota na região 

correspondente à metade da altura do líquido, para medidas de DO730nm e pH. A 

eficiência do processo foi calculada por meio da capacidade de diminuição de turbidez 

(%Diminuição DO730nm), conforme Equação 1. 

Para a recuperação da biomassa sedimentada do meio de cultura, foi descartado 

50% do volume sobrenadante (através da abertura do orifício localizado na metade da 

altura da jarra) de cada cuba do Jar Test e o restante foi coletado e centrifugado a 3.500 

rpm, durante 15 min, a 4
o
C. O sobrenadante obtido após a centrifugação foi reservado 

para novo ciclo de cultivo, e o pellet foi congelado, liofilizado (Enterprise II, Terroni) e 

estocado a 4°C para análises posteriores. 

 

Figura 9: Suspensão celular resultante da união dos garrafões: (A) Suspensão celular de 

Nannochloropsis oculata; (B) Suspensão celular de Haematococcus pluvialis. 

A B 
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Figura 10: Suspensões celulares de Haematococcus pluvialis em cubas do Jar Test: (A) 

imediatamente após a adição dos agentes floculantes; (B) após o tempo de sedimentação. 

Avaliação da reutilização do meio residual para novo ciclo de cultivo 

Os meios de cultura residuais, obtidos conforme descrito no item anterior 

(Avaliação da eficiência de floculação em Jar Test), foram utilizados para novo ciclo 

de cultivo sem terem passado por qualquer tipo de esterilização. Os cultivos foram 

realizados em duplicata, em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de 

cultura; sendo uma duplicata com adição de nutrientes - para H. pluvialis: NaNO3 e 

K2HPO4 (conforme concentrações do meio WC); para N. oculata: NaNO3 e 

NaH2PO4.2H2O (conforme concentrações do meio F/2). Para efeito comparativo,  foi 

utilizada outra duplicata sem a adição dos nutrientes. Foram empregadas as mesmas 
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condições de cultivo do inóculo, descritas no item Avaliação da influência de 

variáveis no processo de floculação. 

Quantificação celular 

Citômetro de fluxo 

O acompanhamento do crescimento das suspensões celulares foi realizado com o 

auxílio do citômetro de fluxo (Muse® cell analyzer). 

Massa seca 

Para determinar a concentração em massa seca ao final dos cultivos de 

Haematococcus pluvialis foi realizada a filtração a vácuo de 30 mL de suspensão 

celular, utilizando-se membrana de fibra de vidro (poro 0,7 – 1,4 µm, GF/P, Sartourius 

®), pesada previamente em balança analítica de precisão (Shimadzu - AY220). As 

membranas com as células filtradas foram secas em uma balança determinadora de 

umidade (MB 45, OHAUS), a 105ºC, e após seu resfriamento foram pesadas novamente 

em balança analítica de precisão, uma vez que a balança determinadora de umidade não 

tem a precisão necessária para esta medição. A massa seca foi obtida a partir da 

subtração da massa da membrana com a biomassa seca pela massa da membrana. A 

partir da massa seca, foi calculada a concentração em biomassa seca (C) da cultura, de 

acordo com a Equação (2): 

Equação 2: C =
(Mf−Mi) × 1000

V
 

Onde, Mf corresponde à massa final da membrana seca (g) após a filtração, Mi é 

a massa inicial da membrana (g) e V é o volume de cultura utililzado na filtração (mL), 

sendo o resultado expresso em g.L
-1

. 

Massa seca livre de cinzas 

Para a espécie de microalga marinha, Nannochloropsis oculata, fez-se necessária 

a determinação da massa seca livre de cinzas para eliminar a interferência da massa dos 

sais do meio de cultura. Primeiramente, fez-se a pré-combustão das membranas de fibra 

de vidro (poro 0,7 – 1,4 μm, GF/P, Sartourius ®). Para isso, cada membrana a ser 

utilizada foi colocada em um cadinho de porcelana e os mesmos foram submetidos à 

temperatura de 540ºC por 2 horas na mufla. A pré-combustão foi realizada para que 
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possíveis compostos orgânicos da membrana pudessem volatilizar antes das mesmas 

serem utilizadas no processo de filtração das amostras. Decorrido o tempo necessário, 

os cadinhos foram retirados da mufla e armazenados em dessecador até o seu completo 

resfriamento. As suspensões celulares foram filtradas utilizando-se estas membranas, e 

as mesmas foram secas em balança determinadora de umidade. Em seguida, foram 

colocadas em seus respectivos cadinhos e os mesmos foram pesados em balança 

analítica de precisão. Os cadinhos com as membranas secas após a filtração foram 

encaminhados para a mufla, onde permaneceram por 4 horas a 540 ºC. Nesta etapa, a 

matéria orgânica da biomassa microalgácea foi volatilizada, enquanto a inorgânica 

transformou-se em cinzas. Após 4 horas, os cadinhos foram retirados da mufla e 

armazenados em dessecador até o seu completo resfriamento e pesados em balança 

analítica de precisão (Shimadzu - AY220). A massa seca livre de cinzas foi calculada a 

partir da subtração da massa seca pela massa das cinzas, obtendo-se assim somente a 

massa da matéria orgânica. 

Extração e quantificação de lipídios totais 

Foram utilizadas para estas determinações as biomassas liofilizadas recuperadas 

do processo de floculação seguido da centrifugação e as biomassas liofilizadas 

recuperadas apenas por centrifugação (controle). A extração de lipídios totais foi 

realizada a partir do método Folch et al. (1957) modificado por Santos (2013), em 

triplicata de cada amostra dos Experimentos 1, 2 e 3. A biomassa seca (0,1 g) foi 

ressuspensa em 18 mL de solução clorofórmio:metanol (2:1) e submetida a 20 minutos 

de tratamento em banho ultrassônico. Em seguida, a solução foi centrifugada a 3500 

rpm por 8 minutos à 4°C. O sobrenadante (fração líquida) foi transferido para um tubo 

de ensaio, e a biomassa residual submetida a uma nova extração, adicionando-se 5 mL 

da solução clorofórmio:metanol (2:1) e centrifugada novamente por 8 minutos, a 3500 

rpm. O sobrenadante foi transferido para o tubo de ensaio contendo o extrato da 

primeira extração, e a esta foram adicionados 4 mL de solução de KCl (0.88%), 

formando duas fases. Após o descarte da fase superior, foram adicionados à outra fase 3 

mL da solução de clorofórmio:metanol:água (3:48:47), sendo feito o descarte da fase 

superior. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. A fase orgânica final foi 

transferida para um balão de fundo redondo de 50 mL e submetida à evaporação em 

rotaevaporador (Fisatom) a 40ºC e 85 rpm, para evaporação do solvente (Figura 10) e, 

em seguida, mantido em estufa com circulação de ar a 45ºC por 12 h. Após o 
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resfriamento em dessecador, a massa de lipídios totais foi determinada por pesagem em 

balança analítica, e o percentual em lipídios totais foi obtido à partir Equação (3):  

Equação 3: %𝐿𝑇 =  
(𝑀𝑓 – 𝑀𝑖)×100 

𝑀𝑏
 

Onde, Mf é a massa final (g) do balão volumétrico após a evaporação do 

solvente, Mi é a massa inicial (g) do balão volumétrico e Mb (g) é a quantidade de 

biomassa utilizada para a extração de lipídios. 

O método de extração de lipídios totais usado neste trabalho não foi, 

originalmente, desenvolvido para amostras com alto teor de sal. Desta forma, para a 

biomassa de N. oculata, foi introduzida uma etapa após a evaporação do solvente, 

conforme Mesquita (2018), onde o resíduo presente no fundo do balão foi redissolvido 

em 10 mL de clorofórmio e filtrado em papel de filtro com dobradura pregueada (Figura 

10F), a fim de remover resquícios de sais inorgânicos que poderiam comprometer a 

quantificação dos lipídios totais. E então, a fase orgânica final foi submetida novamente 

à evaporação e às etapas subsequentes, conforme procedimento descrito anteriormente. 

 

Figura 11: Etapas do processo de extração de lipídios totais: (A) e (B) extratos de Haematococcus 

pluvialis; (C) evaporação do clorofórmio em rotoevaporador; (D) e (E) extratos de Nannochloropsis 

oculata; (F)  filtração dos lipídios redissolvidos para remoção de sais; (G) evaporação do 

clorofórmio em rotaevaporador. 

A B C 

D E F G 
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Extração e quantificação de carotenoides totais  

Foram utilizadas para estas determinações as biomassas liofilizadas recuperadas 

do processo de floculação seguido da centrifugação e as biomassas liofilizadas 

recuperadas apenas por centrifugação (controle). A extração e quantificação de 

carotenoides totais foi realizada em triplicata de cada amostra dos experimentos 1 e 2; 

para as quais, 20 mg de biomassa seca foram pesadas em balança analítica e a esta 

foram adicionados 10 mL de Acetona PA 100%, em seguida o tubo contendo a 

biomassa com solvente foi agitada em vórtex por cerca de 15 segundos, e, então 

mantido em congelador por 2 horas. Decorrido este tempo, o tubo contendo o extrato foi 

levado para centrifugação a 4.500 rpm por 20 minutos a 4°C; ao finalizar, o 

sobrenadante foi recolhido com o auxílio de pipeta Pasteur com algodão na sua ponta 

(atuando como filtro). Foram realizadas mais duas extrações para a espécie H. pluvialis 

e mais uma extração para N. oculata (Figura 11), adicionando-se 10 mL de solvente ao 

pellet, e, então levando o tubo para agitação em vórtex e, posteriormente, para 

centrifugação. Os extratos obtidos foram analisados em espectrofotômetro (Genesys, 

modelo UV-Vis) em varredura dos comprimentos de onda de 470 a 730 nm, em um 

ambiente escuro para evitar a degradação dos pigmentos por foto-oxidação. Com o 

resultado das absorvâncias, foi possível determinar a concentração de carotenoides 

totais, a partir das equações desenvolvidas por Lichtenthaler (1987), que se encontram a 

seguir: 

Equação 4: 𝐶𝑙𝑎 = (11,24 ∗ 𝐴661,6 − 2,04 ∗ 𝐴644,8) ∗ 𝑑𝑙 

Equação 5: 𝐶𝑙𝑏 = (20,13 ∗ 𝐴644,8 − 4,19 ∗ 𝐴661,6) ∗ 𝑑𝑙 

Equação 6: 𝐶𝑎𝑟 =
(1000∗𝐴470∗𝑑𝑙)−(1,90∗𝐶𝑙𝑎−63,14∗𝐶𝑙𝑏)

214
 

Equação 7:  𝐶𝑎𝑟 =
(1000∗𝐴470∗𝑑𝑙)−(1,90∗𝐶𝑙𝑎)

214
 

Equação 8: 𝐶𝑎𝑟𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 =
(∑𝐶𝑎𝑟)∗𝑉𝑠

𝑀
 

Onde, Cla é a concentração de clorofila a no extrato; Clb é a concentração de 

clorofila b no extrato; Car é a concentração de carotenoides totais no extrato, em mg.L
-
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1
; Aλ é a absorbância observada no comprimento de onda λ; dl é a diluição do extrato; 

Carbiomassa é a concentração de carotenoides totais na biomassa em mg.g
-1

; Vs é o 

volume (L) de solvente (Acetona PA); M é a massa (g) usada na extração. 

É importante destacar que a metodologia de extração usada nesta etapa não foi 

otimizada para cada espécie de microalga foco do estudo. Os cálculos foram realizados 

de acordo com cada espécie, sendo que H. pluvialis apresenta clorifila a e b e N. oculata 

apresenta apenas clorofila a. 

 

Figura 12: Extratos de pigmentos das espécies: (A) Haematococcus pluvialis, realizadas três 

extrações da mesma biomassa;  (B) Nannochloropsis oculata, realizadas duas extrações da mesma 

biomassa. 

Análise estatística 

Os resultados obtidos foram avaliados através dos softwares Statistica 7.0 

(StatSoft ®) e GraphPad Prism 8.0.1, quando as premissas de normalidade dos dados 

não eram obedecidas utilizou-se o Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn, com o 

nível de significância adotado de 95% (p < 0,05). 

  

A B 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Avaliação da influência de variáveis no processo de floculação 

Através do planejamento fatorial 2
k
 pode-se indicar as principais tendências e 

determinar uma direção promissora para as experimentações subsequentes 

(MONTGOMERY, 1991). Esta técnica foi aplicada com sucesso por diversos autores 

para otimizar as condições de floculação de microalgas como, por exemplo, Garzon-

Sanabria; Davis; Nikolov (2012), os quais usaram uma análise fatorial completa como 

um experimento de triagem para determinar o efeito do floculante AlCl3 para a colheita 

de Nannochloris oculata e testaram dosagem do floculante, concentração celular, força 

iônica e pH do meio de cultivo. Roselet et al. (2017), usaram uma análise fatorial 

completa 2
4 

para determinar os efeitos da salinidade, pH, concentração de biomassa e 

dosagem de Tanfloc na eficiência de floculação de N. oculata. No presente estudo, com 

o intuito de avaliar as variáveis - concentração do floculante, tempo de sedimentação e 

pH na eficiência de floculação de H. pluvialis e N. oculata utilizando-se Semente M. 

oleifera (SM), Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM), Torta da Semente M. 

oleifera (TSM) e Tanfloc SG (TSG), foi realizado um planejamento fatorial 2
3
 com 

triplicata no ponto central. A eficiência do processo foi estimada por meio da 

capacidade de diminuição da turbidez e a porcentagem de redução de DO730nm foi 

utilizada para a avaliação desses resultados. Os ensaios foram repetidos 3 vezes para 

efeito comparativo.  

H. pluvialis 

Os experimentos foram realizados na fase estacionária de crescimento de H. 

pluvialis em cultura com concentração em massa seca de 0,31 ± 0,03 g.L
-1

. Os 

resultados apontados no gráfico da eficiência de floculação (Figura 12) indicaram que 

apenas os agentes floculantes Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM) e 

Tanfloc SG (TSG) atingiram eficiência de floculação próxima e/ou superior a 80%. 

Aplicando-se o agente floculante ESM, verificou-se que o melhor resultado ocorreu nas 

condições experimentais do ensaio 8 (concentração de 500 mg.L
-1

, tempo de 

sedimentação de 90 min e pH 10,5) alcançando uma eficiência de 81,15 ± 1,95%. Com 

o uso de TSG, foram obtidos resultados satisfatórios em mais de uma condição 

experimental, com destaque para os resultados obtidos nos ensaios 8 (concentração de 

1,2 mg.L
-1

, tempo de sedimentação de 90 min e pH 10,5) e na triplicata do ponto central 
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(9-11) (concentração de 0,6 mg.L
-1

, tempo de sedimentação de 60 min e pH 8,5) cujas  

eficiências foram de 84,24 ± 6,54% e 80,03 ± 1,51%, respectivamente. Dessa forma, 

foram escolhidos os agentes floculantes ESM e TSG para dar prosseguimento às 

avaliações do processo de colheita de células de H. pluvialis. 

Figura 13: Gráfico da eficiência de floculação de Haematococcus pluvialis, conforme matriz de 

planejamento, dos agentes floculantes: Semente de Moringa oleifera (SM), Torta da Semente de 

Moringa oleifera (TSM), Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG 

(TSG). 

 

Com a aplicação de ESM, foi possível observar no Gráfico de Pareto (Figura 

13), que todas as variáveis independentes e as interações entre elas foram significativas 

na eficiência de floculação de H. pluvialis, principalmente a interação entre a 

concentração do floculante e pH (1 by 3), e o tempo de sedimentação (2) que 

apresentaram maiores efeitos (maior valor em módulo), indicando que o aumento no 

valor destas variáveis promove o aumento da resposta (eficiência de floculação). 

Evidenciando, portanto, que a condição para melhor eficiência de floculação com ESM 

foram os valores máximos das variáveis, conforme condição experimental do ensaio 8 

(Figura 12).  
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Figura 14: Gráfico de Pareto para a eficiência de floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM), considerando a influência da concentração 

do floculante (1), tempo de sedimentação (2), pH (3) e a interação desses fatores, com nível de 

confiança de 95% (p < 0,05). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Na floculação mediada por TSG, verificou-se no Gráfico de Pareto, representado 

na Figura 14, que as variáveis independentes e as interações entre elas também foram 

significativas na eficiência de floculação. A variável de maior efeito foi a concentração 

do floculante (1); além disso, outro resultado obtido está relacionado com a combinação 

dos fatores: tempo de sedimentação e pH (2 by 3), e das 3 varíaveis independentes 

(1*2*3), que pelo gráfico apresentaram grau de significância negativa, o que sugere que 

o aumento simultâneo das mesmas provoca um decréscimo na eficiência de floculação. 

Dessa forma, considerando que a floculação mediada por TSG gerou resultados 

satisfatórios nas diferentes condições de pH testados e o pH ao final do cultivo 

aproxima-se ao valor do ponto central (em torno de 8,9), considerou-se como melhor 

estratégia o não ajuste de pH da suspensão celular para os ensaios de floculação; além 

disto o uso do floculante na concentração mínima (0,6 mg.L
-1

) e no menor tempo de 

sedimentação (30 min). A escolha do tempo foi justificada por análises visuais 

realizadas durante os experimentos. 
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Figura 15: Gráfico de Pareto para a eficiência de floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Tanfloc SG (TSG), considerando a influência da concentração do floculante (1), tempo de 

sedimentação (2), pH (3) e a interação desses fatores, com nível de confiança de 95% (p < 0,05). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

A significância estatística da equação do modelo foi analisada pelo teste F para 

análise de variância (ANOVA), os valores de p < 0,05 implicam que as variáveis foram 

significativas, conforme exposto na Tabela V para a floculação com ESM. O coeficiente 

de determinação (R
2
) obtido foi de 0,96127 e o R

2
-ajustado de 0,95042, isto mostra que 

96,13% das variações na resposta podem ser explicadas pelo modelo. A tabela de 

efeitos e coeficientes da eficiência de floculação de ESM (Tabela VI), evidenciam que a 

equação reproduziu os resultados experimentais e foi possível predizer o 

comportamento da resposta através de uma correlação entre os coeficientes das 

variáveis significativas, representado pela Equação (9): 

Equação 9:Y = 30,56 + 8,86(1) + 11,27(2) + 6,36(3) – 3,66(1 by 2) – 12,07(1 by 3) 

+ 1,94(2 by 3) – 6,69(1*2*3) 

O experimento teve como variável dependente a eficiência de floculação (Y) e 

como variáveis independentes: a concentração do floculante (1), tempo de sedimentação 

(2) e pH (3). (1), (2) e (3) são os termos lineares enquanto, (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3) 

são os termos de interação de segunda ordem entre as variáveis independentes e (1*2*3) 

é o termo de interação de terceira ordem envolvido no processo. 
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Tabela V: ANOVA para a resposta eficiência de floculação, com nível de confiança de 95% (p < 

0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC, para o processo de floculação de 

Haematococcus pluvialis utilizando-se Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R
2
= 

0,96127; R
2
-ajustado = 0,95042. 

Fator SQ ѵ  QM F p-valor 

(1) Concentração 1885,61 1 1885,614 104,60 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 3050,20 1 3050,196 169,21 0,0000 

(3) pH 970,06 1 970,063 53,81 0,0000 

(1 by 2) 320,92 1 320,916 17,80 0,0003 

(1 by 3) 3498,77 1 3498,771 194,09 0,0000 

(2 by 3) 90,60 1 90,600 5,02 0,0345 

(1*2*3) 1073,35 1 1073,346 59,54 0,0000 

Erro Puro 432,64 24 18,027 
  

Total SQ  11328,27 32        

 

Tabela VI: Tabela de efeitos e coeficientes para a resposta eficiência de floculação, com nível de 

confiança de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC, para o processo de 

floculação de Haematococcus pluvialis utilizando-se Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera 

(ESM). R
2
= 0,96127; R

2
-ajustado = 0,95042. 

Parâmetros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor 

Intercepto  30,56  30,56 ± 0,74 41,35 0,0000 

(1) Concentração  17,73  8,86 ± 0,87 10,23 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação  22,55  11,27 ± 0,87 13,01 0,0000 

(3) pH  12,72   6,36 ± 0,87 7,34 0,0000 

(1 by 2)  7,31   3,66 ± 0,87 4,22 0,0003 

(1 by 3)  24,15   12,07 ± 0,87 13,93 0,0000 

(2 by 3)  3,89   1,94 ± 0,87 2,24 0,0345 

(1*2*3)  13,38   6,69 ± 0,87 7,72 0,0000 

 

Na Tabela VII, são apresentados os resultados da análise de variância da 

aplicação de TSG, e os valores de p < 0,05 observados demonstram que as variáveis 

foram significativas. No entanto, obteve-se um coeficiente de determinação (R
2
) de 

0,65752 e o R
2
-ajustado de 0,56163, isto mostra que 65,75% das variações na resposta 

(eficiência de floculação) podem ser explicadas pelo modelo. Assim, não foi possível 

predizer o comportamento da resposta através de uma correlação entre os coeficientes 

das variáveis significativas, mas ainda podemos concluir, pelos fatores altamente 

significativos, de como as alterações nos valores das variáveis independentes estão 
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associadas a alterações no valor da variável resposta, como observado no gráfico de 

Pareto (Figura 14) e na Tabela da análise de variância para aplicação de TSG. 

Tabela VII: ANOVA para a resposta eficiência de floculação, com nível de confiança de 95% (p < 

0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC, para o processo de floculação de 

Haematococcus pluvialis utilizando-se Tanfloc SG (TSG). R
2
= 0,65752; R

2
-ajustado = 0,56163. 

Fator SQ ѵ QM F p-valor 

(1) Concentração 8909,07 1 8909,066 248,30 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 3738,88 1 3738,877 104,20 0,0000 

(3) pH 1040,03 1 1040,032 28,99 0,0000 

(1 by 2) 679,68 1 679,681 18,94 0,0002 

(1 by 3) 2418,63 1 2418,627 67,41 0,0000 

(2 by 3) 1201,39 1 1201,387 33,48 0,0000 

(1*2*3) 740,08 1 740,083 20,63 0,0001 

Erro Puro 861,13 24 35,880  
 

Total SQ 28482,29 32        

 

No anexo C são apresentados os Gráficos da Probabilidade Normal dos Resíduos 

e dos Valores Observados x Preditos, provando que o modelo referente ao ESM possui 

boa qualidade de ajuste. E o modelo referente ao TSG, apresentou a presença de 

outiliers distantes da reta identidade. 

N. oculata  

Os ensaios foram realizados na fase estacionária de crescimento da microalga 

marinha em cultura com concentração em massa seca de 0,73 ± 0,06 g.L
-1

. Os 

resultados obtidos (Figura 15) indicaram que a eficiência de floculação alcançou valores 

superiores a 96% após 90 minutos, quando o pH foi ajustado para 10,5 pela adição de 

NaOH a 1M, sem a adição de floculantes (ensaio 7). Os floculantes à base de sementes 

de M. oleifera (SM, TSM e ESM) atingiram uma eficiência de floculação de 87 ± 

4,37%, 83,66 ± 5,91% e 95,57 ± 4,14%, respectivamente, nas condições experimentais 

do ensaio 6. Com a aplicação do agente TSG, foram obtidos resultados satisfatórios em 

mais de uma condição experimental. Com base nesses resultados, foram escolhidos os 

agentes floculantes ESM e TSG para dar prosseguimento às avaliações do processo de 

colheita de células de N. oculata, comparando-os com a floculação alcalina que gerou 

melhor resposta (ensaio 7). 
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Figura 16: Gráfico da eficiência de floculação de Nannochloropsis oculata, conforme matriz de 

planejamento, dos agentes floculantes: Semente de Moringa oleifera (SM), Torta da Semente de 

Moringa oleifera (TSM), Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG 

(TSG). 

 

Pelas análises dos ensaios da eficiência de floculação, pode-se inferir que o pH 

exerceu a maior influência na resposta de floculação de N. oculata e a floculação 

alcalina, sem a adição de floculantes, garantiu alta eficiência de recuperação das células, 

conforme condição experimental do ensaio 7. De acordo com as análises dos Gráficos 

de Pareto com a aplicação de ESM e TSG, representados nas Figuras 16 e 17, 

respectivamente, o pH também se mostrou como o fator de maior efeito na eficiência de 

ambos os floculantes, principalmente no caso do ESM, no qual o pH obteve maior valor 

em módulo, indicando que o aumento desta variável associado ao floculante resulta em 

um aumento nas taxas de floculação. Isso evidencia, portanto, que a condição para se 

obter melhor eficiência de floculação com ESM foram os valores máximos das variáveis 

pH (10,5) e concentração do floculante (500 mg.L
-1

) associado ao menor tempo de 

sedimentação (30 mim). Este tempo é justificado pelo grau de significância negativa 

observado no modelo entre as 3 variáveis (1*2*3) e entre concentração do floculante e 

tempo de sedimentação (1 by 2). 
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Figura 17: Gráfico de Pareto para a eficiência de floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Extrato salino da semente de Moringa oleifera (ESM), considerando a influência da concentração 

do floculante (1), tempo de sedimentação (2), pH (3) e a interação desses fatores, com nível de 

confiança de 95% (p < 0,05). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Com a aplicação de TSG, conforme observado na Figura 17, todas as variáveis e 

suas interações também foram significativas e, além da variável pH (3), a concentração 

do floculante (1) também apresentou maior efeito na eficiência de floculação. Outro 

resultado obtido foi a interação entre elas (1 by 3) que apontou alto grau de significância 

negativa, o que sugere que o aumento simultâneo das mesmas provoca um decréscimo 

na variável resposta. Dessa forma, como o TSG gerou boa eficiência de floculação nas 

diferentes condições de pH testados e levando-se em conta a alta salinidade do meio de 

cultura (35 PSU), considerou-se como melhor estratégia o não ajuste de pH da 

suspensão celular (pH ao final do cultivo aproxima-se ao valor do ponto central, em 

torno de 8,7), pois para o ajuste é necessária a aplicação de maior concentração de base, 

devido aos efeitos de tamponamento do meio marinho. Isto posto, como o modelo 

apresentou alto grau de significância negativa entre as variáveis concentração do 

floculante e pH (1 by 3), entre a concentração do floculante e tempo de sedimentação (1 

by 2), e entre as 3 variáveis (1*2*3), considerou-se como a melhor condição de 

concentração do floculante, a aplicação da concentração máxima (1,2 mg.L
-1

) e tempo 

de sedimentação mínimo (30 min).  
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Figura 18: Gráfico de Pareto para a eficiência de floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Tanfloc SG (TSG), considerando a influência da concentração do floculante (1), tempo de 

sedimentação (2), pH (3) e a interação desses fatores, com nível de confiança de 95% (p < 0,05). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

De acordo com a ANOVA da floculação utilizando ESM (Tabela VIII), todos os 

fatores foram altamente significativos (p < 0,01). O coeficiente de determinação (R
2
) 

obtido nos experimentos foi de 0,96882 e o R
2
-ajustado de 0,96009, isto mostra que 

96.88% das variações na resposta podem ser explicadas pelo modelo, o que significa 

que os resultados fornecidos pelo software utilizando o modelo estimado estão de 

acordo e próximos aos resultados obtidos pelos experimentos. Assim, foi possível 

predizer o comportamento da resposta através de uma correlação entre os coeficientes 

das variáveis significativas (Tabela IX),  representado pela Equação (10): 

Equação 10:Y = 42,99 + 7,19(1) + 8,35(2) + 37,97(3) – 4,38(1 by 2) + 5,69(1 by 3) 

+ 5,03(2 by 3) – 7,41(1*2*3) 

O experimento teve como variável dependente a eficiência de floculação (Y) e 

como variáveis independentes: a concentração do floculante (1), tempo de sedimentação 

(2) e pH (3). (1), (2) e (3) são os termos lineares, enquanto (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3) 

são os termos de interação de segunda ordem entre as variáveis independentes e (1*2*3) 

é o termo de interação de terceira ordem envolvido no processo. 
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Tabela VIII: ANOVA para a resposta eficiência de floculação, com nível de confiança de 95% (p < 

0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3 
+ 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata 

utilizando Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R
2
 = 0,96882; R

2
-ajustado = 

0,96009. 

Fator SQ ѵ  QM F p-valor 

(1) Concentração 1241,23 1 1241,23 87,31 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 1673,54 1 1673,54 117,72 0,0000 

(3) pH 34606,38 1 34606,38 2434,26 0,0000 

(1 by 2) 460,40 1 460,40 32,38 0,0000 

(1 by 3) 776,93 1 776,93 54,65 0,0000 

(2 by 3) 606,93 1 606,93 42,69 0,0000 

(1*2*3) 1316,62 1 1316,62 92,61 0,0000 

Erro Puro 341,19 24 14,22 
  

Total SQ  41991,24 32        

 

Tabela IX: Tabela de efeitos e coeficientes para a resposta eficiência de floculação, com nível de 

confiança de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de 

Nannochloropsis oculata utilizando Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R
2
= 

0,96882; R
2
-ajustado = 0,96009. 

Parâmetros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor 

Intercepto 42,99  42,99 ± 0,66 65,49 0,0000 

(1) Concentração 14,38  7,19 ± 0,77 9,34 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 16,70  8,35 ± 0,77 10,85 0,0000 

(3) pH 75,94   37,97 ± 0,77 49,34 0,0000 

(1 by 2) -8,76   -4,38 ± 0,77 -5,69 0,0000 

(1 by 3) 11,38   5,69 ± 0,77 7,39 0,0000 

(2 by 3) 10,06   5,03 ± 0,77 6,53 0,0000 

(1*2*3) -14,81 -7,41 ± 0,77 -9,62 0,0000 

 

Os resultados da floculação utilizando TSG,  indicam que todos os fatores foram 

altamente significativos, como observado na tabela da análise de variância (Tabela X). 

O coeficiente de determinação (R
2
) obtido foi de 0,92091 e o R

2
-ajustado de 0,89876, 

expressando que 92,09% das variações na resposta podem ser explicadas pelo modelo. 

Dessa forma, foi possível predizer o comportamento da resposta através de uma 

correlação entre os coeficientes das variáveis significativas (Tabela XI), representado 

pela Equação (11): 
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Equação 11: Y = 65,41 + 20,16(1) + 9,66(2) + 20,85(3) – 3,29(1 by 2) – 10,87(1 

by 3) + 7,27(2 by 3) – 5,59(1*2*3) 

O experimento teve como variável dependente a eficiência de floculação (Y) e 

como variáveis independentes: a concentração do floculante (1), tempo de sedimentação 

(2) e pH (3). (1), (2) e (3) são os termos lineares, enquanto (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3) 

são os termos de interação de segunda ordem entre as variáveis independentes e (1*2*3) 

é o termo de interação de terceira ordem envolvido no processo. 

Tabela X: ANOVA para a resposta eficiência de floculação, com nível de confiança de 95% (p < 

0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata 

utilizando Tanfloc SG (TSG). R
2
 = 0,92091; R

2
-ajustado = 0,89876. 

Fator SQ ѵ QM F p-valor 

(1) Concentração 9758,45 1 9758,45 426,24 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 2239,55 1 2239,55 97,82 0,0000 

(3) pH 10434,53 1 10434,53 455,78 0,0000 

(1 by 2) 260,53 1 260,53 11,38 0,0025 

(1 by 3) 2831,80 1 2831,80 123,69 0,0000 

(2 by 3) 1271,83 1 1271,83 55,55 0,0000 

(1*2*3) 750,30 1 750,30 32,77 0,0000 

Erro Puro 549.46 24 22.89 79.34 
 

Total SQ  29912,91 32        

 

Tabela XI: Tabela de efeitos e coeficientes para a resposta eficiência de floculação, com nível de 

confiança de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de 

Nannochloropsis oculata utilizando Tanfloc SG (TSG). R
2
 = 0,92091; R

2
-ajustado = 0,89876. 

Parâmetros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor 

Intercepto 65,41  65,41 ± 0,83 78.53 0,0000 

(1) Concentração 40,33  20,16 ± 0,98 20.64 0,0000 

(2) Tempo de sedimentação 19,32  9,66 ± 0,98 9.89 0,0000 

(3) pH 41,70   20,85 ± 0,98 21.35 0,0000 

(1 by 2) -6,59 -3,29 ± 0,98 -3.37 0,0025 

(1 by 3) -21,72 -10,87 ± 0,98 -11.12 0,0000 

(2 by 3) 14,56   7,27 ± 0,98 7.45 0,0000 

(1*2*3) -11,18   -5,59 ± 0,98 -5.72 0,0000 

 

No anexo D são apresentados os Gráficos da Probabilidade Normal dos 

Resíduos e dos Valores Observados x Preditos. Os gráficos ilustram que os valores reais 
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foram distribuídos próximos à reta identidade, indicando que os modelos correspondem 

aos valores medidos. Dessa forma, essas parcelas mostram concordância suficiente entre 

os dados reais e os valores obtidos nos modelos. 

Avaliação da eficiência de floculação em Jar Test 

As análises do planejamento experimental indicaram que para o floculante ESM, 

a mais alta concentração do floculante e o mais alto valor de pH geraram os melhores 

resultados em ambas espécies de microalgas, sendo aplicados na concentração de 500 

mg.L
-1

 e em pH 10,5. No entanto, foram aplicados com tempo de sedimentação 

diferentes, sendo de 90 min para H. pluvialis e 30 min para N. oculata. Já os ensaios de 

floculação com TSG foram realizados em pH 8,9, com a concentração do floculante de 

0,6 mg.L
-1

 para H. pluvialis e as avaliações de N. oculata foram realizadas em pH 8,7 

com a concentração do floculante de 1,2 mg.L
-1

, ambas com tempo de sedimentação de 

30 min. Os experimentos foram realizados em Jar Test, em triplicata, denominados: 1, 2 

e 3. Os resultados das repetições dos experimentos de ambas espécies de microalgas não 

apresentaram diferença significativa (p < 0,05), apresentando boa reprodutibilidade. 

Os ensaios de floculação de H. pluvialis (Figura 18), realizados na fase 

estacionária de crescimento (concentração final em massa seca de 0,33 ± 0,02 g.L
-1

), 

evidenciaram que apenas o agente floculante TSG foi eficaz, atingindo eficiência de 

98,64 ± 1,56% em menor tempo de sedimentação - 15 min. Já o floculante ESM não 

alcançou eficiência superior a 50% mesmo após 90 min. 
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Figura 19: Gráfico da eficiência de floculação de Haematococcus pluvialis, utilizando Extrato Salino 

da Semente de Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG). 

 

Os ensaios da espécie marinha, N. oculata (Figura 19), realizados na fase 

estacionária de crescimento (concentração final em massa seca de 0,94 ± 0,09 g.L
-1

), 

demonstraram alta eficiência de floculação no tempo de sedimentação de 30 min, 

atingindo 97,95 ± 0,77% pela floculação alcalina (pH ~ 10,5) com tendência de 

aumento da eficiência quando associada ao agente floculante ESM, alcançando 99,27 ± 

0,09%. Com a utilização de TSG os valores de eficiência de floculação foram de 99,40 

± 0,07%.  

Figura 20: Gráfico da eficiência de floculação de Nannochloropsis oculata, utilizando Floculação 

alcalina (pH 10,5 induzido pela adição de NaOH), Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera 

(ESM) e Tanfloc SG (TSG). 
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Como pode ser observado, nem todas as espécies de microalgas floculam pela 

indução do pH (CASTRILLO et al., 2013). A eficiência varia de espécie para espécie, 

por faixa de pH, fase de crescimento, compostos presentes no meio de cultivo, entre 

outros  fatores (BRACHARZ et al., 2018; UDUMAN et al., 2010; VANDAMME et al., 

2012). Isso implica na necessidade de estabelecer um protocolo distinto para diferentes 

espécies de microalgas para avaliar seu potencial de autofloculação. Com base nos 

resultados do presente estudo e na literatura pertinente, foi possível inferir que para a 

espécie marinha, a floculação alcalina é um método eficiente (BESSON; GUIRAUD, 

2013; SALES; ABREU, 2015) e de baixo custo (Schlesinger et al., 2012). 

Principalmente a floculação induzida por NaOH, uma vez que o hidróxido de sódio é 

uma base comumente usada para o ajuste de pH de meios de cultura microalgácea 

(UMMALYMA et al., 2017; KNUCKEY et al., 2006). Em condições alcalinas, alguns 

íons do meio precipitam junto com a biomassa e ajudam no processo de colheita. Dois 

efeitos principais são decisivos na separação líquido-sólido quando o pH é aumentado: a 

precipitação do hidróxido de magnésio (Mg(OH)2) e a precipitação do carbonato de 

cálcio (CaCO3) (SIRIN et al., 2012; VANDAMME et al., 2012). A precipitação de 

magnésio começa em pH 9.5, aproximadamente, e torna-se significativa em pH acima 

de 10.5. Ao aumentar o pH da cultura para pH 11 começa a formação de precipitados de 

CaCO3 (SEMERJIAN; AYOUB, 2003). A precipitação do hidróxido de magnésio atua 

promovendo a coagulação das células microalgais pelo mecanismo de varredura e 

neutralização de carga, conforme observado por Wu et al. (2012). Os autores analisaram 

o meio de cultivo e, observaram as concentrações dos cátions metálicos multivalentes 

antes e depois da floculação e verificaram que a concentração de Mg
2+

 diminuiu 

consideravelmente, indicando seu papel importante no processo de floculação. Como a 

presença de cálcio e, principalmente, magnésio são fundamentais para que ocorra a 

floculação alcalina, a maior disponibilidade destes íons tem impacto direto na eficiência 

(SIRIN et al., 2012; VANDAMME et al., 2012). Dessa forma, o uso de água marinha 

natural, além de promover a redução de custos do cultivo e da demanda por água doce, 

pode ser uma fonte de magnésio e cálcio para melhorar a eficiência da floculação 

alcalina. Além disso, nossa hipótese de promover a colheita de microalgas na fase 

estacionária de crescimento, período em que ocorre naturalmente um aumento de pH, 

implica no uso de uma menor concentração de base para o ajuste de pH, e ainda existe 

um ganho importante em teor em lipídios, visto que é maior o acúmulo destas 

biomoléculas nesta fase do crescimento. 
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Associados à floculação alcalina, polímeros orgânicos podem ser usados para 

tornar o processo ainda mais eficiente. Como observado por Knuckey et al. (2006), que 

aplicaram com sucesso um polímero não iônico derivado de poliacrilamida 

(Magnafloc), após um ajuste de pH da cultura entre 10 e 10,6 usando NaOH, foi 

alcançada eficiência de floculação próxima a 80% para as microalgas: Chaetoceros 

calcitrans, C. muelleri, Thalassiosira pseudonana, Attheya septentrionalis, Nitzschia 

closterium, Skeletonema sp., Tetraselmis suecica e Rhodomonas salina. Sales e Abreu 

(2015) também obtiveram alta eficiência da floculação alcalina associada ao polímero 

orgânico Flopam (derivado de poliacrilamida) para a colheita de N. oculata na faixa de 

pH entre 10,4 – 10,7. Nesse sentido, o uso de sementes de M. oleifera, que vem sendo 

muito discutido na literatura com resultados promissores na colheita de microalgas, 

como evidenciado por Kandasamy; Shaleh (2018) na colheita de Nannochlorpsis sp. e 

por Teixeira; Teixeira (2017) e De Moraes et al. (2020) na colheita de C. vulgaris. No 

presente estudo, M. oleifera foi aplicada na forma de Extrato Salino da Semente (ESM) 

também associada à floculação alcalina para a recuperação de células de H. pluvialis e 

N. oculata. Apesar de ter atingido resultados satisfatórios na primeira fase de testes, 

alcançando eficiência superior a outras formas de uso da semente (SM e TSM). O ESM 

quando aplicado em Jar Test não alcançou o mesmo nível de eficiência de floculação da 

espécie dulcícola, mesmo após o tempo de sedimentação de 90 minutos. E quando 

aplicado à espécie marinha promoveu apenas um pequeno aumento em relação à 

floculação alcalina isolada. 

A aplicação de Tanfloc SG (TSG), por outro lado, promoveu bons resultados 

para ambas espécies e demonstrou eficiência independente do pH da suspensão celular, 

mesmo em cultura com alta salinidade (35 PSU). Estes resultados são considerados 

muito promissores, principalmente pelo bom desempenho em meio marinho e por não 

ser necessário o ajuste de pH, pois para este ajuste é necessária maior concentração de 

base devido aos efeitos de tamponamento do meio contendo sal. O Tanfloc tem uma alta 

densidade de carga catiônica característica, conforme demonstrado por Barrado-

Moreno; Beltran-Heredia; Martín-Gallardo (2016b), e por ser um polímero orgânico 

natural de cadeia longa, este floculante pode interagir simultaneamente com muitas 

células microalgais por meio da neutralização de cargas e um mecanismo de ponte 

(HAMEED et al., 2016). A título de comparação do comportamento geral, outros 

autores comprovaram a eficiência do uso de Tanfloc para a colheita de microalgas, 

como estudos desenvolvidos por Roselet et al. (2017), que alcançaram resultados em 
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torno de 98% de eficiência de floculação de N. oculata aplicando 10 mg.L
-1 

do 

floculante em meio de cultivo de baixa salinidade (10 PSU) e em pH 6. Resultados 

eficientes também foram observados nos estudos de Hou et al. (2018), para a colheita da 

microalga Microcystis aeruginosa utilizando Tanfloc em uma concentração de 10,42 

mg.L
-1

. No presente estudo, foi alcançada alta eficiência de colheita da biomassa de H. 

pluvialis e N. oculata com baixa dose de Tanfloc SG, apenas 0,6 mg.L
-1 

e 1,2 mg.L
-1

, 

respectivamente; resultado altamente relevante pois, geralmente, doses baixas são 

necessárias apenas quando polímeros sintéticos inorgânicos são empregados (t’LAM et 

al., 2014). 

Avaliação da extração de Lipídios totais e de Carotenoides totais 

As biomassas liofilizadas foram analisadas a fim de verificar se o uso dos 

floculantes selecionados interfeririam na recuperação de compostos de interesse 

comercial. Os teores em lipídios totais e carotenoides totais das amostras colhidas por 

floculação foram comparados aos obtidos das amostras recuperadas por centrifugação 

(condição controle), que se presume não afetar no processo de extração ou, de alguma 

forma, o conteúdo intracelular. Foram realizadas análises em triplicata de cada 

experimento, denominados experimentos 1, 2 e 3.  

Os resultados de lipídios totais evidenciaram um menor percentual obtido nas 

biomassas floculadas comparadas à biomassa recuperada apenas por centrifugação. 

Onde, para H. pluvialis (Figura 20), foi obtido um percentual de 36,20 ± 0,32% para a 

situação controle e 25,91 ± 0,07% para a biomassa obtida da floculação com TSG. Já a 

espécie marinha (Figura 21) apresentou, para as condições: Controle, Floculaçao 

Alcalina, ESM e TSG, percentuais de 19,56 ± 0,26%, 6,68 ± 0,59%, 8,08 ± 0,68% e 

13,17 ± 0,33%, respectivamente. 
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Figura 21: Gráfico do percentual de lipídios totais de Haematococcus pluvialis, das biomassas 

obtidas da Centrifugação (Controle) e da floculação com Tanfloc SG (TSG). 

 

Figura 22: Gráfico do percentual de lipídios totais de Nannochloropsis oculata, das biomassas 

obtidas da Centrifugação (Controle), Floculação Alcalina, Extrato Salino da Semente de Moringa 

oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG). 

 

O teor em lipídios totais de microalgas é específica de cada espécie, sendo que 

as algas mais conhecidas (Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, Isochrysis, 

Nannochloris, Nannochloropsis, Neochloris, Nitzschia, Porphyridium, Schizochytrium, 

Tetraselmis) apresentam níveis de óleo entre 20 e 50% (MATA; MARTIN; 

CAETANO, 2010). Diversos estudos demonstraram que fatores ambientais como 

temperatura, luz, pH, salinidade e estado nutricional do meio de cultura não afetam 
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apenas a fotossíntese e a produtividade das células de algas, mas também influenciam a 

composição celular dinâmica (HUANG et al., 2014). Portanto, é possível manipular o 

conteúdo intracelular das microalgas, otimizando as condições de cultura (temperatura e 

intensidade de luz) e/ou as características do meio de cultivo (disponibilidade de 

nutrientes, salinidade) (BORGES et al., 2011). O teor de lipídios totais obtidos da 

biomassa centrifugada (controle) de H. pluvialis foi comparado ao encontrado por 

Damiani et al. (2010). Os autores observaram um percentual de 34,85% em um cultivo 

sob alta intensidade de luz contínua e sem privação de nutrientes, valores próximos aos 

esperados para células de H. pluvialis em condições de estresse, as quais podem 

acumular até 40% em lipídios totais na massa seca (SHAH et al., 2016). Para a espécie 

marinha, com base na literatura, os valores percentuais de lipídios totais variam de 7 a 

29% (MATA; MARTIN; CAETANO, 2010). Converti et al. (2009) observaram um 

aumento no teor lipídico de N. oculata de 7,90 para 14,92% quando a temperatura do 

cultivo passou de 20 para 25ºC. Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo 

estão dentro do esperado para a espécie, nas condições de cultivo utilizadas. 

A floculação com TSG, apesar de ter se mostrado altamente eficaz para ambas 

espécies, promovendo eficiência de floculação superior a 98%, apresentou uma redução 

no teor de lipídios totais em relação ao controle, tanto para a espécie dulcícola quanto 

para a espécie marinha. Resultados corroborados por De Moraes et al., (2020), os quais 

obtiveram um menor teor de lipídios totais da biomassa de C. vulgaris floculada com 

Tanfloc SG comparada à biomassa obtida por centrifugação. Os autores observaram as 

células em microscópio após o processo de floculação e concluiram não haver 

indicativo de rompimento da membrana. Hou et al. (2018) também aplicaram Tanfloc 

para a recuperação de células de microalgas (Microcystis aeruginosa) obtendo alta 

eficiência de floculação. No entanto, os autores observaram que, durante o 

armazenamento dos flocos, Tanfloc inicialmente protegeu as células revestindo-as, mas 

após 8 dias ocorreu lise celular em grande escala pela decomposição do floculante. 

Embora os estudos de Hou et al. (2018) não tenham detalhado as condições de 

armazenamento da biomassa, esta decomposição do floculante pode explicar o ocorrido 

no presente estudo, uma vez que a biomassa seca foi armazenada em congelador por 

mais de 30 dias para as análises. Assim, estudos mais aprofundados são necessários. 

Os resultados do percentual de lipídios totais da biomassa de N. oculata obtidas 

por floculação alcalina e desta associada ao ESM não apresentaram diferença 

significativa (p < 0,05) e apresentaram um teor menor que o obtido da condição controle 
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e com a utilização de TSG. Resultados corroborados por Lemos et al. (2016), os quais 

observaram que a floculação com NaOH causou uma redução significativa no conteúdo 

lipídico de Acutodesmus obliquus; e por Borges et al. (2016), os quais demonstraram 

que a floculação com NaOH interferiu fortemente na extração de lipídios e no perfil de 

ácidos graxos de N. oculata, mesmo após lavagem da biomassa. A hipótese dos autores 

é que o NaOH interage com a biomassa, ligando-se à membrana/parede celular, 

formando uma “camada” que impede a atividade do solvente orgânico e a extração de 

lipídios. Embora tenham sido utilizados métodos de extração diferentes nos estudos 

citados, os quais utilizaram metodologia segundo Bligh; Dyer (1959), a técnica 

assemelha-se ao proposto por Folch et al. (1957), onde ambas metodologias são 

baseadas na mistura binária de clorofórmio e metanol.  

Assim como o teor lipídico, o teor em carotenoides totais obtidos das biomassas 

floculadas apresentaram uma redução em relação à biomassa recuperada por 

centrifugação (Controle), conforme apresentado na Figura 22, das biomassas de H. 

pluvialis e Figura 23, das biomassas de N. oculata. O teor de carotenoides totais de H. 

pluvialis obtido da biomassa Controle foi de 24,70 ± 1,06 mg.g
-1 

de biomassa seca, já da 

biomassa obtida via floculação com TSG foi de 18,06 ± 0,65 mg.g
-1

. Mesquita (2018), 

em seus experimentos com H. pluvialis obtiveram um teor em carotenoides totais na 

biomassa seca de 11,51 mg.g
-1

, resultados superiores a 3,5 mg.g
-1

 obtidos por Goksan; 

Ak (2006) ao cultivarem a espécie em frascos tubulares de 5 L de capacidade e 170 

μmolfótons.m-
2
.s

-1
. Portanto, a aplicação do floculante TSG, mesmo acarretando um 

menor teor de carotenoides totais obtido após a extração, se mostra eficiente quando 

comparado à literatura. O aumento substancial do teor em carotenoides totais no 

presente estudo quando comparado aos resultados encontrados na literatura, pode ser 

justificado, possivelmente, pelo cultivo em duas fases - uma fase de crescimento sob 

intensidade de 200 μmolfótons.m
-2

.s
-1

 e uma fase de indução à carotenogênese sob 400 

μmolfótons.m
-2

.s
-1

. 
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Figura 23:Gráfico da produção de carotenoides totais na biomassa de Haematococcus pluvialis, das 

biomassas obtidas da Centrifugação (Controle) e da floculação com Tanfloc SG (TSG). 

 

O teor de carotenoides totais de N. oculata obtido das biomassas floculadas e da 

biomassa obtida apenas por centrifugação, variaram de 0,30 ± 0,01 mg.g
-1 

em biomassa 

seca
 
para a condição controle, 0,28 ± 0,02 mg.g

-1 
para a biomassa obtida via floculação 

alcalina, 0,20 ± 0,02 mg.g
-1 

para a biomassa floculada com ESM e 0,21 ± 0,02 mg.g
-1 

para a biomassa obtida por floculação com TSG.  Estes resultados estão próximos aos 

relatados por Neto; Mendes; Abreu (2018) para esta mesma espécie. Os autores 

avaliaram a viabilidade de produção de pigmentos de N. oculata em meios de cultivo de 

baixo custo (fertilizantes e efluentes de aquicultura) comparado-os aos resultados 

obtidos em meio F/2, e obtiveram um teor em carotenoides totais na biomassa seca de 

0,31 mg.g
-1

 em meio F/2, 0,21 e 0,27 mg.g
-1

 nos meios de cultura de baixo custo. 

Apesar da concentração de pigmentos em N. oculata não ser tão alta quanto em 

outras espécies, como H. pluvialis, por exemplo, a espécie marinha tem uma elevada 

taxa de crescimento e pode produzir uma ampla gama de pigmentos em intervalos de 

tempo curtos (LUBIAN et al., 2000). Os resultados obtidos da biomassa controle e da 

biomassa obtida por floculação alcalina não apresentaram diferença significativa (p < 

0,05). Assim, a floculação pela indução do pH, pela adição de NaOH, pode ser 

considerada eficiente para a produção de biomassa de N. oculata visando a produção de 

pigmentos. 
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Figura 24: Gráfico da produção de carotenoides totais na biomassa de Nannochloropsis oculata, das 

biomassas obtidas da Centrifugação (Controle), Floculação Alcalina, Extrato Salino da Semente de 

Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG). 

 

Avaliação da reutilização do meio residual para novo ciclo de cultivo 

Os meios residuais que não foram suplementados com nitrato e fosfato (o que os 

faria apresentar condição nutricional similar aos respectivos meios de cultura inicial) 

não suportaram o crescimento de H. pluvialis e N. oculata, exceto o meio residual da 

floculação mediada por TSG no cultivo da espécie marinha (Figura 24). 

 As curvas de crescimento de H. pluvialis estão apresentadas na Figura 25, em 

meio WC (condição inicial – estéril) e em meio residual obtido da centrifugação 

(controle) com suplementação de nutrientes; segundo análise estatística, não foram 

encontradas diferenças significativas (p < 0,05) ao se comparar o crescimento entre os 

meios. O meio residual proveniente da floculação utilizando Tanfloc (TSG) não 

suportou o crescimento das células, incluindo o meio residual ao qual foram 

adicionados nutrientes. 

Por outro lado, o cultivo de N. oculata em meios residuais suplementados 

obtidos da centrifugação e da floculação suportaram o crescimento das células, 

conforme representado na Figura 26. Ao final do cultivo verificou-se que não houve 

diferença significativa no crescimento das células em meios residuais comparados ao 

meio F/2 (p < 0.05). A estratégia de ajustar o pH do meio residual da floculação alcalina 

e da floculação alcalina associado ao ESM para as condições do cultivo inicial (F/2) e, 

em seguida, suplementar com nutrientes permitiu que os meios de cultura mantivessem 
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um crescimento de N. oculata aproximado àquele do meio estéril. E para os meios 

residuais provenientes da floculação com TSG, não foram necessários ajustes de pH. 

A possibilidade de reutilização do sobrenadante da floculação usando sementes 

de M. oleifera, também foi demonstrada para o crescimento de C. vulgaris (DE 

MORAES et al., 2020), bem como da floculação alcalina (NaOH) para C. vulgaris, 

Scenedesmus sp., Chlorococcum sp. e P. tricornutum (WU et al. 2012). Ainda mais 

interessante, foram os resultados obtidos do meios reciclados recuperados pela 

floculação utilizando TSG, que favoreceram o crescimento das células mesmo sem a 

suplementação de nutrientes. Além disso, não gerou uma mudança significativa no pH; 

portanto, não foi necessário ajustar o pH do meio residual para ser utilizado para novo 

ciclo de cultivo. Resultados corroborados por Hesse et al. (2017), os quais avaliaram os 

efeitos da reutilização de meio residual para novos ciclos de cultivo de Acutodesmus 

obliquus, utilizando efluente suíno como meio de cultura, recuperado por floculação 

com Tanfloc SG. Os autores concluiram que o meio resultante da floculação mostrou 

efeitos positivos no crescimento das algas e aumentou a produtividade da biomassa em 

comparação com o controle e, destacaram ainda, os efeitos positivos no crescimento das 

algas mesmo após o terceiro ciclo de reaproveitamento. Esses resultados são relevantes 

para a diminuição de custos associados à produção da biomassa de microalgas e para 

garantir maior sustentabilidade do processo. 
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Figura 25: Culturas de Nannochloropsis oculata no último dia de cultivo em meios residuais - à 

esquerda duplicata com suplementação de nutrientes e, à direita duplicata sem suplementação de 

nutrientes. (A) Meio residual obtido após a Centrifugação (Controle). (B) Meio residual obtido após 

a Floculação Alcalina. (C) Meio residual obtido após floculação com Extrato Salino de Semente de 

Moringa oleifera (ESM). (D) Meio residual obtido após floculação com Tanfloc SG (TSG). 
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Figura 26: Crescimento das culturas de Haematococcus pluvialis em meio WC e em meio residual 

obtido da Centrifugação (Controle) com suplementação (nitrato e fosfato). Crescimento 

acompanhado por citometria de fluxo. 

 

Figura 27: Crescimento das culturas de Nannochloropsis oculata em meio F/2 e em meios residuais 

obtidos da: Centrifugação (Controle) com suplementação (nitrato e fosfato), da Floculação Alcalina 

com suplementação, da floculação com Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM) com 

suplementação, da floculação com Tanfloc SG (TSG) com suplementação e sem suplementação. 

Crescimento acompanhado por citometria de fluxo. 
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CONCLUSÕES 

Através das análises do planejamento fatorial 2
3
, foi possível determinar os 

efeitos dos fatores (principais e de interação) significativos na eficiência de floculação 

de H. pluvialis e N. oculata utilizando biofloculantes derivados de semente de M. 

oleifera (SM, TSM e ESM) e o produto comercial Tanfloc SG (TSG), onde concluiu-se 

que os floculantes Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM) associados à 

floculação alcalina (pela adição de NaOH) e Tanfloc SG (TSG) promoveram melhores 

resultados para ambas microalgas e a floculação alcalina também se mostrou eficiente 

para a recuperação da biomassa da microalga marinha.  

Os experimentos em Jar Test demonstraram que o floculante biodegradável TSG 

gerou a maior eficiência de recuperação da biomassa das duas espécies de microalgas, 

apresentando eficiências de floculação superiores a 98%. O teor de lipídios totais da 

biomassa floculada com TSG apresentou uma redução em relação à biomassa 

centrifugada (controle). No entanto, quando comparados à literatura, os resultados 

foram considerados satisfatórios. O floculante ESM foi eficaz apenas para a espécie 

marinha, e em pH 10.5. Embora a floculação alcalina e esta associado ao ESM tenham 

apresentado resultados de eficiência de floculação superior a 97% para N. oculata, o 

teor de lipídios totais apresentou uma redução significativa comparada à condição 

controle. Entretanto, nas extrações de carotenoides totais, a biomassa obtida por 

floculação alcalina não apresentou diferença significativa comparada à biomassa 

controle (p < 0.05). Portanto, a escolha do floculante depende da aplicação da biomassa 

e dos bioprodutos de interesse. Além disso, é importante ressaltar que o teor do 

conteúdo intracelular de N. oculata pode ter sido subestimado pela presença de sais na 

biomassa seca, pois o teor de sal superestima a biomassa concentrada total. 

Em relação à reutilização dos meios de cultura para novo ciclo de cultivo, para 

H. pluvialis apenas o meio residual obtido da centrifugação (controle) suplementado 

com nutrientes promoveu o crescimento das células, com crescimento próximo ao do 

meio estéril (WC). Já para N. oculata, o reuso de todos os meios de cultura obtidos após 

o processo floculação e de centrifugação em que foram suplementados com nutrientes, 

conforme condição inicial, promoveram o crescimento da microalga marinha 

comparado ao do meio F/2, inclusive o meio residual obtido da floculação com TSG 

sem suplementação. Esses resultados são importantes para reduzir a pegada hídrica e 

diminuir o custo da produção de biomassa de microalgas. 



65 

 

Perspectivas Futuras 

- Analisar o perfil de ácidos graxos das biomasssas obtidas da floculação, pois podem 

diferir significativamente quando tratadas com diferentes tipos de floculantes; 

- Analisar a concentração e composição dos pigmentos das biomassas obtidas da 

floculação; 

- Analisar as biomasssas obtidas dos cultivos em meios residuais quanto ao teor de 

carotenoides e perfil pigmentar bem como, os lipídios totais e perfil de ácidos graxos; 

- Caracterizar as biomassas recuperadas por floculação e as biomassas obtidas dos 

cultivos em meios residuais - por análise de EDX (espectroscopia de raios X por 

dispersão em energia) para examinar a composição elementar dos flocos das 

microalgas; 

- Avaliar a influência de períodos de armazenamento da biomassa obtida por floculação 

com Tanfloc SG e sua interferência na extração do conteúdo intracelular. 
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APÊNDICES 

Apêndice A - Protocolo de preparo do Meio WC modificado, segundo descrito por 

Guillard e Lorenzen (1972) 

Para o preparo dos volumes: 1 L 10 L 50 L 

     Tris (acrescentar à água destilada) 0,5 g 5 g 25 g 

 

OBS: Autoclavar a solução obtida ou filtrar em sistema de filtração (esterilizado 

previamente) com membrana de 0,22 µm . 

Após o resfriamento da solução obtida, prosseguir com a adição das soluções-estoque 

(previamente preparadas). 

 1 L 10 L 50 L 

Solução-estoque 1 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 2 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 3 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 4 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 5 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 6 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 7 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução de ácido Bórico  

(H3BO3 1%) 
0,1 mL 1 mL 5 mL 

 

Ao final do procedimento medir o pH e ajustar para o pH ideal - entre 7,0 e 8,5 

(acrescentando gradualmente solução de HCl 1M  ou solução de NaOH 1M). 

Preparo das soluções-estoque para o meio WC 

1) Solução-estoque de Nitrato de Sódio 

Dissolver 8,5 g de NaNO3  em 100 mL de água destilada 

2) Solução-estoque de Bicabornato de Sódio 

Dissolver 1,260 g de NaHCO3 em 100 mL de água destilada 

3) Solução-estoque de Cloreto de Cálcio 

Dissolver 3,676 g de CaCl2.2H2O em 100 mL de água destilada 
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4) Solução-estoque de Sulfato de Magnésio hidratado 

Dissolver 3,697 g de MgSO4.7H2O em 100 mL de água destilada 

5) Solução-estoque de Fosfato de Potássio 

Dissolver 0,871 g de  K2HPO4 em 100 mL de água destilada 

6) Solução-estoque de vitaminas 

Dissolver 0,1 g de Tiamina; 0,0005 g de Cianocobalamina e 0,0005 g de Biotina em 

mesmo volume de 1000 mL de água destilada, solução deverá ser filtrada em membrana 

de 0,22 um 

7) Solução-estoque de metais traço: 

Adicionar 1 mL de cada solução-estoque primário (a; b; c; d; e) à solução de ferro 

quelado; em seguida, ajustar o volume para 1000 mL. Estas soluções são autoclavadas 

separadamente. 

Solução de Ferro quelado (EDTA e Ferro): Dissolver 4,36 g de Na2EDTA em 

900 mL de água destilada; em seguida adicionar 3,15 g de FeCl3.6H2O 

Soluções estoque primário 

a) Cobre: Dissolver 0,98 g CuSO4.5H2O em 100 mL de água destilada 

b) Zinco: Dissolver 2,2 g ZnSO4.7H2O em 100 mL de água destilada 

c) Cobalto: Dissolver 1,0 g CoCl2.6H2O em 100 mL de água destilada 

d) Manganês: Dissolver 18,0 g de MnCl2.4H2O em 100 mL de água destilada 

e) Molibdênio: Dissolver 0,63 g de NaMoO4.2H2O em 100 mL de água destilada 

Solução de ácido bórico a 1% 

Dissolver 1g de H3BO3 em 100mL de água destilada 
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Apêndice B - Protocolo de preparo do Meio F/2, segundo descrito por Guillard 

(1975) 

Para o preparo dos volumes: 1 L 10 L 50 L 

Água do mar* 1 L 10 L 50 L 

Solução-estoque 1 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 2 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 3 1 mL 10 mL 50 mL 

Solução-estoque 4 1 mL 10 mL 50 mL 

 

*Água do mar filtrada em membrana de 0,45 µm (acetato de celulose) e em seguida 

autoclavada. Após o resfriamento prosseguir com a adição das soluções-estoque 

(previamente preparadas). 

Ao final do procedimento medir o pH e ajustar para o pH ideal - entre 7,0 e 8,5 

(acrescentando gradualmente solução de HCl 1M  ou solução de NaOH 1M). Ajustar 

Salinidade para 32-35 com o auxílio do refratômetro (Instrutherm, RTS-101ATC). 

Preparação das soluções-estoque para o meio F/2 

1) Solução-estoque de Nitrato de Sódio 

Dissolver 7,5 g de NaNO3 em 100 mL de água destilada 

2) Solução-estoque de Fosfato de Sódio 

Dissolver 0,5 g de NaH2PO4.2H2O em 100 mL de água destilada  

3) Solução-estoque de vitaminas 

Dissolver 0,1 g de Tiamina; 0,0005 g de Cianocobalamina e 0,0005 g de Biotina em  

mesmo volume de 1000 mL de água destilada, solução deverá ser filtrada em membrana 

de 0,22 mm   

4) Solução-estoque de metais traço 

Confome descrito no item 7 do Apêndice A. 
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Apêndice C - Gráficos complementares das avaliações da influência de variáveis no 

processo de floculação de Haematococcus pluvialis. 

Figura 28: Gráfico da probabilidade normal dos resíduos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3 
+ 3PC na floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Figura 29: Gráfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3 
+ 3PC na floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 
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Figura 30: Gráfico da probabilidade normal dos resíduos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Tanfloc SG (TSG). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Figura 31: Gráfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3 
+ 3PC na floculação de Haematococcus pluvialis utilizando 

Tanfloc (TSG). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 
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Apêndice D - Gráficos complementares das avaliações da influência de variáveis no 

processo de floculação de Nannochloropsis oculata. 

Figura 32: Gráfico da probabilidade normal dos resíduos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Figura 33: Gráfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3 
+ 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 
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Figura 34: Gráfico da probabilidade normal dos resíduos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Tanfloc SG (TSG). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

Figura 35: Gráfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiência de floculação 

do planejamento fatorial completo 2
3
 + 3PC na floculação de Nannochloropsis oculata utilizando 

Tanfloc SG (TSG). 

 

Fonte: Autora, 2020. Gráfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®). 

 

 


