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RESUMO

Com o proposito de diminuir os custos associados aos processos de recuperagao
da biomassa de microalgas do meio de cultivo e, ao mesmo tempo, minimizar 0s
impactos ambientais referentes a esse processo, neste trabalho foram estudados
floculantes organicos biodegradaveis para a recuperacdo da biomassa de
Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis oculata, modelo de espécie de agua doce e
marinha, respectivamente. Um planejamento fatorial completo 2° foi usado para avaliar
os principais fatores envolvidos na eficiéncia de floculacdo destas microalgas, e foram
estudadas as variaveis: concentracdo de floculante, tempo de sedimentacdo e pH do
meio de cultura. Como floculantes, foram avaliados: derivados de Moringa oleifera: p6
de Semente (SM), Torta da Semente (TSM) e Extrato Salino da Semente (ESM), e 0
produto comercial derivado de tanino, Tanfloc SG (TSG). Os resultados evidenciaram
alta eficiéncia de floculacdo (98%) de H. pluvialis com a aplicacdo de TSG na
concentracéo de 0,6 mg.L™, sem ajuste de pH da cultura (pH~8,9), em 15 minutos. J&
para a espécie marinha, N. oculata, foi observada alta eficiéncia de floculagdo com TSG
(99%), na concentracdo de 1,2 mg.L™, sem ajuste de pH (pH~8,7); a floculacéo alcalina,
pela adicdo de NaOH (pH 10,5), e esta associada ao ESM na concentracdo de 500 mg.L"
! também apresentaram alta eficiéncia, superior a 97%, ap6s 30 minutos. Ambas as
microalgas floculadas com TSG apresentaram uma reducdo em lipidios totais e
carotenoides totais com relacdo as biomassas centrifugadas. No entanto, apesar desse
menor teor obtido, quando comparados a literatura, os resultados foram considerados
satisfatorios. A floculacéo alcalina, e o floculante ESM em meio alcalino, promoveram
diminuicdo no teor em lipidios de N. oculata. Entretanto, a floculacdo alcalina nédo
causou alteracdo no teor em carotenoides totais de N. oculata e ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) comparada a biomassa centrifugada. Os meios de cultura
residuais obtidos do processo de floculagdo e de centrifugacdo suplementados
promoveram o crescimento da microalga marinha, inclusive o meio residual obtido da
floculagdo com TSG sem suplementacdo de nutrientes. No cultivo de H. pluvialis
apenas o0 meio residual obtido da centrifugagdo com suplementacdo promoveu o
crescimento das células. Estes resultados sdo importantes para a diminuigdo dos custos

associados a producéo de biomassa de microalgas e garantindo maior sustentabilidade.

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

Tanfloc SG, Floculagdo Alcalina, Lipidios, 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% 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™, 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™, 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™
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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INTRODUCAO

As microalgas sdo reconhecidas como uma das mais antigas formas de vida e
séo a base da cadeia alimentar nos oceanos e rios, sendo extremamente importantes na
manutencdo da vida aquéatica (LOURENCO, 2006). O termo microalga é desprovido de
valor taxonémico e, sob esta denominacéo, estdo incluidos organismos com dois tipos
de estrutura celular: procaridtica, com representantes nos grupos Cyanophyta (i.e.
cianobactérias) e Prochlorophyta; e eucaridtica, 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 metabdlica quanto a utilizacdo de fontes de energia e carbono,
podendo utilizar o carbono nas formas orgénica e inorganica. Os principais tipos de
metabolismo sdo classificados em trés grupos: fotoautotréfico, heterotréfico e
mixotréfico. De forma geral, na fotoautotrofia a Unica fonte de energia € a luz, e a fonte
de carbono deriva de compostos inorganicos; em contraste com a heterotrofia, na qual a
fonte de energia e carbono tém origens organicas. Ja na mixotrofia, a principal fonte de
energia é a luz, ainda que 0s compostos organicos e inorganicos sejam essenciais
(LOURENCGCO, 2006).

A grande diversidade evolutiva e filogenética das microalgas implica também
em grande diversidade na composi¢do quimica, fazendo com que estes organismos
sejam extremamente atrativos para bioprospeccdo e exploracdo comercial (KOLLER;
MUHR; BRAUNEGG, 2014; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). As microalgas
sdo ricas em compostos bioativos que desempenham atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antifungica e propriedades de inibicdo enzimatica
(BHUVANA; SANGEETHA; ANURADHA, 2019; HAMED, 2016). Diante disso,
esses organismos vém sendo empregados em diversas areas incluindo as industrias de
nutracéuticos, farmacéutica e cosmética, na producdo de biomateriais e nanoestruturas
(APONE; BARBULOVA; COLUCCI, 2019; MATOS, 2017). Ademais, possuem
grande potencial para uso em aquicultura, biorremediacdo e biofertilizacdo (UYSAL;
UYSAL,; EKINCI, 2016; SIDDIQUI; MIRANDA; MOURADOV, 2018); e podem ser

usadas como fonte de energia renovavel atraves da produgdo de biocombustiveis (ARO,



2016). No entanto, apesar desse grande potencial de aplicagdo em diversos setores
biotecnoldgicos, ainda existem muitos desafios para a viabilizagdo econémica da
producdo desta matéria-prima em escala industrial para algumas finalidades, como por
exemplo, producdo de biocombustiveis. A colheita das microalgas é uma das etapas
mais significativas no custo total de producdo desta biomassa (GRIMA et al., 2003). Em
plantas comerciais, a colheita é geralmente realizada por centrifugacdo e, embora este
método seja eficaz, a despesa com o processamento para grandes volumes é bastante
elevada e proibitiva para a producdo de produtos de baixo valor comercial. Dessa forma,
a centrifugacdo se mostra um processo ineficiente em termos energéticos e econémicos,
quando utilizada isoladamente (ELDRIGE; HILL; GLADMAN, 2012). Uma alternativa
para a reducdo dos custos € realizar uma separacdo prévia da biomassa, de forma
eficiente, barata e que nao interfira na qualidade do produto final. Neste contexto, a
floculacdo 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 rapido de
grandes volumes de cultura de microalgas (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012).
Os floculantes podem ser inorganicos ou organicos (GERARDO et al., 2015).
Compostos de aluminio e ferro sdo os floculantes inorganicos mais utilizados em
diferentes conceitos de tratamento de efluentes industriais (VAZ et al., 2010), mas
normalmente resultam na producéo de efluentes toxicose na contaminacdo da biomassa
de microalgas por esses metais (KIRNEV et al., 2018; VANDAMME; FOUBERT;
MUYLAERT, 2013). Com a crescente preocupacdo com questdes ambientais, vém
sendo ampliados e intensificados os estudos de desenvolvimento de floculantes
organicos biodegradaveis derivados de matéria-prima renovavel (LIMA; ABREU,
2018). Dessa forma, floculantes organicos extraidos 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
eficiéncia, nula toxicidade e baixo custo como agentes floculantes no tratamento de
aguas com alta turbidez e possuem grande potencial de aplicacdo para a colheita da

biomassa de microalgas.

JUSTIFICATIVA

A motivagdo para a realizagdo do presente trabalho é resultante da escassez de

estudos acerca da eficiéncia de biofloculantes para a colheita da biomassa de
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microalgas, principalmente marinhas e do aproveitamento do meio de cultura pds-
colheita, para que 0 mesmo possa ser reutilizado ou descartado sem efeitos nocivos ao
meio ambiente. Além de estudos sobre a eficiéncia desses floculantes em diferentes
especies de microalgas, também é relevante a avaliacdo do efeito dos mesmos sobre a
eficiéncia da extracdo de bioprodutos de interesse comercial da biomassa microalgacea,

bem como a possibilidade de reutilizacdo do meio residual para novos ciclos de cultivo.
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Potencial biotecnoldgico das microalgas

O crescente interesse no estudo de microalgas deve-se a essencial importancia
destes micro-organismos nos ecossistemas e na possibilidade de aplicagdo comercial em
distintas areas, pois possuem versatilidade metabdlica e capacidade de mitigacdo de
diéxido de carbono, contribuindo no desenvolvimento de tecnologias limpas e
permitindo a comercializacao de créditos de carbono (YADAV; DUBEY; SEN, 2020).
As microalgas sdo muito interessantes do ponto de vista biotecnoldgico e sintetizam
uma imensa gama de compostos como polissacarideos, esterdis, enzimas e uma valiosa
fonte de quase todas as vitaminas essenciais (A, B1l, B2, B6, B12, C, E, nicotinato,
biotina, acido félico e acido pantoténico) (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004;
FELLER et al., 2017). Além disso, a maioria das espécies apresentam niveis acima de
50% de proteina em massa seca. Algumas proteinas, peptideos e aminoacidos tém
funcBes bioldgicas associadas a beneficios nutricionais e a saide humana. Assim, estes
biopolimeros podem ser incluidos em formulacdes funcionais de alimentos (JACOB-
LOPES et al.,, 2019). Outros importantes constituintes sdo os pigmentos, como a
clorofila, os carotenoides e as ficobilinas, sendo que estas sdo do grupo das proteinas e
os dois primeiros do grupo dos lipidios (LOURENCO, 2006). Aproximadamente 60
tipos diferentes de pigmentos sdo encontrados em microalgas e em cada espécie €
possivel encontrar de 5 a 10 tipos de pigmentos (DERNER et al., 2006).

A clorofila € um dos valiosos compostos bioativos que podem ser extraidos da
biomassa de microalgas, com ampla aplicacdo nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia (usada como corante alimentar natural), possui propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e antimutagénicas (FERREIRA; SANT, 2017; HOSIKIAN et al.,
2010). Os carotenoides, assim como as clorofilas, séo pigmentos organicos encontrados

nos cloroplastos e cromoplastos de algumas microalgas. Sdo pigmentos naturais da



classe dos terpenos (tetraterpenoides com 40 atomos de carbono), que podem apresentar
coloracéo vermelha, amarela ou laranja. Podem ser subdivididas em 2 classes: carotenos
(hidrocarbonetos poliinsaturados; e.g. a-caroteno, B-caroteno, y-caroteno, (-caroteno,
licopeno, fitoflueno) e xantofilas (derivados oxigenados dos carotenos; e.g. B-
criptoxantina, luteina, astaxantina, zeaxantina, violaxantina, capsantina e bixina)
(UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007). Os carotenoides destacam-se
pela sua acdo na prevencdo e no tratamento do envelhecimento celular, inflamagdes,
doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (BOROWITZKA, 2013). Sua maior
aplicacdo no mercado, destacando-se o f-caroteno e a astaxantina, é na aquicultura,
seguida pelas indastrias farmacéutica e alimenticia, devido as suas propriedades
antioxidantes; e na industria de cosméticos como corantes naturais (HAMED, 2016;
SHAH et al., 2016). As ficobilinas ou ficobiliproteinas estdo presentes em
cianobactérias e nas microalgas do grupo Rhodophyta e Glaucophyta (SCHLUCHTER;
BRYANT, 2002). Esses pigmentos possuem alto valor terapéutico como
imunomodeladores e sdo freqlientemente 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 producdo de acidos graxos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids,
PUFAs) ou acidos graxos de cadeia longa, também sdo amplamente conhecidos por
seus efeitos benéficos na saide humana (KATIYAR; ARORA, 2020). O contetdo
lipidico de microalgas pode variar entre 1 a 40% do peso seco e, em certas condi¢Oes de
cultivo, pode alcancar até 85% (CHISTI, 2007). Os OGleos sdo compostos por
triacilglicerideos (TAG), os quais sdo ésteres de acidos graxos ligados ao glicerol
(SOARES et al., 2013). Os mais relevantes do ponto de vista comercial sdo 0s PUFAS,
0S quais possuem duas ou mais duplas ligacdes, como o caso do é&cido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3; 5 ligacGes duplas) e &cido docosahexaendico
(DHA, C22;6n-3; 6 ligacbes duplas) (KATIYAR; ARORA, 2020). Os lipidos,
especialmente das espécies de microalgas marinhas, contém quantidades elevadas de
acidos graxos polinsaturados como o acido araquidénico (AA — 20:4n-6), que é um
acido graxo dmega 6, EPA e DHA, ambos &cidos graxos 6mega 3 (WANG et al., 2019).
Ao EPA e DHA sdo atribuidas propriedades benéficas a saude humana, sendo
encontrados em quantidade elevada nos peixes marinhos, como: bacalhau, arenque,

anchova, salmao e sardinha. Porém, a extragdo destes acidos a partir destes organismos
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pode apresentar varios problemas como, odor desagradavel, contaminacdo por metais
pesados, baixa estabilidade, presenca de colesterol, produgdo variavel e um complexo
perfil de &cidos graxos (RYMER; GIBBS; GIVENS, 2006). As microalgas nao
apresentam estes pontos negativos e 0s acidos graxos apresentam-se numa composi¢ao
mais simples e seu processo de purificacdo é facilitado (DERNER et al., 2006; FELLER
et al., 2017). Os PUFAs tém como fungdo a prevencdo e tratamento de uma série de
doengas cardiovasculares, da arteriosclerose e da arritmia, da reducdo da presséo
arterial, da reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos no plasma, da artrite
reumatoide e sdo essenciais no desenvolvimento cerebral (WARD; SINGH, 2005). Os
acidos linoleico (AL - 8:2n-6) e alfa-linolénico (AAL - 18:3n-3), também fazem parte
dos acidos graxos essenciais para o ser humano, e, por ndo serem produzidos pelo nosso
organismo, é necessario inclui-los na nossa dieta através dos alimentos ou de
suplementos nutricionais (Youdim; MARTIN; JOSEPH, 2000; YEHUDA et al., 2002).

Dessa forma, a constituicdo quimica da biomassa de microalgas tem um
potencial de exploracdo em varios setores industriais. Exemplos de sucesso incluem a
formulacdo de alimentos (LAFARGA, 2019), cosméticos e farmacos (APONE;
BARBULOVA; COLUCCI, 2019), em aquicultura e racdo animal (DINESHBABU et
al., 2019) e producdo de biofertilizantes (RONGA et al., 2019). Além do enfoque
principal, voltado aos produtos bioquimicos, a utilizacdo desses micro-organismos vem
sendo foco de crescente pesquisa para a producdo de biocombustiveis e no tratamento
de aguas residuais (JAVED et al., 2019).

Biocombustiveis

As fontes de energia s@o a principal mercadoria para o desenvolvimento da
economia mundial e, até a presente data, a maioria das necessidades energéticas € obtida
através de combustiveis fosseis ndo renovaveis, como petroleo, carvdo e gas natural
(MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN, 2015). Os biocombustiveis surgiram da
crescente preocupacdo ambiental e necessidade de alternativas aos combustiveis
convencionais (CALIXTO et al., 2018); podem ser classificados em diferentes
categorias de acordo com a matéria-prima e a tecnologia de conversdo utilizada para a
sua producéo, sendo denominados como de primeira, de segunda e de terceira geracéo.
Essa classificacdo e denominacdo podem variar de acordo com alguns autores
(SALADINI et al., 2020). Os biocombustiveis de primeira geracdo fazem uso da

colheita agricola para fins energéticos, ou seja, sdo produzidos a partir de culturas como
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a soja, milho, cana-de-aclcar, mamona, dendé, entre outras (LEITE; LEAL, 2007).
Contudo, sua produgdo compete com a producdo de alimentos, causando uma continua
inflac&o dos pregos no setor alimenticio, alem de necessitarem de grandes extensdes de
terreno aravel para o cultivo das espécies (KOSINKOVA et al., 2015). A segunda
geracdo de biocombustiveis surgiu como uma tentativa de solucdo dos problemas
associados aos combustiveis de primeira geracdo e sdo produzidos a partir de culturas
lignocelulosicas, principalmente a partir de residuos florestais e agricolas, e residuos do
petréleo e do Oleo de cozinha (VASSILEV; VASSILEVA, 2016). No entanto, ainda
assim, necessitam de extenso terreno aravel e de tecnologias mais eficientes para o
tratamento e conversao dos materiais lignocelul6sicos, bem como de procedimentos que
minimizem 0s gastos excessivos de energia com a coleta e transporte dos residuos
(ALALWAN; ALMINSHID; ALJAAFARI, 2019).

Ja a terceira geracdo, compreende a utilizacdo de micro-organismos
fotossintéticos - as microalgas, que sdo consideradas fonte de biomassa com maior
capacidade para atender as necessidades mundiais de energia (AMINUL; HEIMANN;
BROWN, 2017; LEONG et al., 2018; CRUZ et al., 2013). A partir da biomassa
microalgacea é possivel obter 6leo com produtividade superior aquela dos o6leos
extraidos 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 lipidico intracelular; no seu cultivo podem
ser utilizadas 4gua do mar, agua salobra ou residuérias, o que reduz o uso de agua
potéavel; permitem colheita continua durante todo o ano; podem ser cultivados em terras
ndo férteis e, dessa forma, sua producdo ndo compete com o plantio de alimentos e
possuem ainda, capacidade de mitigacdo de didxido de carbono e producdo de
coprodutos de alto valor agregado (AS et al., 2019; CHISTI, 2007; DEMIRBAS;
DEMIRBAS, 2011; CRUZ et al., 2013; ELRAYIES, 2018).



Tabela I: Comparacao da produtividade de dleo de diferentes matérias-primas para a producgao de
biodiesel. Adaptada de As et al. (2019); Mata; Martin; Caetano (2010).

Contetdo de Producéo de Uso da terra Produtividade em
Fonte 6leo (Yoem  6leo (L 6leo.ha™.  (m?ano. kg™ biodiesel (kg
massa seca) ano™) biodiesel) biodiesel.ha™.ano™)
Milho (Zea mays L.) 44 172 66 152
Soja (Glycine max L.) 18 636 18 562
Pinh&o-manso
28 741 15 656
(Jatropha curcas L.)
Canola
) 41 974 12 682
(Brassica napus L.)
Girassol
) 40 1070 11 946
(Helianthus annuus L.)
Mamona
o ] 48 1307 9 1156
(Ricinus communis)
Oleo de palma
- ) 36 5366 2 4747
(Elaeis guineensis)
Microalgas
) ] 30 58.7 0.2 51.927
(baixo teor de 6leo)
Microalgas
o ’ 50 97.8 0.1 86.515
(teor medio de 6leo)
Microalgas
70 136.9 0.1 121.104

(alto teor de 6leo)

Além do biodiesel, a biomassa de microalgas, obtida ao fim do processo de
cultivo, pode ser convertida em uma série de combustiveis por rotas termoquimicas e
bioquimicas (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019). Os processos quimicos
compreendem a transesterificacdo de lipidios em biodiesel (PARK et al., 2014). Os
processos bioquimicos incluem a fermentacdo de carboidratos para produzir bioetanol
(HO et al., 2013), biohidrogénio (BATISTA et al., 2015) e digestdo anaerdbica que gera
biogds (PASSOS et al.,, 2014). Os processos termoquimicos compreendem a
decomposicdo teérmica da biomassa de algas em combustiveis liquidos e gasosos
(CHIARAMONTI et al., 2016). No Brasil, os dois principais biocombustiveis liquidos
utilizados s&o o etanol, produzido via fermentagdo de agUcares, gerado essencialmente
através do processamento da cana de agucar; e o biodiesel, obtido de 6leos vegetais

(majoritariamente da soja) e gordura animal convertidos em ésteres metilicos de acidos



graxos (ANP, 2020). Ademais, 0 pais se encontra em uma posic¢do privilegiada para
assumir a lideranca no aproveitamento integral de biomassa microalgéacea pelo fato de
possuir condi¢cbes ambientais favoraveis para sua producdo, como intensa radiagdo
solar, grande area costeira tropical, diversidade de clima, tem cerca de 12% das reservas
de a4gua doce mundial e pioneirismo na producdo de biocombustiveis em larga escala
(BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2016).

O processo de producdo de biomassa de microalgas em escala comercial para a
producdo de biocombustiveis encontra-se em estagio de desenvolvimento por ainda
apresentar gargalos de producdo que interferem na eficiéncia do processo industrial
(CRUZ, SANTIAGO, PEREIRA., 2018). Os principais entraves séo relacionados ao
elevado custo de cultivo, recuperacdo da biomassa e seu processamento (GREENWELL
et al., 2010). Por exemplo, para produzir 1 kg de biodiesel a partir de microalgas, sdo
necessarios 3.726 L de agua, 0,33 kg de nitrogénio e 0,71 kg de fosfato (YANG et al.,
2011). Dessa forma, uma das estratégias mais vidveis para a producdo sustentavel de
biocombustiveis de microalgas, é a integracdo do seu cultivo com o tratamento de
efluentes domésticos e industriais (DENG et al., 2018).

Tratamento de efluentes

As microalgas tém sido amplamente utilizadas em biotecnologia ambiental,
especialmente para o tratamento de &guas residuais de processos industriais, na
descontaminacdo bioldgica e remocdo de metais pesados bem como bioindicadores na
deteccdo de nutrientes e substancias tdxicas, como detergentes, herbicidas, etc
(BHATIA et al., 2020; CHINNASAMY et al., 2009; SIDDIQUI; MIRANDA,;
MOURADOV, 2018). A integracdo de processos de biorremediacdo, através da
utilizacdo de efluentes domésticos e industriais, tem sido considerada como uma das
abordagens mais importantes para a viabilidade econdmica e sustentavel da producdo de
biocombustiveis a partir de microalgas (HWANG et al., 2016). Desse modo, 0 uso de
aguas residuais como meio de cultivo, € uma maneira eficiente de contribuir com
nutrientes para as culturas na producdo de biomassa microalgacea para atender as
crescentes demandas de energia, com os beneficios adicionais do tratamento dos
efluentes (DENG et al., 2018; JACOB-LOPES et al., 2019).

Outra vantagem significativa do cultivo de microalgas, € seu potencial de
mitigacdo de gases do efeito estufa (MOLAZADEH et al., 2019). Esses micro-

organismos sdo capazes de assimilar CO, como fonte de carbono para seu crescimento,
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cerca de 1.6 a 2.0 kg de CO, podem ser capturados por cada quilograma de biomassa
seca produzida (ALMOMANI et al., 2019; MOAZAMI et al., 2012). Embora seja
promissora a capacidade de fixacdo de CO, atmosferico, este ndo é suficiente para
suprir o requerimento de carbono necessario para altas taxas de crescimento da
biomassa de microalgas. Assim, é essencial um aporte de carbono adicional a cultura,
como insercdo de CO; (ou ar comprimido) ou bicarbonatos, para a obtencdo de maior
produtividade (MUYLAERT et al., 2015). Dessa forma, a perspectiva de reutilizar
beneficamente os fluxos de emissdes ricos em CO, no cultivo de algas (para
determinadas aplicacfes), como 0s gases de combustdo provenientes da producdo de
combustiveis fdosseis, também é bastante promissora (MOHLER ET AL., 2019). No
entanto, ainda que as microalgas apresentem inimeras vantagens em diversos setores
industriais, outros obstaculos ainda precisam ser contornados, como a recuperacdo da
biomassa do meio de cultivo. Por exemplo, o0 gasto energético envolvido, por vezes
torna inviavel sua producdo em grande escala, sendo esta etapa responsavel por cerca de
20 a 30% do custo total da producdo de microalgas (GRIMA et al., 2003; SINGH;
PATIDAR, 2018).

Separacao da biomassa de microalgas do meio de cultivo

A separacdo da biomassa do meio de cultivo é um tema de alta relevancia em
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) em biotecnologia de microalgas, visto que esta
etapa representa um dos gargalos para sua producdo em escala comercial, devido ao
pequeno tamanho das células (tipicamente entre 2 — 50 um) e baixa concentragdo no
meio de cultura (0.5 — 2 g.L™" em tanques abertos e cerca de 5 — 10 g.L? em
fotobiorreatores) (GRIMA et al., 2003). Devido & grande variabilidade das
caracteristicas das células microalgais, € dificil definir uma técnica de colheita de
biomassa padréo para ser adotada em escala industrial para todas as espécies (BARROS
et al., 2015). Desse modo, a escolha da técnica depende das caracteristicas 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
centrifugacdo, filtracdo, flotagdo, sedimentacdo e coagulacdo/floculacdo (SINGH;

PATIDAR, 2018) e/ou uma abordagem integrada dessas técnicas.



A centrifugacdo € um método mecanico que utiliza a forca centrifuga para a
separacdo e apresenta alta eficiéncia para recuperar a biomassa de microalgas. Suas
principais vantagens consistem no fato de ser um método rapido, de fécil utilizacdo e
aplicavel a varios 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 centrifugagdo pode levar a ruptura das células (KNUCKEY
et al., 2006). J& os processos de filtracdo e separa¢do por membranas apresentam como
uma de suas principais limitacbes, a deposicdo de microalgas na superficie da
membrana ou nos seus poros, causando o declinio do fluxo do permeado do filtro
(fouling) e diminuindo sua eficiéncia (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 géneros Coelastrum e Arthrospira; ndo sendo eficiente para
a colheita de espécies de algas que apresentam dimensdes menores ( < 30 pum), como
Scenedesmus, Dunaliella e Chlorella (Mohn, 1980 apud YAAKOB et al., 2011).

O processo de flotacdo é baseado na geracdo de microbolhas de ar para aderir as
particulas em suspensdao, promovendo a elevacdo dos flocos de microalgas até a
superficie do sistema (devido as suas baixas densidades), onde sdo acumulados e, entéo,
removidos (LAAMANEN; ROSS; SCOTT, 2016). A flotacdo é classificada em quatro
tipos: flotagdo por ar dissolvido (FAD); flotagdo por ar disperso (FADI); flotagdo
eletrolitica; flotacdo dispersa por ozonizacdo (FDO). Esses mecanismos de flotacéo,
auxiliados por coagulacao-floculacdo, apresentam grande eficiéncia na remocdo de
microalgas, porém, sdo considerados como uma técnica de custo elevado em escala
comercial, pelo intenso consumo energético (MILLEDGE; HEAVEN, 2012). Outro
método que tem a eficiéncia aumentada quando auxiliada pelo coagulacdo-floculacao é
0 mecanismo de sedimentacdo. As microalgas, por apresentarem células de baixa
densidade, geralmente ndo conseguem atingir boa eficiéncia de separagdo apenas por
deposicdo gravimétrica. Dessa forma, a coagulacdo-floculagcdo € um dos métodos mais
utilizados para otimizar o tempo de sedimentacdo das células, uma vez que aumenta a
densidade dos flocos, influenciando diretamente na velocidade de deposicdo da
biomassa microalgacea (CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2016).

O processo de coagulacao-floculacdo € um dos métodos mais convenientes e de
baixo custo para a recuperacdo de microalgas (OKORO et al., 2019). E uma técnica de
duplo estagio, em que as células em suspensdo sdo agregadas para formar flocos, a fim

de facilitar a sedimentacdo ou a flotagdo dos flocos formados, diminuindo o volume de
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cultura a ser processado. De modo geral, pode-se dividir os mecanismos de coagulacédo
em: adsorcdo e neutralizacdo de cargas, compressdao da camada difusa, varredura e
formacgéo de pontes (VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). Sendo assim,
coagulacao e floculacdo, ocorrem em estagios sucessivos de modo a ultrapassar as
forcas de estabilizacdo das células suspensas, permitindo a colisdo entre elas e
promovendo o crescimento dos flocos (GUTIERREZ et al., 2015). Algumas espécies de
microalgas floculam naturalmente em resposta a estimulos ambientais, como alteracdes
do pH no meio de cultura, devido a deplecdo de CO, pelo consumo fotossintético
(BILANOVIC; SHELEF; SUKENIK, 1988; SALES; ABREU, 2015), pela excrecdo de
macromoléculas organicas ou pela associa¢ao entre microalga e bactéria (UDUMAN et
al., 2010; VANDAMME et al., 2012), entre outros. Como a floculagdo pode ocorrer
espontaneamente em algumas culturas de microalgas, quando o pH aumenta acima de
10 (SPILLING; SEPPALA; TAMMINEN, 2011), esse processo pode ser induzido pela
adicdo de uma base forte, como o hidréxido de sédio (NaOH) ou hidréxido de calcio
(Ca(OH),), por exemplo; este aumento de pH promove a formacéo de precipitados de
magnésio (Mg?*) e/ou calcio (Ca**) que, por terem carga positiva, podem interagir com
a superficie carregada negativamente das células de microalgas e assim induzir a
floculagdo por neutralizacdo 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 floculacdo é geralmente imprevisivel e sua eficiéncia tende a ser baixa,
mesmo quando as condicBes parecem favoraveis (BEUCKELS et al., 2013;
VANDAMME et al., 2016).

A adicdo de produtos quimicos para induzir a floculacdo é uma pratica comum
como estagio de pré-tratamento em diversos processos de coagulacdo. Existem dois
tipos de floculantes: inorganicos e organicos (GERARDO et al., 2015). Floculantes
inorganicos, como o sulfato de aluminio (Al,(SO4)3), 0 sulfato férrico (Fex(SO4)3) € 0
cloreto férrico (FeCl;) séo eficientes e tradicionalmente utilizados em operagdes de
floculagéo, principalmente no tratamento de efluentes industriais (VAZ et al., 2010;
PIDOU et al., 2008). O sulfato de aluminio, em particular, vem sendo utilizado ha mais
de 100 anos em todo o mundo em diferentes conceitos de sistema de tratamento de
agua. Todavia, seu uso extensivo tem sido discutido devido a presenca de aluminio
remanescente na agua tratada, muitas vezes em concentragdes elevadas (CORAL;
BERGAMASCO; BASSETTI, 2009). Danos causados ao organismo humano, em

especial ao sistema nervoso, tém se tornado alvo crescente de pesquisas médicas e
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exigido o controle rigido da presenca de metais tanto na agua tratada como na agua 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 concentracdes de metais na biomassa
colhida, e estes permanecem apoés a extracdo de lipidios e de carotenoides, produzindo
uma biomassa comercialmente inviavel para determinadas aplicaces, como por
exemplo, consumo humano (BARROS et al., 2015; RWEHUMBIZA; HARRISON;
THOMSEN, 2012), além de ser um impedimento para a reutilizacdo do meio de cultivo
(KIRNEV et al., 2018).

Os floculantes organicos podem ainda ser separados em polimeros sintéticos e
naturais, sendo o0s catidnicos 0s mais eficazes para a colheita de microalgas
(BILANOVIC; SHELEF; SUKENIK, 1988). A maioria dos polimeros sintéticos
empregados comercialmente sdo a base de poliacrilamida (VANDAMME; FOUBERT;
MUYLAERT, 2013), embora seja ndo tdxica na forma de polimero, pode conter tracos
de mondmeros ndo polimerizados tdxicos e assim, contaminar a biomassa de
microalgas, além do baixo grau de biodegradabilidade (BRATBY, 2006). Com a
crescente preocupacao com questdes ambientais, vém sendo ampliados e intensificados
os estudos de desenvolvimento de floculantes organicos biodegradaveis derivados de
matéria-prima renovavel (LIMA; ABREU, 2018). A utilizacdo de polimeros naturais
pode reduzir os custos do processo de recuperacdo, uma vez que esses polimeros podem
ser obtidos e processados localmente com menor impacto ambiental (OLADOJA et al.,
2017). Floculantes organicos extraidos 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 catiénicos (HUANG et al., 2019) e taninos vegetais
modificados, como o Tanfloc® (YANG; LI, WANG, 2019), demonstraram boa
eficiéncia e nula toxicidade como agentes floculantes no tratamento de dguas com alta
turbidez e possuem grande potencial de aplicacdo para a colheita da biomassa de

microalgas.
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Floculantes organicos biodegradaveis

Quitosana

A quitosana € um polieletrolito catiénico derivado da desacetilagdo alcalina da
quitina, segundo biopolimero mais abundante no mundo (RENAULT et al., 2009;
YANG et al., 2016), a qual é encontrada no exoesqueleto de crustaceos, na parede
celular de fungos e em outros materiais bioldgicos (MATHUR; NARANG, 1990). Tem
sido sugerida como um floculante natural para o tratamento de aguas (KANGAMA et
al., 2018; GUPTA et al., 2018) e para a colheita da biomassa de microalgas (CORREA;
DUARTE; NOSEDA, 2019), por ser ndo-toxica, ndo-corrosiva, biodegradavel e possuir
capacidade atrativa de adsorcdo e floculagdo. A presenca de grupos amino na cadeia
polimérica, permite que ele atue como polieletrolito catibnico em pH < 6,5, e devido a
alta densidade de carga catidnica, a quitosana pode absorver fortemente as células de
microalgas carregadas negativamente sobre sua superficie. Esse mecanismo pode ser via
formacdo de ponte de polimeros e/ou neutralizacdo de carga (ZHU; LI; HILTUNEN,
2018).

Embora a floculacdo usando quitosana tenha se mostrado eficiente para
microalgas de agua doce, resultados divergentes foram relatados quando aplicada para a
floculacdo de microalgas marinhas. t’Lam et al. (2016) analisaram a floculacdo da
microalga marinha Neochloris oleoabundans utilizando quitosana na concentragdo de
90 mg.L™ e obtiveram eficiéncia inferior a 70% em pH 7. Os autores observaram,
usando medicbes de potencial zeta, que as cargas catibnicas eram reduzidas pela alta
forca ibnica do meio de cultivo, como foi sugerido por Bilanovic; Shelef; Sukenik
(1988). Por outro lado, Blockx et al. (2018) relataram floculacdo eficiente da microalga
marinha Nannochloropsis oculata usando quitosana na concentragdo 75 mg.L™, mas
apenas em pH alto (> 7,5 - 10). A eficiéncia foi atribuida a precipitacdo da quitosana
devido a desprotonacdo (parcial) dos grupos amina, induzindo a floculagdo por um
mecanismo de varredura. Observagdes visuais e medidas de viscosidade de fato
confirmaram a ocorréncia de precipitagdo de quitosana em pH > 7,5. No entanto, apesar
de resultados positivos na literatura da aplicacdo de quitosana para a floculagéo de
microalgas, sua eficiéncia 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 distribuicdo do amido na natureza, o0 nimero
das maiores fontes comerciais para sua producdo industrial é comparativamente
pequeno, sendo as principais fontes: o milho, batata, mandioca e o trigo (AZEVEDO et
al.,, 2018). Os amidos podem ser utilizados como floculantes biodegradaveis; no
entanto, devido as suas caracteristicas, eles devem ser modificados atraves de reagdes
quimicas de cationizagdo. Assim, os amidos catidnicos sdo produzidos por uma reagao
quimica entre 0 amido e reagentes contendo grupos amino, imino, aménio, sulfato e
fosfato, sendo o grupo amino mais utilizado (ALCAZAR-ALAY; ANGELA;
MEIRELES, 2015). Vandamme; Foubert (2010) avaliaram o potencial do amido
catiénico Greenfloc 120, aprovado para o tratamento de agua potével, para a colheita de
microalgas e obtiveram eficiéncia para a recuperacdo da biomassa de microalgas
dulcicolas (Parachlorella e Scenedesmus). Outros autores relataram que o uso de
amidos catidnicos sdo efetivos na floculacdo 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 polimeros organicos sintéticos, como a
poliacrilamida (LAMA et al., 2016; MUYLAERT et al., 2015). No entanto, embora
esses polimeros tenham demonstrado eficiéncia e foram apontados como tendo efeitos
colaterais relativamente menores, ainda assim podem ser muito custosos para
determinadas aplicacdes da biomassa de microalgas (BEHERA,
BALASUBRAMANIAN, 2019; VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013).

Taninos

Taninos sdo compostos polifenodlicos encontrados em algumas espécies vegetais.

Por serem obtidos de diferentes fontes, sua estrutura quimica ndo é a mesma para todas
as espécies vegetais das quais sdo extraidos (HAMEED et al., 2016). Os taninos
vegetais ndo apresentam naturalmente caracteristicas catidnicas que os habilitem para a
aplicacdo como coagulante. Dessa forma, buscando conferir esta caracteristica a sua
estrutura, ele é submetido a um processo de cationizacdo, que geralmente envolve a
reacdo de Mannich. Neste processo, um nitrogénio quaternario é adicionado a estrutura
polifenolica do tanino pela sua reacdo com um aldeido e uma amina, produzindo um
composto de peso molecular maior que o inicial (MANGRICH et al., 2014). Esta reacéo
quimica confere carater catibnico a matriz do tanino organico, de modo que as
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principais caracteristicas (como solubilidade, estabilidade em diferentes niveis de pH ou
atividade quelante de metais pesados) s&o mantidas enquanto outras sdo adicionadas. As
novas habilidades estdo relacionadas com a atividade de coagulagdo, que podem
provocar a neutralizacdo de cargas (BELTRAN-HEREDIA; SANCHEZ-MARTIN;
DAVILA-ACEDO, 2011). Além disso, apresenta comportamento anfotérico, devido a
presenca dos nitrogénios quaternarios e dos agrupamentos fenolicos (HAMEED et al.,
2016).

A empresa TANAC desenvolveu um coagulante/floculante comercial a base de
tanino — o Tanfloc SG (utilizado neste trabalho). O tanino cationizado comercial -
Tanfloc, é obtido por meio de um processo de lixiviagdo da casca da acécia negra
(Acacia mearnsii), sendo principalmente constituido de estruturas flavonoides (taninos
condensados) com um peso molecular médio de 1,7 kDa (TANAC, 2020). A A.
mearnsii € uma espécie leguminosa de porte médio, nativa da Australia e foi introduzida
no Rio Grande do Sul, em 1918, por Alexandre Bleckmann. A cultura tem relevante
importancia no estado e foi cultivada, inicialmente, em funcdo do aproveitamento da
madeira tanto para geracdo de energia como para as industrias de chapas e de celulose; e
ao longo dos anos ganhou maior destaque pela qualidade do teor de tanino na casca,
utilizado na indastria coureira (CALDEIRA et al., 1998). A espécie apresenta
caracteristicas multifuncionais e, além do aspecto socioecondmico, é utilizada para
restauracdo de ambientes degradados e enriquecimento do solo pela fixacdo de
nitrogénio atmosférico (CALDEIRA et al., 2000).

O Tanfloc comecou a ser exportado a partir de 2002 para empresas terceirizadas
especializadas no tratamento de dgua potavel da Inglaterra, Franca, Alemanha, Espanha,
Italia e Portugal, e vem sendo utilizado por industrias quimicas e petroquimicas para o
tratamento de lodos industriais (CASTRO, 2002). Além disso, tem mostrado eficiéncia
na remogéo das microalgas de efluentes (SELESU et al., 2016) e apresenta um custo de
aquisicdo relativamente baixo (R$ 10,00 kg) (HESSE, 2016). Gutiérrez et al. (2015)
trabalharam com a recuperacdo da biomassa microalgacea através de floculagdo com
Tanfloc na concentracdo de 50 mg.L™, e os autores constataram que nenhum impacto
negativo em termos de pH e biodegradabilidade anaerdbia afetou o processo de
producdo de biocombustiveis. Ou seja, ndo foram observadas mudancas nas
caracteristicas da biomassa que pudessem afetar seu uso na producéo de substancias de
interesse comercial, demonstrando que o Tanfloc seria adequado para a colheita de

biomassa de microalgas de aguas residuais. Hesse et al. (2017), também empregaram o
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Tanfloc SG para a colheita da microalga Acutodesmus obliquus de aguas residuais de
suinos e obtiveram eficiéncia de floculagdo superior a 90% com a concentracdo de 125
mg.L™" em pH 8. Os autores destacaram ainda a possibilidade de reutilizacdo do meio
residual para novos ciclos de cultivo sem efeitos negativos sobre a produtividade em
biomassa e de seu conteddo lipidico. Resultados promissores que foram corroborados
por De Moraes et al. (2020), os quais utilizaram Tanfloc SG para a colheita da
microalga dulcicola Chlorella vulgaris e obtiveram eficiéncia de floculacdo de 99%
com a concentragdo de 1,175 mg.L™ do floculante. Os autores avaliaram ainda o
conteddo lipidico e o perfil de acidos graxos da biomassa floculada, bem como da
biomassa colhida poés-cultivo em meio residual reutilizado e demonstraram a
possibilidade de recicla-las sem efeitos negativos a biomassa, 0 que é um passo
importante para reduzir a pegada hidrica e o custo do processo de producéo da biomassa

de microalgas.

Moringa oleifera Lam.

O género Moringa, incluido na familia Moringaceae, é constituido por quatorze
espécies, e dentre as espécies descritas para 0 género destaca-se a Moringa oleifera
Lam. (ANWAR et al., 2007). Consiste em uma arvore de crescimento rapido e
altamente adaptéavel, originaria do noroeste indiano, € amplamente distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do planeta. Conhecida como “a arvore milagrosa”,
mostra maltiplas aplicacdes envolvendo produtos farmacéuticos (ANEY et al., 2009),
cosméticos (KLEIMAN; ASHLEY; BROWN, 2008), alimentares (OYEYINKA;
OYEYINKA, 2016) e na area ambiental (SANTANA et al., 2020). Foi demonstrado
que raiz, caule, folhas, flores, frutos e sementes sao ricas fontes de proteinas, minerais
(célcio, sodio, potassio e magnésio) e acidos graxos. Vale salientar a presenca das
vitaminas A, B, C e E, assim como acido linolénico e acido folico nas folhas (SHIH et
al.,, 2011; SINGH; ARULANANTHAM; PARISIPOGULA, 2018). As sementes
também produzem um excelente 6leo, comparado ao azeite de oliva, que pode ser usado
na alimentacdo, na fabricacdo de cosméticos e farmacos (WARRA, 2015) e para a
producdo de biodiesel (ESMAEILI; YEGANEH; ESMAEILZADEH, 2019; NIJU et al.,
2019). Todas estas aplicacGes fizeram com que ao longo dos milhares de anos a espécie
fosse levada para varios paises (FAHEY, 2005).

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

se adaptou especialmente a regido Nordeste, em virtude de suas caracteristicas, como
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pouca exigéncia hidrica e nutricional (CASTRO, 2017; SILVA; SOUTO; SANTOS,
2019). Desde entdo tem sido amplamente cultivada no pais. As sementes de M. oleifera
contém proteinas que agem como polieletrdlitos catiénicos quando solubilizadas em
dgua (GHEBREMICHAEL et al., 2005, NDABIGENGESERE; NARASIAH;
TALBOT, 1995) e possuem substancia antimicrobiana, que no processo de purificacdo
da 4gua pode reduzir a carga bacteriana em até 97% em pouco tempo (NISHA et al.,
2017). De acordo com Galldo; Damasceno; Brito (2006) e Garza et al. (2017), a
proteina € o composto encontrado em maior quantidade nas sementes desta planta, em
torno de 40% (Tabela Il), e seu mecanismo de coagulacédo é representado pela adsorcéo

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

Tabela I1: Composicéo quimica da semente de Moringa oleifera. Adaptada de Gallao et al. (2006).

Composicéo Semente
Umidade (%) 6,3
Acucares soltveis (g/100g) 3,14
Oligossacarideos (g/100g) 3,31
Amido (g/100g) 6,02
Proteinas (g/100g) 39,3
Lipidios (9/100g) 18,8

Na literatura, varios estudos foram realizados sobre o desempenho de sementes
de M. oleifera como um agente coagulante alternativo ou coagulante auxiliar no
tratamento de agua e sua eficiéncia foi comparada a obtida pelo sulfato de aluminio,
com as vantagens de reduzir o volume de lodo e nédo alterar as propriedades da agua
tratada (DEHGHANI; ALIZADEH, 2016). Dessa forma, se apresenta como um
substituto eficiente aos coagulantes convencionais; além disto, é sustentavel, de baixo
custo e de nula toxicidade (PRITCHARD et al., 2010; SHAABAN et al., 2019). O uso
dessas sementes como agente coagulante € uma opgao pragmatica para fornecer acesso
a agua potavel segura para comunidades rurais de paises em desenvolvimento em todo o
mundo, auxiliando no cumprimento dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS: “gerenciamento sustentavel da agua”) (OKUDA,; ALI, 2019).

Além da viabilidade como coagulante de &guas com alta turbidez, foram
atribuidas as sementes de M. oleifera alta eficiéncia 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 comparacdo com sulfato de aluminio (Aly(SOy)3), para obter
custo-efetividade de cada coagulante na colheita de microalgas de aguas 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 aluminio
(US$/L 0.0091), semente de C. erectus (US$/L 0.0095) e torta de semente de J. curcas
(US$/L 0.0103). Essa relacdo foi baseada no preco de mercado por quilograma de
coagulante. Portanto, verificou-se que as sementes de M. oleifera e A. indica
apresentaram melhores resultados em comparagdo com 0s outros coagulantes em termos
de viabilidade econdmica do processo. Teixeira; Kirsten; Teixeira (2012) foram o0s
primeiros autores a publicar artigo cientifico evidenciando a aplicabilidade das sementes
de M. oleifera para a colheita da biomassa de microalgas (Chlorella vulgaris),
alcancando eficiéncia de 89%, utilizada na concentracdo de 1 g.L™" em pH 9.2. Estes
estudos foram continuados por Teixeira; Teixeira (2017), que obtiveram resultados de
eficiéncia de floculacdo de C. vulgaris de 79% a 96% usando sementes de M. oleifera
também em outras formas, como extrato salino e torta, como estratégia para reducao de
custos, uma vez que a torta da semente € um residuo da extracdo do 6leo (a ser utilizado
para a producdo de biodiesel) e 0 uso de extratos pode representar uma economia de
massa de floculante. Neste ultimo trabalho, os autores concluiram que a maior eficiéncia
foi alcancada com extratos preparados em solucdo de NaCl 0.6 M. Resultados
corroborados por Okuda et al. (1999), que utilizaram sementes de M. oleifera extraidas
em solucdo de NaCl 1 M em &guas com alta turbidez e verificaram que a capacidade de
floculacdo aumentou 7,4 vezes em relacdo ao floculante extraido apenas com agua
destilada. Isso pode ser explicado pelo incremento da forca ibnica, aumentando a
solubilidade dos compostos ativos.

Diversos autores comprovaram a eficiéncia de sementes de M. oleifera como
agente floculante para a recuperacdo de biomassa microalgdcea (HAMID et al., 2016;
BARRADO-MORENO; BELTRAN-HEREDIA; MARTIN-GALLARDO, 2016a;
ENDUT et al.,, 2016; HAUWA et al., 2018; SHAABAN et al., 2019). No entanto,
poucos autores avaliaram a influéncia desse biofloculante e/ou de seus derivados nas
extracOes 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 eficiéncia de

floculacéo do po6 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
composic¢do de acidos graxos acumulados na biomassa colhida. Os autores observaram
que, embora o 6leo de microalgas seja bem conhecido por seu alto teor de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) (SCHENK et al., 2008), a biomassa colhida com o p6 de
sementes de M. oleifera apresentou maiores proporc¢des de acido oleico (C18: 1) e uma
diminuicéo significativa do conteddo de PUFAs. Esses resultados sdo esperados, uma
vez que apbs o processo de floculagdo, a biomassa obtida é composta pelas células de
microalgas misturadas ao floculante. De fato, a composicdo de acidos graxos é
claramente influenciada pela composicao de acidos graxos das sementes de M. oleifera,
caracterizada por alta porcentagem de acido oleico (C18: 1, 74 - 79%) e menor
conteldo de &cidos palmitico (C16: 0, 6 - 7%), beénico (C22: 0, 4-7%), linoléico (C18:
2, 0,7 - 2%) e linolénico (C18: 3, n - 0,2%) (ANWAR et al., 2007). De Moraes et al
(2020) avaliaram também a recuperacdo de C. vulgaris utilizando sementes de M.
oleifera nas formas de extrato salino e torta, obtendo eficiéncia superior a 95% e
resultados da biomassa colhida com a torta semelhantes aos obtidos com o pé das
sementes de M. oleifera - rica em lipidios, principalmente &cido oleico. Este é um fator
de grande relevancia, pois implica na nao-necessidade de remocdo dos floculantes da

biomassa colhida.

Reutilizacdo do meio de cultivo

O aumento de residuos liquidos em processos industriais esta diretamente
relacionado ao crescente desenvolvimento econdmico e industrial (GIORDANO, 2004).
Dessa forma, tem-se buscado alternativas para contornar essa problematica de modo a
evitar o seu desperdicio e/ou descarte toxico nos corpos hidricos. Na producdo de
microalgas, além dos desafios da colheita da biomassa, outra problematica esta
relacionada ao elevado consumo de dgua e custo de nutrientes, que sdo essenciais para 0
cultivo. A grande demanda de agua para o processo faz com que se busquem
alternativas sustentaveis para reduzir o custo, como o reaproveitamento do meio de
cultura nos cultivos subsequentes e, dessa forma, reciclar os nutrientes ndo absorvidos
nos cultivos anteriores. O reciclo do meio de cultivo apds a colheita da biomassa pode
representar uma economia de até 84% de agua e 55% de nutrientes essenciais
(FAROOQ et al., 2015). Portanto, ndo somente beneficia 0 meio ambiente, reduzindo a
poluicéo e o desperdicio, mas também funciona como uma potencial fonte de nutrientes

para a producdo de biomassa a um custo reduzido.
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Nesse sentido, Farooq et al. (2015) avaliaram a recuperacdo da biomassa de C.
vulgaris por centrifugacdo e por floculacdo usando FeCls e Aly(SOy4)s. Os autores
obtiveram boa eficiéncia de recuperacdo das células e avaliaram o reuso do meio
residual para novos ciclos de cultivo. O reuso do meio proveniente da floculacdo com
Aly(SQO4)3 inibiu o crescimento das células devido a toxicidade do aluminio residual. Ja
0s meios obtidos dos processos de centrifugacdo e da floculagcdo com FeCls alcancaram
crescimento das células de microalgas até o quarto ciclo. No entanto, mesmo com o
bom resultado de crescimento em meio residual proveniente da floculagdo com FeCls,
foi necessaria a adicdo de uma etapa de remocdo de ferro da biomassa recuperada.
Assim, estudos de biofloculantes sdo muito pertinentes para que se desenvolvam
métodos que minimizem a contaminacéo da biomassa e do meio de cultura, buscando a
viabilidade econdmica e sustentavel da producdo de microalgas em escala industrial. De
Moraes et al. (2020) obtiveram resultados promissores com o reuso do meio residual
obtido da floculagéo 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 lipidios totais proximos ao obtido da biomassa em meio estéril. Resultados
muito interessantes, uma vez que no processo de recuperacdo da biomassa de
microalgas com a aplicacdo desses floculantes naturais, além de ndo haver
contaminagdo do meio de cultivo, ndo houve a necessidade de remogéo do floculante da

biomassa recuperada.
Microalgas

Haematococcus pluvialis

O género Haematococcus esta inserido na familia Haematococcaceae, ordem
Chlamydomonadales, classe Chlorophyceae (ALGAEBASE, 2020), é considerado
cosmopolita e ocorre principalmente em corpos d'agua temporarios de dgua doce, como
piscinas de chuva efémeras, piscinas artificiais e lagoas naturais (BURCHARDT et al.,
2006; CHEKANOV et al., 2014). Esta especie pode sintetizar grande quantidade de
astaxantina, associadas a respostas as condi¢fes de estresse no ambiente, acumulando
até 5% do seu peso seco (LORENZ; CYSEWSKI, 2000). Assim, ocorrem alteracdes
ultraestruturais durante o seu ciclo de vida, que consistem em quatro tipos de
morfologias celulares distinguiveis: macrozodides (zoosporos), microzooides, palmella
e hematocistos (aplanosporos) (HAZEN, 1899 apud SHAH et al., 2016). Os trés
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primeiros estagios, geralmente, chamados de "fase vegetativa verde", onde as celulas
possuem mais clorofila (a e b) e menos carotenoides e quando expostas a condi¢des de
estresse, acumulam carotenoides no citoplasma, e o contetdo de clorofila total diminui
drasticamente (KAMATH et al., 2005) formando os hematocistos, referidos como "fase
encistada acumulada de astaxantina” ndo mével (BOUSSIBA, 2000; SUN et al., 2017).
Por isso, se torna necessario usar sistemas em duas fases de cultivo para produzir este
composto. A primeira fase serve para assegurar 0 maximo crescimento da microalga e
uma segunda fase para permitir a producdo e acimulo da astaxantina (carotegénese)
(WANG et al., 2014). A inducdo da carotenogénese ocorre quando as celulas sao
expostas a condigdes de estresse derivadas da alta intensidade luminosa, privacéo de
nutrientes (nitrogénio e fésforo), alta salinidade e/ou a combinacédo destes (KHOO et al.,
2019). A intensidade da luz e a subsequente privacdo de nutrientes sdo os fatores mais
importantes a influenciar o ciclo celular e inducdo de carotenogénese em H. pluvialis
(MA et al., 2018).

O grande interesse econdmico no cultivo de H. pluvialis se baseia,
principalmente, na obtencdo de astaxantina - considerada o antioxidante natural mais
potente conhecido pelo Homem (SHAH et al., 2016). A espécie possui diversas
aplicagdes, principalmente em aquicultura, sendo utilizada no preparo de dietas de
organismos aquaticos com a funcdo de aumentar a pigmentacdo em espécies de
camar@es e de peixes como trutas, salmdes e espécies ornamentais (CHIEN; SHIAU,
2005). Esse carotenoide e outros compostos presentes nessas microalgas como: acidos
graxos, proteinas, carboidratos e minerais, ttm grande importancia para as industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética, devido as suas numerosas atividades bioldgicas
(anti-inflamatdria, melhoria da resposta imune, prevencdo de doencas cardiovasculares,
potencial anticancerigeno, entre outras) (HAMED, 2016). No metabolismo humano, por
exemplo, a astaxantina € importante também para a protecdo da pele contra a foto-
oxidacdo induzida por raios ultravioleta, e pode ser utilizada em cosméticos naturais
como filtro solar (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014).

Nannochloropsis oculata

Hibberd (1981) descreveu o género Nannochloropsis, familia Monodopsidaceae,
ordem Eustigmatales, classe Eustigmatophyceae (ALGAEBASE, 2020), o qual pode ser
encontrado em habitats marinhos e de dgua doce (ANDERSEN et al., 1998). A espécie

é unicelular, com forma esférica e tem cerca de 2 — 8 um de diametro (HU; GAO,
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2003). Possui parede celular rigida composta de polissacarideos; a estrutura quimica do
seu produto de reserva ndo é conhecida, mas sabe-se que ndo se trata do amido
(LOURENCO, 2006). Caracteriza-se por possuir um cloroplasto com clorofila a
(especificamente carece de clorofila b e c), presenca de B-caroteno e uma grande
variedade de xantofilas, como: violaxantina, vaucheraxantina, cantaxantina, astaxantina,
neoxantina, zeaxantina, antheraxantina e luteina (SCHOCH ET AL., 2019; HAMIDI;
YANUHAR; WARDANA, 2014). Nannochloropsis possui alto teor de acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) e é considerada como a cepa mais proeminente na producao
comercial de acido eicosapentaendico (EPA C20:5n3) (ZITTELLI et al., 1999). O
elevado teor de PUFAs, proteinas e vitamina B12, associados a sua alta tolerancia as
mudancas ambientais e velocidade de crescimento acentuado, faz com que esta espécie
seja amplamente utilizada em aquicultura como alimento para diversos organismos
aquaticos nas fases iniciais de cultivo (SARKER et al., 2018). Também sdo aplicadas na
producdo de farmacos e como suplementos nutricionais (BHUVANA et al., 2019;
BOROWITZKA, 2013). Ainda tém sido consideradas como uma potencial fonte de
lipidios para a producéo de biocombustiveis (MOAZAMI et al., 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar uso de floculantes orgénicos biodegradaveis
para a recuperacdo da biomassa de Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis
oculata: modelo de microalga de dgua doce e marinha, suas implicacdes na extracdo de
produtos de interesse comercial da biomassa produzida e estimar o reuso do meio de

cultura.

Objetivos especificos

e Avaliar o processo de separacdo da biomassa microalgaacea utilizando-se
preparados a partir de Moringa oleifera (p6 da semente, extrato salino do pé da
semente e torta da semente) e o produto comercial Tanfloc SG, em duas
diferentes espécies de microalgas — Nannochloropsis oculata e Haematococcus
pluvialis;

e Analisar a influéncia dos floculantes na composi¢do da biomassa microalgacea,
quanto aos lipidios totais e carotenoides totais;

e Avaliar a possibilidade de reutilizacdo do meio de cultura ap6s a recuperacgdo da

biomassa para um novo ciclo de cultivo.
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MATERIAIS E METODOS

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

Cultivo de 2 espécies de microalgas, modelo de
agua doce: Haematococcus pluvialis e modelo
de espécie marinha: Nannochloropsis oculata

%
Avaliagao, por meio do planejamento experimental, de diferentes biofloculantes para
a recuperacao da biomassa das microalgas foco do estudo.

= Semente de Moringa oleifera, nas formas de:
= P da semente (SM)
= Extrato salino da semente (ESM)
= Torta da semente (TSM)
= Tanfloc SG (TSG) ‘
v

Avaliagao da influéncia de
variaveis no processo de
floculagéo

Variaveis:
= Concentragéo de floculante
» Tempo de sedimentagao
= pH do meio de cultura

Avaliagao da eficiéncia de
floculagdo em Jar Test

_— —

Avaliagao da biomassa Avaliagao da reutilizagdo do

(Lipidios Totais e meio residual para novo
Carotenoides Totais) ciclo de cultivo

Figura 1: Fluxograma das etapas experimentais.

Manutencéo das culturas de microalgas

A manutencdo das culturas-estoque das espécies estudadas foi realizada em
tubos de ensaio com 5 mL de meio de cultura, mantidas em cdmara de germinagdo a
21°C, sob 20 pmolfétons.m?.s™, sendo agitados manualmente a cada 48h e as células
repicadas a cada 20 dias, a fim de manté-las saudaveis e viaveis. A cepa da microalga
marinha Nannochloropsis oculata utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelas
professoras Sonia Gianesella e Flavia Saldanha-Correa do Instituto Oceanografico da

Universidade de Sdo Paulo (IOUSP); no LABIM é mantida em meio F/2 segundo
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descrito por Guillard (1975) (Apéndice A). A cepa da microalga dulcicola
Haematococcus pluvialis utilizada neste estudo foi gentilmente doada por MSc.
Alexsandro Claudino dos Santos da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
sendo mantida em meio WC proposto por Guillard; Lorenzen (1972) modificado
(Apéndice B).

Agentes floculantes

Os agentes floculantes estudados foram: Moringa oleifera em diferentes formas
(p6 da semente, extrato salino do pé 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 coloracdo (Figura 1A), suas cascas retiradas e as sementes foram trituradas
manualmente com um pistilo (Figura 1B) e peneiradas (peneiras de poro 860 pum e 420
pum) para obtencdo de um po fino e homogéneo. O material resultante foi reservado para

0s ensaios de floculacéo.

Figura 2: Sementes de Moringa oleifera: (A) Com casca e descascadas; (B) Preparo do pé de sua
semente.
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Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM)

Para o preparo do extrato da semente de M. oleifera, o p6 da semente (descrito
no item anterior: Semente de M. oleifera (SM)) foi adicionado a solucdo de NaCl 0,6M
numa proporcao de 50 gramas para cada litro. Esta mistura foi submetida ao tratamento
ultrassénico (USC 2500, Unique) por 15 minutos e centrifugada (centrifuga refrigerada
Nova Técnica NT825) a 3.500 rpm (2607 g) durante 15 minutos, o sobrenadante foi

reservado para os ensaios de floculacéo (Figura 2).

Figura 3: Extrato salino da semente de Moringa oleifera obtido ap6s o tratamento ultrassonico e
centrifugacao.

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-OLEO da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Esta
torta corresponde ao material residual obtido apds processo de extracdo do Oleo,
representando um coproduto da producdo do biodiesel produzido a partir destas
sementes. No presente trabalho foi utilizada a torta proveniente da extracdo mecanica, a
qual foi peneirada (peneiras de poro 860 um e 420 pum) para obtencdo de um po fino e

homogéneo (Figura 3).
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Figura 4: Torta da semente de Moringa oleifera obtida por extragdo mecanica, cedida pelo grupo
G-OLEO - UFLA.

Tanfloc SG (TSG)

O produto Tanfloc SG foi cedido pela empresa TANAC, na sua forma comercial
liquida, apresentando coloracdo escura (Figura 4) e massa especifica de

aproximadamente 1,20 kg.L™.

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

Avaliacéo da influéncia de variéveis no processo de floculacio

Um planejamento fatorial 2¢ (2%) com 3 repeticdes no ponto central foi utilizado
para rastrear os principais fatores envolvidos na eficiéncia de floculacdo dos 4 agentes
floculantes para as microalgas focos do estudo. As variaveis independentes do
planejamento fatorial foram: a concentracéo do floculante, o tempo de sedimentacéo e o
pH (Tabela IlI). A matriz de planejamento foi construida fazendo-se todas as
combinac@es possiveis entre os niveis dos trés fatores seguindo o modelo recomendado

por Box, Hunter e Hunter (1987), resultando na configuragdo de experimentagédo
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indicada na Tabela IV. Para validacdo dos resultados obtidos no planejamento, este
conjunto de experimentos foi repetido trés vezes. Os fatores e niveis utilizados foram
definidos de acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de estudos
(LABIM/INT).

Tabela I11: Niveis codificados e ndo codificados das varidveis independentes, utilizados nas
avalia¢des 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) X; (ESM) X1 (TSG) X X3
Concentracéo Concentracao Concentracao Tempo de
Niveis do floculante do floculante do floculante sedimentacéo pH
(9L (9L (mg.L™) (min)
-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 niveis para analise fatorial 2° com trés pontos centrais.

Ensaios X X, X3
1 -1 -1 -1
2 il -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, 0s experimentos de avaliacdo a influéncia das variaveis na
eficiéncia de floculacdo foram realizados em provetas de 25 mL (Figura 5). Para a
obtencdo do volume de suspensdo celular necessario para estas avaliagdes, foram
realizados cultivos em erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de cultura, os quais

foram mantidos em mesa agitadora sob agitagdo constante de 150 rpm, em sala de
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cultivo com temperatura mantida a 25 £ 2°C (Figura 6). As espécies foram cultivadas
em batelada simples até sua fase estacionaria. N. oculata foi cultivada por 20 dias sob
300 pmolfétons.m?.s? e a espécie H. pluvialis foi cultivada por 12 dias sob 80
umolfotons.m?.s* e 13 dias sob 160 pmolfotons.m™?.s?, sendo utilizadas para a
iluminacdo lampadas LED tubulares de 40 W. Antes dos ensaios de floculagdo, o
contetdo dos erlenmeyers foi homogeneizado em um béquer e os valores de pH foram
ajustados, com o auxilio do potenciémetro (Digimed), conforme a matriz de
planejamento (Tabelas Il e 1V), usando-se solucdes de hidroxido de sédio (NaOH) 1M
ou &cido cloridrico (HCI) 1M. Apos os ajustes de pH, as suspensdes foram adicionadas
a erlenmeyers contendo os respectivos agentes floculantes e agitadas por 15 minutos a
100 rpm em mesa agitadora de frascos e, entdo, foram retiradas aliquotas para medidas
de densidade oOptica em 730 nm (DOz3onm), Utilizando o espectrofotdmetro Spectrum
(SP-1105). Este momento foi determinado como tempo inicial e, em seguida, as
suspensdes foram vertidas em provetas de 25 mL para acompanhamento da
sedimentacdo. Apds o tempo determinado pela matriz de planejamento, uma aliquota foi
retirada do meio da coluna da suspensdo para medidas de DO7znm. O parametro
avaliado foi a eficiéncia de floculacdo, medida por meio da capacidade de diminuicéo

de turbidez (% Diminuig&o DOv3onm), calculada de acordo com a Equagéo (1):
EqanéO 1: %Dlm DOZ [(Doinicia] - DOfina]) / Doinicia] ]X 100

Onde, DOipicial corresponde ao valor de densidade Optica da aliquota retirada
apo6s a adicdo do floculante e agitacdo vigorosa; DOsinay corresponde ao valor de

densidade oOptica da aliquota retirada ap6s o tempo de sedimentacao avaliado.
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Figura 6: Ensaios de avaliacao da influéncia dos parametros na eficiéncia de floculacdo: (A)
Ensaios de floculagcdo de Nannochloropsis oculata; (B) Ensaios de floculagdo de Haematococcus
pluvialis.
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Figura 7: Inéculos na fase estaciondaria de crescimento, em mesa agitadora.

Para o tratamento estatistico dos resultados, utilizou-se o software Statistica 7.0
(StatSoft ®), especificamente 0 mddulo de Analise e Planejamento de Experimentos,
baseado no planejamento padrdo Box, Hunter e Hunter 2(“P). Foi realizada anélise do
grafico de Pareto para investigar os fatores significativos e suas interacGes na eficiéncia
de floculacdo. A qualidade do modelo da andlise foi avaliada com base na anélise de
variancia (ANOVA), levando-se em consideracdo o nivel de confianca de 95% (p <
0,05), e o tipo de erro escolhido para a ANOVA foi o erro puro por terem sido

consideradas trés réplicas auténticas na definicdo do tamanho da amostra.

Avaliacao da eficiéncia de floculagdo em Jar Test

Apo6s terem sido estabelecidas as condicGes e floculantes que levaram ao
aumento da eficiéncia de floculagdo para cada espécie de microalga estudada, foram
conduzidas avaliacdes em Jar Test (Nova Etica, Modelo 218-6 LDB), também em
triplicata. O dispositivo usual de Jar Test consiste em seis frascos igualmente agitados,
onde € possivel variar a rotacao dos agitadores de acordo com o gradiente de velocidade
correspondente as etapas de mistura rapida e mistura lenta. Esses parametros foram
definidos de acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de estudos
(LABIM/INT). Para a obtencdo do in6culo, os cultivos foram realizados em frascos
erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de cultura, mantidos sob condicdes
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controladas, conforme descrito no item anterior (Avaliacdo da influéncia de variaveis
no processo de floculagéo). O indculo obtido foi transferido para garrafas do tipo PET
de cristal de 5 L contendo 4 L de cultura, sendo mantidas sob condic¢des controladas de
temperatura a 25 + 2°C, aeracao constante e sob densidade de fluxo foténico, fornecida
por plafon de LED branco 25 W, de 300 umolfétons.m™.s™ para N. oculata por 20 dias
e a espécie H. pluvialis sob 200 pumolfétons.m™?.s™ por 5 dias e mais 8 dias sob 400
umolfstons.m™.s™ (Figura 7). Foi realizado rodizio de posicdo 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: Suspensdes celulares mantidas na estante em garrafas PET de 5L: (A) Suspensdes
celulares de Haematococcus pluvialis na fase inicial de cultivo; (B) Suspensdes celulares de
Haematococcus pluvialis na fase final de cultivo.

As suspensdes celulares, provenientes dos garrafdes foram reunidas num balde
(Figura 8) e homogeneizadas para a retirada de aliquotas para a realizacdo de medidas
de densidade optica (DO730nm). O pH da suspensdo foi medido e ajustado conforme
resultados obtidos no item Avaliacdo da influéncia de variaveis no processo de
floculagéo. Foram acrescentados em cada cuba do Jar Test 2L de suspensdo celular e,

entdo adicionados os agentes floculantes exceto numa das cubas (controle). As culturas
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foram mantidas sob agitacdo de 200 rpm por 2 min (agitacdo vigorosa), permitindo
dessa forma que a biomassa microalgacea fosse misturada com o coagulante (Figura
9A). Ap0s a agitacdo vigorosa, foi retirada aliquota para medida de DO73pnm, momento
este determinado como tempo inicial. Em seguida, iniciou-se uma agitacdo lenta (30
rpm por 30 min), para promover o aumento dos flocos, e, na sequéncia, repouso para
avaliacdo da sedimentacdo (Figura 9B), apds o qual, foi retirada aliquota na regido
correspondente @ metade da altura do liquido, para medidas de DO7zonm € pH. A
eficiéncia do processo foi calculada por meio da capacidade de diminuic¢éo de turbidez
(%Diminuicdo DO730nm), conforme Equacéo 1.

Para a recuperagédo da biomassa sedimentada do meio de cultura, foi descartado
50% do volume sobrenadante (através da abertura do orificio 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°C. O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi reservado
para novo ciclo de cultivo, e o pellet foi congelado, liofilizado (Enterprise Il, Terroni) e
estocado a 4°C para analises posteriores.

Figura 9: Suspensao celular resultante da unido dos garrafdes: (A) Suspensao celular de
Nannochloropsis oculata; (B) Suspensao celular de Haematococcus pluvialis.
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Figura 10: Suspens®es celulares de Haematococcus pluvialis em cubas do Jar Test: (A)
imediatamente apds a adicdo dos agentes floculantes; (B) apés o tempo de sedimentacéo.

Avaliacéo da reutilizagdo do meio residual para novo ciclo de cultivo

Os meios de cultura residuais, obtidos conforme descrito no item anterior
(Avaliacao da eficiéncia de floculacdo em Jar Test), foram utilizados para novo ciclo
de cultivo sem terem passado por qualquer tipo de esterilizacdo. Os cultivos foram
realizados em duplicata, em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de
cultura; sendo uma duplicata com adi¢do de nutrientes - para H. pluvialis: NaNOs e
K,HPO, (conforme concentracbes do meio WC); para N. oculata: NaNO;z; e
NaH,P0O,4.2H,0 (conforme concentracdes do meio F/2). Para efeito comparativo, foi

utilizada outra duplicata sem a adi¢do dos nutrientes. Foram empregadas as mesmas
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condi¢cdes de cultivo do indculo, descritas no item Avaliacdo da influéncia de

variaveis no processo de floculagéo.
Quantificacao celular

Citdbmetro de fluxo

O acompanhamento do crescimento das suspensdes celulares foi realizado com o

auxilio do citémetro de fluxo (Muse® cell analyzer).

Massa seca

Para determinar a concentracdo em massa seca ao final dos cultivos de
Haematococcus pluvialis foi realizada a filtracdo a vacuo de 30 mL de suspensao
celular, utilizando-se membrana de fibra de vidro (poro 0,7 — 1,4 um, GF/P, Sartourius
®), pesada previamente em balanca analitica de precisdo (Shimadzu - AY220). As
membranas com as células filtradas foram secas em uma balanca determinadora de
umidade (MB 45, OHAUS), a 105°C, e ap0s seu resfriamento foram pesadas novamente
em balanca analitica de precisdo, uma vez que a balanca determinadora de umidade nédo
tem a precisdo necessaria para esta medicdo. A massa seca foi obtida a partir da
subtracdo da massa da membrana com a biomassa seca pela massa da membrana. A
partir da massa seca, foi calculada a concentracdo em biomassa seca (C) da cultura, de
acordo com a Equagéo (2):

(Mf=Mi) x 1000

Equacdo 2: C = v

Onde, Mf corresponde a massa final da membrana seca (g) apos a filtracdo, Mi €
a massa inicial da membrana (g) e V € o volume de cultura utililzado na filtragcdo (mL),

sendo o resultado expresso em g.L™.

Massa seca livre de cinzas

Para a espécie de microalga marinha, Nannochloropsis oculata, fez-se necessaria
a determinacdo da massa seca livre de cinzas para eliminar a interferéncia da massa dos
sais do meio de cultura. Primeiramente, fez-se a pré-combustdo das membranas de fibra
de vidro (poro 0,7 — 1,4 um, GF/P, Sartourius ®). Para isso, cada membrana a ser
utilizada foi colocada em um cadinho de porcelana e os mesmos foram submetidos a

temperatura de 540°C por 2 horas na mufla. A pré-combustédo foi realizada para que
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possiveis compostos organicos da membrana pudessem volatilizar antes das mesmas
serem utilizadas no processo de filtracdo das amostras. Decorrido o tempo necessario,
os cadinhos foram retirados da mufla e armazenados em dessecador até o seu completo
resfriamento. As suspensdes celulares foram filtradas utilizando-se estas membranas, e
as mesmas foram secas em balanca determinadora de umidade. Em seguida, foram
colocadas em seus respectivos cadinhos e 0s mesmos foram pesados em balanca
analitica de precisdo. Os cadinhos com as membranas secas apos a filtragdo foram
encaminhados para a mufla, onde permaneceram por 4 horas a 540 °C. Nesta etapa, a
matéria organica da biomassa microalgacea foi volatilizada, enquanto a inorgéanica
transformou-se em cinzas. Apdés 4 horas, os cadinhos foram retirados da mufla e
armazenados em dessecador até o seu completo resfriamento e pesados em balanca
analitica de precisdo (Shimadzu - AY220). A massa seca livre de cinzas foi calculada a
partir da subtracdo da massa seca pela massa das cinzas, obtendo-se assim somente a

massa da matéria organica.

Extracéo e quantificacao de lipidios totais

Foram utilizadas para estas determinagfes as biomassas liofilizadas recuperadas
do processo de floculacdo seguido da centrifugacdo e as biomassas liofilizadas
recuperadas apenas por centrifugacdo (controle). A extracdo de lipidios 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 solucdo cloroférmio:metanol (2:1) e submetida a 20 minutos
de tratamento em banho ultrassénico. Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 3500
rpm por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante (fracdo liquida) foi transferido para um tubo
de ensaio, e a biomassa residual submetida a uma nova extracdo, adicionando-se 5 mL
da solucdo cloroférmio: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 extracdo, e a esta foram adicionados 4 mL de solucdo de KCI (0.88%),
formando duas fases. Apos o descarte da fase superior, foram adicionados a outra fase 3
mL da solucdo de cloroformio:metanol:dgua (3:48:47), sendo feito o descarte da fase
superior. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. A fase organica final foi
transferida para um bal&o de fundo redondo de 50 mL e submetida a evaporagdo em
rotaevaporador (Fisatom) a 40°C e 85 rpm, para evaporacao do solvente (Figura 10) e,

em seguida, mantido em estufa com circulacdo de ar a 45°C por 12 h. Apés o
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resfriamento em dessecador, a massa de lipidios totais foi determinada por pesagem em
balanca analitica, e o percentual em lipidios totais foi obtido & partir Equacéo (3):

(Mf - Mi)x100

Equacgéo 3: LT = v

Onde, Mf é a massa final (g) do baldo volumétrico apds a evaporagdo do
solvente, Mi é a massa inicial (g) do baldo volumétrico e Mb (g) é a quantidade de

biomassa utilizada para a extracdo de lipidios.

O método de extracdo de lipidios totais usado neste trabalho ndo foi,
originalmente, desenvolvido para amostras com alto teor de sal. Desta forma, para a
biomassa de N. oculata, foi introduzida uma etapa ap6s a evaporacdo do solvente,
conforme Mesquita (2018), onde o residuo presente no fundo do baldo foi redissolvido
em 10 mL de cloroférmio e filtrado em papel de filtro com dobradura pregueada (Figura
10F), a fim de remover resquicios de sais inorganicos que poderiam comprometer a
quantificacdo dos lipidios totais. E entdo, a fase organica final foi submetida novamente

a evaporacdo e as etapas subsequentes, conforme procedimento descrito anteriormente.

Figura 11: Etapas do processo de extragdo de lipidios totais: (A) e (B) extratos de Haematococcus
pluvialis; (C) evaporacao do cloroférmio em rotoevaporador; (D) e (E) extratos de Nannochloropsis
oculata; (F) filtracdo dos lipidios redissolvidos para remogao de sais; (G) evaporacgao do
cloroférmio em rotaevaporador.
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Extracdo e quantificacdo de carotenoides totais

Foram utilizadas para estas determinagdes as biomassas liofilizadas recuperadas
do processo de floculacdo seguido da centrifugacdo e as biomassas liofilizadas
recuperadas apenas por centrifugacdo (controle). A extracdo e quantificacdo 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 balanca analitica e a esta
foram adicionados 10 mL de Acetona PA 100%, em seguida o tubo contendo a
biomassa com solvente foi agitada em vortex por cerca de 15 segundos, e, entdo
mantido em congelador por 2 horas. Decorrido este tempo, o0 tubo contendo o extrato foi
levado para centrifugacdo a 4.500 rpm por 20 minutos a 4°C; ao finalizar, o
sobrenadante foi recolhido com o auxilio de pipeta Pasteur com algoddo na sua ponta
(atuando como filtro). Foram realizadas mais duas extracdes para a espécie H. pluvialis
e mais uma extracdo para N. oculata (Figura 11), adicionando-se 10 mL de solvente ao
pellet, e, entdo levando o tubo para agitacdo em vortex e, posteriormente, para
centrifugacdo. Os extratos obtidos foram analisados em espectrofotometro (Genesys,
modelo UV-Vis) em varredura dos comprimentos de onda de 470 a 730 nm, em um
ambiente escuro para evitar a degradacdo dos pigmentos por foto-oxidacdo. Com o
resultado das absorvancias, foi possivel determinar a concentracdo de carotenoides
totais, a partir das equacdes desenvolvidas por Lichtenthaler (1987), que se encontram a

sequir:
Equacéo 4: Cl, = (11,24 * Age16 — 2,04 * A64,4,8) * dl

Equacdo 5: Cl, = (20,13 * Aggag — 4,19 * Aggr6) * dl

(1000%A470*dl)—(1,90%Clq—63,14+Clp)
214

Equacéo 6: Car =

(1000%A479*dl)—(1,90%Cly)
214

Equacgdo 7: Car =

. Xcar)*Vs
Equacao 8: Carpiomassa = M

Onde, Cl, é a concentracdo de clorofila a no extrato; Cl, é a concentracdo de

clorofila b no extrato; Car é a concentracdo de carotenoides totais no extrato, em mg.L’
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1. A, é a absorbancia observada no comprimento de onda %; dl ¢ a diluicdo do extrato;
Carpiomassa € @ concentracdo de carotenoides totais na biomassa em mg.g™; Vs é o

volume (L) de solvente (Acetona PA); M é a massa (g) usada na extracéo.

E importante destacar que a metodologia de extracdo usada nesta etapa no foi
otimizada para cada espécie de microalga foco do estudo. Os calculos 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 trés
extracOes da mesma biomassa; (B) Nannochloropsis oculata, realizadas duas extragdes da mesma
biomassa.

Andlise estatistica

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
ndo eram obedecidas utilizou-se o Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn, com 0
nivel de significancia adotado de 95% (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéo da influéncia de variveis no processo de floculacao

Através do planejamento fatorial 2 pode-se indicar as principais tendéncias e
determinar uma direcdo promissora para as experimentacdes subsequentes
(MONTGOMERY, 1991). Esta técnica foi aplicada com sucesso por diversos autores
para otimizar as condicOes de floculagdo de microalgas como, por exemplo, Garzon-
Sanabria; Davis; Nikolov (2012), os quais usaram uma anélise fatorial completa como
um experimento de triagem para determinar o efeito do floculante AlICI; para a colheita
de Nannochloris oculata e testaram dosagem do floculante, concentracdo celular, forca
ibnica e pH do meio de cultivo. Roselet et al. (2017), usaram uma analise fatorial
completa 2 para determinar os efeitos da salinidade, pH, concentracdo de biomassa e
dosagem de Tanfloc na eficiéncia de floculacdo de N. oculata. No presente estudo, com
0 intuito de avaliar as variaveis - concentracdo do floculante, tempo de sedimentacdo e
pH na eficiéncia de floculagdo 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% com
triplicata no ponto central. A eficiéncia do processo foi estimada por meio da
capacidade de diminuicdo da turbidez e a porcentagem de reducdo de DO730nm foi
utilizada para a avaliacdo desses resultados. Os ensaios foram repetidos 3 vezes para

efeito comparativo.

H. pluvialis

Os experimentos foram realizados na fase estacionaria de crescimento de H.
pluvialis em cultura com concentracdo em massa seca de 0,31 + 0,03 g.L™. Os
resultados apontados no grafico da eficiéncia de floculacdo (Figura 12) indicaram que
apenas os agentes floculantes Extrato Salino da Semente de M. oleifera (ESM) e
Tanfloc SG (TSG) atingiram eficiéncia de floculagdo proxima e/ou superior a 80%.
Aplicando-se o agente floculante ESM, verificou-se que o melhor resultado ocorreu nas
condicBes experimentais do ensaio 8 (concentracdo de 500 mg.L?, tempo de
sedimentacdo de 90 min e pH 10,5) alcan¢ando uma eficiéncia de 81,15 + 1,95%. Com
0 uso de TSG, foram obtidos resultados satisfatorios em mais de uma condicéo
experimental, com destaque para os resultados obtidos nos ensaios 8 (concentracdo de

1,2 mg.L?, tempo de sedimentacio de 90 min e pH 10,5) e na triplicata do ponto central
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(9-11) (concentragdo de 0,6 mg.L™, tempo de sedimentacéo de 60 min e pH 8,5) cujas
eficiéncias 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 as

avaliacdes do processo de colheita de células de H. pluvialis.

Figura 13: Grafico da eficiéncia de floculagdo 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).
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Com a aplicacdo de ESM, foi possivel observar no Grafico de Pareto (Figura
13), que todas as variaveis independentes e as interacdes entre elas foram significativas
na eficiéncia de floculacdo de H. pluvialis, principalmente a interacdo entre a
concentracdo do floculante e pH (1 by 3), e o tempo de sedimentacdo (2) que
apresentaram maiores efeitos (maior valor em maodulo), indicando que o aumento no
valor destas variaveis promove 0 aumento da resposta (eficiéncia de floculacdo).
Evidenciando, portanto, que a condigdo para melhor eficiéncia de floculagdo com ESM
foram os valores méximos das variaveis, conforme condicdo experimental do ensaio 8
(Figura 12).
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Figura 14: Grafico de Pareto para a eficiéncia de floculagdo de Haematococcus pluvialis utilizando
Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM), considerando a influéncia da concentracéo
do floculante (1), tempo de sedimentacao (2), pH (3) e a interacdo desses fatores, com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiéncia de floculacdo
2**(3-0) design; MS Pure Error=18,02652
DV: Eficiéncia de floculagéo

1by3 13,93163

(2)Tempo de sedimentac&o 13,00792 1

(1)Concentracdo 10,22752

1%2*3 7,716386

(3)pH 7,335743

4,219294

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Na floculacdo mediada por TSG, verificou-se no Grafico de Pareto, representado
na Figura 14, que as variaveis independentes e as interacfes entre elas também foram
significativas na eficiéncia de floculacdo. A variavel de maior efeito foi a concentracédo
do floculante (1); além disso, outro resultado obtido esta relacionado com a combinagao
dos fatores: tempo de sedimentacdo e pH (2 by 3), e das 3 variaveis independentes
(1*2*3), que pelo gréafico apresentaram grau de significancia negativa, o que sugere que
0 aumento simultaneo das mesmas provoca um decréscimo na eficiéncia de floculacao.
Dessa forma, considerando que a floculagdo mediada por TSG gerou resultados
satisfatorios nas diferentes condi¢cBes 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 ndo ajuste de pH da suspensdo celular para os ensaios de floculagdo; além
disto o uso do floculante na concentracdo minima (0,6 mg.L™) e no menor tempo de
sedimentacdo (30 min). A escolha do tempo foi justificada por analises visuais

realizadas durante os experimentos.
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Figura 15: Grafico de Pareto para a eficiéncia de floculagdo de Haematococcus pluvialis utilizando
Tanfloc SG (TSG), considerando a influéncia da concentracéo do floculante (1), tempo de
sedimentacdo (2), pH (3) e ainteragdo desses fatores, com nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiéncia de floculagcéo
2**(3-0) design; MS Pure Error=35,8803
DV: Eficiéncia de floculacéo

15,75753

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(1)Concentracéo

(2)Tempo de sedimentacdo

-5,78647

(3)pH 5,383878

1*2*3 -4,54164

4,352358

Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

A significancia estatistica da equacdo do modelo foi analisada pelo teste F para
analise de variancia (ANOVA), os valores de p < 0,05 implicam que as variaveis foram
significativas, conforme exposto na Tabela V para a floculagdo com ESM. O coeficiente
de determinacdo (R?) obtido foi de 0,96127 e o R*ajustado de 0,95042, isto mostra que
96,13% das variagOes na resposta podem ser explicadas pelo modelo. A tabela de
efeitos e coeficientes da eficiéncia de floculacdo de ESM (Tabela V1), evidenciam que a
equacdo reproduziu os resultados experimentais e foi possivel predizer o
comportamento da resposta através de uma correlacdo entre os coeficientes das

variaveis significativas, representado pela Equag&o (9):

Equagdo 9:¥= 30,56 + 8,861) + 11,27(2) + 6,36(3) - 3,66(16r2 = 12,0711y 3)
+ 1,942 by 3) - 6,69(1%2%3)

O experimento teve como variavel dependente a eficiéncia de floculacdo (Y) e
como variéveis independentes: a concentracdo do floculante (1), tempo de sedimentacdo
(2) e pH (3). (1), (2) e (3) sdo os termos lineares enquanto, (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3)
sdo os termos de interagcdo de segunda ordem entre as varidveis independentes e (1*2*3)

é o termo de interagdo de terceira ordem envolvido no processo.
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Tabela V: ANOVA para a resposta eficiéncia de floculagéo, com nivel de confianga de 95% (p <
0,05), para o planejamento fatorial completo 2° + 3PC, para o processo de floculacéo de
Haematococcus pluvialis utilizando-se Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R*=
0,96127; R%*-ajustado = 0,95042.

Fator SQ v oM F p-valor
(1) Concentracéo 1885,61 1 1885,614 104,60 0,0000
(2) Tempo de sedimentacdo  3050,20 1 3050,196 169,21 0,0000
(3) pH 970,06 1 970,063 53,81 0,0000
(1by?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) 107335 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 eficiéncia de floculagdo, com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2° + 3PC, para o processo de
floculac@o de Haematococcus pluvialis utilizando-se Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera
(ESM). R?=0,96127; R*-ajustado = 0,95042.

Parémetros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor
Intercepto 30,56 30,56 + 0,74 41,35 0,0000
(1) Concentragéo 17,73 8,86 £ 0,87 10,23 0,0000
(2) Tempo de sedimentacéo 22,55 11,27 £ 0,87 13,01 0,0000
3)pH 12,72 6,36 + 0,87 7,34 0,0000
(1by2) 7,31 3,66 + 0,87 4,22 0,0003
(1by3) 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, sdo apresentados os resultados da analise de variancia da
aplicacdo de TSG, e os valores de p < 0,05 observados demonstram que as variaveis
foram significativas. No entanto, obteve-se um coeficiente de determinacéo (R?) de
0,65752 e o R*-ajustado de 0,56163, isto mostra que 65,75% das variagdes na resposta
(eficiéncia de floculagdo) podem ser explicadas pelo modelo. Assim, ndo foi possivel
predizer o comportamento da resposta através de uma correlacdo entre os coeficientes
das variaveis significativas, mas ainda podemos concluir, pelos fatores altamente

significativos, de como as alteracfes nos valores das varidveis independentes estdo
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associadas a alteracdes no valor da variavel resposta, como observado no grafico de

Pareto (Figura 14) e na Tabela da analise de variancia para aplicacdo de TSG.

Tabela VII: ANOVA para a resposta eficiéncia de floculacao, com nivel de confiancga de 95% (p <
0,05), para o planejamento fatorial completo 2% + 3PC, para o processo de floculagéo de
Haematococcus pluvialis utilizando-se Tanfloc SG (TSG). R*= 0,65752; R*-ajustado = 0,56163.

Fator SQ v QM F p-valor
(1) Concentragéo 8909,07 1 8909,066 248,30 0,0000
(2) Tempo de sedimentacdo 3738,88 1  3738,877 104,20 0,0000
(3) pH 1040,03 1 1040,032 28,99 0,0000
(1by2) 679,68 1 679,681 18,94  0,0002
(1by3) 2418,63 1 2418,627 67,41 0,0000
(2by3) 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 sdo apresentados os Graficos da Probabilidade Normal dos Residuos
e dos Valores Observados x Preditos, provando que o modelo referente ao ESM possui
boa qualidade de ajuste. E 0 modelo referente ao TSG, apresentou a presenga de
outiliers distantes da reta identidade.

N. oculata

Os ensaios foram realizados na fase estacionaria de crescimento da microalga
marinha em cultura com concentracdo em massa seca de 0,73 + 0,06 g.L™. Os
resultados obtidos (Figura 15) indicaram que a eficiéncia de floculagdo alcancou valores
superiores a 96% apds 90 minutos, quando o pH foi ajustado para 10,5 pela adi¢do de
NaOH a 1M, sem a adicdo de floculantes (ensaio 7). Os floculantes a base de sementes
de M. oleifera (SM, TSM e ESM) atingiram uma eficiéncia de floculacdo de 87 +
4,37%, 83,66 = 5,91% e 95,57 + 4,14%, respectivamente, nas condigdes experimentais
do ensaio 6. Com a aplicacdo do agente TSG, foram obtidos resultados satisfatorios em
mais de uma condicdo experimental. Com base nesses resultados, foram escolhidos os
agentes floculantes ESM e TSG para dar prosseguimento as avaliagdes do processo de
colheita de células de N. oculata, comparando-os com a floculacéo alcalina que gerou
melhor resposta (ensaio 7).
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Figura 16: Grafico da eficiéncia de floculagdo 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).
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Pelas analises dos ensaios da eficiéncia de floculacdo, pode-se inferir que o pH
exerceu a maior influéncia na resposta de floculacdo de N. oculata e a floculagédo
alcalina, sem a adicdo de floculantes, garantiu alta eficiéncia de recuperacéo das células,
conforme condicdo experimental do ensaio 7. De acordo com as analises dos Graficos
de Pareto com a aplicagdo de ESM e TSG, representados nas Figuras 16 e 17,
respectivamente, o pH também se mostrou como o fator de maior efeito na eficiéncia de
ambos os floculantes, principalmente no caso do ESM, no qual o pH obteve maior valor
em modulo, indicando que o aumento desta variavel associado ao floculante resulta em
um aumento nas taxas de floculagéo. Isso evidencia, portanto, que a condi¢do para se
obter melhor eficiéncia de floculagcdo com ESM foram os valores méximos das variaveis
pH (10,5) e concentracdo do floculante (500 mg.L™) associado ao menor tempo de
sedimentacdo (30 mim). Este tempo é justificado pelo grau de significAncia negativa
observado no modelo entre as 3 varidveis (1*2*3) e entre concentracdo do floculante e
tempo de sedimentacéo (1 by 2).
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Figura 17: Gréfico de Pareto para a eficiéncia de floculagdo de Nannochloropsis oculata utilizando
Extrato salino da semente de Moringa oleifera (ESM), considerando a influéncia da concentracao
do floculante (1), tempo de sedimentacao (2), pH (3) e a interacéo desses fatores, com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiéncia de floculagcdo
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Fonte: Autora, 2020. Gréfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Com a aplicacdo de TSG, conforme observado na Figura 17, todas as variaveis e
suas interacGes também foram significativas e, além da variavel pH (3), a concentracédo
do floculante (1) também apresentou maior efeito na eficiéncia de floculagdo. Outro
resultado obtido foi a interagéo entre elas (1 by 3) que apontou alto grau de significancia
negativa, 0 que sugere que o aumento simultaneo das mesmas provoca um decréscimo
na variavel resposta. Dessa forma, como o TSG gerou boa eficiéncia de floculacdo nas
diferentes condigdes de pH testados e levando-se em conta a alta salinidade do meio de
cultura (35 PSU), considerou-se como melhor estratégia o ndo ajuste de pH da
suspensdo celular (pH ao final do cultivo aproxima-se ao valor do ponto central, em
torno de 8,7), pois para o ajuste é necessaria a aplicacdo de maior concentragdo de base,
devido aos efeitos de tamponamento do meio marinho. Isto posto, como o modelo
apresentou alto grau de significancia negativa entre as varidveis concentracdo do
floculante e pH (1 by 3), entre a concentracdo do floculante e tempo de sedimentagéo (1
by 2), e entre as 3 varidveis (1*2*3), considerou-se como a melhor condigdo de
concentracdo do floculante, a aplicagdo da concentracdo méxima (1,2 mg.L™) e tempo

de sedimentagdo minimo (30 min).
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Figura 18: Grafico de Pareto para a eficiéncia de floculagdo de Nannochloropsis oculata utilizando
Tanfloc SG (TSG), considerando a influéncia da concentracéo do floculante (1), tempo de
sedimentacdo (2), pH (3) e ainteragdo desses fatores, com nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiéncia de floculacdo
2**(3-0) design; MS Pure Error=22,89401
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Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

De acordo com a ANOVA da floculagéo utilizando ESM (Tabela VII1), todos os
fatores foram altamente significativos (p < 0,01). O coeficiente de determinacdo (R?)
obtido nos experimentos foi de 0,96882 e o R*-ajustado de 0,96009, isto mostra que
96.88% das variacdes na resposta podem ser explicadas pelo modelo, o que significa
que os resultados fornecidos pelo software utilizando o modelo estimado estdo de
acordo e proximos aos resultados obtidos pelos experimentos. Assim, foi possivel
predizer o comportamento da resposta através de uma correlacdo entre os coeficientes

das variaveis significativas (Tabela IX), representado pela Equacéo (10):

Equacéo 10: Y= 42,99 + 7,191 + 8,35@2) + 37,973) - 4,38(16y2 + 5,691 5y 3)
+ 5,0320p3 - 7,41 (1%2%3)

O experimento teve como variavel dependente a eficiéncia de floculacdo (Y) e
como variaveis independentes: a concentracdo do floculante (1), tempo de sedimentagéo
(2) e pH (3). (1), (2) e (3) sé@o os termos lineares, enquanto (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3)
sdo os termos de interacdo de segunda ordem entre as variaveis independentes e (1*2*3)

é o0 termo de interacdo de terceira ordem envolvido no processo.
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Tabela VIII: ANOVA para a resposta eficiéncia de floculagédo, com nivel de confianca de 95% (p <
0,05), para o planejamento fatorial completo 23+ 3PC na floculacdo de Nannochloropsis oculata
utilizando Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R? = 0,96882; R*-ajustado =

0,960009.

Fator SQ v QoM F p-valor
(1) Concentracéo 1241,23 1 1241,23 87,31 0,0000
(2) Tempo de sedimentacdo  1673,54 1 167354 117,72  0,0000
(3) pH 34606,38 1 34606,38 2434,26 0,0000
(1by2) 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 4199124 32

Tabela IX: Tabela de efeitos e coeficientes para a resposta eficiéncia de floculag¢do, com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2° + 3PC na floculagéo de
Nannochloropsis oculata utilizando Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM). R*=

0,96882; R%-ajustado = 0,96009.

Parémetros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor
Intercepto 42,99 42,99 + 0,66 65,49 0,0000
(1) Concentracéo 14,38 7,19+ 0,77 9,34 0,0000
(2) Tempo de sedimentacao 16,70 8,35+ 0,77 10,85 0,0000
(3) pH 75,94 37,97 +0,77 49,34 0,0000
(1by?2) -8,76 -4,38+£0,77 -5,69 0,0000
(1by3) 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 floculacdo utilizando TSG, indicam que todos os fatores foram
altamente significativos, como observado na tabela da anélise de variancia (Tabela X).
O coeficiente de determinacéo (R?) obtido foi de 0,92091 e o R?-ajustado de 0,89876,
expressando que 92,09% das variagOes na resposta podem ser explicadas pelo modelo.
Dessa forma, foi possivel predizer o comportamento da resposta através de uma
correlacé@o entre os coeficientes das variaveis significativas (Tabela XI), representado

pela Equagdo (11):
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Equacéo 11: Y= 65,41 + 20,16(1) + 9,662) + 20,85@3) - 3,291 62— 10,871
by3) + 7,27 2y 3 — 5,591%2%3)

O experimento teve como variavel dependente a eficiéncia de floculacao (Y) e
como varidveis independentes: a concentracdo do floculante (1), tempo de sedimentacdo
(2) e pH (3). (1), (2) e (3) sdo os termos lineares, enquanto (1 by 2), (1 by 3) e (2 by 3)
sdo os termos de interacdo de segunda ordem entre as variaveis independentes e (1*2*3)

¢ o0 termo de interacdo de terceira ordem envolvido no processo.

Tabela X: ANOVA para a resposta eficiéncia de floculagédo, com nivel de confianca de 95% (p <
0,05), para o planejamento fatorial completo 2% + 3PC na floculacdo de Nannochloropsis oculata
utilizando Tanfloc SG (TSG). R? = 0,92091; R*-ajustado = 0,89876.

Fator SQ v QM F p-valor
(1) Concentracéo 9758,45 1 9758,45 426,24 0,0000
(2) Tempo de sedimentacdo  2239,55 1 223955 97,82 0,0000
(3) pH 1043453 1 10434,53 455,78 0,0000
(1by2) 260,53 1 260,53 11,38  0,0025
(1 by 3) 2831,80 1 2831,80 123,69 0,0000
(2 by 3) 127183 1  1271,83 5555 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 eficiéncia de flocula¢do, com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05), para o planejamento fatorial completo 2° + 3PC na floculagéo de
Nannochloropsis oculata utilizando Tanfloc SG (TSG). R? = 0,92091; R>-ajustado = 0,89876.

Parametros Efeito Coeficiente Teste-t p-valor
Intercepto 65,41 65,41 £ 0,83 78.53 0,0000
(1) Concentracéo 40,33 20,16 + 0,98 20.64 0,0000
(2) Tempo de sedimentacao 19,32 9,66 + 0,98 9.89 0,0000
(3) pH 41,70 20,85+ 0,98 21.35 0,0000
(1by?2) -6,59 -3,29 £ 0,98 -3.37 0,0025
(1by3) -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 sdo apresentados os Graficos da Probabilidade Normal dos

Residuos e dos Valores Observados x Preditos. Os graficos ilustram que os valores reais
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foram distribuidos proximos a reta identidade, indicando que os modelos correspondem
aos valores medidos. Dessa forma, essas parcelas mostram concordancia suficiente entre

os dados reais e 0s valores obtidos nos modelos.

Avaliacao da eficiéncia de floculagéo em Jar Test

As analises do planejamento experimental indicaram que para o floculante ESM,
a mais alta concentracdo do floculante e o mais alto valor de pH geraram os melhores
resultados em ambas espécies de microalgas, sendo aplicados na concentracdo de 500
mg.L? e em pH 10,5. No entanto, foram aplicados com tempo de sedimentaco
diferentes, sendo de 90 min para H. pluvialis e 30 min para N. oculata. J& os ensaios de
floculagdo com TSG foram realizados em pH 8,9, com a concentragdo do floculante de
0,6 mg.L™" para H. pluvialis e as avaliacdes de N. oculata foram realizadas em pH 8,7
com a concentracio do floculante de 1,2 mg.L™, ambas com tempo de sedimentagéo de
30 min. Os experimentos foram realizados em Jar Test, em triplicata, denominados: 1, 2
e 3. Os resultados das repeticdes dos experimentos de ambas espécies de microalgas nao
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05), apresentando boa reprodutibilidade.

Os ensaios de floculacdo de H. pluvialis (Figura 18), realizados na fase
estacionaria de crescimento (concentracdo final em massa seca de 0,33 + 0,02 g.L™),
evidenciaram que apenas o agente floculante TSG foi eficaz, atingindo eficiéncia de
98,64 + 1,56% em menor tempo de sedimentagdo - 15 min. Ja o floculante ESM néo

alcancou eficiéncia superior a 50% mesmo ap6s 90 min.
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Figura 19: Grafico da eficiéncia de floculagdo de Haematococcus pluvialis, utilizando Extrato Salino
da Semente de Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG).

H. pluvialis

100
Controle

m ESM (500 mg.L™"-
pH 10.5)

50
TSG (0.6 mg.L™" -
sem ajuste de pH)
0
1 2 3

Experimentos

% Eficiéncia de floculagao

Os ensaios da espécie marinha, N. oculata (Figura 19), realizados na fase
estacionaria de crescimento (concentragdo final em massa seca de 0,94 + 0,09 g.L™),
demonstraram alta eficiéncia de floculacdo no tempo de sedimentacdo de 30 min,
atingindo 97,95 £ 0,77% pela floculacdo alcalina (pH ~ 10,5) com tendéncia de
aumento da eficiéncia quando associada ao agente floculante ESM, alcancando 99,27 +
0,09%. Com a utilizacdo de TSG os valores de eficiéncia de floculacdo foram de 99,40
+ 0,07%.

Figura 20: Gréfico da eficiéncia de flocula¢do de Nannochloropsis oculata, utilizando Floculagéo
alcalina (pH 10,5 induzido pela adi¢do 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
inducdo do pH (CASTRILLO et al., 2013). A eficiéncia 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 autofloculagdo. Com base nos
resultados do presente estudo e na literatura pertinente, foi possivel inferir que para a
espécie marinha, a floculacdo alcalina ¢ um método eficiente (BESSON; GUIRAUD,
2013; SALES; ABREU, 2015) e de baixo custo (Schlesinger et al., 2012).
Principalmente a flocula¢do induzida por NaOH, uma vez que o hidroxido de sddio é
uma base comumente usada para o ajuste de pH de meios de cultura microalgéacea
(UMMALYMA et al., 2017; KNUCKEY et al., 2006). Em condicdes alcalinas, alguns
ions do meio precipitam junto com a biomassa e ajudam no processo de colheita. Dois
efeitos principais sdo decisivos na separacao liquido-sélido quando o pH é aumentado: a
precipitacdo do hidroxido de magnésio (Mg(OH),) e a precipitacdo do carbonato de
calcio (CaCO3) (SIRIN et al., 2012; VANDAMME et al., 2012). A precipitacdo de
magnésio comeca em pH 9.5, aproximadamente, e torna-se significativa em pH acima
de 10.5. Ao aumentar o pH da cultura para pH 11 comeca a formacao de precipitados de
CaCO3; (SEMERJIAN; AYOUB, 2003). A precipitacdo do hidroxido de magnésio atua
promovendo a coagulacdo das células microalgais pelo mecanismo de varredura e
neutralizacdo de carga, conforme observado por Wu et al. (2012). Os autores analisaram
0 meio de cultivo e, observaram as concentra¢cdes dos cations metalicos multivalentes
antes e depois da floculacdo e verificaram que a concentracdo de Mg diminuiu
consideravelmente, indicando seu papel importante no processo de floculacdo. Como a
presenca de calcio e, principalmente, magnésio sdo fundamentais para que ocorra a
floculacdo alcalina, a maior disponibilidade destes ions tem impacto direto na eficiéncia
(SIRIN et al., 2012; VANDAMME et al., 2012). Dessa forma, 0 uso de dgua marinha
natural, além de promover a reducdo de custos do cultivo e da demanda por agua doce,
pode ser uma fonte de magneésio e calcio para melhorar a eficiéncia da floculagédo
alcalina. Além disso, nossa hipdtese de promover a colheita de microalgas na fase
estacionaria de crescimento, periodo em que ocorre naturalmente um aumento de pH,
implica no uso de uma menor concentracdo de base para o ajuste de pH, e ainda existe
um ganho importante em teor em lipidios, visto que € maior o acumulo destas

biomoléculas nesta fase do crescimento.
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Associados a floculagdo alcalina, polimeros organicos podem ser usados para
tornar o processo ainda mais eficiente. Como observado por Knuckey et al. (2006), que
aplicaram com sucesso um polimero ndo ibnico derivado de poliacrilamida
(Magnafloc), ap6s um ajuste de pH da cultura entre 10 e 10,6 usando NaOH, foi
alcancada eficiéncia de floculacdo proxima 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 eficiéncia da floculacdo alcalina associada ao polimero
organico Flopam (derivado de poliacrilamida) para a colheita de N. oculata na faixa de
pH entre 10,4 — 10,7. Nesse sentido, 0 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 a floculagdo alcalina para a recuperagdo de células de H. pluvialis e
N. oculata. Apesar de ter atingido resultados satisfatdrios na primeira fase de testes,
alcancando eficiéncia superior a outras formas de uso da semente (SM e TSM). O ESM
quando aplicado em Jar Test ndo alcancou o mesmo nivel de eficiéncia de floculacdo da
espécie dulcicola, mesmo ap6s o tempo de sedimentacdo de 90 minutos. E quando
aplicado a espécie marinha promoveu apenas um pequeno aumento em relacdo a
floculacdo alcalina isolada.

A aplicacdo de Tanfloc SG (TSG), por outro lado, promoveu bons resultados
para ambas espécies e demonstrou eficiéncia independente do pH da suspenséo celular,
mesmo em cultura com alta salinidade (35 PSU). Estes resultados sdo considerados
muito promissores, principalmente pelo bom desempenho em meio marinho e por nao
ser necessario o0 ajuste de pH, pois para este ajuste € necessaria maior concentracdo de
base devido aos efeitos de tamponamento do meio contendo sal. O Tanfloc tem uma alta
densidade de carga catidnica caracteristica, conforme demonstrado por Barrado-
Moreno; Beltran-Heredia; Martin-Gallardo (2016b), e por ser um polimero organico
natural de cadeia longa, este floculante pode interagir simultaneamente com muitas
células microalgais por meio da neutralizacdo de cargas e um mecanismo de ponte
(HAMEED et al., 2016). A titulo de comparagdo do comportamento geral, outros
autores comprovaram a eficiéncia do uso de Tanfloc para a colheita de microalgas,

como estudos desenvolvidos por Roselet et al. (2017), que alcangaram resultados em
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torno de 98% de eficiéncia de floculacdo de N. oculata aplicando 10 mg.L™ 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 concentracdo de 10,42
mg.L ™. No presente estudo, foi alcancada alta eficiéncia de colheita da biomassa de H.
pluvialis e N. oculata com baixa dose de Tanfloc SG, apenas 0,6 mg.L™ e 1,2 mg.L™,
respectivamente; resultado altamente relevante pois, geralmente, doses baixas s&o
necessarias apenas quando polimeros sintéticos inorganicos sdo empregados (t’LAM et
al., 2014).

Avaliacdo da extracdo de Lipidios totais e de Carotenoides totais

As biomassas liofilizadas foram analisadas a fim de verificar se o uso dos
floculantes selecionados interfeririam na recuperacdo de compostos de interesse
comercial. Os teores em lipidios totais e carotenoides totais das amostras colhidas por
floculacdo foram comparados aos obtidos das amostras recuperadas por centrifugacéo
(condigéo controle), que se presume ndo afetar no processo de extragdo ou, de alguma
forma, o contetdo intracelular. Foram realizadas analises em triplicata de cada

experimento, denominados experimentos 1, 2 e 3.

Os resultados de lipidios totais evidenciaram um menor percentual obtido nas
biomassas floculadas comparadas a biomassa recuperada apenas por centrifugagéo.
Onde, para H. pluvialis (Figura 20), foi obtido um percentual de 36,20 + 0,32% para a
situacdo controle e 25,91 + 0,07% para a biomassa obtida da floculacdo com TSG. Ja a
espécie marinha (Figura 21) apresentou, para as condi¢bes: Controle, Floculagao
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: Grafico do percentual de lipidios totais de Haematococcus pluvialis, das biomassas
obtidas da Centrifugacéo (Controle) e da floculagdo com Tanfloc SG (TSG).
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Figura 22: Grafico do percentual de lipidios totais de Nannochloropsis oculata, das biomassas
obtidas da Centrifugagédo (Controle), Floculacdo Alcalina, Extrato Salino da Semente de Moringa
oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG).
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O teor em lipidios totais de microalgas é especifica de cada espécie, sendo que
as algas mais conhecidas (Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, Isochrysis,
Nannochloris, Nannochloropsis, Neochloris, Nitzschia, Porphyridium, Schizochytrium,
Tetraselmis) apresentam niveis de 6leo 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 ndo afetam
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apenas a fotossintese e a produtividade das células de algas, mas também influenciam a
composic¢do celular dindmica (HUANG et al., 2014). Portanto, é possivel manipular o
contetdo intracelular das microalgas, otimizando as condig¢Ges de cultura (temperatura e
intensidade de luz) e/ou as caracteristicas do meio de cultivo (disponibilidade de
nutrientes, salinidade) (BORGES et al., 2011). O teor de lipidios 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 continua e sem privacao de nutrientes, valores proximos aos
esperados para células de H. pluvialis em condigcdes de estresse, as quais podem
acumular até 40% em lipidios totais na massa seca (SHAH et al., 2016). Para a espécie
marinha, com base na literatura, os valores percentuais de lipidios totais variam de 7 a
29% (MATA; MARTIN; CAETANO, 2010). Converti et al. (2009) observaram um
aumento no teor lipidico de N. oculata de 7,90 para 14,92% quando a temperatura do
cultivo passou de 20 para 25°C. Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo
estdo dentro do esperado para a espécie, nas condic¢des de cultivo utilizadas.

A floculacdo com TSG, apesar de ter se mostrado altamente eficaz para ambas
espécies, promovendo eficiéncia de floculacdo superior a 98%, apresentou uma reducéo
no teor de lipidios totais em relacdo ao controle, tanto para a espécie dulcicola quanto
para a espécie marinha. Resultados corroborados por De Moraes et al., (2020), os quais
obtiveram um menor teor de lipidios totais da biomassa de C. vulgaris floculada com
Tanfloc SG comparada a biomassa obtida por centrifugacdo. Os autores observaram as
células em microscopio ap6s o processo de floculagdo e concluiram ndo haver
indicativo de rompimento da membrana. Hou et al. (2018) também aplicaram Tanfloc
para a recuperacdo de células de microalgas (Microcystis aeruginosa) obtendo alta
eficiéncia de floculacdo. No entanto, os autores observaram que, durante o
armazenamento dos flocos, Tanfloc inicialmente protegeu as células revestindo-as, mas
apos 8 dias ocorreu lise celular em grande escala pela decomposi¢do do floculante.
Embora os estudos de Hou et al. (2018) ndo tenham detalhado as condicdes de
armazenamento da biomassa, esta decomposic¢do 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 analises. Assim, estudos mais aprofundados s&o necessarios.

Os resultados do percentual de lipidios totais da biomassa de N. oculata obtidas
por floculacdo alcalina e desta associada ao ESM ndo apresentaram diferencga

significativa (p < 0,05) e apresentaram um teor menor que o obtido da condicdo controle
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e com a utilizagdo de TSG. Resultados corroborados por Lemos et al. (2016), os quais
observaram que a floculagdo com NaOH causou uma reducéo significativa no contetdo
lipidico de Acutodesmus obliquus; e por Borges et al. (2016), os quais demonstraram
que a floculagdo com NaOH interferiu fortemente na extracdo de lipidios e no perfil de
acidos graxos de N. oculata, mesmo apds lavagem da biomassa. A hipotese dos autores
€ que o NaOH interage com a biomassa, ligando-se a membrana/parede celular,
formando uma “camada” que impede a atividade do solvente organico e a extracdao de
lipidios. Embora tenham sido utilizados métodos de extracdo 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 sé&o

baseadas na mistura binaria de cloroformio e metanol.

Assim como o teor lipidico, o teor em carotenoides totais obtidos das biomassas
floculadas apresentaram uma reducdo em relacdo a biomassa recuperada por
centrifugagdo (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™ de biomassa seca, ja da
biomassa obtida via floculacdo com TSG foi de 18,06 + 0,65 mg.g™. Mesquita (2018),
em seus experimentos com H. pluvialis obtiveram um teor em carotenoides totais na
biomassa seca de 11,51 mg.g™, resultados superiores a 3,5 mg.g™ obtidos por Goksan;
Ak (2006) ao cultivarem a espécie em frascos tubulares de 5 L de capacidade e 170
umolfétons.m->.s™. Portanto, a aplicacdo do floculante TSG, mesmo acarretando um
menor teor de carotenoides totais obtido ap6s a extracdo, se mostra eficiente quando
comparado a 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 pmolfétons.m™?.s™ e uma fase de inducéo & carotenogénese sob 400

umolfétons.m?.s™.
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Figura 23:Graéfico da producao de carotenoides totais na biomassa de Haematococcus pluvialis, das
biomassas obtidas da Centrifugacéo (Controle) e da floculagcdo com Tanfloc SG (TSG).
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O teor de carotenoides totais de N. oculata obtido das biomassas floculadas e da
biomassa obtida apenas por centrifugagdo, variaram de 0,30 + 0,01 mg.g™ em biomassa
secapara a condicdo controle, 0,28 + 0,02 mg.g™ para a biomassa obtida via floculacdo
alcalina, 0,20 + 0,02 mg.g™ para a biomassa floculada com ESM e 0,21 + 0,02 mg.g™
para a biomassa obtida por floculacdo com TSG. Estes resultados estdo proximos aos
relatados por Neto; Mendes; Abreu (2018) para esta mesma espécie. Os autores
avaliaram a viabilidade de producédo 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™* em meio F/2, 0,21 e 0,27 mg.g™* nos meios de cultura de baixo custo.

Apesar da concentragdo de pigmentos em N. oculata ndo ser tdo 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 floculagéo alcalina ndo apresentaram diferenca significativa (p <
0,05). Assim, a floculagdo pela inducdo do pH, pela adicdo de NaOH, pode ser
considerada eficiente para a producdo de biomassa de N. oculata visando a producéo de

pigmentos.
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Figura 24: Gréfico da produgdo de carotenoides totais na biomassa de Nannochloropsis oculata, das
biomassas obtidas da Centrifugacéo (Controle), Floculagéo Alcalina, Extrato Salino da Semente de
Moringa oleifera (ESM) e Tanfloc SG (TSG).
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Avaliacao da reutilizacdo do meio residual para novo ciclo de cultivo

Os meios residuais que ndo foram suplementados com nitrato e fosfato (o que os
faria apresentar condicdo nutricional similar aos respectivos meios de cultura inicial)
ndo suportaram o crescimento de H. pluvialis e N. oculata, exceto o meio residual da
floculacdo mediada por TSG no cultivo da espécie marinha (Figura 24).

As curvas de crescimento de H. pluvialis estdo apresentadas na Figura 25, em
meio WC (condicdo inicial — estéril) e em meio residual obtido da centrifugacdo
(controle) com suplementacdo de nutrientes; segundo analise estatistica, ndo foram
encontradas diferencas significativas (p < 0,05) ao se comparar o crescimento entre 0s
meios. O meio residual proveniente da floculacdo utilizando Tanfloc (TSG) nédo
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 centrifugacdo e da floculagdo suportaram o crescimento das células,
conforme representado na Figura 26. Ao final do cultivo verificou-se que ndo houve
diferenga 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 floculag&o alcalina
e da floculagéo alcalina associado ao ESM para as condigdes 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 aquele do meio estéril. E para 0os meios
residuais provenientes da floculagdo com TSG, ndo foram necessarios ajustes de pH.

A possibilidade de reutilizacdo do sobrenadante da floculagéo usando sementes
de M. oleifera, também foi demonstrada para o crescimento de C. vulgaris (DE
MORAES et al., 2020), bem como da floculacdo 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
floculacédo utilizando TSG, que favoreceram o crescimento das células mesmo sem a
suplementacdo de nutrientes. Além disso, ndo gerou uma mudanca significativa no pH;
portanto, ndo foi necessario 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 reutilizacdo de meio residual para novos ciclos de cultivo de Acutodesmus
obliquus, utilizando efluente suino como meio de cultura, recuperado por floculagédo
com Tanfloc SG. Os autores concluiram que o meio resultante da floculagdo mostrou
efeitos positivos no crescimento das algas e aumentou a produtividade da biomassa em
comparagdo com o controle e, destacaram ainda, os efeitos positivos no crescimento das
algas mesmo apds o terceiro ciclo de reaproveitamento. Esses resultados sdo relevantes
para a diminuicdo de custos associados a producdo da biomassa de microalgas e para

garantir maior sustentabilidade do processo.
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Figura 25: Culturas de Nannochloropsis oculata no ultimo dia de cultivo em meios residuais - &
esquerda duplicata com suplementagdo de nutrientes e, & direita duplicata sem suplementacéo de
nutrientes. (A) Meio residual obtido apds a Centrifugacao (Controle). (B) Meio residual obtido ap6s
a Floculagao Alcalina. (C) Meio residual obtido ap6s floculagdo com Extrato Salino de Semente de
Moringa oleifera (ESM). (D) Meio residual obtido apds flocula¢do 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 Centrifugacdo (Controle) com suplementacdo (nitrato e fosfato). Crescimento

acompanhado por citometria de fluxo.
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Figura 27: Crescimento das culturas de Nannochloropsis oculata em meio F/2 e em meios residuais
obtidos da: Centrifugacéo (Controle) com suplementacéo (nitrato e fosfato), da Floculagdo Alcalina
com suplementacéo, da floculagdo com Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM) com

suplementacéo, da floculagdo com Tanfloc SG (TSG) com suplementacdo e sem suplementacao.
Crescimento acompanhado por citometria de fluxo.
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CONCLUSOES

Através das anélises do planejamento fatorial 2° foi possivel determinar os
efeitos dos fatores (principais e de interagéo) significativos na eficiéncia de floculagéo
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 a
floculacéo alcalina (pela adicdo de NaOH) e Tanfloc SG (TSG) promoveram melhores
resultados para ambas microalgas e a floculacéo alcalina também se mostrou eficiente
para a recuperacdo da biomassa da microalga marinha.

Os experimentos em Jar Test demonstraram que o floculante biodegradavel TSG
gerou a maior eficiéncia de recuperacdo da biomassa das duas espécies de microalgas,
apresentando eficiéncias de floculacdo superiores a 98%. O teor de lipidios totais da
biomassa floculada com TSG apresentou uma reducdo em relagdo a biomassa
centrifugada (controle). No entanto, quando comparados a literatura, os resultados
foram considerados satisfatorios. O floculante ESM foi eficaz apenas para a espécie
marinha, e em pH 10.5. Embora a floculacdo alcalina e esta associado ao ESM tenham
apresentado resultados de eficiéncia de floculacdo superior a 97% para N. oculata, o
teor de lipidios totais apresentou uma redugdo significativa comparada a condicao
controle. Entretanto, nas extracfes de carotenoides totais, a biomassa obtida por
floculacdo alcalina ndo apresentou diferenca significativa comparada a biomassa
controle (p < 0.05). Portanto, a escolha do floculante depende da aplicacdo da biomassa
e dos bioprodutos de interesse. Além disso, é importante ressaltar que o teor do
contetdo intracelular de N. oculata pode ter sido subestimado pela presenca de sais na
biomassa seca, pois o teor de sal superestima a biomassa concentrada total.

Em relacdo a reutilizacdo dos meios de cultura para novo ciclo de cultivo, para
H. pluvialis apenas o meio residual obtido da centrifugacdo (controle) suplementado
com nutrientes promoveu o crescimento das células, com crescimento proximo ao do
meio estéril (WC). Ja para N. oculata, o reuso de todos os meios de cultura obtidos apds
0 processo floculagdo e de centrifugacdo em que foram suplementados com nutrientes,
conforme condicdo inicial, promoveram o crescimento da microalga marinha
comparado ao do meio F/2, inclusive o meio residual obtido da floculagdo com TSG
sem suplementacdo. Esses resultados sdo importantes para reduzir a pegada hidrica e

diminuir o custo da producéo de biomassa de microalgas.
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Perspectivas Futuras

- Analisar o perfil de &cidos graxos das biomasssas obtidas da floculagdo, pois podem
diferir significativamente quando tratadas com diferentes tipos de floculantes;

- Analisar a concentragdo e composicdo dos pigmentos das biomassas obtidas da

floculacgéo;

- Analisar as biomasssas obtidas dos cultivos em meios residuais quanto ao teor de
carotenoides e perfil pigmentar bem como, os lipidios totais e perfil de &cidos graxos;

- Caracterizar as biomassas recuperadas por floculagdo e as biomassas obtidas dos
cultivos em meios residuais - por analise de EDX (espectroscopia de raios X por
dispersdo em energia) para examinar a composi¢do elementar dos flocos das

microalgas;

- Avaliar a influéncia de periodos de armazenamento da biomassa obtida por floculacéo

com Tanfloc SG e sua interferéncia na extracdo do conteudo intracelular.
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APENDICES

Apéndice A - Protocolo de preparo do Meio WC modificado, segundo descrito por
Guillard e Lorenzen (1972)

Para o preparo dos volumes: 1L 10L 50 L

Tris (acrescentar a agua destilada) 059 59 25¢

OBS: Autoclavar a solucdo obtida ou filtrar em sistema de filtracdo (esterilizado

previamente) com membrana de 0,22 pm .

Apos o resfriamento da solucdo obtida, prosseguir com a adicdo das solucbes-estoque
(previamente preparadas).

1L 10L 50L

Solucao-estoque 1 ImL 10mL 50mL
Solucdo-estoque 2 ImL 10mL 50mL
Solucao-estoque 3 ImL 10mL 50mL
Solucao-estoque 4 ImL 10mL 50mL
Solucao-estoque 5 ImL 10mL 50mL
Solucéao-estoque 6 ImL 10mL 50mL
Solugao-estoque 7 ImL 10mL 50mL

Solucéo de acido Borico

01mL 1ImL 5mL
(H3BO3 1%)

Ao final do procedimento medir o pH e ajustar para o pH ideal - entre 7,0 e 8,5
(acrescentando gradualmente solucdo de HCI 1M ou solugéo de NaOH 1M).

Preparo das solugbes-estoque para o meio WC

1) Solucgédo-estoque de Nitrato de Sodio
Dissolver 8,5 g de NaNO3; em 100 mL de agua destilada

2) Solucgédo-estoque de Bicabornato de Sodio
Dissolver 1,260 g de NaHCO3 em 100 mL de agua destilada

3) Solucéo-estoque de Cloreto de Célcio
Dissolver 3,676 g de CaCl,.2H,0 em 100 mL de &gua destilada
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4) Solucao-estoque de Sulfato de Magnesio hidratado
Dissolver 3,697 g de MgSQO,4.7H,0 em 100 mL de agua destilada

5) Solucao-estoque de Fosfato de Potéssio
Dissolver 0,871 g de K,HPO,em 100 mL de agua destilada

6) Solucdo-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 agua destilada, solucdo devera ser filtrada em membrana
de 0,22 um

7) Solucdo-estoque de metais traco:
Adicionar 1 mL de cada solucdo-estoque primario (a; b; c¢; d; €) a solucdo de ferro
quelado; em seguida, ajustar o volume para 1000 mL. Estas soluc¢des séo autoclavadas

separadamente.

Solucédo de Ferro quelado (EDTA e Ferro): Dissolver 4,36 g de Na,EDTA em
900 mL de agua destilada; em seguida adicionar 3,15 g de FeCl3.6H,0

Solugdes estoque primario

a) Cobre: Dissolver 0,98 g CuSO4.5H,0 em 100 mL de agua destilada

b) Zinco: Dissolver 2,2 g ZnS0,4.7H,0 em 100 mL de agua destilada

c) Cobalto: Dissolver 1,0 g CoCl,.6H,0 em 100 mL de &gua destilada

d) Manganés: Dissolver 18,0 g de MnCl,.4H,0 em 100 mL de agua destilada

e) Molibdénio: Dissolver 0,63 g de NaMo00,4.2H,0 em 100 mL de agua destilada

Solucéo de acido borico a 1%

Dissolver 1g de H;BO3; em 100mL de 4gua destilada
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Apéndice B - Protocolo de preparo do Meio F/2, segundo descrito por Guillard
(1975)

Para o preparo dos volumes: 1L 10L 50 L

Agua do mar* 1L 10 L 50 L
Solugéo-estoque 1 1mL 10 mL 50 mL
Solucao-estoque 2 1mL 10 mL 50 mL
Solucao-estoque 3 1mL 10 mL 50 mL
Solugéo-estoque 4 1mL 10 mL 50 mL

*Agua do mar filtrada em membrana de 0,45 um (acetato de celulose) e em seguida
autoclavada. Apds o resfriamento prosseguir com a adi¢do das solugbes-estoque

(previamente preparadas).

Ao final do procedimento medir o pH e ajustar para o pH ideal - entre 7,0 e 8,5
(acrescentando gradualmente solu¢do de HCI 1M ou solucdo de NaOH 1M). Ajustar
Salinidade para 32-35 com o auxilio do refratdmetro (Instrutherm, RTS-101ATC).

Preparacao das solugdes-estoque para o meio F/2
1) Solucdo-estoque de Nitrato de Sédio

Dissolver 7,5 g de NaNO3z em 100 mL de agua destilada

2) Solucao-estoque de Fosfato de Sodio
Dissolver 0,5 g de NaH,P0O,4.2H,0 em 100 mL de agua destilada

3) Solucgéao-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 &gua destilada, solucdo devera ser filtrada em membrana
de 0,22 mm

4) Solucao-estoque de metais traco

Confome descrito no item 7 do Apéndice A.
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Apéndice C - Graficos complementares das avalia¢des da influéncia de variaveis no

processo de floculagdo de Haematococcus pluvialis.

Figura 28: Graéfico da probabilidade normal dos residuos para a resposta eficiéncia de floculacdo
do planejamento fatorial completo 2%+ 3PC na floculagdo de Haematococcus pluvialis utilizando

Expected Normal Value

Fonte: Autora, 2020. Gréfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).
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Figura 29: Gréfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiéncia de floculacao
do planejamento fatorial completo 23+ 3PC na floculagdo de Haematococcus pluvialis utilizando

Predicted Values

Fonte: Autora, 2020. Gréfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Extrato Salino da Semente de Moringa oleifera (ESM).
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2**(3-0) design; MS Pure Error=18,02652
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Figura 30: Grafico da probabilidade normal dos residuos para a resposta eficiéncia de floculagédo
do planejamento fatorial completo 2° + 3PC na floculacdo de Haematococcus pluvialis utilizando

Tanfloc SG (TSG).

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
2**(3-0) design; MS Pure Error=35,8803
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Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Figura 31: Gréfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiéncia de floculagéo
do planejamento fatorial completo 23+ 3PC na floculagdo de Haematococcus pluvialis utilizando

110

100 |

90

80

Predicted Values

40|

30 ¢

20

70 ¢

60 |

50

Tanfloc (TSG).

Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=35,8803
DV: Eficiéncia de floculacdo

o oo
]
¢ oo -
o oo
////
g2
//
-
/'//
/ ©w o © 0o
o] KL/
e
o o7 o
i st
g
o eRel
B0 60
=
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Observed Values
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Apéndice D - Gréaficos complementares das avaliacfes da influéncia de variaveis no

processo de flocul

acao de Nannochloropsis oculata.

Figura 32: Gréfico da probabilidade normal dos residuos para a resposta eficiéncia de floculacdo
do planejamento fatorial completo 2% + 3PC na floculacdo de Nannochloropsis oculata utilizando
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Fonte: Autora, 2020. Gréfico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).
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Figura 33: Gréfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiéncia de floculacao
do planejamento fatorial completo 23+ 3PC na floculagdo de Nannochloropsis oculata utilizando
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Figura 34: Grafico da probabilidade normal dos residuos para a resposta eficiéncia de floculagéo
do planejamento fatorial completo 2° + 3PC na floculacdo de Nannochloropsis oculata utilizando

Expected Normal Value

Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Tanfloc SG (TSG).

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
2**(3-0) design; MS Pure Error=22,89401
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Figura 35: Gréfico dos valores observados versus preditos para a resposta eficiéncia de floculagéo
do planejamento fatorial completo 23 + 3PC na floculacdo de Nannochloropsis oculata utilizando

Predicted Values

Fonte: Autora, 2020. Gréafico gerado no software Statistica 7.0 (StatSoft ®).

Tanfloc SG (TSG).

Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=22,89401
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