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RESUMO

Lemnas sdo macrdfitas aquaticas, comumente utilizadas no tratamento
de efluentes, que apresentam uma biomassa passivel de valorizagéo. Isso
ocorre devido a diversos motivos, tais como: presen¢a na maior parte do
globo terrestre; elevada velocidade de crescimento; remocdo eficiente de
nutrientes; possivel teor elevado de proteinas, ou mesmo de amido
através de processo indutivo; entre outros. Nesse contexto, as lemnas
tém despertado interesse em particular para a producdo de bioetanol de
primeira geracdo, devido um possivel enriquecimento de amido anterior
a hidrdlise e fermentacdo. Nesse interim, o objetivo deste estudo é
avaliar o efeito de elevadas concentragdes de CO, no acumulo de amido
em lemnas (Landoltia punctata), visando a producédo de bioetanol. Para
isso, foram disponibilizados as lemnas concentragdes de CO, = 400 ppm
(A) e = 6.000 ppm (B) — em reatores de 3,1 L, com 0,5 L de meio de
cultura, construidos em escala de bancada. A biomassa exposta a
elevadas concentragdes de CO; (situacdo B) obteve um teor de amido
em média quatro vezes superior do que as expostas as condicdes
atmosféricas (situacdo A) (10,2% e 2,6% p/p base seca,
respectivamente). O valor maximo de amido foi de 14,9% (p/p base
seca) para condigdes enriquecidas de CO,. Além disso, essa biomassa
(B) exibiu uma Velocidade de Crescimento Relativa (VCR), em média,
trés vezes superior do que A (9,0 g.m?.dia™ em relagdo a 3,0 g.m?.dia’
1, sendo 11,4 g.m™.dia™ o maior valor registrado. Ademais, a situacdo B
promoveu certas alteragdes na morfologia das lemnas, aumentando trés
vezes 0 tamanho de suas raizes em relacdo a situacdo A. O destaque
deste estudo foi o acimulo de amido, realizado através da técnica de
enriquecimento de CO, concomitante com uma velocidade de
crescimento maior, favorecendo haver uma produtividade superior de
bioetanol. A técnica igualmente contribuiu na valoriza¢do do tratamento
de efluentes por lagoas de lemnas.

Palavras-chave: Etanol de primeira geracdo. Lagoas de lemnas.
Actimulo de amido. Enriquecimento de CO,,






ABSTRACT

Duckweeds are aquatic macrophytes, commonly used in the treatment of
effluents, which have a biomass that can be recovered. This is due to
several reasons, such as: being present on most of the Earth; having a
high growth rate; being an efficient nutrient removal; having a possible
high protein content, or even having a starch content, by way of an
inductive process; among others. In this context, duckweeds have been
of particular interest for the production of first-generation bioethanol,
due to its low lignin content and possible starch enrichment prior to
hydrolysis and fermentation. Among the techniques used for starch
enrichment, this study looks at the exposure of duckweeds to high
concentrations of carbon dioxide (CO,) over seven days. During the
interim period, the objective of this study is to evaluate the effect of CO,
concentration on the starch enrichment content in duckweed (Landoltia
punctata) for bioethanol production. To carry out this study, two
concentration levels of CO, - 400 ppm (A) and 6,000 ppm or more (B)
were made available for the duckweeds — in reagents of 3.1 L with 0.5 L
of medium culture on a bench scale. The biomass exposed to high
concentrations of CO, (situation B) had an average starch content four
times higher than those exposed to atmospheric conditions (situation A)
(10.2% and 2.6% wi/w dry weight respectively). In addition to that, this
biomass (B) exhibited an average Relative Growth Rate (RGR) three
times higher than A (9.0 g.m?.day™ versus 3.0 g.m?day™). The highest
recorded RGR was 11.4 g.m™?.day™. Furthermore, situation B promoted
certain alterations to the morphology of the duckweeds, increasing three
times the size of their roots in relation to situation A. The highlight of
this study was the starch accumulation through the technique of CO,
enrichment while simultaneously having a higher growth rate, favoring
the higher productivity of bioethanol. The technique also contributed to
improved effluent treatment in duckweeds ponds.

Keywords: First-generation ethanol. Duckweeds ponds. Starch
accumulation. Carbon enrichment.
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1 INTRODUCAO

A Assembleia Geral da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU)
cita que entre os direitos humanos, um dos mais essenciais é a
disponibilidade de agua limpa e segura a populacdo, bem como acesso
ao saneamento basico. Segundo o Sistema Nacional de Informacdes
sobre Saneamento (SNIS, 2017), apenas 43% do esgoto gerado € tratado
no Brasil. Isso significa que aproximadamente 115 milhdes de
brasileiros despejam seus efluentes domésticos diretamente em corpos
hidricos ou no solo a céu aberto. Desde o inicio século XX, houve um
aumento no acesso a rede coletora de esgoto e uma ampliagdo no
tratamento do mesmo, principalmente nas grandes cidades brasileiras.

Nas Ultimas décadas, diversas técnicas foram desenvolvidas para
tratar dguas residudrias. Mesmo assim, o tratamento atual geralmente
atinge apenas o nivel secundario, isto é, remove a carga carbonacea do
efluente, deixando a desejar na remocdo de nutrientes presentes. O
aumento dos macronutrientes nos corpos da agua, como nitrogénio (N) e
fosforo (P), estd diretamente relacionado com a eutrofizagdo dos
mesmos. Por isso, um efluente final deve possuir qualidade o suficiente
para ndo promover poluicdo hidrica e outros impactos ambientais.

Para a remocdo de nutrientes de aguas residuérias com elevada
eficiéncia, as lagoas de macrdfitas aquaticas surgem como uma
tecnologia promissora. Os sistemas de lagoas para tratamento de
efluentes através de plantas superiores com adaptacao para viver na agua
tém sido propostos e utilizados no tratamento terciario (polimento) dos
efluentes, como de origem domeéstica, industrial e de suinocultura. A
configuracdo das lagoas é caracterizada pela presenca de uma planta
aquética que recobre totalmente a superficie da lagoa de forma coesa e
uniforme, tendo como funcdo: a absorcdo direta dos nutrientes, a
reducdo de algas, a reducgdo de odores, suporte para fixacdo de biofilme,
redugdo de contaminacédo fecal por agentes patogénicos, entre outros.

O uso de lemnas" para o tratamento de efluentes domésticos tem
sucesso em diversos paises, como Estados Unidos da América (EUA),
China e India, sendo difundido em todo planeta. Entretanto, ao utiliza-
las associadas ao tratamento de efluentes, é indicado prever um
aproveitamento posterior para sua biomassa, com intuito de ndo gerar

Macrofitas aquéticas da subfamilia botanica Lemnoideae e familia Araceae. Também é o
nome de um dos géneros dessa familia, porém, o mesmo é estendido para designar os géneros
restantes, sendo considerada uma nomenclatura popular.
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subprodutos poluentes. Entre 0s possiveis aproveitamentos, estdo seu
uso para racéo de animais e a producdo de biocombustivel. Sendo assim,
neste trabalho, pretende-se valorizar o tratamento de efluentes por
lagoas de lemnas através do reuso da biomassa com a finalidade de
produzir bioetanol.

A producdo de bioetanol a partir da cana-de-aclcar, milho,
beterraba e soja (alimentos), geralmente implica na utilizacdo de
extensas areas de plantio de matéria-prima, apenas para produzir energia
(biocombustivel). Em contrapartida, essas mesmas areas poderiam ser
Uteis para produzir alimentos para a populacdo. Logo, comumente os
biocombustiveis sdo produzidos de forma a ndo garantir a seguranga
alimentar. Nesse interim, surgem alternativas capazes de produzir
bioetanol a partir da utilizacdo de subprodutos de outros processos como
matéria-prima. Um destes subprodutos sdo as lemnas, as quais, por
serem utilizadas no processo de tratamento de esgoto, ndo competem
com areas de plantio para producéo de alimento.

Uma economia circular justamente significa utilizar residuos de
produgdo como novos insumos de outros processos, mantendo o ciclo
produtivo de forma a ndo interferir nas reservas naturais. Tal economia
promove uma sustentabilidade do processo como um todo, enquanto que
modos de producdo lineares exaurem e deixam sobrecarregados oS
ciclos biogeoquimicos. A inclusdo das lemnas em uma economia
circular se torna mais importante pelo fato dessas possuirem uma
elevada velocidade de crescimento dentre as plantas superiores. Dessa
forma, pode-se gerar toneladas de biomassa com valor agregado por
ano, ao inveés de gerar toneladas de residuo.

Um pré-requisito procurado nos insumos utilizados na producéo
de bioetanol é a quantidade significativa de amido. Porém, as lemnas
apresentam uma composicdo nutricional variavel. Por isso, pesquisas
recentes estudam formas de promover um incremento de amido na
biomassa lemnécea. Do mesmo modo, este estudo pretende maximizar a
quantidade de amido presente na composicdo das lemnas, uma vez que
esta € a estrutura organica cuja transformacdo resulta em alcool
(bioetanol). No presente caso, foi estudada a exposi¢do das lemnas a
elevadas concentracfes de géas carbdnico (superiores a concentragdo
comum da atmosfera), baseado nos estudos que mostram a fixacéo de
CO, na forma de amido nas plantas.

O experimento foi realizado nas dependéncias da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), no Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental (ENS). O mesmo foi subsidiado pelo projeto do
Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica (PIBIC),
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chamado “Desenvolvimento de Solugdes Tecnoldgicas a partir do
Biogés produzido em Sistemas de Tratamento de Esgotos e Aterros
Sanitarios para geragdo de EE” (F0061/2017), referente a Bolsa de
Iniciacdo Cientifica (IC) do Laboratério de Efluentes Liquidos e
Gasosos (LABEFLU).

Vérios trabalhos relacionados aos sistemas de lagoas de lemnas
foram desenvolvidos pelo grupo do Labeflu, os quais foram
determinantes na escolha da espécie de macrofitas do projeto. Os
primeiros trabalhos relacionados foram a dissertacdo (2004) e a tese
(2010) de Mohedano, seguidos de Bach (2013), Vieira (2013), Bardo
(2014), Brugnago (2014), Teles (2016) e Tonon (2016). Esses trabalhos
nortearam temas sobre o tratamento de efluentes domésticos e
agroindustriais utilizando esse sistema.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de elevadas
concentragcdes de CO, no acumulo de amido em lemnas (Landoltia
punctata) com vista a producédo de bioetanol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atender o escopo da avaliacdo, sdo apontados 0s seguintes
objetivos especificos:

a) avaliar o efeito de concentragcdes de CO, acima de 6.000
ppm sobre o teor de amido nas lemnas;

b) avaliar o efeito de elevadas concentracbes de CO, sobre a
velocidade de crescimento/inibi¢do das lemnas;

c) avaliar possiveis alteracdes morfolégicas e fitossanitarias
nas lemnas apds a exposicao de elevadas concentragbes de
CO,.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PROBLEMATICA AMBIENTAL
3.1.1 Poluicéo hidrica

A &gua é fonte de vida para todos os ecossistemas e sociedade
humana, indispensavel para a manutencdo de suas dinamicas. Para a
Constituicdo Federal Brasileira (1988), é definida como um bem publico
e de uso comum do povo, imprescindivel a sadia qualidade de vida.
Assim como, a Assembleia Geral da ONU corrobora ao mostrar na
Resolucdo n° 64/292, de 28 de julho de 2010, que a agua limpa e segura
e 0 saneamento sdo direitos humanos essenciais. Com isso, pode-se
afirmar que a agua é considerada um patriménio da humanidade,
devendo ser compartilhada com as geracgdes atuais e futuras que habitam
as bacias hidrograficas e suas fronteiras.

Os cursos d’agua sdo um meio conveniente para disposi¢do de
residuos desde a antiguidade. Neste contexto, a acdo de despejar o
residuo gerado diretamente sobre as fontes de agua foi denominada de
poluicio JORDAO; PESSOA, 1995; SMITH; TILMAN; NEKOLA,
1999). A poluicdo das aguas superficiais e subterraneas agravou-se no
Gltimo século, principalmente devido ao crescimento populacional e a
industrializagdo, no qual o crescimento econdémico e o desenvolvimento
sustentavel seguiam caminhos opostos.

Segundo a Agéncia Nacional das Aguas (ANA, 2011), existem
varias atividades humanas que desequilibram o ecossistema aquatico e
afetam a qualidade dos corpos hidricos, entre elas: agricola, industrial,
mineradora, obras hidraulicas e lancamento de efluentes domésticos ndo
ou parcialmente tratados. E comum, por exemplo, o despejo de esgoto
bruto em corpos d’agua ou no solo em éreas rurais e nas periferias das
grandes cidades, comprometendo significativamente esses corpos
hidricos e, consequentemente, 0 seu uso para fins mais nobres.

Os impactos ambientais, sociais e econémicos da degradagdo da
qualidade das 4aguas se traduzem, entre outros: na perda da
biodiversidade; no aumento da mortalidade do local e das doencas de
veiculacdo hidrica; no aumento do custo de tratamento das aguas
destinadas ao abastecimento publico; na perda de produtividade na
industria, na agricultura e na pecudria; na reducdo da pesca; e na perda
de valores turisticos, culturais e paisagisticos (ANA, 2012).
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Para o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2016), a principal fonte de poluicdo ou contaminacdo na captacdo de
agua para abastecimento nos municipios brasileiros é o esgoto sanitério,
superando fontes poluidoras como: despejos industriais, destinacdo
inadequada de residuos solidos, atividade mineradora e contaminagéo
por agrotoxicos. O esgoto sanitario é causador de graves prejuizos
ambientais nos corpos d’agua através de nutrientes, como nitrogénio e
fosforo, tidos como limitantes do crescimento bioldgico e responsaveis
pelo processo de eutrofizacdo (ESTEVES, 2011). Assim como, é
responsavel por graves prejuizos na salde, visto que uma parcela
significativa das doencas frequentes de paises em desenvolvimento é
ocasionada pela defasagem em servicos de saneamento bésico, havendo
mortes devido a falta de qualidade da dgua consumida (IBGE, 2016).

No Brasil, o déficit de servicos de esgotamento sanitario ainda é
pertinente, devido ao crescimento desordenado dos centros urbanos.
Estatisticamente, somente 50,3% dos municipios brasileiros possuem
coleta de esgoto, destes, 74,0% tem algum tipo de tratamento, sendo
que, em relagdo ao total de esgoto gerado no pais, apenas 42,7% ¢
tratado (SNIS, 2017). Esta caréncia no tratamento de esgoto no pais
exige esforco conjunto dos governos; das universidades e suas
pesquisas; e da sociedade, para a superagdo deste quadro de sérios danos
ambientais e riscos a salde da populagdo. Devido a enorme
heterogeneidade da sociedade brasileira, sdo necessarias tecnologias
sustentdveis como um todo, de manejo simplificado, além de baixo
custo de implantacdo e operagdo (BASTOS, 2003; SOUSA,
CHERNICHARO, 2005).

Mais do que nunca, é preciso garantir que haja uma erradicacao
do pensamento que apresenta 0s recursos hidricos como detentores de
uma renovacdo natural (capacidade de autodepuracdo) infinita. A
educacéo e a participacdo da populacdo sdo fundamentais, ja que devem
aumentar o senso de responsabilidade das pessoas para com o estado do
meio ambiente e lhes ensinam a controla-lo, protegé-lo e melhora-lo
(CMMAD, 1987, p. 124). Logo, devem ser satisfeitas as necessidades
hidricas para que o pais alcance um desenvolvimento sustentavel e, ao
mesmo tempo, devem ser preservadas as funcdes hidroldgicas,
bioldgicas e quimicas dos ecossistemas, adaptando as atividades
humanas aos limites da capacidade de absorgdo de seus impactos pela
natureza.
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3.1.2 Eutrofizacdo

A comunidade cientifica explica que a eutrofizacdo é decorrente
do enriquecimento natural ou artificial de corpos hidricos com pouca
movimentacdo, através de nutrientes, principalmente fosforo e
nitrogénio. O langamento de efluentes ndo tratados no ambiente aquatico
€ um dos principais agravantes desse processo, cuja aceleragdo do
acumulo cronico dos nutrientes é conhecida como eutrofizacéo artificial,
antropica ou cultural (ZHANG et al., 2006). Essa e outras formas
diversas de poluicdo hidrica superficial ocasionam graves desequilibrios
nos ciclos biogeoquimicos das comunidades aquéticas, com mudancas
significativas na qualidade e quantidade das mesmas (MILLER, 2008).

Algumas consequéncias da eutrofizacdo no corpo hidrico sdo: o
aumento da matéria orgénica; redugdo da transparéncia da agua;
mudanga na concentragdo do oxigénio dissolvido; incremento do nivel
de producéo primaria (algas e plantas aquaticas); mortandade de peixes;
toxicidade de algas; alteracdo da cadeia tréfica; condicBes anaerébias no
fundo ou em toda coluna d’agua; aumento de custos e complexidade do
tratamento de agua; doenca e morte de pessoas, aves e mamiferos
marinhos; e problemas recreacionais, estéticos e de navegabilidade
(VON SPERLING, 2005; TUNDISI, TUNDISI, 2008; ANDERSON,
GLIBERT, BURKHOLDER, 2008; MOTA, VON SPERLING, 2009).

As fontes de nitrogénio (N) e fosforo (P) na agua sdo nutrientes
limitantes para o crescimento da maioria das plantas aquaticas, sendo
utilizadas para sintese proteica, DNA, RNA e transferéncia de energia
(CONLEY et. al, 2009). Assim, a fertilizacdo continua do ambiente
aquatico provoca a multiplicagdo de organismos como algas e
macroéfitas e, consequentemente, do zooplancton na superficie liquida.
Tal crescimento exagerado forma uma densa camada que impede a
passagem de luz e a realizacdo de fotossintese por seres que estdo abaixo
dessa. Desse modo, o oxigénio dissolvido ndo consegue mais suprir a
demanda dos organismos aerdbios, geralmente ocasionando a
dominancia de uma s6 espécie de produtor primario.

O incremento de nutrientes também induz o aumento da produgéo
de cianobactérias, onde muitos géneros podem produzir toxinas em
determinadas condi¢des que chegam a ser fatais aos animais e aos seres
humanos, se consumidas junto com a agua (FIGUEIREDO et. al., 2007).

Com o intuito de minimizar os danos aos corpos receptores
provocados por esse processo, 0s sistemas de esgotos domésticos e
industriais estdo apostando no tratamento terciario, como uma forma de
dar um refinamento no efluente final e quando ndo héa essa
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possibilidade, optando por processos biolégicos eficientes na remogéo
de nitrogénio e fésforo (JORDAO; PESSOA, 1995).

Mesmo que os efluentes produzidos por atividades antrépicas,
por vezes, apresentem altas concentracBes de nutrientes, comumente, as
tecnologias projetadas e operadas para o tratamento de esgotos nédo
removem nutrientes de modo satisfatério. Nesse contexto, o sistema de
lagoas de lemnas se mostra um mecanismo simples e econdmico para o
polimento dos efluentes, removendo eficientemente nutrientes. Além da
alta eficiéncia, estes sistemas produzem uma quantidade significativa de
biomassa passivel de valorizagdo, tanto para fins nutricionais como para
producdo de biocombustiveis.

3.1.3 Poluicdo atmosférica

Além da situacdo precéaria do saneamento pertinente no Brasil,
ainda sdo fortemente presentes outras problematicas na sociedade,
como: o efeito estufa, com a acentuacdo através de Gases de Efeito
Estufa (GEEs); e a insustentabilidade da matriz energética, inerente das
matérias primas para producdo de combustivel fossil e até
biocombustivel.

A poluicdo atmosférica aumentou drasticamente apds a
Revolugdo Industrial, nos séculos XVIII e XIX. Desde entdo, a
sociedade comecgou a se preocupar com esta poluicdo somente em 1972,
com a criagdo do Programa das Nagbes Unidas para o Meio Ambiente
(PNUMA), no qual houve a descoberta do buraco da camada de ozénio.
Posteriormente, em 1987, acontece a Convencao de Viena, na qual surge
a preocupacao com a protecdo da camada de 0z6nio e se cria 0 Relatorio
Brundtland, para haver um desenvolvimento sustentavel. J4 em 1992, no
Rio de Janeiro/BR, ocorre a Eco-92 e é criada a Conferéncia das Nacgdes
Unidas sobre 0 Meio Ambiente e o Desenvolvimento (CNUMAD), cujo
foco era as mudancgas climaticas e a cooperacdo entre 0s paises. Para
auxiliar esse processo, foi elaborada a Agenda 21. Em 1997, surge
finalmente o Protocolo de Kyoto, com uma limitacdo na producdo de
GEEs pela primeira vez. Nesse evento, fez-se uma revisdo e discusséo
sobre 0 aquecimento global e a reducgéo na emisséo de gases causadores
do efeito estufa.

O sequestro de carbono é uma acgdo que objetiva mitigar o efeito
estufa, tendo por finalidade aprisionar o carbono por certo tempo em
algum organismo. Para que 0S mecanismos desse pProcesso sejam
significativos, é necessario que o carbono fique armazenado por um
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periodo longo o suficiente para que a sua emissao na atmosfera diminua,
evitando o aumento da temperatura no planeta e o aquecimento global
(BARRETO, FREITAS, PAIVA, 2009).

A partir do protocolo de Kyoto, foi assumido o compromisso de
reducdo dos GEEs, interferindo assim, na intensificacdo de efeitos
adversos sobre os ecossistemas. O sequestro de carbono, sendo uma
modalidade do Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), pode
ser utilizado por paises desenvolvidos através de projetos em outros
paises, como uma forma de créditos de carbono (BARRETO, FREITAS,
PAIVA, 2009).

Maiores geracdes de gases estufas sdo decorrentes de processos
de producdo lineares, os quais promovem uma insustentabilidade da
matriz energética. Essa insustentabilidade também € visivel nos
processos lineares utilizados para producdo de biocombustivel. Nesse
contexto, devem-se buscar fontes que ndo concorram com alimentos,
descentralizar a producdo de biocombustivel e, a0 mesmo tempo,
promover uma seguranca alimentar. Essas proposi¢fes podem ser
garantidas pelo uso da lemna como matéria-prima, de modo a gerar uma
economia circular ao transformar subprodutos do tratamento de
efluentes em insumos para a producéo de biocombustivel.

Segundo Brugnago (2014), as lagoas de lemnas se mostram
eficientes na remocdo de gases de efeito estufa, podendo ser uma
alternativa na melhora da qualidade do ar pela reducéo de gas carb6nico.
Assim, devido ao potencial de fixagdo de gés carbbnico, as lemnas
podem neutralizar as emissdes de GEEs nas proprias Estagdes de
Tratamento de Esgoto (ETES), enquadrando-se como um MDL.

Eshel e Beer (1986) afirmam que a o carbono proveniente do
meio aquoso, fixado pelas lemnas da espécie Spirodela polyrrhiza
representa apenas 5% do carbono assimilado presente na atmosfera.
Esse fato corrobora com o estudado por outros autores, 0 que permite
considerar desprezivel a fixacdo de gas carbénico dissolvido (CO,D)
guando comparado com o sequestro de carbono da atmosfera.

No trabalho de Mohedano (2010), as lemnas foram expostas até
100.000 ppm (10%) de CO,, constatando que tal concentra¢do néo foi
toxica as lemnas. Em outras bibliografias, a concentracdo de CO, mais
elevada aplicada em lemnas, foi de 5% (50.000 ppm). Em contrapartida,
Muller (1977) alega que lemnas ndo sobrevivem com menos de 0,004%
(40 ppm), no seu estudo com Lemna minor.
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3.2 AS LEMNAS
3.2.1 Classificacao taxonémica e filogenética

A classificacdo sistematica bioldgica foi revolucionada pelo
botanico sueco Carl Linneus, cujas obras culminaram em uma nova era
taxondmica a partir de 1753, com a implantacdo do sistema de
nomenclatura binominal (PRESTES; OLIVEIRA; JENSEN, 2009). A
partir de entdo, a taxonomia manteve-se praticamente inalterada.
Entretanto, a definicdo dos grupos de organismos dentro de cada taxon
foi modificada definitivamente nas Ultimas décadas, apds surgirem
tecnologias mais precisas de analisar inter-relagdes.

A filogenética é uma dessas tecnologias, que sequencia 0 DNA
dos seres vivos a fim de esclarecer relagGes ancestrais entre espécies,
rearranjando determinadas classificagcfes taxonémicas. A moderna
forma de identificagdo molecular auxilia na elucidacdo do modo mais
correto para posicionar as espécies e géneros, cuja morfologia
dificultava a decisdo sobre a melhor classificacdo (SOUZA, ROCHA,
2015).

As lemndceas, por serem organismos muito pequenos —
consideradas as menores plantas vasculares conhecidas no mundo
(ENGLER, 1877; HILLMAN, 1961; MELCHIOR, WERDERMANN
1964; LANDOLT, 1981; LANDOLT, KANDELER, 1986; COOK,
1990; POTT, CERVI, 1999) - possuem dificil classificacdo
morfoldgica, por isso, algumas mudancas classificatérias ocorreram. O
Grupo de Filogenia das Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group —
APG) é destinado a classificacdo filogenética das Angiospermas,
compilando informagfes produzidas por diferentes autores, com o
objetivo de organizar em ordem filogenética, de maneira mais natural e
parcimoniosa possivel.

Conforme APGII (2003), a familia Lemnaceae foi rebaixada a
uma subfamilia posicionada dentro da familia Araceae, sendo chamada
de Lemnoideae. Isso ocorreu, pois a antiga familia Lemnaceae tinha um
sequenciamento bioldgico muito semelhante ao do género Pistia, o qual
pertence justamente a familia Araceae (CHASE et al., 1993). A
subfamilia Lemnoideae, por sua vez, possui cinco géneros, sdo eles:
Lemna, Landoltia, Spirodela, Wolfiella e Wolffia (LANDOLT,
KANDELER, 1987; DALU, NDAMBA, 2003). A leitura do DNA
também contribuiu para o surgimento do género Landoltia, criado por
Les e Crawford (1999) em homenagem a Elias Landolt. As diferengas
entre as caracteristicas desse género e 0s outros géneros mais similares,
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como Lemna e Spirodela, foram detectadas pela biologia molecular
(MOHEDANO, 2010). A classificacdo taxonbmica mais recente da
lemna utilizada é:

Reino: Plantae

Divisdo: Angiospermae
Classe: Monocotyledoneae
Ordem: Arales (Alismatales)
Familia: Araceae
Subfamilia: Lemnoideae
Género: Landoltia
Espécie: Landoltia punctata

A familia Araceae geralmente se desenvolve em ambientes
tropicais, apresentando oito subfamilias classificadas pelo APGIII
(2009). A subfamilia Lemnoideae é denotada por apresentar ervas
aquaticas flutuantes de agua doce, isto €, que ficam livres na superficie
liquida. A distribuicdo das mais de 40 espécies existentes e dos cinco
géneros que compfem a subfamilia Lemnoideae ocorre em zonas
tropicais, subtropicais e temperadas, restringindo-se apenas a regifes
desérticas, de pluviosidade e frio intensos (SKILLICORN, SPIRA,
JOURNEY, 1993; MOHEDANO, 2010). Na Figura 1, pode-se observar
0 mapa da disposicdo dessas plantas em todos os continentes.

- S T T
Fonte: Angiosperm Phylogeny Group Website (2009).

Segundo Mohedano (2010), o termo “lemna” é uma
nomenclatura popular incentivada por alguns pesquisadores brasileiros,
que deve ser utilizada mesmo quando se referir a outros géneros da
subfamilia Lemnoideae que ndo sejam o género Lemna. Seguindo essa
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tendéncia, os termos “lemna” e “lemnacea” foram aplicados neste
trabalho para denotar qualquer género dessa subfamilia, inclusive a
espécie empregada no trabalho. As lemnas sdo conhecidas na lingua
inglesa pelo nome duckweed, cuja traducao literal é “erva de pato” mas,
na realidade, significa “lentilhas d’agua”. A denominagdo em inglés
deveu-se ao fato de essas plantas desempenharem a fungédo de alimento
para patos e marrecos selvagens; esse também é o provavel motivo de
serem conhecidas como “marrequinhas” no Brasil (BRUGNAGO,
2014).

3.2.2 Bio6tipo lemnas

As lemnaceas sdo vegetais superiores, da linha de angiospermas e
monocotiled6neas, sendo macrofitas de habito aquatico com um sistema
vascular e o desenvolvimento de flores e frutos.

O tamanho das lemnas as classifica como as menores vasculares
do mundo, porém o mesmo depende do género da subfamilia, variando
de uma escala submicroscopica nas Wolffiela até cerca de 20 mm para
Spirodela e Lemna (BACH, 2013). O tamanho diminuto da planta faz
com que suas partes sejam igualmente pequenas. Por isso, existe uma
divergéncia de classificagdo taxondmica entre os autores, principalmente
devido suas flores serem reduzidas e a estrutura ser simplificada. Assim,
popularmente e regularmente sdo confundidas com as algas
(SKILLICORN, SPIRA, JOURNEY, 1993).

Uma das caracteristicas morfologicas botanicas de maior
destaque relativa as lemnas é a presenca de um taloide reduzido,
composto pelas unidades de caule e folha acoplados, ou seja, é
imperceptivel a diferenca entre ambos nessas plantas. Essa unido entre
caule e folha é chamada de “fronde” (APG III, 2009). Os nutrientes sdo
diretamente absorvidos pela fronde, diferentemente da maioria das
macréfitas que utilizam o sistema radicular de via central
(MOHEDANO, 2004).

As lemnas sdo exigentes nutricionalmente para garantia do seu
crescimento e desenvolvimento, sendo que assimilam fosforo e
nitrogénio, principalmente. A taxa de assimilagcdo desses nutrientes é
elevada devido ao seu desenvolvimento acelerado, atingindo uma
velocidade de crescimento no verdo de até 0,35 g.dia™ (BACH, 2013).
Dessa forma, sua reproducdo é de carater exponencial em grande parte
do tempo, onde ha possibilidade de a biomassa de lemnas dobrar em
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apenas 48h quando em condigdes fisico-quimicas favoraveis
(HILLMAN 1961; FRANCA et al., 2002, LALAU, 2010).

As lemnas sdo plantas monoicas, isto é, cada individuo é detentor
dos dois sexos. Sua fronde que é a parte fértil, formada a partir de uma
unica célula epidérmica e capaz de gerar frondes “filhas”. A sua
reproducdo pode ser tanto assexuada como sexuada, porém a forma mais
efetiva, rapida e comum é a assexuada (CROSS, 2006). Este fato explica
a capacidade excepcional das lemnas em assimilar nutrientes em um
pequeno espacgo de tempo, pois como se multiplicam répido, precisam
de alimento a todo 0 momento, tornando-as potenciais despoluidoras de
efluentes ricos em nutrientes.

Durante o ciclo de vida de uma Unica lemna, a mesma € capaz de
se reproduzir pelo menos 10 a 20 vezes (GIJZEN, 1997). Quando atinge
periodo de senescéncia, h4& um envelhecimento a nivel celular das
lemnas, o que faz com que essas diminuam o crescimento e, assim,
percam o ritmo exponencial de reproducdo. JA mortas, cessam as
caracteristicas que permitem a sua flutuacdo, como os aerénquimas, logo
ficam mais densas que a agua e afundam, contribuindo para a formacéao
de um lodo em camadas inferiores da coluna liquida.

Por serem cosmopolitas, em poucos dias, as lemnas se alastram e
conseguem fechar superficies de grandes areas, formando uma camada
espessa e coesa, que geralmente blogueia a passagem de luz, se for
uniformemente distribuida. A auséncia de luz abaixo dessa camada na
coluna liquida ocasiona a morte de outros seres fotossintetizantes e
autotrdficos, principalmente de algas (SKILLICORN, SPIRA,
JOURNEY, 1993). Dessa forma, a turbidez ocasionada por algas é
consideravelmente reduzida, com constancia nos niveis de oxigénio
(MOHEDANO, 2010).

3.3 LAGOAS DE LEMNAS NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Os sistemas de lagoas de estabilizacdo estdo entre as formas mais
simples de tratamento de efluentes. Possuem diferentes composicdes,
com variada simplicidade operacional e de requisitos de area (VON
SPERLING, 1996). O uso de macrofitas aquaticas atua no tratamento de
aguas residudrias através de processos bioquimicos. A mesma tem
aplicacdo no tratamento de efluentes de laticinios, esgoto doméstico
bruto e diluido, efluente secundario e viveiros de cultivos de peixes
(SKILLICORN, SPIRA, JOURNEY, 1993; LENG; STAMBOLIE;
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BELL, 1995; MOHEDANO, 2010; PRIYA; AVISHEK; PATHAK,
2012).

Os ecossistemas aquaticos continentais brasileiros, em sua
maioria com extensas regides litoraneas, sdo propicios a ocorréncia de
macroéfitas aquaticas. Um desses sistemas, cada vez mais abordado e
aplicado, é o chamado wetland, que consiste em um ecossistema
artificial inundado, construido com macrdfitas flutuantes ou enraizadas,
também sendo aplicado em lagoas de estabilizagdo (MOHEDANO,
2010).

As lagoas de lemnas utilizam as plantas como tecnologia de
absorcao de nutrientes de efluentes (fésforo e nitrogénio). Um composto
importante nitrogenado é a amonia que é assimilada na sua forma
ionizada (NH,4") para a produg&o de uma biomassa rica em proteina (EL-
SHAFAI et al, 2007; IQBAL, 1999; SKILLICORN, SPIRA,
JOURNEY, 1993). Portanto, é essencial a presenca de elevada taxa de
nutrientes na coluna liquida.

Além das lemnas, ha outros organismos presentes nessas lagoas,
gue competem por esses nutrientes, como as algas unicelulares, fungos.
A forma de impedir sua proliferacdo é evitando a entrada de luz solar na
coluna de agua pela manutencdo de uma camada densa de biomassa
lemnacea. A dominancia das algas nesse meio poderia ocasionar no
aumento do pH pela fixa¢do do CO; e consequente producéo de amonia
livre (NHs), forma toxica para a maioria das plantas e lemnas (BAREA,
ALEM SOBRINHO, 2006; IQBAL, 1999; SKILLICORN, SPIRA,
JOURNEY, 1993; KORNER; VERMAAT; VEENSTRA, 2001).

No tratamento de efluentes com lemnas, a correta manutencao da
biomassa garante a eficiéncia do sistema, pois a velocidade de
crescimento estd diretamente relacionada a taxa de remocdo de
nutrientes. Quando é feita a colheita das lemnas, deve-se estabelecer
uma dindmica de retirada de minerais e nutrientes, garantindo um
sistema de tratamento eficaz (SKILLICORN, SPIRA, JOURNEY,
1993).

O manejo de lagoas de lemnas esta intimamente relacionado com
0s aspectos gerais da populacdo lemnécea. A retirada da quantidade
correta do excesso de biomassa com uma frequéncia adequada, evita,
por exemplo, uma superdensidade de lemnas, assim como, 0
aparecimento de clareiras na superficie liquida. Essas ocorréncias ainda
podem afetar na pigmentacdo das lemnas, com areas manchadas
destoando do resto da populagdo como, por exemplo, as machas de
pigmentacdo amarelada (clorose) e as machas com pigmentagédo
esbranquicada ou amarronzada (necrose).
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3.3.1 Mecanismos de remocao de poluentes em lagoas de lemnas
3.3.1.1 Mecanismos de remocao de matéria organica

A remocdo de matéria organica presente nos efluentes domésticos
é efetuada principalmente por microrganismos heterotréficos aerdbios e
anaerébios, que se alimentam desses compostos organicos
biodegradaveis. Essa microbiota presente nas lagoas de lemnas auxilia
no tratamento bioldgico do esgoto, mas, para tanto, € interessante haver
superficies disponiveis a fixacdo desses organismos decompositores. No
caso das lagoas de lemnas, a fixac8o desses pode ocorrer especialmente
no lodo presente no fundo e nas raizes com biofilme (CROSS, 2006). As
raizes das lemnas apresentam um importante papel no suporte de tais
organismos, pois na proximidade dessas existe uma camada aerobia, que
em conjunto com o biofilme de lodo, pode ser uma zona ideal de
remocao de matéria organica.

3.3.1.2 Mecanismos de remogao de nitrogénio

Apesar de abundante na atmosfera, 0 nitrogénio € um dos
elementos limitantes ao crescimento das lemnas, pois estas conseguem
apenas assimila-lo sob duas formas: ion de aménio (NH,") e ion de
nitrato (NO3); sendo que ha preferéncia na absorcio de NH," pelas
lemnas, diferentemente de muitas plantas (BACH, 2013).

A absorcdo de moléculas organicas, como aminoécidos permite a
formacdo de proteinas (PORATH, POLLOCK, 1982). As lemnas ao
invés de liberarem gés nitrogénio (N,) para a atmosfera o transformam
grande parte em proteina, justificando, assim, o elevado teor proteico da
biomassa. Assim, os nutrientes ficam retidos no meio sélido (lemnas)
sem voltar para o ecossistema atmosférico ou aquatico (ABUAKU et al.,
2006). Os reusos dessa bhiomassa sdo variados, como nha racdo de
animais e como matéria-prima para biocombustiveis.

A presenca de nitrato de aménio nos corpos hidricos
naturalmente deve-se aos processos de fixagdo de aménia e nitrificacao.
A humanidade é responsavel por contribuir com niveis de nitrato no
meio aquético através de fertilizantes e efluentes. O ciclo do nitrogénio
presente em sistemas de lagoas e em outros corpos d’agua pode ser
entendido através da Figura 2.
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Figura 2 — Diagrama do comportamento do nitrogénio em lagoas de lemnas.
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Fonte: Adaptado Caicedo (2005).

Em pH mais bésicos (acima de 9,25) hd a predominéncia da
aménia livre, forma tdxica as plantas, devido sua permeabilidade através
da membrana celular e solubilidade em lipideos (CERNA, 2000).
Enquanto que em pHs &cidos, ha a presenca majoritaria do ion aménio,
forma mais assimilavel as lemnas. A Equacdo 1 demonstra o equilibrio
entre essas duas formas da aménia no pH citado.

NH," (aq) <> NH; (ag)+ H" (aq) (1)

3.3.1.3 Mecanismos de remocao de fésforo

O ciclo do fosforo ndo apresenta fases do elemento na atmosfera,
sendo perdido em sedimentos no fundo de corpos d’agua (ciclo
biogeoquimico sedimentar). Como é depositado com a matéria organica
e com o lodo no fundo de lagoas de lemnas, hd seu acimulo em
sistemas, onde a redugdo deve ser realizada com a retirada de biomassa
ou dragagem do solo (IQBAL, 1999). Devido ao fosforo ficar
incorporado na estrutura da biomassa de lemna, a eficiéncia de sua
remocéo é proporcional ao crescimento dessas plantas, devendo haver a
Sua posterior retirada.

A forma de fésforo mais assimilavel as lemnas € a de ortofosfato
(PO,™), presente nas &guas residuarias (MOHEDANO, 2010). As lagoas
de lemnas sdo eficientes na remocdo desse elemento, com resultados de
até 98,8%, obtidos por Mohedano e colaboradores (2012), utilizando a
espécie Landoltia punctata. O ciclo do fésforo em lagoas de lemnas
pode ser entendido através da Figura 3.
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Figura 3 — Diagrama do comportamento do fésforo em lagoas de lemnas.

Remocdo da biomassa

e do P absorvido ¢\

Absor{:ﬁuf'g\

Morte
im'agauPrempltan;in ( P-PO*
omposigio
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3.4 APLICACOES DA BIOMASSA LEMNACEA

As lemnas sdo aplicadas no tratamento secundério e terciario de
esgoto desde a década de 80 nos EUA, demonstrando ser um sistema
rustico e eficiente na remocédo de nutrientes. As aplicacdes possiveis da
biomassa de lemnas sdo variadas, mesmo apds sua utilizagdo para o
tratamento de efluentes (livres de compostos toxicos e metais pesados).

A velocidade de crescimento elevada desses vegetais faz com que
exista uma necessidade superior, quando comparado com outras
macrdfitas, por nitrogénio e fésforo. O nitrogénio da lemna é convertido
em aminoacidos e proteinas, o que torna a planta em uma fonte de
alimento com elevada qualidade nutricional para peixes, aves, anfibios,
crustaceos, insetos e moluscos. Por isso, possui papel fundamental na
cadeia trofica (LALAU, 2010). Assim, o alto teor proteico da biomassa,
descrito por Skillicorn, Spira e Journey (1993), permite a sua
transformacdo em um componente de exceléncia para ragdes de animais
(TAVARES, 2008; MOHEDANO, 2010).

Outra aplicacdo possivel das lemnas é seu uso como adubo e
compostos de elevada qualidade na agricultura, com a fertilizacdo do
solo. Estudos recentes mostram o potencial das lemnas para converséo
em biocombustivel. Nos EUA, sua biomassa ja é usada para
complementar a producéo de etanol a base de milho (CHENG, 2009). A
China também norteia projetos para usar a biomassa de lemnas como
matéria-prima de biocombustiveis (TAO et al, 2013).
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3.5 BIOETANOL

O bioetanol pode ser produzido a partir de uma fonte organica
gue contenha monossacarideos (glicose), dissacarideos (sacarose/
maltose) e polissacarideos (amido). Para fontes organicas ricas em
amido, deve-se realizar primeiro a sacarificagdo do mesmo, através da
hidrélise, transformando-o em aclcares fermentesciveis, isto €, em
sacarose e glicose. Assim, esse aclUcar passa pelo processo de
fermentag&o por intermédio da acdo de leveduras, sendo posteriormente
destilado, desidratado e desnaturado para ser utilizado como
biocombustivel.

A biomassa com maior disponibilidade de amido ou agUcar
fermentescivel confere ao etanol uma classificacdo de primeira geracédo,
devido ao processo de producdo ser mais simplificado e direto do que os
de segunda geracdo, cuja origem é lignoceluldsica e de processo mais
complexo.

A cana-de-acUcar, a beterraba, o milho, e as lemnas enriquecidas
com amido sdo exemplos de etandis de primeira gera¢do, uma vez que
dispGem em suas estruturas, maior concentracdo de amido e agUcares,
faceis de sofrer a acdo enzimatica e de fermentarem para formar um
alcool. J& os residuos celuldsicos como, por exemplo, o bagaco da cana-
de-aclcar e a palha do milho, sdo chamados de biocombustiveis de 22
geracéo.

De acordo com a Rede Interuniversitéria para o Desenvolvimento
do Setor Sucroenergético (RIDESA, 2017), o etanol brasileiro
produzido a partir da cana-de-acgUcar € o Unico que atende a exigéncia do
Renewable Fuel Standard Program (RFS) da Environmental Protection
Agency (EPA), pois foi designado por essa agéncia como um
biocombustivel avancado, devido a sua capacidade de reduzir emissdes
de gases causadores de efeito estufa em pelo menos 50%, em
comparagdo a gasolina. Durante o evento londrino, Kutas lembrou que
segundo a avaliacdo da EPA, o etanol de cana emite até 90% menos
GEEs em relacdo ao combustivel fossil; uma grande vantagem sobre o
etanol de milho produzido nos EUA, que reduz as emissdes desses gases
em apenas 38%, 0 que ndo se enquadra nas exigéncias da 22 fase do
Renewable Fuel Standard Program Amendments (RFS2) para qualifica-
lo como biocombustivel avangado.

O uso das lemnas como matéria-prima para producdo de etanol
vem sendo cada vez mais estudado na atualidade, indicando um
potencial promissor. Sua biomassa apresenta baixa quantidade de
lignina e hemicelulose o que facilita sua conversdo em etanol
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(ADERSON, 2008). Estudos também apontam que a lemna pode
armazenar quantidades significativas de amido, o que é essencial para
também favorecer sua transformacdo em etanol. Um fator vantajoso ao
uso dessa matéria-prima na producdo de bioetanol é sua adaptacdo a
diferentes condicBes climaticas, estando presente em todos continentes
do planeta (exceto Antartida). Além de estar disponivel em quantidade,
devido sua elevada velocidade de crescimento. Outra vantagem € o fato
de tal insumo ndo competir com culturas alimenticias, como as matérias-
primas anteriormente citadas.

O enriquecimento de amido significa maximizar a quantidade de
amido na composicao nutricional da lemna, para entdo poder elevar a
producdo de bioetanol. Existe uma proporcdo nessa composigdo, com
uma relacdo inversamente proporcional entre amido e proteina. O amido
¢ o componente a ser transformado em alcool (etanol), por isso
pretende-se maximiza-lo.

A conversdo de lemnas em etanol ja é uma tecnologia utilizada
para complementar a producdo de etanol a base de milho. O rendimento
anual de bioetanol a base de lemnas pode chegar a 6.420 L/ha, 50%
acima do obtido para o etanol a base de milho (CHENG, STOMP, 2009;
XU et al., 2011). Por isso, a lemna se mostra como uma matéria prima
promissora para produzir bioetanol individualmente.

Xu et al. (2012) também afirma uma superioridade no rendimento
da lemna para a producdo de etanol, pode ser cinco vezes superior
guando comparado em mesma area com o milho. Os autores também
citam que 94,7% do amido poderia ser convertido em etanol usando as
tecnologias existentes para a conversao de amido de milho

A Figura 4 apresenta um esquema da producédo de etanol a partir
da biomassa de lemnas.

Figura 4 — Esquema da produgdo de etanol através da biomassa de lemnas.
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Fonte: Bartosova, Soldan, Blinova (2012, tradugio).

Diversos autores ja vém estudando a transformacdo das lemnas
em bioetanol, obtendo resultados significativos para a valorizacdo dessa
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matéria-prima. Muradov (2014), por exemplo, transformou 40% do peso
seco das lemnas em bio-6leos com o processo da pirélise a 500 °C.

Ademais, Cheng e Stomp (2009) produziram aproximadamente
26% de etanol em relagdo ao peso seco ap6s a hidrolise enzimatica do
amido, utilizando Lemna Spirodela.

Souto (2016) obteve eficiéncia de 82% na sacarificacdo do amido
e celulose simultaneamente, em 4 h (pH 5; 45 °C), mostrando que as
fracbes de amido e celulose da biomassa sdo de facil hidrolise
enzimatica. A maior eficiéncia da sacarificaco apenas do amido foi de
98,99% em 8 h. A autora concluiu que a producdo de acgucares
fermentesciveis a partir da biomassa de lemna se mostrou vantajosa.

3.6 ACUMULO DE AMIDO

O amido, produzido através da fotossintese (Equacdo 2), € um
polissacarideo de reserva nos vegetais. Parte dessa producdo é utilizada
no metabolismo celular e o restante é armazenado temporariamente nas
folhas, sob a forma de granulos de amido; para posteriormente atingir
outras partes da planta.

O amido que ndo € utilizado na atividade metabdlica celular pode
ser estocado na forma de granulos semicristalinos nos cloroplastos
(CUI, CHENG, 2015). A noite, esse amido é consumido com mais
velocidade devido a presenca apenas da respiracdo no escuro. Dessa
maneira, 0 amido é degradado e exportado a partir dos cloroplastos para
alimentar o sistema heterotrdfico.

Os fatores que influenciam no acimulo de amido basicamente
sd0 0s mesmos que interferem na fotossintese, visto que o produto dessa
reacdo é a glicose, a qual forma o amido. Todavia, estuda-se a
introducdo de fatores limitantes no meio de cultura para ocasionar um
estresse abidtico, o qual promove o estoque de amido. As relaches
desses fatores encontradas nas literaturas sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Fatores que influenciam no acimulo de amido.

Fator ambiental Relagao com o acimulo de amido
Periodo luminoso Diretamente proporcional
Intensidade de luz Diretamente proporcional™
Temperatura Inversamente proporcional*
Escassez de nutrientes Diretamente proporcional
Adicéo de NaCl e metais pesados Diretamente proporcional™
Enriquecimento de gas carbdnico Diretamente proporcional

*Dentro de uma faixa ideal de valores de cada parametro
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Atualmente, existem duas vertentes para aumentar a presenca de
amido nas lemnas: estimulando a fotossintese ou diminuindo a
decomposic¢do do amido armazenado (CUI, CHENG, 2015). A vertente
mais estudada é a de evitar a degradacdo de amido. Esses estudos
manipulam condicdes de cultivo diferenciadas, dentre elas, a escassez de
nutrientes e a concentragéo de sais e inibidores no meio aquoso.

Sree e Appenroth (2014) promoveram estresse abiético nas
lemnas por meio dessas condi¢fes de cultivo: inanicdo de nutrientes,
aplicacdo de NaCl e de metais pesados; sendo essas avaliadas em
separado. Ele apresentou acimulo de amido maior com: ions de Cadmio
em quatro dias de cultivo, concentragdo de 150 mM de NaCl em 7 dias
de cultivo e inanicdo de fosfato em 14 dias. Os melhores resultados
obtiveram um teor de amido nas lemnas de 50% p/p base seca.

Seguindo a primeira vertente, os estudos quanto a fotossintese
variam os fatores que estimulam esse processo, como luminosidade,
temperatura e fornecimento de gas carbdnico. Trabalhos mais recentes
vém estudando variados fotoperiodos, intensidades luminosas e até
mesmo temperatura, porém ha poucos sobre o enriquecimento de CO,.

No trabalho de Yin et al (2015), foram testados os fotoperiodos
de 12h/12h, 16h/8h, 24h/0h (claro/escuro) e as intensidade luminosas de
20, 50, 80, 110, 200 e 400 pmol m™ s™, resultando em um actimulo de
amido proporcional ao aumento de ambos os pardmetros, com exce¢do
das intensidades de luz 200 e 400 pmol m? s™. O valor maximo
alcangado foi de 62,7 % de amido.

Li e colaboradores (2016) avaliaram o acumulo de amido para
trés temperaturas de cultivo: 20, 25 e 30 °C, resultando em valores mais
positivos para a temperatura menor. Xiao et al (2013) também j& haviam
concluido que as temperaturas baixas favorecem o enriquecimento de
amido, assim como reduzem a velocidade de crescimento da planta.
Além disso, processos que visam modificar a temperatura e a
luminosidade geralmente sdo mais custosos e relativamente dificeis em
escala real (CUI, CHENG, 2015).

Mohedano et al (2016) aplicaram diferentes concentracdes de gas
carbdnico em camaras fechadas para o cultivo das lemnas: 380, 1.500,
6.000 e 100.000 pppm, obtendo maior acimulo de amido para a maior
concentracao de gas (24,7% de amido).

O aclmulo de amido por meio do enriquecimento de CO, é
explicado pelo aumento de um insumo para realizagdo da fotossintese,
cujo produto é um precursor do amido, glicose, como mostra a Equacéao
2, da fotossintese.

6 CO, + 12 H,0 <> CgH1,06 + 6 O, + 6 H,0O 2
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4 METODOLOGIA

Para avaliar o efeito de elevadas concentracGes de CO, sobre o
teor de amido na biomassa de lemnas, estruturou-se um sistema
experimental em escala de bancada. Tal experimento consiste em uma
analise exploratdria, para comprovacao da hip6tese do trabalho, no caso,
se 0 aumento da concentracdo de CO, tera efeito sobre o teor de amido
nas lemnas expostas.

4.1 ESCOLHA DA ESPECIE UTILIZADA

Segundo Matos e colaboradores (2010), a selecdo da espécie
vegetal é de fundamental importancia para o sucesso do tratamento de
efluentes. Como a proposta do presente trabalho também ¢é valorizar o
tratamento de efluentes por lagoas de lemnas, sugere-se aplicar a
biomassa oriunda desse processo a tecnologia de enriquecimento de
amido. Nesse contexto, a espécie ideal para este trabalho deve:

a) apresentar elevada eficiéncia de remogéo de nutrientes;

b) suportar variagbes na operacdo de um sistema
(rusticidade);

C) possuir alta produtividade de biomassa;

d) ser capaz de acumular significativamente amido;

e) ser nativa da regido sul do Brasil.

A espécie Landoltia punctata atende esses requisitos, destacando-
se por: remover eficientemente cargas elevadas de N e P; ser de pequeno
porte, promovendo manutencdo e manejo facilitados; possuir velocidade
de crescimento elevada, podendo dobrar sua populagdo em 48 h; ser
capaz de quintuplicar seu teor de amido; e se manifestar na regido
litorénea catarinense, provando sua adaptacéo ao clima local.

Essas plantas sdo monocotileddneas (angiospermas), pertencentes
a subfamilia Lemnoideae, familia Araceae e ordem Alismatales. A
Figura 5 ilustra a espécie Landoltia punctata vista em planta e de perfil.
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Figura 5 — Lemnas da espécie Landoltia punctata.

25 Lk

4.2 LOCALIZACAO E ESTRUTURA

O sistema em escala de bancada foi instalado em uma sala
pertencente ao Laboratorio Integrado do Meio Ambiente (LIMA),
localizada no Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental
(ENS), no campus da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis (SC). O experimento faz parte de uma linha de pesquisa
desenvolvida pelo Laboratério de Efluentes Liquidos e Gasosos
(LABEFLU).

A estrutura experimental foi concebida com a elaboragdo de seis
camaras de crescimento (unidades experimentais) expostas a um sistema
de iluminacdo artificial e controle de temperatura, meio de cultura e
ventilagdo.

4.2.1 Céamaras de crescimento

O crescimento das lemnas (Landoltia punctata) ocorreu em
recipientes de vidro de aproximadamente 3 L de volume e formato
cilindrico, apresentando um diametro principal de 14,5 cm e altura de
23,5cm.

Cada camara foi preenchida com 0,5 L de meio de cultura
segundo o Swedish Standard Institute (SIS) (vide Tabela 2, item 4.2.4).
Esse volume resultou em 4,5 cm de profundidade da coluna liquida. A
area superficial referente a essa lamina liquida foi equivalente a
165,13 cm? (0,016 m?).

As camaras de crescimento, denominadas de fotobiorreatores
(FBR), sdo o suporte para o desenvolvimento das lemnéceas, recebendo
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0 meio de cultura com nutrientes necessarios, o0 aporte de gas carbdnico
e permitindo a passagem de luz, para a realizacdo da fotossintese. Essas
camaras de crescimento estdo representadas na Figura 6.

Figura 6 — Principais elementos presentes nas camaras de crescimento.
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AR INTERNO

FAIXA DE BLOQUEIO
LUMINOSO PARAO
MEIO DE CULTURA

F—14,5cm—

Fonte: Autor.

Em cada cadmara colocou-se uma faixa preta na area lateral até a
altura em que o meio de cultura ocupava, a fim de evitar a passagem de
luz lateralmente na coluna liquida. Essa medida teve o intuito de evitar a
contaminagdo por algas e/ou outros organismos fotossintetizantes que
possam habitar a coluna liquida e competir por nutrientes com as
lemnas.

As camaras de crescimento devem ser hermeticamente vedadas
para evitar vazamentos do gas aplicado. Portanto, fez-se a vedagao, com
0 uso de plastico filme e fita adesiva nos possiveis pontos de vazamento
entre a tampa metélica e recipiente de vidro. As tampas metalicas
possuem apenas as bordas de metal, pois seu centro foi substituido por
plastico filme, de modo que permitisse a passagem de luz e a0 mesmo
tempo evitasse a saida de gas. Nesta tampa, foi deixada uma aba de
abertura, para introdugdo do equipamento de medicdo de concentracdo
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de CO, e temperatura, quando necessario. O detalhamento da tampa €
demonstrado na Figura 7.

Figura 7 — Detalhamento da tampa do FBR.

translicido

RS
Abertura para
insergdo <
dos medidores

Fonte: Autor.

Os fotobiorreatores também foram equipados com um sistema
para recirculagdo do ar interno (coolers usados em eletronicos),
objetivando a homogeneizagdo do géas na camara durante as medicGes de
CO,. Desse modo, se propds tornar as leituras mais confiaveis, uma vez
gue o0 CO, tende sedimentar devido sua elevada densidade em relagdo ao
ar. A ativacdo dos coolers de todas as camaras ocorria de forma
simultanea através de um interruptor. Tal homogeneizador possui
dimensdes quadradas de 6 cm, cada um funcionando com uma corrente
de 1,5 A, devido a presenga de uma fonte que atuava com 10 A. Essas
estruturas so ilustradas na Figura 8.
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Figura 8 — Reatores fotossintéticos em bancada.

Fonte: Autor.

4.2.2 Sistema de iluminacéo

Oszetivou—se manter uma luminosidade média de 100 pE.m?s™
(umol.m?.s™), condizente com o intervalo de 85 a 135 pE.m?Zs™,
recomendado pela norma da International Organization for
Standardization (I1SO), chamada ISO 20079 (2005); usada para
padronizacdo de testes toxicologicos. Tal faixa de Radiacdo
Fotossinteticamente Ativa (Photosythetically Active Radiation — PAR)
também condiz com o utilizado em outras bibliografias para o cultivo de
lemnas, como Caicedo (2005), Mohedano (2010) e Costa (2014).

Para garantir essa intensidade de luminosa, foram instaladas trés
lampadas de LED tipo bulbo (9 W cada) e uma fluorescente compacta
tipo espiral (45 W) de forma distribuida em um suporte acima dos
fotobiorreatores, como demonstrado na Figura 9 e na Figura 10. A
distancia entre a superficie liquida do meio de cultura e as lampadas de
LED é de 26 cm e de 16 cm em relagdo a fluorescente. Essa estrutura foi
construida para fornecer as plantas uma de 400 a 700 nm.

O sistema de iluminacdo apresentou uma poténcia total de
aproximadamente 100 W de luz branca, porém, como a poténcia
equivalente fluorescente de cada lampada de LED é de 16 W, obtém-se
uma poténcia total de 141 W.
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Figura 9 — Sistema de iluminacéo em perfil, com trés [ampadas de LED
e uma fluorescente.

g ‘-
s B 4 v

Fonte: Autor.

Figura 10 — Planta de localizagéo do sistema de iluminacdo e fotobiorreatores.

~

v

Frente do ﬁ

experimento

I, Il e 1lI: LAmpadas de LED; IV: LAmpada fluorescente; 1, 2, 3, 4, 5 e 6:
fotobiorreatores; PR: Paredes refletoras.
Fonte: Autor.

As lampadas de LED representam 60% da iluminacdo do
experimento (20% cada), enquanto que a fluorescente oferece 40%
sozinha. A temperatura da cor das lampadas de LED e fluorescente séo
de 6.500 K e 6.400 K, respectivamente, sendo incluidas na categoria de
luz fria. Para ampliar a luminosidade oferecida (principalmente pelas
lampadas) as lemnas, revestiu-se as paredes no entorno do experimento
com uma lona metalizada refletiva, sendo nitido o aumento de
intensidade de luz devido ao uso dessa. Analisando a Figura 11, nota-se
que a temperatura da cor do experimento equipara-se a luz fria, se
aproximando de um dia com céu nublado a branco frio.



53

Figura 11 — Classificagdo quanto a temperatura da cor.
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O aparelho para medir a intensidade luminosa foi o luximetro
Testo 545, com medicao de 0 a 100.000 lux, com precisao de 1 lux entre
0 e 32.000 lux. A conversdo de lux para p.mol.m?2s™ varia de acordo
com a fonte de luz. Dentre os fatores de conversdo da Apogee, 0
escolhido para o experimento foi 0,0135, equivalente a luz branca
fluorescente, visto que a temperatura da cor de ambos os tipos de
lampadas sdo similares.

4.2.3 Fornecimento de CO,

Considerou-se que a concentragdo de CO, deve se manter
constantemente elevada, simulando uma fonte fixa de CO, préxima as
lagoas de lemnas. Tal fato pode impulsionar e valorizar a combinagao
do tratamento secundario anaerébio (de elevada emissdo de biogas) com
o0 tratamento terciario de polimento efetuado pelas lemnas. O teste em
escala menor permite validar futuros experimentos em escala real.
Porém, € importante existirem tecnologias que possibilitem a exposi¢cdo
das lagoas de lemnas ao CO,, no caso, a técnica Free Air Carbon
Enrichment (FACE) é promissora para aplicacdo em escala real.
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A fonte do gas de estudo foi de um cilindro de CO, puro. Sendo
assim, captou-se 0 CO, e o enclausurou em um recipiente especial para
transportar gases, chamado de saco Tedlar, por questdes de praticidade
de manuseio com o gas. A concentracdo do gas no cilindro e no saco
Tedlar foram mensuradas pelo equipamento GEM 5000.

O célculo da concentragdo de CO, nos FBRs considerou as
variagOes da concentracdo de CO, decorrentes da contaminacdo por ar
durante a transferéncia de gas para o saco Tedlar. A concentracdo no
FBR ¢ definida pelo volume de CO, aplicado em rela¢do ao volume do
préprio recipiente, onde 1 ppm equivale a 1 mL/m3. Desse modo,
efetuaram-se regras proporcionalidade, onde se conhecia a concentracdo
tedrica a ser estabelecida no FBR e o volume de ar do mesmo (2,6 L). O
resultado ainda é multiplicado por um fator para compensar a diluicéo
do gas, de 1,18, conforme supracitado.

4.2.4 Meio de cultura

Os meios de cultura previstos na 1SO 20079 (2005), que
representam alguns dos meios existentes, proporcionam condigdes
controladas de disponibilidade de nutrientes, como o meio Steinberg
medium, Swedish Standard Institute médium, Solid medium, e APHA
medium. Esses meios de cultura tornam possivel a padronizacdo dos
nutrientes fornecidos inicialmente em todos os FBRs, provendo o
necessario para desenvolvimento das lemnas de modo que ndo limite o
seu crescimento.

O meio de cultura escolhido foi Swedish Institute Standard (SIS),
usado pela Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) 221 Draft (2000). Sua escolha foi devido a facilidade de
obtencdo dos nutrientes necessarios para seu preparo no mercado, como
o nitrato de sédio (NaNOs).

Diferentemente da ISO 20079 (2005), onde o cultivo ocorre com
cerca de 10 frondes de lemnas, a quantidade de biomassa utilizada nesse
experimento pode ser 200 vezes superior. Visto a impossibilidade de
renovacdo do meio de cultura, os nutrientes devem ser em quantidade o
suficiente para suprirem as necessidades de crescimento da lemna
durante sete dias. Sendo assim, algumas modificacdes foram feitas no
SIS Medium para garantir tal desenvolvimento, cuja descri¢do consta na
Tabela 2.

A utilizacdo desse meio de cultura permite que a concentracao de
nutrientes disponibilizada seja a mesma em todas as camaras de
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crescimento. Padronizar essa solugdo garante em parte, uma constancia
na condutividade e salinidade da mesma, at¢ o momento em que as
lemnas comegarem a consumir os sais minerais basicos presentes.

Como as lemnas geralmente ndo apresentam dificuldades de
crescimento em um potencial hidrogeni6nico (pH) entre 5 e 9, o ajuste
desse parametro ndo se torna necessario comumente. Assim, a norma
1ISO 20079 (2005) sugere que o pH do meio de cultura esteja entre 5 e 8,
dependendo da capacidade de tamponamento da solu¢do. Segundo esta
ainda, a neutralizacdo néo € permitida se o efeito do pH for refletido nos
resultados do teste, no qual modificacbes fisicas ou reacBes quimicas
forem observadas devido ao ajuste do pH.

A variacdo desse pardmetro é comum durante o dia, devido
fotossintese e respiracdo da planta. Durante o dia, a planta exposta a luz
executa a fotossintese, na qual ha a fixacdo de carbono dissolvido no
meio liquido (CO;D) e principalmente do carbono atmosférico (CO,);
diminuindo o pH do liquido na qual esta inserida. Enquanto que, durante
a respiracdo a noite, a planta libera CO,, produzindo compostos
carbonatados e, consequentemente, aumentando o pH do meio liquido.

Para garantir que a biomassa de lemnas possua quantidade de
nutrientes adequada para uma Velocidade de Crescimento Relativo
(VCR) ideal, adotada de 20 g.m™.dia™, modificou-se a concentracéo dos
sais referentes as principais fontes de N e P no meio de cultura descrito
na ISO 20079 (2005). Segundo a I1SO, a concentracdo dos sais NaNO; e
KH,PO, seriam de 85 mg/L e 13,4 mg/L, respectivamente, no meio de
cultura. Porém, foi necessario multiplicar essa concentracdo por um
fator de aproximadamente 22 e 15, respectivamente, segundo calculos
de proporcionalidade e estequiometria. Esses calculos consideraram que
a composicgao da biomassa de lemnas contém 6% de nitrogénio e 1% de
fosforo (TONON, 2016). A partir disto, obteve-se a quantidade de
NaNO; e KH,PO, necessarios na area do FBR de VCR pré-determinada.

Na Tabela 2 estdo representadas as concentracdes de cada sal no
meio de cultura, bem como sua concentracdo em cada Solucdo Estoque
prevista na 1ISO 20079 (2005). As Solugcbes Estoque servem como uma
solucdo concentrada a ser diluida para concentracdo usada no meio de
cultura. Assim, se dispde de maior praticidade no preparo do meio de
cultura, pois como essas ja contém os sais do mesmo, apenas misturam-
se 0s volumes calculados de cada Solugéo Estoque com agua destilada.

Os sais se encontravam na forma solida e foram pesados em
balanca de precisdo com as quantidades determinadas para diluir em
agua destilada e, assim, resultar nas concentracfes supracitadas na
Tabela 2.
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Tabela 2 — Composicdo do meio de cultura Swedish Standard Institute (SIS)

alterado.
Concentragéo ~
Compostos Solugéo Meio Eolugao
Estoque (g/L) (mg/L) stoque
NaNO; 18,6* 1.860,0* I
KH,PO, 2,0* 202,7* I
MgSO, . 7H,0 15 75 Il
CaCl, - 2H,0 7,2 36 "
Na,CO, 4 20 v
H;BO; 1 1 \%
MnCl, - 4H,0 0,2 0,2 \%
Na,MoO, - 2H,0 0,01 0,01 \%
ZnSQ, - 7TH,0 0,05 0,05 \%
CuSO;, - 5H,0 0,005 0,005 \%
Co(NO3), - 6H,0 0,01 0,01 \%

*Concentracdes alteradas em relagéo & 1ISO 20079 (2005).
Fonte: 1ISO 20079 (2005).

Ademais, a Tabela 3 apresenta o volume de cada Solucdo
Estoque que deve ser adicionado para o preparo de 1L de meio de
cultura. Devido ao aumento da concentracdo de sais na Solugédo Estoque
I, 0 volume desta a ser adicionado no meio de cultura foi modificado (de
10 mL para 100 mL). Tal medida evita que o soluto atinja o limite
maximo de solubilidade no solvente, isto é, que garante que o sal ndo
precipite na agua destilada e, portanto, no meio de cultura.

Tabela 3 — Volume referente a cada solugdo estoque adicionado
no meio de cultura modificado.

Solucéo Estoque Volume (mL)
I 100*
I 5
1l 5
v 5
\% 1

*Volume alterado em relagéo a 1ISO 20079 (2005).
Fonte: ISO 20079 (2005).
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi elaborado de modo a testar se as elevadas
concentrages de CO, interferem ndo somente no teor de amido, mas
também na velocidade de crescimento e na sanidade e morfologia das
lemnas. Para isso, foi necessario manter todas as condi¢cGes ambientais
externas constantes (temperatura, meio de cultura, luminosidade e
ventilacdo), variando apenas a concentracdo de CO, para permitir a
analise de seus efeitos. Dessa maneira, admitiu-se uma variagdo minima
de luz e temperatura, cujas particularidades sdo melhores discutidas nos
itens 4.2.2 e 4.2.4.

Apos observar os valores de concentraces de CO, aplicadas as
lemnas em trabalhos cientificos, determinou-se por expor a biomassa de
lemnas a dois niveis de concentracdo: 400 ppm (padrdo) e acima de
6.000 ppm (elevado). Sendo chamados de situacdo A e situagcdo B,
respectivamente neste trabalho. A comparacdo dos efeitos na biomassa
para cada nivel de concentragdo norteou este estudo.

Como a concentracdo média de CO, na atmosfera vem se
elevando nas Ultimas décadas, o valor mais atualizado para se utilizar é
400 ppm (KEELING, 2016). Sendo assim, estabeleceu-se esta
concentragcdo como o controle do sistema, visto que a tecnologia prop6e
gue as lagoas de lemnas fiqguem expostas ao CO, atmosférico.

A decisdo do limite minimo para concentracdo de CO, superior a
atmosférica a ser aplicada nos reatores foi fundamentada no trabalho de
Andersen e colaboradores (1985). Esses autores obtiveram resultados
significativos para o crescimento das lemnas (Lemna Giba) com
enriquecimento de CO, utilizando concentragdes acima de 6.000 ppm.
Além disso, na pesquisa de Mohedano (2010), também se obteve
resultados positivos para o crescimento das lemnas, remocdo de
nutrientes e acimulo de amido, com valores acima de 6.000 ppm, sendo
o0 melhor resultado obtido com 100.000 ppm, cuja concentragdo nado
ocasionou efeito toxico as lemnas. Ademais, outros autores também
obtiveram sucesso usando valores préximos ou acima de 6.000 ppm,
como Gerald (1985), Landolt e Kandeler (1987).

Os fotobiorreatores foram planejados em ftriplicatas, ou seja,
aplicava-se uma concentracdo de CO, superior a 6.000 ppm em trés
FBRs; e uma concentracdo atmosférica nos outros trés restantes. A
posicdo dos seis FBRs foi escolhida de forma aleatéria, para ndo definir
propositalmente alguma posicdo possivelmente mais favoravel ou
menos favoravel para o crescimento das lemnas. Essa randomizagéo
teve como objetivo tornar o experimento mais fidedigno e imparcial
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possivel. Assim, decidiu-se previamente que 0s ndmeros pares
receberiam quantidade extra de CO,. O resultado do sorteio das posi¢des
pode ser visto na planta de localizacdo da Figura 10 (item 4.2.2), com a
numeracdo dos FBRs. A Figura 12 apresenta o esquema simplificado do
ensaio.

Figura 12 — Esquema simplificado do ensaio.
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O ensaio foi realizado durante o periodo de 7 dias, pois estudos
evidenciaram que o tempo de senescéncia de uma lemna é de
aproximadamente 10 dias. Portanto, neste periodo a mesma ja se
reproduziu, atingindo a fase exponencial e estacionéria de crescimento,
e esta iniciando a fase de morte (declinio do crescimento). A fim de
analisar a consisténcia dos dados e verificar se ha incoeréncias ou erros,
optou-se por repetir trés vezes esta analise, buscando fazé-la de forma
idéntica. A cronologia dos trés ensaios esta esquematizada na Figura 13,
com os intervalos para adaptacdo das lemnas as condicGes artificiais,
entre um e outro.

Figura 13 — Cronologia do experimento desenvolvido em 2017.
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E1l: Ensaio 1; E2: Ensaio 2; E3: Ensaio 3; 11: Intervalo 1; 12: Intervalo 2.
Fonte: Autor.

Para definir o nimero de dias de intervalo, analisou-se a
velocidade de crescimento apds 5, 7 e 10 dias de ensaio. Em cada um
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deles inoculou-se a biomassa de lemnas da pré-cultura nas condicfes
artificiais. As velocidades de crescimento para a duracdo de 5 e 7 dias
foram semelhantes, enquanto que a de 10 dias foi menor. Portanto,
utilizar um intervalo entre 5 e 7 dias para adaptacdo das lemna foi
adotado entre um ensaio e outro. E importante ressaltar que ao iniciar
cada ensaio oficial, foram selecionadas as lemnas com aparéncia mais
saudavel, pois era indesejavel utilizar os individuos ja na fase de
senescéncia e/ou com sanidade ja comprometida.

4.4 PROCEDIMENTOS
4.4.1 Pré-cultura e testes preliminares

Coletou-se uma determinada massa de lemnas da espécie
Landoltia punctata em campo, de uma lagoa natural na Estagdo de
Pesquisa em Aquicultura da UFSC, Barra Lagoa — Florianépolis.

Durante todo o cultivo das lemnas em laboratério, realizou-se o
monitoramento dessas culturas, observando respostas visuais que 0
organismo das lemnas apresentava para as novas situagdes, no quesito
morfoldgico e fitossanitario, principalmente.

Primeiramente realizou-se uma adaptagdo dessas lemnas,
colocando-as em uma cultura estogue, a fim de dispensar a necessidade
de coletar biomassa em seu habitat natural diversas vezes.

A fase de cultura estoque se iniciou antes mesmo da montagem
da estrutura do experimento, com o intuito de cultivar as lemnas fora
desse habitat natural. Assim, as lemnas ficaram expostas a luz solar e
foram mantidas primeiramente em recipientes com um meio de cultura
equivalente a uma solucdo de &gua potdvel com fertilizante NPK
(30:10:10) na concentracdo de 1 g/L. Esse meio de cultura foi uma
medida paliativa até a chegada de reagentes para o preparo do meio
Swedish Standard Institute.

Ao transferir as lemnas para a estrutura em escala de bancada, as
condi¢cdes ambientais ja eram as mesmas do experimento em si, 0 que
caracteriza a pré-cultura. Nesse cultivo, h4 adaptacdo ao meio artificial,
onde a iluminagdo provém de lampadas. Segundo a ISO 20079 (2005), a
pré-cultura deve ser axénica, isto é, que ndo possuir qualquer tipo de
contaminagdo e existir somente uma espécie de organismo sendo
cultivado.

Para buscar uma axenia na pré-cultura, realizou-se diversas
lavagens das lemnas com agua da torneira corrente com auxilio de uma
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peneira. Ademais, retirou-se com pinga todos 0s o0rganismos
macroscopicos visiveis (helmintos, crustaceos, insetos, besouros, entre
outros). Apds tais procedimentos, as lemnas ficaram de molho em uma
solucdo de hipoclorito de sédio 0,5%, durante 4 minutos, e depois fez-se
seguidos banhos com agua da torneira e destilada (LALAU, 2014).
Além disso, removeram-se as eventuais lemnas de outras espécies, como
as do género Wolffia. Ao longo do tempo de cultivo, também foi-se
selecionando as lemnas mais saudaveis aparentemente, retirando os
exemplares de coloracdo amarelada, com necroses, com infestagdo de
algas e fungos.

Apos trés semanas de adaptagdo a esse meio de cultura e expostas
a luz solar, as lemnas foram alocadas para a estrutura experimental ja
montada. Nesta estrutura, houve a adaptacdo a iluminagdo artificial
controlada por um fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro) e adaptacdo a
todas as condigOes de possivel estresse a planta, como temperatura,
umidade e ventilagdo. Assim, a biomassa de lemnas foi dividida
igualmente e inoculada em cada um dos seis FBRs (7 g). Nessa fase
ainda houve a aplicacdo de CO,, realizando testes durante trés a quatro
semanas para simular como o experimento iria ocorrer e aprimorar a
metodologia da tecnologia desenvolvida.

Primeiramente, testou-se a estanqueidade do FBR, aplicando uma
concentracdo conhecida de g&s na cmara sem meio de cultura e
lemnéaceas, a fim de averiguar a eficacia da vedacdo proposta (através de
medicdo com equipamento Testo 435-4). Quando a concentracdo se
manteve constante por mais de 24 h, considerou-se a cAmara estanque.

Averiguada a estanqueidade, pode-se realizar testes prévios para
andlise do decaimento de CO, para cada concentracdo (400 ppm e
valores acima de 6.000 ppm) dentro da cdmara de crescimento das
lemnas. Isto é, aplicava-se a quantidade necessaria para atingir cada
concentracdo e em seguida monitorava-se 0 consumo desse gas pelas
lemnas ao longo do periodo luminoso, até que o mesmo apresentasse
uma queda brusca na concentracdo. Essa angulacdo maior na curva de
decaimento indica o periodo em que é necessario repor uma parcela do
gés. Sabendo a concentracdo decaida, calcula-se a quantidade a ser
acrescentada para retornar a concentracéo inicial.

4.4.2 Partida do experimento e inoculagdo da biomassa

Em cada FBR foram introduzidas 79 de lemnas frescas,
espalhando-as em 0,5L de meio de cultura. Essa quantidade foi o
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suficiente para preencher a area da superficie liquida dentro do FBR de
forma que as lemnas ndo se sobrepusessem, possibilitando que todas
ficassem expostas a luz e a condicGes de crescimento semelhantes. Esse
peso fresco (7 g) foi determinado para promover uma densidade ideal de
lemnas entre 400 e 600 g.m2, com base no peso fresco (SKILLICORN,
SPIRA, JOURNEY, 1993; CHENG et al., 2002).

Para iniciar o experimento, foi necessario aplicar manualmente a
guantidade de CO, calculada com uma seringa dentro das camaras de
crescimento, a fim de atingir a concentragdo requerida para cada trio de
potes. Para isso, foi realizada a calibragdo da seringa com o medidor da
concentracdo de CO,, através da comparacdo dos célculos de quantidade
de gas com as concentragdes marcadas no medidor.

4.4.3 Avaliacdo da produtividade da biomassa de lemnas

A produtividade da biomassa de lemnas é avaliada conforme a
velocidade de crescimento da mesma, podendo resultar em uma
valorizacdo da tecnologia desenvolvida devido a eficacia na producdo.
Segundo Mohedano (2010), esta ¢é a fase que merece extrema atencéo e
rigor na metodologia, pois a producdo de biomassa é o principal
indicador do tratamento avaliado. Ha trés maneiras de se quantificar o
crescimento das lemnas, através do: peso seco (1); peso Umido (2); e
numero de frondes (3). As velocidades de crescimento mais utilizadas
na bibliografia se baseiam no peso seco, apontando este como 0 modo
mais confidvel para avaliar um aumento de biomassa. O fato de as
lemnas serem plantas aquaticas faz com que o seu peso Umido (ou
fresco) possua uma umidade elevada, de 90% a 95%, podendo conferir
certa imprecisdo aos dados devido a essa variacdo. Ja a contagem do
numero de frondes é uma medida descartada para o presente estudo, pois
¢ uma forma mais aplicada a experimentos que desenvolvam pequenas
populacdes de lemnaceas. Por exemplo, a area ocupada pelas lemnas
neste experimento (165 cm?) pode conter de 2.500 a 3.000 frondes,
sendo inviavel devido a lentiddo do processo.

A Unica dificuldade encontrada na utilizacdo do peso seco como
pardmetro no célculo das velocidades de crescimento é a
impossibilidade de obté-lo no inicio do experimento. Ou seja, a
biomassa inoculada no primeiro dia de ensaio permite efetuar somente o
peso Umido, visto que a secagem ocasionaria a morte desses
organismos, enquanto que, ao fim do sétimo dia de ensaio, é possivel
obter 0 peso Umido e seco da biomassa.
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O crescimento especifico (CE) é uma maneira direta de perceber
a reproducdo dos clones de lemnas, porém permite avaliar apenas de
modo mais particular para cada estudo. Dessa forma, também se avaliou
a Velocidade de Crescimento relativo (VCR) e a Velocidade de
Crescimento especifico (VCE), a fim de comparar os resultados com
bibliografias. A VCE se destaca para representacdo do crescimento
devido a configuragdo em bancada do experimento, no qual a
guantidade de lemnas aumenta exponencialmente sem a retirada do
excesso de biomassa. Sendo assim, utilizaram-se as Equacfes 3 a 5 para
descrever o crescimento e sua velocidade.

CE =p1-pO0 (3)
VCR = PO/ (4)
VCE = In (pl)A_tln (p0) (5)

Onde:

CE = Crescimento Especifico (g)

p0 = Peso inicial (g)

pl = peso final (g)

N = duracéo do ensaio (dias)

VCR = Velocidade de crescimento relativo (g.m?.dia™)
VCE = Velocidade de crescimento especifico (g.g™.dia™)
At = t1-t0 = variacdo temporal (dias)

4.4.4 Fotoperiodo

Como a lemnas necessitam de luz somente durante um periodo do
dia, as ldmpadas foram conectadas a um temporizador para controlar o
fotoperiodo em 14 h/10 h (luz/escuro). Algumas bibliografias constam o
uso de um fotoperiodo maior, de 16 h/8 h, porém devido questdes de
logistica do experimento e um aparente estresse da planta exposta por
longos periodos de iluminagdo artificial, optou-se por executar
14 h/10 h. O objetivo foi simular uma iluminagdo natural do dia,
estimulando a fotossintese, assim como um periodo de escuriddo,
promovendo uma respiracdo adequada as lemnas.
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4.45 Temperatura

A temperatura definida para manter-se constante nos FBRS neste
trabalho foi de 24 °C + 2 °C. Este valor é utilizado pelos testes de
toxicidade previstos na ISO 20079 (2005). A norma afirma que a
temperatura deve se manter ao longo do periodo experimental,
permitindo um desvio inferior a £ 1 °C em todos os recipientes. Além
disso, a mesma recomenda um controle continuo deste parametro.

A temperatura foi aferida em intervalos de aproximadamente 4 h
durante o fotoperiodo (claro) ao longo dos 21 dias referentes aos trés
ensaios. A verificacdo para observar a manutencdo deste pardmetro
dentro de uma faixa apropriada para o desenvolvimento das lemnas foi
realizada com um termdmetro no interior das cAmaras.

O artificio para manutengdo da temperatura escolhido foi a
presenca de um ar condicionado na sala de manipulacdo. Tal estratégia
foi adotada no periodo de adaptacdo, onde se estabeleceu uma
temperatura ambiente em torno de 18°C na sala para que a temperatura
no experimento fosse mantida a 24 °C; visto que as lampadas aquecem a
regido préxima as camaras.

45 MONITORAMENTO
45.1 Fase gasosa

A fim de buscar uma concentracdo em niveis constantemente
acima de 6.000 ppm, houve a adicdo esporadica e manual de gas nos
trés FBRs ao longo do periodo luminoso. A medida que as lemnas no
interior desses FBRs foram consumindo o CO,, percebido através da
queda da concentracdo lida em equipamento, foi feita a aplicacdo da
guantidade necessaria para reestabelecer valores elevados novamente.

A lemna necessita de uma massa de gas aplicada diariamente para
permitir seu crescimento. Portanto, esse parametro norteou os calculos,
a fim de balancear o nimero de aplicagdes de gas com a concentragéo
estabelecida.

No presente experimento, supds-se que a lemnas apresentariam
uma Velocidade de Crescimento Relativo (VCR) ideal de 20 g.m?.dia™.
O estabelecimento desse valor teve o intuito de ndo limitar o
crescimento elevado através da fotossintese. A partir dessa velocidade,
pode-se inferir que as lemnas possuiriam 0,13 g de Carbono (C) em sua
estrutura, conhecendo a area superficial ocupada no FBR e sabendo que
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as mesmas possuem cerca de 40% de C em sua composicdo. Como 0
CO, atmosférico é a fonte de Carbono para as lemnas, fez-se uma
proporcao estequiométrica, onde seria necessario 0,48 g deste gas para
permitir tal crescimento ideal. Dessa forma, utilizou-se a equacdo de
Clapeyron (Equacdo 6) para calcular o volume referente a massa de 1
mol de CO, e fez-se uma proporcionalidade com a massa obtida
anteriormente para determinar o volume de gas necessario (com base na
temperatura média de cada exnsaio), resultando, em média, 335 mL de
CO, aplicado por dia.

P.V=nRT (6)

Onde:

P = pressdo (atm);

V = volume do gas (L);

n = n° de mols do gas;

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm.L/mol.K);
T = temperatura absoluta (K).

A aplicacdo desse volume de gas em relagdo ao volume do FBR
(mL/m?3) determina a concentracdo necessaria, cujo valor resultou em
torno de 105.000 ppm (0,1%) diariamente. Contudo, ao invés de efetuar
uma Unica aplicacdo com esta concentracdo, preferiu-se manter a
concentracdo em um valor menor, porém mais constante ao longo do
periodo luminoso. Sendo assim, adotou-se manter 20.000 ppm nos
FBRs, com aplicagdes de gas em torno de 5 vezes por dia, efetuadas em
um intervalo aproximado de 3 h. O volume adicionado para alcancar a
concentracdo adotada é multiplicado por um fator para compensar a
diluigdo da fonte de CO,, resultando em aproximadamente 65 mL por
aplicacdo.

A Tabela 4 apresenta os pardmetros de calculo reunidos, com
destaque para o resultado da quantidade de CO, necesséria para ser
aplicada diariamente.

Tabela 4 — Pardmetros para determinar detalhes do
monitoramento da fase gasosa.

Parametros Valores
VCR ideal (g.m”.dia™) 20
Area superficial (m?) 0,0165

Velocidade de crescimento (g.dia™) 0,33
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Proporcéo C na lemna (%) 40
Massa de C na lemna (g) 0,13
CO, necessario aplicar por dia (g) 0,48
Massa de 1 mol de CO, (g) 44
Equacéo de Clapeyron-Volume (L) 24,8
CO, necessério (mL) 272,6
Volume FBR (m?) 2,6.10°
[CO,] diéria aplicada (ppm) 104.854
[CO,] adotada inicial (ppm) 20.000
Fator de diluigdo - saco Tedlar 1,23
Volume aplicado pela seringa (mL) 64
NP° aplicagdo por dia com a seringa 5
Volume aplicado/dia (mL) 341
Tempo de luz (h) 14
Intervalo de medicéo (h) 2,7

Fonte: Autor.

As medicOes da concentracdo desse gas foram realizadas antes e
apos cada aplicagéo de CO,, utilizando o equipamento Testo 435-4 no
Ensaio 1 e GEM "™ 5000 nos Ensaios 2 e 3. A troca de equipamento foi
devido a danificagéo do primeiro, no intervalo entre um ensaio e outro.

O intervalo de medigdo do equipamento da Testo abrange de 0 a
10.000 ppm (com precisdo de 1 ppm), enquanto que o0 equipamento
GEM™ 5000 compreende de 0,0 a 100,0% (com precisdo de 0,1%).
Sabendo que 10.000 ppm corresponde a 1%, a precisdo do equipamento
Testo 435-4 é 1.000 vezes maior do que 0 GEM™ 5000, porém como o
objetivo deste estudo ndo é manter a concentracdo elevada em um valor
exato, e sim acima de 6.000 ppm, o uso deste equipamento foi coerente.

O equipamento Testo 435-4 possui uma sonda para avaliar a
Qualidade do Ar Interior (QAI), com diferentes sensores para mensurar
0s multiparametros. No caso do teor de CO,, a sonda utilizada é a
infravermelha.

O equipamento GEM™ 5000 possui uma peculiaridade, pois para
mensurar a concentragdo de uma amostra de gés, é necessario suga-lo
com uma vazdo de 0,5 md¥/s através de duas mangueiras e uma bomba
interna. Dessa forma, o aparelho diminui a concentracdo do gas em um
recipiente enclausurado, ao passo que o mede. Entretanto, essa sucgdo
ndo prejudicou o experimento, pois se acrescentava a quantidade
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complementar de gas para atingir a concentracdo desejada, lida no
medidor. Assim como na sonda Testo, a leitura de dados € realizada por
uma sonda infravermelha (termopar).

Aproximadamente 1 min antes de realizar tais medigdes, 0s
coolers eram acionados para homogeneizar o volume de ar dentro da
camara de crescimento, desligando-o logo em seguida. Durante a noite,
porém, esses homogeneizadores ficavam ativados para promover uma
respiracdo melhor das lemnas, pois caso o CO, presente se acumulasse
na superficie acima da planta, poderia dificultar a liberagdo do produto
da fotossintese pela mesma. A adocdo desta acdo foi intuitiva, pois no
periodo de testes prévios, as lemnas adquiriam uma pigmentacdo
amarelada de um dia para o outro.

4.5.2 Fase aquosa

O monitoramento da fase aquosa foi realizado no inicio e ao
término de cada ensaio, ou seja, no primeiro e no sétimo dia de ensaio.
Os parametros analisados nos dois momentos foram: pH, nitrato (NO3")
e fosfato (PO,°).

No momento inicial, somente uma amostra foi coletada: a do
meio de cultura recém-preparado para ser introduzido em todos os
FBRs. Desse modo, tiveram apenas trés amostras, referentes aos trés
ensaios realizados. Ja ap06s a conclusdo de cada ensaio, 0s meios de
cultura de todos os seis FBRs foram coletados para avalicdo desses
pardmetros, resultando em 18 amostras. Tais amostras do meio de
cultura foram coletadas com o uso de peneira para separacdo entre
biomassa e meio liquido, sendo filtradas e armazenadas em recipientes
plésticos de 50 mL no congelador.

A afericdo de nitrato de fosfato teve o objetivo de determinar a
remocdo de nutrientes, relacionando o consumo desses com 0O
crescimento da biomassa de lemnas e possiveis fatores limitantes ao
desenvolvimento dessa. Enquanto que a medicdo de pH verificou
através do pHmetro se as elevadas aplicacdes de CO, interferiram na
formacéo de ions e acidificou 0 meio aquoso.

As analises de NO5 e PO, foram realizadas pelo Kit de Nitrato e
o Kit de Orthofosfato A/C, respectivamente, ambos da Alfakit. A andlise
de nitrato foi fundamentada no Método da Brucina, de acordo com
descrito em Organic Reagents for Trace Analysis (MERCK; 1977).
Enquanto que, a analise de ortofosfato foi realizada conforme o Método
do Acido Ascorbico adaptado do Standard Methods for the Examination
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of Water and Wastewater; 21°edicdo de 2005, intitulado com o nimero
4500 E. 4-153.

45.3 Biomassa

A avaliagdo qualitativa da biomassa de lemnas foi decorrente da
andlise do teor de amido na lemna e da morfologia e sanidade dessas
plantas. J& a analise quantitativa observou as velocidades de crescimento
e produtividade da biomassa de lemnas, como visto no item 4.4.3.

Ao término de cada ensaio, foi feita a pesagem da biomassa
fresca de lemnas, retirando o excesso de agua presente nesta através de
uma peneira e papel toalha (deixando-a apenas Umida). Desta quantia
fresca, pesada e anotada, separavam-se alguns exemplares de lemnas — 4
a 5 clones de cada FBR — para fotografar com escala (régua) e analisar
em seguida as caracteristicas morfoldgicas e fitossanitarias da planta.
Em seguida, a biomassa era aquecida a 55 °C durante 24 h em estufa.

Ap0s secas, pesa-se novamente a biomassa e s entdo se inicia o
procedimento de analise de Amido Total (Kit) — descrita no Anexo A —
sendo necessaria a maceracao desta biomassa seca. Essa analise consiste
na introducdo de enzimas que degradam o amido presente na amostra de
lemnas secas e o transformam em glicose. Através da coloragdo da
amostra, resultava-se em determinada absorbancia, cujo valor era
introduzido na férmula para calculo do teor de amido total. O Kit
forneceu uma amostra padrdo, com teor de amido conhecido possibilitar
uma conferéncia da analise.

Com a secagem, também é possivel calcular a umidade dessa
biomassa de macroéfitas aquaticas. Determinar um valor mais preciso da
umidade permite o conhecimento mais conciso da parcela seca de
biomassa, embasando o calculo das velocidades de crescimento que
utilizam a biomassa seca. Nesse contexto, a Figura 14 esquematiza o
que ocorre apods o término de um ensaio de sete dias.
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Figura 14 — Esquema metodologia término ensaio.
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1: Anélise da morfologia e sanidade das lemnas; 2: Andlise da velocidade de
crescimento; 3: Andlise de acimulo de amido nas lemnas.
Fonte: Autor.

4,5.3.1 Avaliacdo dos aspectos morfolégicos e de sanidade da lemna

A sanidade das lemnas é diretamente proporcional com a
eficiéncia do tratamento de efluentes e com a produtividade de
biomassa, passivel de valorizacdo (bioetanol). Portanto, avaliar esse
aspecto é essencial para fundamentar a tecnologia estudada.

Para determinar a sanidade vegetal, também é necessario
observar as caracteristicas morfolégicas da planta, atentando para a
forma das estruturas componentes. Em escala real, tal avaliago deve ser
mais relevante, onde a observacdo e controle desses aspectos sdo
determinantes no manejo e na obtencdo de bons resultados.

A importdncia da avaliagdo morfoldgica da planta estd no
possivel entendimento de niveis de estresse submetidos ao organismo,
associados a superpopulacdo, as condicBes climaticas extremas, a
toxicidade do meio, entre outros. Os indicadores avaliativos foram
embasados nos utilizados por Mohedano (2010) e dividem-se em dois
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grupos: nos aspectos gerais da populacdo lemnacea; e nos aspectos dos
individuos (amostra de clones de lemnas). A Tabela 5 dispde desses
aspectos indicadores.

Tabela 5 — Divisdo proposta dos aspectos morfolégicos e de sanidade da lemna.

Aspectos
Gerais da populagéo Individuais
Mudangca de cor na populagdo Comprimento das raizes
Espécies invasoras de plantas Comprimento das frondes
Sobreposi¢do elevada de lemnas Cor das frondes
Clareiras na superficie liquida Necrose
Aurraste pela ventilacéo Clorose

Fonte: Adaptado de Mohedano (2010).

4.5.3.1.1 Avaliacdo do aspecto geral da populagdo de lemnas

Para avaliar os aspectos gerais, foi necessario haver a observacéo
na pigmentacdo das lemnas, com areas manchadas destoando do resto da
populagcdo como, por exemplo, as machas de pigmentacdo amarelada
(clorose) e as machas com pigmentagdo esbranquigada ou amarronzada
(necrose).

Os aspectos gerais foram observados e fotografados ao longo do
ensaio, com anotacGes sobre a aparéncia macroscopica da populacdo de
lemnas. Na analise das caracteristicas gerais procurou-se relacionar as
diferencas entre as populacGes expostas a concentracdes elevadas e
atmosféricas de CO,, bem como foi necessario relacionar com os
resultados de acimulo de amido, a fim de encontrar um padrdo nas
lemnas submetidas a presente tecnologia. Caso um padrdo for
encontrado, 0 mesmo pode permitir um discernimento melhor do
andamento de trabalhos futuros.

A tabela de tonalidades deve possuir uma coloracdo padréo,
obtida a partir de lemnas saudaveis que ndo foram expostas a tecnologia,
isto é, referente as lemnas cultivadas durante o periodo de adaptagéo
(pré-cultura). Nesse periodo, as macrdfitas receberam iluminagéo
natural da luz solar e, mais proximo ao inicio do Ensaio 1, cultivou-as ja
em meio de cultura Swedish Institute Standard, presente na ISO 20079
(2005). Dessa forma, os clones-padrdo obtiveram fonte de nutrientes
equivalente a testada no estudo, visto que o meio de cultura foi 0 mesmo
utilizado nos trés ensaios decorrentes.
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A coloracéo das lemnas consideradas como padrdo neste estudo
se assimilaram com o padrdo definido no trabalho de Mohedano (2010),
utilizando-se, portanto, a mesma cor padrdo. As lemnas cultivadas como
padrdo no presente estudo estdo ilustradas na Figura 15.

Figura 15 — Coloracdo das lemnas consideradas como padréo
de sanidade e morfologia.

Fonte: Autor.

As tonalidades foram colocadas em sequéncia gradual, em
relacdo a cor padronizada de sanidade. Esses tons foram criados de
forma a retratar os principais estados das lemnas, onde as plantas com
aparéncia verde mais escuro representam as mais saudaveis e as plantas
com coloracdo mais clara demonstram maior senescéncia.

Ao analisar a fotografia apenas de um clone, torna-se limitado
dizer que aquela coloracdo representou a tonalidade de toda a biomassa
presente no FBR. Portanto, além da analise individual, neste caso,
também se observou as fotografias da area superficial total de cada FBR.
Nessa situacdo, a escolha da cor (condizente entre escala e imagem) é
realizada de acordo com a predominancia do tom na referida fotografia.

Segundo Mohedano (2010), a determinacdo dos tons de cores foi
feita através do uso do software Corel Draw, cujo sistema RGB (Red,
Green, Blue) péde formar as cores pela composicdo de vermelho, verde
e azul, em diferentes proporcgdes. Essa proporgéo se obteve por meio de
uma escala numérica de 0 a 255, onde, de acordo com o nimero, dosou-
se a quantidade de cor no tom final.

Ainda conforme a metodologia criada pelo autor, a imagem
referente as frondes das lemnas deve passar por um tratamento com
acréscimo de 80% de contraste e, posteriormente, ter seus pixels
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comparados com a escala, criada com 8 tons, de acordo com a Tabela 6.
A utilizacdo da mesma escala de cores de Mohedano (2010) se deu a fim
de uniformizar uma metodologia para analise de cor relacionada a
morfologia e sanidade da planta.

Tabela 6 — Escala de cores (RGB) ordenada numericamente de acordo
com o estado de sanidade das lemnas.

R 32 82 131 172 221 248 255 216
G 108 135 180 185 238 214 255 216
B 22 11 8 3 4 8 255 216

Fonte: Mohedano (2010).

Mohedano (2010) definiu que as cores de 1 a 5 representam as
lemnas verdes; a 6 se refere as frondes amareladas; enquanto que as de 7
a 8 figuram as lemnas brancas ou com fungos. Dessa forma, determinou
cinco estados de sanidade: 6timo, bom, regular, ruim e frondes mortas,
conforme a Tabela 7.

Tabela 7 — Correlagéo entre estado de sanidade, numeracdo e cor.

Estado de Sanidade NuUmero da Cor Escala de Cores
Bom 3 3
Regular 4e5 4 5
Ruim 6 6
Mortas 7e8 7 8

Fonte: Mohedano (2010).

4.5.3.1.2 Avaliagdo do aspecto de plantas individuais (clones)

Na avaliacdo individual, o enfoque na morfologia da lemna foi
maior do que no aspecto geral da populagdo, sendo realizada uma
andlise biométrica das partes componentes dos clones de lemnas de cada
fotobiorreator.

Nessa situacdo, 4 a 5 amostras de lemnas de cada FBR foram
fotografadas, atentando-se para a presenca de escala na foto — através de
uma régua — para permitir a posterior medi¢do dos comprimentos da raiz
e fronde dos exemplares amostrados. Para isso, utilizou-se o software
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Screeen Caliper® (paquimetro virtual) para facilitar a medicdo das
estruturas visiveis da lemna.

Como a area superficial ocupada pelas lemnas nos FBRs é
relativamente pequena, comparado as lagoas em escala real e piloto, a
totalidade dessa area pode ser analisada quanto a tonalidade da fronde.
Dessa forma, apenas foi verificado se a amostragem individual
representava a coloracdo da populagdo presente no FBR, ndo
necessitando uma analise em separado.

4.6 EQUIPAMENTOS E METODOS

Os parametros fisico-quimicos sdo fundamentos para constatar
caracteristicas relevantes, tanto qualitativas quanto quantitativas do meio
de cultura e da biomassa de lemnas. A Tabela 8 compila os
equipamentos e métodos utilizados em cada parametro analisado no
presente trabalho.

A principal analise realizada foi a de quantificacdo do teor de
amido na biomassa lemnécea, essencial para a comprovacdo da hipdtese
do trabalho. O Kit de Amido é o mesmo utilizado pela maioria das
bibliografias encontradas.

Tabela 8 — Parametros e metodologia.

Parémetro Equipamento ou Método
pH pHmetro.

Testo 435-4 - Instrumento de medigdo multifuncdes;
Termdmetro de mercario.

Temperatura

Fotografia e escala de cores (RBG), com tratamento
da imagem (contraste 80%).
Intensidade de luz Testo 545 - Luximetro.

Testo 435-4 - Instrumento de medicdo multifuncoes;
Concentragdo de CO, GEM'™ 5000 (LANDTEC) - Instrumento de medicéo
de concentracdo de gases.

Morfologia e sanidade

Teor de Amido Kit de Amido Total (Megazyme).
Fosfato (PO,*) Kit de Orthofosfato — Alfakit.
Nitrato (NO3) Kit de Nitrato — Alfakit.

Estufa de esterilizagdo e secagem com renovacao/

Taxa de crescimento circulacdo de ar (24 h; 55 °C).

Fonte: Autor.
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4.7 ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados foram analisados a partir da organizacdo dos dados
em formato de gréficos e tabelas, obtidos pelo uso do programa Excel
2007 (Microsoft). Analises estatisticas de comprovacao da hipdtese do
trabalho foram realizadas através do software SESTATNET®.

As informages estatisticas de teste de hipdteses devem ser
apresentadas de forma estruturada no software, seguindo um movimento
de transposicdo da &rea estatistica para a realidade pesquisada. O nivel
de significancia (o) adotado foi de 0,05, sendo determinado um conjunto
de hipéteses HO e H1 para cada teste estatistico aplicado.

O teste de hip6tese foi aplicado para determinar a relagdo das
categorias qualitativas: exposi¢do a concentracdo atmosférica de CO, e
exposicdo a concentragdes elevadas de CO, (A e B, respectivamente)
com as varidveis quantitativas de: teor de amido; velocidade de
crescimento; caracteristicas do meio de cultura (pH, concentracdo de
nitrato e de fosfato); e temperatura.

Primeiramente, realizou-se o Teste Qui-quadrado de aderéncia a
distribuicdo normal dos valores quantitativos correspondentes as duas
categorias da varidvel qualitativa. Quando a variavel quantitativa ndo
atende as restricbes de normalidade, utiliza-se o teste U de Mann
Whitney, a fim de analisar a relacdo entre duas varidveis; qualitativa
(QL) e quantitativa (QT). Em caso de confirmacdo de aderéncia a curva
normal, aplica-se o teste T de Student.

Ressalta-se que o teste U de Mann Whitney também ¢é utilizado
como alternativa ao teste T de Student. Nesse caso, 0 valor numérico é
desprezado e trabalha-se com a ordem ou posto das variaveis.

A aplicacdo do teste T de Student possui duas ramificacGes,
dependendo da presenca ou ndo de homocedasticidade entre as
distribuicBes, isto é, da semelhanca ou distingdo das varidncias. A
verificagdo se d& pelo Teste de Levene. Em caso de confirmagdo da
homocedasticidade, utiliza-se o teste T de Student com variancia
agregada; caso contrario, aplica-se apenas sua formula geral.

Nesses testes, se obtém a probabilidade de significancia (pvalor),
a qual é comparada com o nivel de significAncia (o) para decidir
estatisticamente a hipotese HO ou H1. Assim, com base na diferenca
entre as médias, é possivel determinar a presenca (H1) ou auséncia (HO)
de associacdo entre as variaveis.


http://www.sestatnet.ufsc.br/sestat/ajuda.php?arq=conteudo/normalidade.htm
http://www.sestatnet.ufsc.br/sestat/ajuda.php?arq=conteudo/normalidade.htm
http://www.sestatnet.ufsc.br/sestat/ajuda.php?arq=conteudo/teste_t_independentes.htm
http://www.sestatnet.ufsc.br/sestat/ajuda.php?arq=conteudo/variavel_mensuracao.htm
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MONITORAMENTO DA PRE-CULTURA

Ao transferir a biomassa lemnacea da cultura estoque para a pré-
cultura (iluminagdo natural para artificial), ambas ilustradas na Figura
16, observou-se um crescimento com velocidade menor. De acordo com
Cross (2006), esse curto periodo cujo crescimento é inferior deve-se as
adaptacdes metabdlicas da lemna. O tempo para adaptacdo foi testado
antes de se iniciarem 0s ensaios, nos quais se concluiu que cinco dias
seriam necessarios para que as lemnaceas retornassem a ter um
crescimento normalizado.

Figura 16 — Cultura estoque, com iluminacédo natural, e pré-cultura, com
iluminacéo artificial.

A) cultura estoque; B) pré-cultura.

A troca do meio liquido, de uma solugdo com 1g.L™" de NPK
(30:10:10) para o0 meio de cultura, preparado como o original descrito na
ISO 20079 (2005), resultou em um aumento nitido no tamanho das
raizes (de 1,0 cm para 3,5 cm em média). Tal mudanca indicou uma
necessidade de incremento de nutrientes no meio de cultura para um
crescimento ideal, sendo um dos motivos para a adaptagéo dos valores
da norma.

Por vezes, a pré-cultura demonstrou alteracdes negativas nas
caracteristicas fitossanitarias das lemnas. Nesse caso, as macrofitas
apresentavam coloracdo amarelada (cloroses) pela simples mudanca do
cultivo estoque natural para o artificial. Acredita-se que o estresse
provocado por manté-las em recipientes abafados foi determinante para
essas caracteristicas prejudiciais na sanidade. Os recipientes, por
possuirem a altura quase o dobro do diametro (1,9 vezes), foram capazes
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de armazenar o ar por mais tempo no seu interior, o qual recebia os raios
de luz provenientes das lampadas e aquecia mais que o ar externo.

Uma cultura estoque de lemnas, cultivada com iluminacéo
natural, foi mantida como reserva durante todo o ensaio No cultivo
estoque, assim como no periodo de aclimatacdo dessas com a luz
artificial, observou-se a presenca intensa de algas, cujo desenvolvimento
prejudicou nitidamente a salde e o crescimento das lemnas (Figura 17,
letra E). Para solucionar esse problema, primeiramente cobriu-se com
fita preta a lateral e fundo onde a Iamina liquida ficava exposta a luz, a
fim de inibir a fotossintese das algas. Nao resolvendo com essa medida
paliativa, aplicou-se algicida junto no meio de cultura das lemnas,
observando um melhora expressiva apds isto.

Em alguns periodos registrou-se a ocorréncia de fungos nessas
culturas (Figura 17, letra A). Ademais, notou-se um biofilme aderido
nas raizes e frondes das macréfitas da cultura estoque, ilustrado na
Figura 17 (letra B). Esse biofilme pode ser decorrente da morte de lemas
do mesmo recipiente de cultivo. O mesmo se fixa nas raizes
principalmente devido & sua finura e & densidade das raizes juntas, as
quais fornecem uma alta superficie de contato.

Figura 17 — Generalidades observadas da cultura estoque e pré-cultura.

A) fungos; B) biofilme; C) inseto; D) crustaceo; E) algas.
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A Figura 17 reline algumas das ocorréncias relatadas na cultura
estogque e pré-cultura, como a coexisténcia das lemnas e outros
organismos (helmintos, insetos (C), crustaceos (D), fungos e algas).

5.1.1 Testes preliminares de CO, na pré-cultura

O decaimento da concentracdo do gas carbdnico no interior do
FBR foi analisado objetivando efetuar um reconhecimento do intervalo
aproximado entre as aplicagdes de CO,. Desse modo, aplicou-se
concentracOes elevadas, ndo necessariamente superiores a 6.000 ppm,
para observar seu decaimento ao longo do tempo.

O decaimento de CO, foi descrito por Mohedano (2010) em
fotobiorreatores de 24,75L com 4L de meio de cultura. Nessa
descricdo, a concentragdo de 6.000 ppm apresentou uma queda brusca
para 4.000 ppm a partir das 36 h e a concentracdo de 400 ppm decaiu
para 200 ppm em 24 h. Nota-se que houve um decaimento mais
acentuado em um intervalo de tempo menor do que Mohedano (2010),
conforme o exemplo demonstrado no grafico da Figura 18, gerado pelo
medidor Testo 435-4 com os dados deste estudo.

Figura 18 — Grafico produzido pelo equipamento da Testo, mostrando o
decaimento de [CO2] e a temperatura no tempo, em testes preliminares.
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Nesse gréafico (Figura 18), ha um decréscimo de 1.000 ppm (de
2.300 ppm para 1.300 ppm) em pouco mais de 1 h. A partir dessas
medic¢des do decaimento, constatou-se que manter concentracfes abaixo
de 6.000 ppm implicaria em um intervalo de tempo expressivamente
curto entre uma aplicacdo e outra (menos que 2 h), dificultando a
manutencao da concentracdo do gés e a operacdo do sistema. Tais testes
corroboram com a escolha da concentracdo limite de 6.000 ppm.

5.2 AVALIACAO DAS CONDIGCOES EXPERIMENTAIS
5.2.1 Luminosidade

A intensidade de luz referente ao periodo luminoso dos trés
ensaios foi constante no tempo, porém diferenciada no espago. Desse
modo, compreendeu entre 90 e 123 pmol.m?.s™, isto é, apresentou
valores contidos no intervalo indicado pela norma ISO 20079 (2005)
(entre 85 e 135pmol.m?s®). Os resultados das medicdes desse
pardmetro de acordo com a posicdo de cada FBR na estrutura
experimental estdo representados a Tabela 9.

Tabela 9 — Luminosidade durante os trés ensaios para cada FBR.

Condicio | FBR Intensidade de Luz Meédia Intensidade de Luz
¢ (ME.m?Zs™) (umol.m?.s™)
1 118,95
A-[CO) 3 104,26 1053 ( 13,1)
atmosférica
5 92,71
2 106,08
B - [CO,]
clevada 4 122,85 106,4 (£16,3)
6 90,28

Ao analisarem-se as médias de intensidade luminosa para 0s
FBRs expostos as condi¢es A e B, é possivel notar que ambas sdo
semelhantes. Isso indica que, em média, a condicdo B ndo apresentou
vantagem na iluminacdo em relacdo a condicdo A. caso sejam
analisados os FBRs de forma individualizada, podem-se relacionar as
diferentes intensidades de luz com a fotossintese e o crescimento da
biomassa de lemnas; com uma relacdo diretamente proporcional entre
esses.
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No trabalho de Yin e colaboradores (2015), foram testadas
diferentes intensidades luminosas no cultivo da Lemna aequinoctialis,
obtendo melhor resultado concomitante para acimulo de amido e
velocidade de crescimento da planta sob uma intensidade de luz de
110 umol.m™?.s™; valor préximo ao das médias observadas.

Li et al. (2016) fez um experimento similar ao testar diferentes
intensidades de luz para diversas espécies, resultando em velocidade de
crescimento e teor de amido mais elevados em conjunto para espécie
Landoltia punctata em uma luminosidade de 105 pmol.m™?.s™.

5.2.2 Temperatura do ar

A temperatura dos trés ensaios foi mantida entre 29,0°C a
32,2 °C (£ 1,0 °C), diferente da proposta pela 1ISO 20079 (2005), de 24
°C £ 2 °C. A variagdo da temperatura em escala piloto ou escala real
seria natural, sendo assim, neste experimento, a mesma significou uma
condicdo mais real para aplicacdo da técnica de enriquecimento de CO,,
embora devesse se manter 0 mais constante possivel.

Essa variacdo poderia ter interferido na avaliacdo dos efeitos do
CO,, visto que a temperatura influencia no volume do gas no interior
dos FBRs e, consequentemente, interfere na concentracdo necessaria a
ser aplicada de CO, em cada FBR. Entretanto, ressalta-se que, mesmo
que tenha influenciado no volume aplicado, a concentragdo se manteve
em valores consideravelmente mais elevados que o necessario, portanto,
permitindo ainda a avaliagdo do objetivo deste estudo.

E importante salientar que esse parametro nio ultrapassou 35 °C,
valor que comecaria a ser prejudicial ao processo fotossintético e ao
crescimento das lemnas, conforme explica Prism (1990). Igbal (1999)
apresenta temperaturas entre 25 °C e 32 °C como capazes de propiciar
uma velocidade de crescimento adequada para maioria das espécies de
lemnas. Nesse contexto, o experimento apresentou, em média, um
intervalo de temperatura condizente com esse intervalo ideal.

Analisando estatisticamente os valores referentes as temperaturas
dos FBRs nos dois niveis de concentracdo, constatou-se ndo haver
diferenca significativa entre ambos (pvalor > o). Em outras palavras, a
temperatura foi similar entre os FBRs variando igualmente ao longo do
tempo.

Na Tabela 10 se encontram as médias de temperatura para as
duas condigdes de CO, analisadas, realizando-se a média das triplicatas
dos FBRs 1, 3 e 5 — [CO,] atmosférica —e 2, 4 e 6 — [CO,] elevada.
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Tabela 10 — Médias diérias de temperatura para condi¢des atmosféricas e
elevadas de [CO,].

Ensaio [CO,] T (°C)
1 atmosférica -

elevada 32,2
5 atmosférica 28,5
elevada 29,2
atmosférica 29,0
3 elevada 29,0
Média atmosférica 29,8
elevada 29,1

Infere-se da Tabela 10 que as temperaturas médias nas duas
condi¢Bes foram semelhantes. No experimento 1, ndo foi observada a
temperatura dos FBRS nas condicGes atmosféricas (1, 3 e 5). As médias
diarias de temperatura durante os 7 dias (ou 168 h) de cada experimento
estdo expressas no Apéndice A.

Analisando estatisticamente os valores referentes as temperaturas
dos FBRs nos dois niveis de concentracdo, constatou-se ndo haver
diferenca significativa entre ambos (pvalor > o). Em outras palavras, a
temperatura foi similar entre os FBRs, variando igualmente no tempo.

5.3 MONITORAMENTO DA FASE GASOSA DO EXPERIMENTO

5.3.1 Comportamento do CO, nos fotobiorreatores

A proposta do presente trabalho foi manter todos os pardmetros
gue influenciam a fotossintese e o crescimento da planta; variando
apenas as concentragdes aplicadas de gas carbbnico. Essa variacao seria
feita somente através da escolha de duas concentracdes distintas (uma
elevada e outra padrdo) que deveriam ser mantidas constantes ao longo
do tempo. Atualmente, j& existem equipamentos que permitem a
manutencdo do CO, ao longo do tempo, com a reposi¢do proporcional
deste conforme o seu declinio (consumo pelas plantas). Entretanto,
como ndo foi possivel obter equipamentos com tal tecnologia, essa
manutencdo ao longo do tempo tornou-se uma préatica dificil. Porém,
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essa Vvariacdo ndo prejudicou a implantacdo da tecnologia de
enriquecimento de CO, estudada neste trabalho.

O comportamento do CO, foi monitorado nos seis FBRS por meio
de medicGes com intervalo de 2 h a 4 h, sendo mantido em trés FBRs
acima de 6.000 ppm através de aplicagdes de gas nesses mesmos
intervalos de tempo. Conforme o passar dos 7 dias ou 168 horas, o CO,
foi consumido pelas lemnas e reintroduzido no FBR, repetidamente,
conforme demonstrado na Figura 19, na Figura 20 e na Figura 21,
referentes aos experimentos 1, 2 e 3, respectivamente.

Figura 19 — Valores das concentragdes elevadas de CO,
ao longo do tempo no Experimento 1.
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Figura 20 — Valores das concentracOes elevadas de CO2
ao longo do tempo no Experimento 2.
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De acordo com os graficos da Figura 19, da Figura 20 e da Figura
21, as concentragdes de CO, aplicadas, principalmente nos experimentos
2 e 3, variaram significativamente no tempo quando comparada a
bibliografia, na qual ndo se relata variagBes na concentracdo testada. No
experimento 3, por exemplo, a mesma variou de 6.000 a 40.000 ppm.

Nesses graficos, hd uma linha representando a concentracao
média atmosférica de CO, (400 ppm), cujo valor se refere aos FBRs
padrdes 1, 3 e 5, visto que ndo houve variacOes significativas (devido a
uma pequena abertura nas tampas). Por sua vez, existe outra linha que
representa a concentracdo minima de CO, mantida nos FBRs 2, 4 e 6,
com o valor determinado nos experimentos de 6.000 ppm. Assim, 0
intuito foi manter a concentracdo desses trés FBRs sempre em uma faixa
acima desse valor, sem limite maximo estabelecido.

Nota-se que em breves momentos ndo foi respeitada a
manutencdo da concentracdo em valores acima do limite inferior de
6.000 ppm. Todavia, tal fato pode aproximar o ensaio de condigdes mais
reais, como na proposta de aplicacdo de CO, pela técnica de Free Air
Carbon Erichment. Assim, caso a fonte desse gas fosse um biodigestor —
que libera CO, diretamente e/ou pela queima do CH4 — a produgéo do
mesmo pode ndo ser constante (carga variavel), bem como a acdo dos
ventos pode ocasionar variagBes significativas na concentracdo
disponibilizada.

A partir do grafico da Figura 19, pode-se observar que houve
mais quedas nos valores de concentracdo elevada durante o Experimento
1. Em cinco momentos a concentragcdo de CO, chegou a se equiparar &
atmosférica. Todos foram registrados no inicio do fotoperiodo de cada
dia e, imediatamente, a concentracdo elevada era reestabelecida.
Portanto, em termos de horas, os periodos em que a concentracdo se
manteve abaixo do limite inferior foram insignificantes em relacdo ao
tempo em que ficou com valores adequados.

5.4 EFEITOS DE ELEVADAS CONCENTRACOES DE CO, SOBRE
AS LEMNAS

5.4.1 Efeitos sobre a velocidade de crescimento das lemnas

Para comprovar os efeitos da aplicacdo extra de CO,, foi
realizado um comparativo entre as velocidades de crescimento
referentes as triplicatas de FBR expostos a concentracdo atmosférica
(situacdo A) e as velocidades de crescimento referentes aos FBRs
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expostos a elevadas concentragdes (situacdo B) nos trés experimentos.
Os resultados das velocidades de crescimento para cada FBR estdo
dispostos na Tabela 11, na Tabela 12 e na Tabela 13, para 0s
experimentos 1, 2 e 3, respectivamente. Nota-se que diferentes letras
(¢ ou ®) na mesma coluna denotam diferencas significativas de acordo com
0 teste estatistico (SESTAT).

Tabela 11 — Resultado de crescimento das lemnas no Experimento 1.

Experimento 1 FBR CE (9) (g,n\ql'zcilj:{ia'l) (g.g}ll(.:d?a'l)
A 1 2,5 2,1° 0,04
[CO,] 3 3,6 3,2 0,06
atm 5 3,9° 3,3 0,06
B 2 9,5 8,2 0,12°
[CO,] 4 12,4° 10,7° 0,15°
elevada 6 9,2° 8,0° 0,12°

FBR: Fotobiorreator; CE: Crescimento especifico; VCR: Velocidade de Crescimento
Relativo; VCE: Velocidade de Crescimento Especifico.

Tabela 12 — Resultado de crescimento das lemnas no Experimento 2.

. CE VCR VCE
Experimento 2 FBR @ (g.m'z. dia'l) (g.g'l. dia‘l)
A 1 7,1° 6,2° 0,10°
[CO,] 3 4,5° 3,9° 0,07°
atm 5 5,0 4,3 0,08?%
B 2 10,8" 9,3 0,13°
[CO,] 4 13,2 11,4° 0,15
elevada 6 12,7° 11,0° 0,15

FBR: Fotobiorreator; CE: Crescimento especifico; VCR: Velocidade de Crescimento
Relativo; VCE: Velocidade de Crescimento Especifico.

Tabela 13 — Resultado de crescimento das lemnas no Experimento 3.

. VCR VCE
Experimento 3 FBR CE (g9) (g.m'z.dia'l) (g.g'l.dia'l)

A 1 1,8 1,6° 0,03*

[CO,] 3 1,9° 1,6° 0,03%

atm 5 1,1° 0,9° 0,02*
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Tabela 13 — Resultado de crescimento das lemnas no Experimento 3.
(continuacéo)

Experimento 3 FBR CE (9) (g.n\1/'gg{ia'1) (g.g}ll(.:d?a'l)
B 2 9,2 8,0° 0,12°
[CO,] 4 10,2 8,8" 0,13
elevada 6 6,6 5,7 0,09

FBR: Fotobiorreator; CE: Crescimento especifico; VCR: Velocidade de Crescimento
Relativo; VCE: Velocidade de Crescimento Especifico.

Observando-se o Crescimento Especifico (CE) referente a cada
FBR, apresentado na Tabela 11, na Tabela 12 e na Tabela 13 e
representado, em média, pela Figura 23, é possivel notar a superioridade
no crescimento da biomassa exposta a elevadas concentracdes de CO, —
situacdo B — em relagcdo a situagdo A. De modo concomitante nas
tabelas acima, as Velocidades de Crescimento Relativo e Especifico
(VCR e VCE) visivelmente foram maiores nos FBRs submetidos a
situacdo B, sendo mais significativa essa diferenca nos experimentos 1 e
3, com uma VCR até quatro vezes maior.

Figura 22 — Crescimento da biomassa.
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Os dados de velocidade de crescimento foram compilados e
testados matematicamente pelo método estatistico de Mann Whitney,
para verificar a relacdo entre seus valores com a presenca ou ndo de CO,
extra.

O diagrama de caixas pode ser visualizado na Figura 23. A partir
da analise do mesmo, € possivel observar que as velocidades de
crescimento na condi¢cdo B (com adigdo de CO,) sdo superiores as da
condi¢do A. Isso pode ser visualizado a partir da diferenca entre as
medianas, com 3,15 g.m2dia’ nas concentracbes atmosféricas e
8,80 g.m2.dia™* com o adicional.

Figura 23 — Valores médios das Velocidades de Crescimento Relativo.
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Condicdo A: Lemnas expostas a concentragdes atmosféricas de COy;
Condicdo B: Lemnas expostas a concentracfes elevadas de CO,.

Cada condicdo apresentou uma amostragem de nove dados (n=9).
Em média, os FBRs com aporte extra de CO, (B) apresentaram uma
VCR de 9,0 gmzdia® (+1,8), enquanto que os FBRs com CO,
atmosférico obtiveram 3,0 g.m2.dia™ (+1,7), isto &, trés vezes menor.

Essa diferenca pode ser explicada pelo fato do CO, ser um
insumo da fotossintese, sendo assim, 0 mesmo intensificou essa reagdo
que, por sua vez, permitiu a producdo de mais glicose para a lemna. A
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glicose, em conjunto com oxigénio e &gua, foi utilizada na respiracdo
celular efetuada nas mitocéndrias, resultando em energia para as
atividades e diviséo celular. O aumento das mitoses celulares caracteriza
uma maior velocidade de crescimento.

Extrapolando a producdo de lemna para um ano, esta seria de
32,9 tha™.ano™ (em relacéo ao peso seco), valor superior aos 20 t.ha’
'.ano™ descritos por Bardo (2014). Ademais, se aproxima do intervalo
inferior obtido por Xu et al (2012) cujos rendimentos de lemna foram
39,1 a 105,9 that.ano™, usando as &guas residuérias como fonte de
nutrientes. J& Mohedano (2010) obteve mais que o dobro em sua
produtividade maxima, com 68 t.ha™*.ano™

O indicio da influéncia das condicBes A e B na velocidade de
crescimento foi comprovado apds a aplicacdo do teste estatistico U de
Mann Whitney. Esse teste foi utilizado apés a verificagdo de auséncia de
normalidade pelo teste Qui Quadrado de aderéncia.

O teste U de Mann Whitney resultou em um pvalor de 2,41.10™,
0 que indica que ha relacdo entre as variaveis (Hipotese H1), com
chance de erro de 0,024%. Como o nivel de significancia (o)) adotado foi
de 0,05 (5%), a verificacdo estatistica encontra-se dentro da faixa de
erro aceitavel para o experimento.

A existéncia da relagdo entre a adigdo de CO; e a VCR indicaria
também a influéncia na VCE, devido a proporcionalidade entre ambas.
Assim, a associacdo estatistica entre as variaveis foi comprovada. As
médias foram 0,13 g.g".dia™ e 0,06 g.g™.dia™ para a condicdo A e B,
respectivamente. Sendo assim, os FBRs da condigdo B apresentaram,
em média, uma VCE 2,3 vezes maior do que as referentes aos padroes
atmosféricos. A avaliagdo da biomassa, com dados de carbono fixado
para as velocidades de crescimento esta expressa no Apéndice C.

A bibliografia apresenta diversos resultados de velocidades de
crescimento da biomassa lemnacea, cujos valores foram compilados por
Mohedano (2010) e também atualizados no presente trabalho, como
demonstrados na Tabela 14.

E importante ressaltar que a comparacio com tais valores
intenciona apenas fornecer uma nogéo quantitativa dos valores obtidos,
uma vez que 0s autores desenvolveram seus respectivos trabalhos em
outras condicdes experimentais, diferentes deste.
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Tabela 14 — Velocidade de crescimento, em ordem crescente, encontradas em
diferentes estudos.

. VCR* VCE** -
Origem (@.m2dia))" (g.g™diat)’ Espécie Autores
. Oliveira et al.
Portugal 3,1 - Lemna minor (2017)
- Landoltia Muradov et al.
Australia 30-54 - punctata (2014)
China 35-141 - Lemna minor Ge et al. (2012)
] Lemna
China 43-10,0 - aequinoctialis Yu et al. (2014)
China 4,34 - Landoltia S3 Xiao et al. (2013)
Brasil 5,36 0,11 Landoltia Bario (2014)
punctata
Holanda 5,50 - Lemna gibba Korner et al. (1998)
P . Landolt e Kandeler
Austria 6,1 - Lemna minor (1987)
. . Anh and Peterson
Vietnam 6,7 - Lemna minor (1998)
USA 8,5 - Lemna gibba Lyerly (2004)
Brasil 9,0 0,13 LenemliE Presente estudo
punctata
. Rodriguez and
Vietnam 10 - Lemna spp. Preston (1997)
Brasil 105 ; L Tavares (2008)
valdiviana
China 12,4 - Spirodela Xu et al (2011)
polyrrhiza
Egito 138 - Lemnagibbae gy o otai 2006)
Lemna minor
Israel 14 - Lemna gibba Oron et al. (1987)
Holanda 15,1 - Spirodela spp. Alaerts et al. (1996)
Brasil 18 0,24 Landoltia Moheadano (2016)
punctata
USA 21 ) Landoltia Mestayer et al.

punctata

(1984) apud Leng
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Tabela 14 — Velocidade de crescimento, em ordem crescente, encontradas em
diferentes estudos. (continuagdo)

VCR* VCE**

Origem (g.m'z. dia‘l)" (g.g'l. dia‘l)" Espécie Autores

USA 28,5 - Lemna minor Cheng et al. (2002b)
USA 32 - L;Sﬁ;glz Cheng et al. (2002a)
T
China - 0,19 Diversas Li et al. (2016)
Dinamarca - 0,2 Lemna minor ﬁg%esgaego?g
Colombia : 0.28 psopl'yrrorﬂfz'z Caicedo (2005)
Holanda - 0,3 Lemna minor ot a|,D(285/Z;
oA - ox  Lwm swman

*VCR - Velocidade de Crescimento Relativo; **VCE - Velocidade de Crescimento
Especifico; + peso da matéria seca.
Fonte: Adaptado Mohedano (2010).

Observa-se comparativamente a Tabela 13 que os valores para
VCR nos FBRs expostos a mais de 6.000 ppm de CO, podem ser
considerados satisfatérios, alcancando valores préximos a Lyerly
(2004), Tavares (2008) e Rodriguez e Preston (1997), bem como,
encontra-se inserido no intervalo apresentado por Landesman et al.
(2005). Todos esses autores caracterizam-se por terem trabalhado com
lagoas de lemnas para o tratamento de efluentes liquidos com elevada
carga nutricional, como: suino (Lyerly e Tavares); biodigestor
(Rodriguez e Preston); e aguas residudrias (Landesman).

A VCR também se aproximou do limite superior do intervalo
obtido por Yu e colaboradores (2014). Este, por sua vez, também
realizou o acimulo de amido na lemna com iluminacdo e temperatura
similar (105 pmol.m?s™ e 25 °C), porém, testou o cultivo em esgoto
sanitario e no meio de cultura Schenk & Hildebrandt medium.

A proximidade dos valores de VCR encontrados no presente
trabalho com os valores de autores que cultivaram lemnas em efluentes
enriquecidos em nutrientes é positiva, pois a maioria das bibliografias
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para acimulo de amido o fazem em escassez de nutrientes e possuem
velocidades de crescimento inferiores ao obtido no atual estudo. Essas
bibliografias geralmente afirmam a ndo proporcionalidade entre
velocidade de crescimento e enriquecimento de amido, como concluiu
Xiao (2013).

No caso das VCEs, as mesmas podem ser consideradas
relativamente baixas, pois inclusive a biomassa exposta a elevadas
concentraces apresentou valores menores do que 0s encontrados na
literatura. Entretanto, o fato de a biomassa exposta & concentragdo
atmosférica ter apresentado VCEs menores ainda, significa que as
condi¢des impostas as lemnas provavelmente estavam provocando um
estresse 0 suficiente para ndo permitir velocidades tdo elevadas em
ambas as situacBes. O valor mais préximo ao obtido, observado na
Tabela 13, foi de Baréo (2014), com 0,11 g.g™.dia™.

Os autores citados na Tabela 13 utilizaram diferentes condi¢Ges
experimentais e técnicas variadas para resultar nesses valores de
velocidade de crescimento, desde a inanicdo de nutrientes ao uso no
tratamento de efluentes com elevadas concentragdes de nutrientes, como
supracitado.

Os estudos que utilizaram a escassez de N e P e/ou a aplicacdo de
elementos inibidores do crescimento, a fim de acumular amido,
representaram as menores velocidades da Tabela 13. Enquanto que, nos
casos de cultivo sem essa finalidade, como no tratamento de efluentes,
as velocidades de crescimento foram consideravelmente superiores. 1sso
ocorre, pois esse parametro é diretamente proporcional a carga de
nutrientes, cuja assimilacdo é bem elevada, como 0,4 NTK.m2.d™ no
trabalho de Lyerly (2004).

5.4.2 Efeito sobre a remocéao de nutrientes do meio de cultura

A remocdo dos nutrientes presentes no meio de cultura é
decorrente do crescimento da biomassa de lemnas, sendo uma analise
complementar a avaliacdo do efeito do CO, sobre a velocidade de
crescimento da lemna. Dessa forma, por meio do monitoramento da fase
aquosa, obteve-se os resultados de nitrato, fosfato e pH referente a
permitiu-se um melhor entendimento das inter-relacbes entre 0s
parametros, sendo estes descritos nos itens a seguir.
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5.4.2.1 Remocdo de nitrato do meio de cultura

O meio de cultura inicial de cada experimento foi igual para
todos os FBRs, sendo o meio de cultura final diferente para cada FBR
apos o cultivo das lemnas nas duas condigdes de concentragdo gasosa.

A remocdo de nitrato no meio de cultura efetuada pelas lemnas é
representada pela diferenga das concentragfes inicial e final, como
consta na Tabela 15, para ambas as condicdes.

Tabela 15 — Concentracdo inicial e final de nitrato nos ensaios.
NO; (mg/L)
Condicao Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Inicial  Final Inicial Final Inicial Final
A —[CO,] atm 1.426,0 11284 1.684,0 1.138,4 1.269,3 1.066,1
B —[CO,] elevada 1.426,0 908,2 1.684,0 1.072,2 1.269,3 954,7

A partir da Tabela 15, pode-se inferir que a adi¢do de CO,
promove um acréscimo da remocéo de nitrato em todos FBRs. Tal fato é
proporcional ao aumento da taxa de crescimento, porque ha uma maior
guantidade de biomassa consumindo os nutrientes. A taxa de remocédo
média de nitrogénio também pode ser visualizada na Figura 24.

Figura 24 — Taxa de remocdo média de nitrogénio nos ensaios.
598 + 233

600,0 - 506 + 318 533+73

500,0 -

400,0 - 308 + 52

300,0 - +
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100,0 -

Taxa de remocao de N (mg/m2/d)

0,0 T T f

E1l E2 E3
B CO2 elevado CO2 atm

E1: Ensaio 1; E2: Ensaio 2; E3: Ensaio 3.



92

Como a Unica fonte de nitrogénio no meio de cultura foi o nitrato,
pode-se entender que a remocao de nitrogénio se deu na remocao desse
composto. Desse modo, ao observar a Figura 24, fica evidente que as
remogdes de nitrogénio variam de forma significativa entre os
experimentos, em especial nas condi¢gdes com CO, atmosférico. Os
desvios padrfes foram elevados, mostrando certa impreciséo da analise.
Nesse caso, 0s métodos procurados para mensurar o nitrato detectavam
apenas concentracfes baixas (0 a 5 mg NOg/L). Assim, as amostras
foram diluidas 200 vezes para se incluirem no intervalo de deteccdo da
curva de leitura no espectrofotdmetro, podendo indicar uma falta de
representatividade.

A relacdo da remogdo de nitrato no meio de cultura mediante a
adicdo de CO, pode ser verificada através de andlise estatistica. A
descricdo dos dados encontra-se na Tabela 16.

Tabela 16 — Descricéo estatistica da remog&o de nitrogénio em
relacdo a adi¢éo ou ndo de CO,

Estatisticas quanto & Condigéo

remocdo de Nitrogénio [CO,] atm [CO,] elevada
Observacdes 9 9
Média (mg N.m™.dia™) 340,8 470,4
Desvio-padréo (mg N.m?.dia™) 238,1 236,6
Coeficiente de variacdo (%) 69,8 50,3
Mediana (mg N.m?.dia™) 4117 359,6
Minimo (mg N.m™.dia™) 0,00 171,0
Maximo (mg N.m?.dia™) 626,7 0,825,4
Intervalo 626,4 654,4
1° Quiartil 183,7 3218
3° Quartil 495,0 608,4

Com os dados apresentados na Tabela 16, observa-se que h& um
aumento sensivel na remog&o de nitrato com a presenca extra de CO,.

Devido a auséncia de normalidade apresentada pelos dados,
aplicou-se o teste U de Mann Whitney, resultando em um pvalor de
0,20. Isso significa que afirmar a influéncia de elevadas concentracfes
de CO, na remogdo de nitrato teria apenas uma confiabilidade de 80%.
Como o nivel de significancia adotado foi de 5%, a confianca necessaria
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seria de 95%. Portanto ndo se comprovou estatisticamente a relacéo
entre as variaveis (Hipdtese HO).

Em média, a remocéo para 400 ppm foi de 340,8 mgN.m™.dia™
(+ 238,1) e de 470,4 mgN.m™.dia™ (+236,6) para acima de 6000 ppm.
Ambas as remocdes foram superiores ao encontrado por Oliveira et al.
(2017) em seu estudo de acumulo de amido por inani¢do de nutrientes,
cuja remocéo foi de 140 mgN.m™dia™, trés vezes inferior & atual técnica.

Por outro lado, a maior remoc¢éo deste estudo se mostrou menor
guando comparado ao obtido por Landolt e Kendeler (1987) com o uso
de Lemna minor no tratamento de efluentes domésticos, suja taxa de
remogao foi 590 mgN.m?.dia™.

5.4.2.2 RemocBes de fosfato do meio de cultura relacionadas ao
crescimento da biomassa de lemnas

Assim como com o nitrato, é possivel avaliar o crescimento
lemnaceo a partir da remocdo da concentracdo do fosfato. Os dados
obtidos nos trés experimentos estdo expostos na Tabela 17.

Tabela 17 — Concentragdo inicial e final de fosfato nos ensaios.

PO, (mg/L)
Condigéo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
A - CO; atm 137,0 109,2 133,8 112,9 132,0 110,3

B - CO, elevado 137,0 88,6 133,8 90,7 132,0 92,0

A partir da Tabela 17, pode-se obter as médias de fosfato final de
110,8 mg/L (x11,3) e 90,4 mg/L (x 5,0), para as condi¢bes A e B,
respectivamente, havendo valores estatisticamente menores para B.
Entretanto, deve-se ter cuidado ao comparar os valores finais de
concentracdo de fosfato com outras bibliografias, que utilizam diferentes
condicdes experimentais, visto que a remog¢do depende da concentracao
inicial de fdsforo.

Pode-se constatar que houve, uma remoc¢do maior de fosfato para
0s FBRs com CO, extra. Isso também pode ser explicado pelo aumento
da velocidade de crescimento, que propicia um consumo superior de
nutrientes. A remogdo média de fosforo para ambas as condi¢des pode
ser vista na Figura 25.
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Figura 25 — Taxa de remog¢do média de fosforo nos ensaios.
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E1: Ensaio 1; E2: Ensaio 2; E3: Ensaio 3.

Ao comparar os graficos das Figura 24 e Figura 25, percebe-se
que a taxa de remocdo de fésforo foi aproximadamente 5 a 10 vezes
menor que a de nitrogénio. Mohedano (2010) afirma que essa mesma
proporcao é relatada em outras literaturas.

De forma analoga & anélise de nitrato, a remocdo de fosfato
também deve ser analisada estatisticamente, a fim de comprovar a
existéncia ou auséncia de correlacdo entre as varidveis. As estatisticas
descritivas estdo expostas na Tabela 18.

Tabela 18 — Descrigdo estatistica da remocgao de fosforo em
relacdo a adicdo ou ndo de CO..

Estatisticas quanto & Condigéo

remogao de Fosforo [CO,] atm [CO,] elevada
Observagdes 9,0 9,0
Média (mg P.m?.dia™) 22,9 42,8
Desvio-padréo (mg P.m”.dia™) 11,4 59
Coeficiente de variagdo (%) 49,9 13,9
Mediana (mg P.m™.dia™) 25,2 41,2

Minimo (mg P.m?.dia™) 1,1 32,1
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Tabela 18 — Descricéo estatistica da remog&o de fésforo em
relacdo a adicdo ou ndo de CO2. (continuagdo)

Estatisticas quanto & Condigao

remogao de Fésforo [CO,] atm [CO,] elevada
Maximo (mg P.m™.dia™) 37,8 51,9
Intervalo 36,7 19,8
1° Quartil 22,5 39,9
3° Quiartil 28,0 47,0

Ao observar as medianas e as médias, nota-se um aumento
consideravel na remocéo de fosfato com a adi¢do de CO,. Dessa forma,
h& um forte indicio da correlagdo entre as variaveis.

Estaticamente essa correlacdo (Hipdtese H1) foi comprovada
utilizando o teste U de Mann Whitney, tendo em vista a auséncia de
distribuicdo normal. O teste gerou um pvalor de 3,4.10™, menor do que
0 nivel de significancia 0,05. Portanto, a porcentagem de erro da
inferéncia de relacéo é de 0,034%, menor do que 0s 5% considerados.

A média de remocdo para 400 ppm foi de 22,9 mgPO,.L™" (+
11,4), e de 42,8 mgPO,.L™* (+5,9) para acima de 6000 ppm.

El-Shafai et al (2006), Nozaily et al (2000), Korner e Vermaat
g1998) apontam taxas de remogdo mais elevadas, de 74 a 95 mgP.m’

.dia™em experimentos em escala piloto para efluentes de reator UASB
e doméstico.

Quando comparado as taxas de remocédo de trabalhos que visam o
acumulo amido por meio de inani¢do de nutrientes, hd uma remogdo até
9 vezes superior, como no caso de Oliveira et al (2017), cujo valor foi
3,47 mgP.m?.dia™.

Cheng e colaboradores (2002a), obtiveram uma taxa de remocao
de fésforo de 0,129 mgP.L’l.h'1 no tratamento de efluente suino sintético
com Spirodela punctata, muito préxima a condicdo A deste estudo
(0,136 mgP.L™.h™) e menor que a condicdo B (0,255 mgP.L™".h™).
Como o autor obteve tal resultado a partir de uma concentracdo de 10
mgP.L™", menor que o utilizado nesse trabalho (46 mgP.L™), as
remocdes podem ter sido mais significativas.

Mohedano (2010), expondo lemnas (Landoltia punctata) a
diferentes concentracBes de CO,, aplicou as quantidades de gas apenas
no primeiro dia, havendo um decaimento da concentracdo ao longo dos
sete dias e, por conseguinte, da remocdo de fosfato. Sendo assim,
removeu 3 e 7 mgPO,.L™ para 380 e 6.000 ppm. No presente estudo,
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houve a manutengdo em concentragdes elevadas durante todo o
experimento (B), sendo assim, estimulou continuamente o aumento do
crescimento lemnéceo e, portanto, a remocao de fosfato progressiva.
5.4.2.3 Efeito da concentracdo de CO, no pH do meio de cultura

Os resultados médios para a analise do pH no inicio e ao fim dos
trés experimentos esta apresentado na Tabela 19.

Tabela 19 — Valores médios de pH.

Meio de cultura pH médio
Inicial para todas as condi¢des 6,12 (+0,05)
Final para condicdo A — [CO;] atm 7,34 (£0,34)
Final para condigdo B — [CO;] elevada 7,56 (£0,51)

Observando a Tabela 19 e apds analise estatistica, constata-se que
0 pH dos FBRs foi similar para ambas as condi¢Ges de concentracdo de
CO,, ndo havendo diferenga estatistica entre essas (pvalor =0,1;
a=0,005). Além disso, o pH ndo foi acidificado ao final do
enriquecimento de CO,. Isso pode indicar que ndo houve difusao
significativa das quantidades elevadas de géas aplicado e formacgéo de
carbonatos; devido a camada espessa de lemnas.

Em seu experimento, Mohedano (2016) também ndo registra
variag0es significativas no pH, bem como, relata baixos valores de CO,
dissolvido (< 35 mg/L).

El Halouani et al. (1993) afirmam que, para pH acima de 7,6, ha
0 aumento na remogdo de fosforo do sistema devido a sua precipitacdo
na forma de fosfato de calcio. Observando individualmente o pH dos
FBR (Figura 15) apdés o término de cada experimento, se destacam
valores de pH acima de 7,6 principalmente no Experimento 2, sendo
estes valores indiferentes da condigdo de CO.,.

Essa relacdo pode ser observada na Tabela 20, através da
concentracdo de fosfato esperada e obtida. A concentracdo esperada é
encontrada por meio de célculos de proporcionalidade a partir da
velocidade de crescimento para cada FBR. Nota-se que os resultados
obtidos foram maiores que o0 esperado para praticamente todos 0s meios
de cultura com pH acima de 7,6, significando uma possivel precipitacdo
do fosfato, visto que a analise no meio de cultura teria considerado esse
precipitado e o crescimento da planta nao.
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Tabela 20 — Relag&o entre pH e concentracéo resultante de fosfato.

Concentracao final de PO,” (mg/L) esperada e

B resultante
FBR E1 E2 E3 E1° E1R E2P  E2R E3P E3R
7.7 71 72 719 84 68 93 75 99
86 80 72 61 87 53 86 70 86
7078 74 80 95 56 94 92 91

7178 74 122 103 90 133 121 103

69 77 72 115 111 106 95 120 105

Wik

72 78 7,1 113 113 103 111 125 123

E,: Experimento X; D: esperada; R: resultante. Valores de pH acima de 7,6 e casos
de possivel precipitacdo: destacado em vermelho escuro; casos de aparente
precipitacdo, porém com o pH menor que 7,6: destacado em tom mais claro.

Diferentemente do nitrato que tinha como uma Unica forma de
remocao o consumo pela lemna, o fosfato pdde ser removido tanto pela
absorc¢do das lemnas, como pela precipitacdo no fundo dos FBRs.

5.4.2.4 Balanco de massa dos nutrientes relacionada a velocidade de
crescimento

Ao efetuar o balanco de massa de nitrogénio e fosforo nas
lemnas, a partir da quantidade de nitrato e fosfato removida e da
velocidade de crescimento referente a cada FBR, é possivel estimar qual
seria a porcentagem desses elementos na composicdo da lemnécea.
Neste caso, considera-se que tal remocao tenha sido efetuada apenas por
parte das lemnas. Desse modo, concluiu-se a biomassa exposta a
concentragdo padrdo atmosférica de CO, apresentaria maior teor de
nitrogénio e fésforo em sua composigdo, de 11,8 e 1,4% (p/p base seca),
respectivamente. Enquanto que a biomassa em condicdes elevadas de
CO, possuiria 5,1 e 0,7% (p/p base seca), respectivamente.

Os teores de N e P maiores nas lemnas em concentracdo padrdo
seriam justificados por sua velocidade de crescimento inferior e,
portanto, um armazenamento desses elementos cujas concentracdes no
meio liquido eram elevadas (a aponto de promover VCR de 20g.m™2.d™).
Ou seja, pode-se dizer que o fator limitante ao seu crescimento nesse
caso foi a concentracdo de CO,, e ndo nutrientes. Dessa forma, as
lemnas absorviam nitrato e fosfato (em menor proporcdo que a condigédo
B), porém ao invés de usar para crescer, 0s armazenavam.
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O pensamento inverso pode ser usado para as lemnas expostas a
contragdes superiores de CO,, onde a velocidade de crescimento elevada
ndo permitiu 0 armazenamento de N e P. O crescimento ndo foi limitado
nem por nutrientes e nem por gas carbénico, por isso foi superior.

A configuracdo do experimento (volume do reator, volume do
meio de cultura e area superficial de lemnas) associada a auséncia de
renovagdo do meio em um periodo de 7 dias, fez com que se utilizasse
um meio de cultura modificado (em relacdo a 1SO 20079 /2005). Porém,
deve-se atentar a essas adi¢fes de nutrientes com o intuito de ndo limitar
0 crescimento da lemna, pois a concentracdo pode ser tamanha, a ponto
de deixar a salinidade do meio elevada e inibir o crescimento.

Observando os sais componentes do meio de cultura, destaca-se
os dois componentes mais abundantes com sédio e cloro na sua férmula:
nitrato de sddio e cloreto de célcio dihidratado. A presenca desses sais
em conjunto provavelmente formou o cloreto de soédio (NaCl), conforme
demostra a rea¢Oes descrita nas Equacéo 7.

2 NaNO; + CaCl, «» Ca(N03)2 + 2 NaCl (7)

Ao observar as concentragdes de NaNO3 e CaCl,.2H,0 no meio
de cultura (1860 e 36 mg.L™) pode-se obter até 0,7 mM de NaCl. Ainda
ha a formagcéo cloreto de sodio por meio da interacéo de outros sais do
meio de cultura, todavia, de forma insignificante.

Estudos realizados por Xu et al (2011) e Sree (2015) mostram
gue as lemnas suportam até 10 mM de NaCl, sem apresentar queda
considerdvel na velocidade de crescimento. Portanto, o nitrato
aparentemente ndo apresentou estresse a lemna. Todavia deve-se estudar
melhor a presenca de cétions no meio de cultura e o estresse da planta.

5.4.3 Efeitos de elevadas concentragdes de CO, sobre a sanidade
vegetal

Foi analisada a sanidade da lemna de acordo com observacdes na
populacdo de cada FBR como um todo, com uma escala colorimétrica.
Sendo assim, a Figura 27 contém os resultados das fotografias tratadas
com 80% de contraste, onde apresenta a coloracdo assinalada em cada
um dos FBRs nos trés experimentos. As imagens foram organizadas de
forma a agrupar as triplicatas de FBRs 1, 3 e 5, com concentracdo
atmosférica e os FBRs 2, 4 e 6, com enriquecimento de CO..



Figura 26 — Avaliacdo da sanidade vegetal de acordo com sua coloragéo.
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Observando atentamente a Figura 26, percebe-se que 0s reatores
sem aporte extra de CO, (1, 3 e 5) do Experimento 1 possuiram um
estado de sanidade 6timo, enquanto que a sanidade dos FBRs 2, 4 ¢ 6
decaiu de forma suave, apresentando estado de bom a 6timo. Ressalta-se
que nesse Experimento as concentracdes, embora acima de 6.000 ppm,
foram consideravelmente menores que nos Experimentos 2 e 3.

Nas fotografias referentes ao Experimento 2 (Figura 26), nota-se
que o estado de sanidade das lemnas sob concentracdo padréo
classificou-se entre regular e bom, podendo indicar maior estresse
comum a ambas as condigdes de CO, de um experimento para outro.
Nesse caso j& é possivel notar certa sobreposi¢do das lemnas para 0s
FBRs com mais CO,, cuja sanidade foi regular.

O Experimento 3 (Figura 26) foi aguele em que, visualmente, a
diferenca entre as condicOes impostas de CO, foi mais significante.
Desse modo, variou de bom a 6timo (FBRs 1, 3 e 5) para regular (FBRs
2, 4 e 6), representando uma queda de dois estados de sanidade. Além
disso, no FBR 6 houve a contaminacdo com uma espécie invasora de
fungos, cujo desenvolvimento resultou na morte de parte das lemnas,
adquirindo coloracéo branco a cinza. Na Figura 27, é possivel observar a
diferenca entre as imagens originais e o tratamento com 80%, o qual
auxilia a identificar melhor as lesdes e manchas nas frondes desse FBR.

Figura 27 — Necroses, cloroses e lesdes em frondes do FBR6/E3.
A P, ) >

S B "vv.
A) Necrose das lemnas (causa: fungo); B) Manchas e lesbes nas frondes, circuladas
em vermelho; a) e b) tratamento das respectivas imagens com 80% de contraste.
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E possivel observar nas Figura 26 e Figura 27 que, ao final de
cada experimento (7 dias), a biomassa que foi exposta a mais de 6.000
ppm de CO, (FBRs 2, 4 e 6) apresentou uma sobreposi¢do das plantas.
Isso ocorreu, pois o crescimento especifico nesses FBRs foi elevado ao
ponto de tornar a densidade de lemnas superior ao indicado por
Skillicorn et al., (1993) e Cheng et al. (2002) (400 a 600 g/m2).

Como as lemnas comumente apresentam um crescimento
exponencial, manter uma densidade ideal no inicio e fim do experimento
torna-se dificil sem a retirada do excesso de biomassa ao longo do
tempo, portanto, decidiu-se iniciar com uma densidade ideal (de 424
g/m2), para evitar a formacédo de clareiras na superficie liquida, e assim,
o desenvolvimento de outras espécies fotossintetizantes.

Nesse estudo, ndo foram identificadas espécies invasoras durante
os experimentos de enriquecimento de CO, nas lemnas. Isso foi
garantido, pois houve um cuidado em retirar tais espécies, como do
género Wolffia das culturas estoque e pré-cultura.

Outra observacdo realizada foi a inexisténcia de arraste da
camada flutuante de lemnas nos FBRs, isto ¢, o fluxo de ar criado pelos
coolers para homogeneizacdo do CO, durante as medi¢Ges ndo foi
suficiente para provocar esse arraste. Isso deveu-se a escolha correta da
dos homogeneizadores, aliado & colocagcdo um dispositivo atrds dos
mesmos para evitar esse processo prejudicial as lemnas.

Sem o arraste da camada superior de lemnas, também nao foram
observadas clareiras significativas na superficie liquida. Tal fato
contribuiu de forma essencial para a auséncia de algas durante os
experimentos.

5.4.3.1 Coloragdo das frondes expostas ao CO, extra

A biomassa exposta a elevadas concentra¢fes de CO, obteve ao
fim de cada experimento uma coloracdo mais amarelada (Figura 26),
Esse resultado vai de encontro com a literatura, pois geralmente as
lemnas com mais insumo para a fotossintese, no caso com mais CO,,
desenvolvem mais clorofila, adquirindo uma colora¢do préxima de um
verde mais escuro e vivo.

Essa coloracdo pode ser atribuida a condi¢BGes experimentais de
estresse e a producdo de &cido abscisico na planta. Esse &cido é um
hormdnio vegetal que regula diferentes aspectos fisiologicos da planta.
Dentre os efeitos do acido abscisico relatados por Regina e Carbonneau
(1997) bem como por Cui e Cheng (2015), elenca-se:
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a) fechamento de estdmatos induzido por estresse hidrico;

b) desenvolvimento de sementes ou dorméncia de sementes;

c) promogdo de senescéncia foliar.

d) retardamento de floracéo;

e) promog¢do de crescimento de raizes em baixo potencial

hidrico;
f) diminuicdo da velocidade de crescimento.
O que se infere que tenha tido interferéncia do acido abscisico foi

a coloracdo das frondes. Como supracitado, as folhas entram em
processos de senescéncia com presenca elevada do mesmo, havendo
posterior processo de queda ou abscisdo. A coloracdo amarelada pode
ter sido decorrente desse processo de senescéncia e estresse ambiental.

5.4.4 Efeitos de elevadas concentracdes de CO, sobre os aspectos
morfolégicos vegetais

Os aspectos morfolégicos vegetais analisados foram: o
comprimento da raiz e o tamanho das frondes. Esses sdo as principais
estruturas visiveis, sendo potenciais indicadores de sanidade na lemna.
Sendo assim, destacou-se as anormalidades ocorridas.

Foram observados 44 dados de comprimento da raiz para a
condicdo A e 43 para a B Em média, o comprimento das raizes de
lemnas expostas a elevadas concentragdes foi de 19,4 mm (+ 8,9). Esse
valor é aproximadamente duas vezes maior do que os medidos nas
condicdes atmosféricas, cuja média foi 9,8 mm (£ 2,6). A correlacdo
entre as varidveis pode ser vista também com a comparacdo entre as
medianas, com 16,4mm com CO, extra e 9,6 mm para CO,
atmosférico.

Com relacdo ao tamanho das frondes, registram-se 43
observacfes para os FBRs expostos a condi¢do atmosférica e 37 para
concentracGes elevadas de CO,. As medianas encontradas foram,
respectivamente, 49 mm e 6,1 mm, o que indica uma tendéncia
proporcional entre crescimento dessa estrutura e a concentragdo de CO,.
O tamanho médio foi de 6,2 mm (x1,3), na condicdo B, diante de
5,2 mm (£1,5) na condicéo A.

O aumento do comprimento da raiz e do tamanho das frondes
pode ter relagdo com o desenvolvimento do tecido meristematico, que
estimula o crescimento da planta por um todo. Além disso, as raizes
podem ter sido maiores na condi¢do B, devido a densidade maior de
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lemnas e, por conseguinte, uma concentragdo menor de nutrientes
disponiveis por organismo. Isso faz com que as raizes crescam em busca
de nutricdo.

Estatisticamente, foi comprovado que o aporte extra de CO,
influencia tanto no aumento do comprimento da raiz, quanto no do
tamanho da fronde.

O comprimento da raiz foi a Unica varidvel QT que apresentou
aderéncia a distribuicdo normal no teste Qui-quadrado para ambas as
categorias da varidvel QL. Sendo assim, verificou-se a
homocedasticidade dos dados através do teste Levene, cujo resultado foi
heterocedasticidade, ou seja, variancias distintas. Dessa forma, o teste T
de Student foi utilizado para relacionar os parametros, obtendo-se um
pvalor inferior a 1,0.10"6, comprovando estatisticamente a hipdtese H1,
(com um erro de 0,0001%).

Para o tamanho da fronde, ndo houve normalidade dos valores
para uma das categorias, 0 que implica no uso do teste U de Mann
Whitney. O pvalor encontrado foi de 8,3.10™, menor do que o nivel de
significancia adotado de 0,05, comprovando a correlagdo (hip6tese H1).

Na Tabela 21 estdo apresentadas as médias dos parametros
morfol6gicos, comparando os resultados entre a biomassa exposta (B) e
ndo exposta (A) a elevadas concentraces de CO,. Conclui-se que houve
um aumento de trés e duas vezes nas raizes e frondes, respectivamente,
de A para B.

Tabela 21 — Médias dos aspectos morfoldgicos quantitativos.

Aspecto morfoldgico A-CO,atm B-CO,elevada Relagao B/A
Comprimento raiz (mm) 6,18 19,23 3,11
Diametro da fronde (mm) 5,16 9,84 1,91

A Figura 28 demonstra um exemplo de fotografia realizada para
medicdo de aspectos individuais com paquimetro virtual. Nessa, nota-se
gue os FBRs 4 e 6 (CO, extra) apresentam raizes com um comprimento
consideravelmente maior que o FBR 3 (CO; atm)
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Figura 28 — Amostras de individuos dos FBRs 4, 5 e 6, do E3, com destaque
para as raizes.

E3: Ensaio 3; RF: reator fotossintético (fotobiorreator).

Aditivamente, ainda pode-se observar na Figura 29 que, além da
nitida diferenca morfolégica no tamanho das raizes e frondes, existe
uma discrepancia visivel na coloragdo dessas frondes. Dessa forma,
percebe-se que 0s organismos analisados individualmente foram
representativos em relagéo a populagdo total.

5.4.5 Efeitos de elevadas concentragdes de CO, sobre o acimulo de
amido na lemna

Neste experimento, as lemnas expostas a condi¢des elevadas de
CO, apresentaram maior teor de amido em relagdo as cultivadas em
concentracdo atmosférica. A relagdo entre amido e concentracdo de gas
carbonico foi testada estaticamente, conforme demonstra a Figura 29.
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Figura 29 — Valores médios do teor de amido nas lemnas para condigdes A e B.
19,55 . T

14,44

T

Lengenda:
*  outliers

.33 F - + mediana

N B 25%-75%

intervalo
422 b considerado

Teor de Amido (% peso seco)

0,00

1
A B
Condicdes

Condices A - Lemnas expostas a concentragdes atmosféricas de CO,.
Condicles B - Lemnas expostas a concentracOes elevadas de CO..

A comprovacdo estatistica se deu através do teste de Mann
Whitney, devido & auséncia de normalidade dos dados, gerando um
pvalor de 9,7.10™, acima do nivel de significancia adotado de 0,05. Isto
é, afirmar que existe uma relacdo positiva entre o enriquecimento de
CO, e 0 actimulo de amido possuiu uma confiabilidade de 99,999%. Na
condicdo A, os dois pontos discrepantes foram eliminados da anélise,
pois poderiam promover a distorcdo dos resultados, devido a baixa
amostragem.

De acordo com o diagrama de caixas da Figura 30, em média, o
teor de amido para condi¢do A foi de 2,6% (£1,6) e para condicdo B foi
de 10,2% (£ 3,5) (p/p base seca). Ja as medianas foram de 2,0% e 10,6%
para condicdo A e B, respectivamente.

A Tabela 22 contém os dados individuais de teor de amido para
os FBRs dos trés ensaios, 0 que permite uma analise mais detalhada.
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Tabela 22 — Teor de amido na lemna por condicédo e ensaio.

e Teor de Amido (%)
Condicéo FBR

1 1,6° 6,3" 1,5°

5 41 28 21°

2 14,9° 9,9° 10,6°
B - [CO,] 4 3,4° 12,6° 13,5° 10,2
elevada

6 10,8° 7,7° 8,1°

Analisando os valores obtidos para cada FBR na Tabela 22, pode-
se notar que dentre os FBRs mantidos sob concentracdo atmosférica, o
Ensaio 2 apresentou, em média, 0 maior teor de amido (mesmo
desconsiderando os valores discrepantes). Neste ensaio, houve dias com
temperaturas mais baixas do que nos outros (em torno de 28,7 °C),
podendo haver relagdo da temperatura com o amido na lemna. Segundo
Xiao (2013), temperaturas menores favorecem o acimulo de amido na
planta, porém retardam seu crescimento, como observado neste estudo.

As médias de cada ensaio foram bem similares para os FBRs na
condicéo B, resultando em 9,7, 10,1 e 10,7% para os Ensaios 1, 2 e 3,
respectivamente; mesmo havendo um valor bem inferior para o0 FBR 4
no Ensaio 1. Esse valor inferior pode ter ocorrido devido algum
vazamento de CO, ndo detectado ou algum erro analitico.

O maior teor de amido encontrado neste estudo foi referente ao
FBR 2 no Ensaio 1, com 15% de amido presente em sua biomassa. Um
fato curioso, pois nesse ensaio as temperaturas foram mais elevadas e a
luminosidade mensurada no local do FBR foi menor do que o FBR 4.
Porém, nos demais ensaios, 0 FBR 4 obteve maior teor de amido,
provavelmente devido sua luminosidade superior.

Landolt e Kandeler (1987) afirmam que o amido pode ser até 100
vezes maior na lemna quando exposta a 9.000 ppm do que em relacdo a
300 ppm.

Diversos autores estudaram o acUmulo de amido nas lemnas,
utilizando técnicas diferenciadas para tal. Na Tabela 23, pode-se
observar os teores de amido obtido em trabalhos mais recentes.
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Tabela 23 — Teores de amido e respectivas técnicas de seu acimulo encontrados
em bibliografias, organizados em ordem crescente.

Teor de
Pais amido* Espécie Autores Técnica
(%)
Cultivo durante 12 dias
China Diversas Lietal. com diferentes
6,5-16,3 (2016) luminosidades (melhor
105 pmol.m?.s?)
Inanigdo de nutrientes ou
China 10-36 Le_mna Geetal. crescimento no escuro
minor (2012) o ;
com adicdo de glicose.
. Landoltia Presente  Enriquecimento de
2l A2 punctata estudo CO, durante 7 dias.
Cultivo durante 12 dias
. - Lietal. com diferentes
China 11.1-17.2 Diversas (2016) temperaturas (melhor
20°C).
Cultivo durante 12 dias
. . Lietal. com diferentes meios de
i tiepl e DIEIRES (2016) cultura (escassez de
nutrientes).
. Escassez de nutrientes
Brasil 15,7 L?Jr;]%?:tf égitjl) durante 6 dias (agua
P destilada).
. Spirodela Xuetal. Controle de NaCl no
il 18,7 polyrrhiza (20112) meio de cultura.
: Chenge - .
cha  wm-ase OIS o ninde s
poly (2009) :
. Aplicagdo de CO,, com
Brasil 24,7 Landoltia Mohedano seu decaimento durante
punctata etal. (2016) .
7 dias.
Teste de temperatura,
Spirodela Cuietal.  nutrientes em escassez,
EUA 26,6 polyrrhiza (2011) integralidade de luz
diaria, durante 4 dias.
Brasil 27 Landoltia Souto Escassez de nutrientes
punctata (2016) durante 10 dias.
. . Xuetal. Inanigdo de nutrientes
China 31-458 Diversas (2012) durante 5 a 10 dias.
China 34-39 Lemna Yu et al. Cultivo em meio Schenk

aequinoctialis (2014) & Hildebrandt e esgoto.
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Tabela 23 — Teores de amido e respectivas técnicas de seu acimulo encontrados
em bibliografias, organizados em ordem crescente. (continuagéo)

Teor de
Pais amido* Espécie Autores Técnica
(%)
. Landoltia Taoetal. Inanigdo de nutrientes
China 458 punctata (2013) durante 7 dias.
Estresse abiotico:
Lemna Metais pesados (4 dias)
Alemanha 50 - Sree (2014) Aplicacéo de sal (7 dias)
minor - .
Inanic&o nutrientes (14
dias)
. Landoltia Xiaoetal.  Frequéncia de colheita e
China 52,9 oT (2013) inanicdo de nutrientes.
Lemna Yin et al Combinagdes entre
China 62,71 . - ’ diferentes fotoperiodos e
aequinoctialis (2015) - - ;
intensidade luminosa.
. Spirodela Xu et al. Inanicéo de nutrientes
China 64.9 polyrrhiza (2011) durante 10 dias.
Abordagem protedmica
. da inanicéo de
China 76,7 Landoltia Huang et al. nutrientes, com

punctata (2014) regulacéo de proteinas

identificadas.

*p/p base seca.

Observando as técnicas utilizadas para o enriquecimento de
amido na lemna, presentes na Tabela 23, percebe-se que a maioria dos
estudos sdo relacionados com maneiras para evitar que a lemna degrade
o granulo de amido, obtendo valores superiores ao encontrado no
presente estudo.

O teor de amido médio deste trabalho se aproxima a valores
encontrados por Ge et al. (2012) e Li et al. (2016), cujas técnicas foram
a inanicdo de nutrientes e testes com diferentes temperaturas e
luminosidades, respectivamente. O trabalho de Li et al. (2016) segue
uma vertente que estuda fatores estimuladores da fotossintese e
crescimento da planta, como a do presente trabalho.

Estudos recentes vém aplicando um fotoperiodo de 24h/Oh
(luz/escuro) a fim de acumular amido. Essa condicdo ambiental serve
como aparato para a planta realizar fotossintese integralmente, isto é,
sem 0 consumo das reservas de amido no periodo escuro, no qual apenas
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efetua-se a respiracdo. Yin et al (2015) obteve valores elevados para
amido utilizando esse fotoperiodo. Entretanto, embora com valores
positivos, deve-se avaliar o custo e complexidade de implantar técnicas
assim, pois expor as lemnas a luz de modo integral, diariamente, pode
ser inviavel.

Yu et al. usou fotoperiodo de 16h/8h, 23°C, 110 pmol.m?2s?,
obteve valores bons para inani¢cdo de nutrientes. O meio de cultua
influencia muito, assim como concluiu Li et al (2016), onde obteve
valores mais elevados em uma situacéo de escassez nutricional também.

A Tabela 24 mostra o resultado das taxas de acumulo calculadas
para ambas as condi¢gBes de CO,, considerando a area e duragdo do
ensaio (0,0165 m2 e 7 dias).

Tabela 24 — Teor de amido na lemna por condicao e ensaio.

Condicéo Taxa acimulo de amido (g.m?.d™)
A - [CO,] atm 0,11°
B - [CO,] elevada 0,73

Xiao et al. (2013) apresenta uma taxa de acumulo de amido de
0,55 g.m2d" para o cultivo de Landoltia OT com escassez de
nutrientes, menor do que a condi¢do B do presente estudo. Nesse caso, a
produtividade de bioetanol a partir das lemnas enriquecidas com amido
pelo CO, seria maior do que as com privagdes de nutrientes.

A questdo-chave deste estudo é que a taxa de crescimento e 0
acmulo de amido sdo diretamente proporcionais. Xu et al. (2011) cita
que a produtividade de biomassa de lemnas para producdo de bioetanol
pode ser muito elevada, podendo produzir 50% a mais do que o etanol a
base de milho.

O actimulo de amido na lemna simultaneo a elevadas velocidades
de crescimento das mesmas se mostra uma potencial vantagem
especialmente para as lemnas usadas no tratamento de efluentes, pois
poderia remover eficientemente nutrientes e enquanto é enriquecida com
amido para producéo de bioetanol.
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6 CONCLUSAO

A partir da técnica de enriquecimento de CO,, concluiu-se os

seguintes topicos sobre os efeitos de elevadas concentragbes de CO, em
lemnas (Landoltia punctata):

a biomassa exposta a elevadas concentragfes de CO, (condi¢do
B) obteve um teor de amido em média quatro vezes superior do
gue as expostas as condi¢des atmosféricas (condi¢do A) (10,2%
e 2,6% p/p base seca, respectivamente). O valor maximo de
amido foi de 14,9% (p/p base seca) para condi¢des enriquecidas
de CO,.

0 aporte de CO, estimulou um crescimento superior da
biomassa de lemnas, registrando-se uma Velocidade de
Crescimento Relativo SVCR) 3,0 vezes maior (9,0 g.mZ2dia™
em relacdo a 3,0 g.m™.dia™), bem como uma Velocidade de
Crescimento Especifico (VCE) 2,3 vezes maior do que em
relacdo ao cultivo padrdo atmosférico (0,13 g.g™.dia™ e 0,06
g.g".dia™);

houve alteracfes significativas na morfologia e sanidade da
biomassa de lemnas expostas a elevadas concentragdes de CO,,
visto que as mesmas apresentaram frondes com uma coloragédo
amarelada e com tamanho duas vezes maior, assim como
triplicaram o comprimento das raizes;

as lemnas enriguecidas com amido podem elevar o potencial de
valorizacdo do tratamento de efluentes e desenvolvimento da
economia circular através da producéo de bioetanol;

guando comparado as técnicas de acimulo de amido por outras
técnicas, como inanicdo de nutrientes e fatores limitantes de
cultivo, o enriquecimento de CO, apresentou uma velocidade
de crescimento maior, porém o teor de amido resultou em
valores menores.

6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Repetir o experimento com condic¢es semelhantes, mantendo a
temperatura e as diferentes concentracbes de CO, testadas
constantes ao longo do tempo.

Viabilizar reposi¢do do meio de cultura durante os ensaios para
evitar possiveis estresses as lemnas.
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Testar diferentes meios de cultura que permitam uma elevada
velocidade de crescimento sem ocasionar fatores estresse as
lemnas.

Analisar a correlacdo entre diferentes concentra¢bes de CO; e
outras condi¢Bes ambientais (temperatura e luminosidade, por
exemplo) nos resultados de acimulo de amido e velocidade de
crescimento.

Desenvolver maneiras de aplicar a tecnologia em escala piloto e
real, podendo se basear na técnica FACE.

Realizar uma analise de custo comparativa do ciclo de vida,
desde a implantacdo até operacdo entre as tecnologias de
escassez de nutrientes e enriquecimento de CO, associado a
economia circular.

Avaliar comparativamente a produtividade de bioetanol para
métodos de acimulo de amido por inanigdo de nutrientes e por
enriquecimento de CO,.
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APENDICES

APENDICE A - TEMPERATURAS MEDIAS DIARIAS

Tabela 1 — Temperaturas médias diarias do Ensaio 1.

Médias diarias T(°C)

Data
6 2 4
11/abr 32,4 32,4 33,6
12/abr 30,5 30,6 32,6
13/abr 33,2 33,2 34,4
14/abr 32,5 32,3 34,3
15/abr 32,7 33,2 34,7
16/abr 314 31,3 33,6
17/abr 30,3 30,5 31,9
18/abr 29,3 30,0 31,6
média semanal 31,5 31,7 333
desvio padréo 1,4 1,3 1,2

Temperatura média (°C)

Figura 1 — Temperaturas médias diarias do Ensaio 1.
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Tabela 2 — Temperaturas médias diarias do Experimento 2.

Médias diarias T(°C)

Data
2 4 6 1 3 5
27/abr 26,7 26,9 26,7 26,0 26,3 26,2
28/abr 27,3 27,7 27,1 26,9 26,8 26,6
29/abr 29,8 30,9 28,7 29,5 29,2 27,8
30/abr 29,9 30,2 28,7 29,0 29,3 27,8
01/mai 29,4 30,1 28,3 28,9 29,0 27,5
02/mai 29,0 29,6 28,4 28,7 28,5 28,0
03/mai 30,6 31,2 29,7 30,4 30,1 29,1
04/mai 31,9 32,1 30,6 30,6 31,4 29,5
el 29,3 29,8 28,5 28,7 28,8 27,8
semanal
desvio 17 1,8 13 1,6 1,6 1,1
padréo
Figura 2 — Temperaturas médias diérias do Ensaio 2.
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Tabela 3 — Temperaturas médias diarias do Ensaio 3.
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Médias diarias T(°C)

Data
2 4 6 1 3 5
09/mai 29,9 30,9 29,1 30,6 29,8 29,4
10/mai 29,9 304 289 30,0 30,1 29,2
11/mai 28,5 204 27,8 29,0 28,2 27,5
12/mai 28,8 29,2 28,4 29,1 28,7 28,6
13/mai 29,2 29,8 28,4 29,8 29,6 28,8
14/mai 29,3 30,0 289 29,9 29,8 29,0
15/mai 28,5 200 275 29,0 28,7 28,2
16/mai 27,9 28,6 27,2 28,4 28,3 28,1
s?n?grﬁu 29,0 29,7 28,3 29,5 29,1 28,6
s:;‘r’g% 0,7 0,8 0,7 0,7 0,7 0,6

Figura 3 — Temperaturas médias diarias do Ensaio 3.
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APENDICE B - MONITORAMENTO pH

Tabela 1 — pH do meio de cultura inicial.

FBR pH do meio de cultura inicial
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
todos 6,06 6,14 6,15
Tabela 2 — pH do meio de cultura final.
FBR pH do meio de cultura final
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
1 7,05 7,76 7,37
2 7,68 7,13 7,18
3 6,86 7,74 7,16
4 8,59 8,02 7,22
5 7,23 7,8 7,13
6 7,03 7,81 7,38
Tabela 3 — pH médio do meio final.
L pH médio do meio final
Condi¢do | FBR - - -
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
2
A-IC0d 7 7,77 7,65 7,26
6
1
B Leod ™3 7,05 7,77 722
5
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APENDICE C - AVALIAGCAO DA BIOMASSA

Tabela 1 — Avaliagdo da biomassa de lemnas nos dois niveis de CO,.

Condicao CO,atm CO, elevado
Peso inicial fresco (g) 7,0 7,0
Peso final fresco (g) 10,5 17,4
Umidade biomassa (%) 95,3 95,2
Ganho peso seco (mg) 152,0 488,0
VCE (g.g".dia™) 0,06 0,13
VCR (g.m?dia™) 9,0 3,0

Taxa de fixacéo de C (mg.m2.h™) 86 257




134

ANEXOS

ANEXO A — ANALISE DE AMIDO

Neste apéndice € apresentado o método de determinacdo de
amido utilizando um Kit de Amido Total (Megazyme Internacional

Irlanda Co.,

fabricante.

Reagentes

Ltd., Wicklow, Irlanda) de acordo com as instru¢bes do

a) Kit de amido Megazyme, que contém os seguintes conteldos
nos seus seis frascos:

Frasco 1: a-amilase termoestavel (10 mL);

Frasco 2: amiloglucosidade (10 mL);

Frasco 3: reagente para tampdo GOPOD (50 mL pH 7,4);
Frasco 4: enzimas reagentes GOPOD (glicose oxidase
mais peroxidase liofilizado);

Frasco 5: solucdo padrdo de D-Glicose (5 mL, de
1mg/mL);

Frasco 6: padrdo (amido de milho -controle, 5g).

b) Etanol 80%.

¢) Acido acético glacial.

d) Hidréxido de sodio 1M (4g/mL).
e) Cloreto de célcio di-hidratado.

f) Acido cloridrico.

Equipamentos

a) Balanca analitica.

b) Centrifuga.

c) Vortex.

d) Banho maria (50 °C).

e) Banho de agua fervente.

f) Pipetas.

g) pHmetro.

h) Espectrofotometro (510 nm).
i) Tubos de vidro.

j) Baldo volumétrico (100 mL).
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Preparo das solugtes

a)

b)

d)

Tampao acetato de sodio (100 mM, pH 5,0): adicionar 5,8 mL
de &cido acético glacial a 900mL de agua destilada. Ajustar o
pH para 5,0 por adicdo de solugdo de hidroxido de sédio 1 M
(aproximadamente 30 mL sdo necessarios). Adicionar 0,74 g
de cloreto de célcio di-hidratado e dissolver. Ajustar o volume
para 1 L e armazenar o tampdo a 4°C (estavel durante 6
meses).

Solugdo 1: Diluir 1,0 mL do contetido do frasco 1 a 30 ml do
tampdo acetato de sodio (100 mM, pH 5,0). Dividir em
tamanho adequado de aliquotas e congelar a -20°C. Estavel
por 3 anos.

Reagente GOPOD: 1) Diluir o contetdo do frasco 3 para 1 L
com &gua destilada (solugdo 3), seu uso deve ser imediato na
préxima solucdo; 2) Dissolver o contetido do frasco 4 em 20
mL da solu¢do 3 e transferir quantitativamente isso para o
frasco contendo o restante da solugdo a 3. Cubra esta garrafa
com folha de aluminio para proteger o reagente da luz. Estavel
por aproximadamente 3 meses a 2-5°C ou 12 meses a -20°C.
Solugdes 2, 5 e 6: utilizar como fornecidos.

Procedimentos

Determinacdo de amido em produtos que ndo contenham d-
glicose de amido resistente e/ou maltodextrinas (Método Oficial AOC

996.11).
a)
b)
c)
d)

€)
f)

Moer amostra de modo a passar por uma peneira de 0,5 mm.
Adicionar 100 mg da amostra em tubo de ensaio de vidro.
Bater no tubo para assegurar que todas as amostras caiam para
a parte inferior do tubo.

Adicionar 0,2 mL de solucdo aquosa de etanol (80% v/v) para
auxiliar na disperséo e agitar no vortex.

Imediatamente adicionar 3 mL da Solugdo 1. Incubar o tubo
em banho-maria fervente durante 6 minutos (agitar o tubo
vigorosamente depois de 2, 4 e 6 minutos).

Adicionar 0,1 mL do conteldo do Frasco 2, agitar nos vortex
e incubar a 50°C durante 30 min.

Transferir a totalidade do contetdo do tubo de ensaio para um
baldo volumétrico de 100 mL. Use uma piceta para lavar o
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conteido do tubo completamente. Ajuste o0 volume com éagua
destilada. Misture bem. Centrifugar uma aliquota desta
solucéo a 3000 rpm durante 10 min. Usar a parte limpida para
0 ensaio. Alternativamente, no passo 6, ajustar o volume para
10 mL com agua destilada e, em seguida, centrifugar os tubos
a 3.000 rpm por 10 min. Para as amostras contendo 1-10% de
teor de amido, esta solucdo é utilizado diretamente no passo
seguinte. Para as amostras contendo 10-100% 103 de amido,
uma aliquota (1,0 mL) é diluida até 10 mL com &gua destilada
antes de prosseguir para 0 passo seguinte.

g) Transferir as aliquotas em duplicata (0,1 mL) da solugéo
diluida, para os tubos de ensaio de vidro.
h) Adicionar 3,0 mL do reagente GOPOD a cada tubo, incluindo
o controle de D-glicose e o de reagentes em branco, e incubar
0s tubos a 50 °C durante 20 min. Controle consiste em 0,1 mL
de solucdo padrdo de D-glicose (1 mg/mL) e 3,0 mL de
reagente GOPOD e o branco em 0,1 mL de agua e 3,0 mL de
reagente GOPOD.
i) Leia a absorbancia para cada amostra e o controle de D-
glicose em 510 nm contra o reagente branco.
Calculos
Amid —AAxeFVx ! x100x162
o= 0,1°1.000 W " 180
F
Amido = AAX—=XFV x0,9
w
Onde:

e AA= Absorbancia (reacdo) lida contra o branco;

e F=100 (nug de D—glicose) absorbéancia para 100 pg
de glicose (conversdo de absorbancia para pg);

FV= Volume final (isto é, igual a 100 mL ou 10 mL);
0,1=Volume da amostra analisada;

1/1.000 = Conversdo de g para mg;

100/W = Fator que expressa amido como porcentagem do
peso da amostra;

o W =Peso em mg da amostra analisada;

e 162/180 = Ajuste de D-glicose livre para D-glicose anidro.



