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RESUMO
O nitrato ¢ o contaminante mais frequente em aquiferos por todo o mundo. A atividade
antropica ¢ o fator que mais contribui para a contaminagao das aguas pelo composto. Entre as
fontes de contaminacdo, o lancamento inadequado de aguas residuarias domésticas ¢ um dos
mais relevantes. No Brasil, hd auséncia de redes coletoras de esgoto e a ampla utilizagdo do
conjunto fossa séptica e sumidouro como uma alternativa ¢ um fator agravante quanto a
contaminagdo da agua subterranea. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a potencialidade da utilizagdo da microalga Tetradesmus sp. na remediacdo de agua
subterranea contaminada por nitrato, nitrito ¢ amonia, considerando a influéncia de fatores
nutricionais ¢ ambientais do processo. Os experimentos foram configurados em batelada e
semi-continuo, com aeragao superficial e forgada (0,5 vvm com ar atmosférico), intensidades
luminosas entre 50 e 200 umol m™ s™', faixa de pH 8,0 - 8,5, concentragdo inicial de nitrato
entre 50 - 400 mg/L, nitrito entre 0 - 16,8 mg/L, amonia entre 0,0 - 9,0 mg/L, fosforo total entre
0 — 60 mg/L, com efluente sintético e real, e tempo de cultivo entre 3 e 15 dias. Os reatores
alcancaram remogdes de nitrato de até 100% e remogao do fésforo total de até 94%. Para o
experimento realizado de modo semi-continuo testou-se taxas de reposi¢ao volumétrica de 20,
40, 60 e 80% em intervalos de 3 dias ¢ obteve-se, até o terceiro ciclo, uma % de remog¢ao dos
contaminantes satisfatoria para reposi¢des volumétricas de 40 e 60%. No entanto, para uma
taxa de reposi¢do volumeétrica de 20% ndo foi alcancada a estabilidade do reator. Assim, os
resultados mostram a potencialidade da Tetradesmus sp. para remediacdo e adequagao da agua

subterranea contaminada para os padrdes de potabilidade vigentes.

Palavras-chave: Desnitrificagdo Bioldgica, Contaminacdo por Nitrato, Tetradesmus sp.,

Remocgao de Nutrientes.



ABSTRACT

Nitrate is the most frequent contaminant in aquifers around the world. Human activity is the
factor that most contributes to the contamination of water by the compost. Among the sources
of contamination, the inappropriate release of domestic wastewater is one of the most relevant.
In Brazil, there is a lack of sewage collection networks and the wide use of the septic tank and
sink as an alternative is an aggravating factor regarding the contamination of groundwater. In
this context, the present work aimed to evaluate the potential of using the microalgae
Tetradesmus sp. in the remediation of groundwater contaminated by nitrate, nitrite and
ammonia, considering the influence of nutritional and environmental factors in the process. The
experiments were set up in batch and semi-continuous, with natural and forced aeration (0.5
vvm with atmospheric air), light intensities between 50 and 200 pmol m? s!, pH range 8.0 -
8.5, initial concentration of nitrate between 50 - 400 mg/L, nitrite between 0 - 16.8 mg/L,
ammonia between 0.0 - 9.0 mg/L, total phosphorous between 0 - 60 mg/L, with synthetic
effluent and real, and cultivation time between 3 and 15 days. The reactors achieved nitrate
removals of up to 100% and total phosphorus removal of up to 94%. For the experiment carried
out in a semi-continuous mode, volumetric replacement rates of 20, 40, 60 and 80% were tested
at 3-day intervals and, until the third cycle, a satisfactory % of contaminant removal for
volumetric replacements was obtained for 40 and 60%. However, for a volumetric replacement
rate of 20%, reactor stability was not achieved. Thus, the results show the potential of
Tetradesmus sp. for remediation and adequacy of contaminated groundwater to current drinking

water standards.

Keywords: Biological denitrification, Nitrate-contaminated water, Tetradesmus sp., Nutrient

removal.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Degradacao da matéria organica, nitrificagdo parcial e desnitrificacao. ................. 14
Figura 2 - Ciclo do NItTOZENIO. ...ccuveieeiiieeiie ettt tee e e e e e e e eer e enaeeenes 20
Figura 3 - Rotas de interconversao entre as diferentes formas nitrogenadas. ...........ccceeueneee. 21
Figura 4 - Esquema de tratamento por troca i0nica padrao. ..........cecceeeeveerieerieeneeenieenieeneenne. 23
Figura 5 - Esquema padrao de tratamento por 0SIMOSE TEVETSA. .....eeevererveeerereeerireeerereeenveeennns 24
Figura 6 - Esquema padrao de tratamento por eletrodialise. ...........ccccveeecuieeereeeniiieeciie e, 24
Figura 7 - Esquema padrao do tratamento por desnitrificagdo biologica. .........ccceeverueeuennene 26

Figura 8 - Curva de crescimento da Tetradesmus sp. LX1 (A) e quantidade de lipidio por
biomassa para diferentes temMPETatUIAS. .........cccvieeeiiieeiieeeiieeeieeeeieeeereeeereeeereeesereeesereeeneaeeens 27
Figura 9 - Tipos de fotobiorreatores, (A) sistema aberto - tanque circular, (B) sistema fechado
- fotobiorreator tubular horizontal, (C) sistema fechado — fotobiorreator tubular horizontal. .30
Figura 10 - Processo descontinuo, semi-continuo € CONtiNUO. .........cceeeveerreerreerieesieenneeneennnn 31
Figura 11 - Rotas de assimilagdo de nitrogénio tipicas de uma célula microalgal.................... 33

Figura 12 - Imagem de microscopio optico da microalga Tetradesmus sp. LCE-01 com aumento

A8 TOO0X. ittt ettt ettt st b e s bt ettt ettt na e bt eae 36
Figura 13 — Configuragdo 1 do sistema de tratamento utilizado. ...........cccceeveevieniniiniencnnene 39
Figura 14 — Configuragdo 2 do sistema de tratamento utilizado. ..........ccccevvevenniniiniencnnene. 39
Figura 15 - Curva padrao NIIIALO .........cevevuirieriiriieieeteeee sttt 43
Figura 16 - Curva padrao NILIITO. ......oouieiiiiiierieeiteeteee ettt e 43
Figura 17 - Curva padrao amoOmnia. .........ooueeuieriiiiiienieeee ettt sttt st 44
Figura 18 - Curva padrao de fOsforo total. .........c.coceriiiiiiiniiniiiiee e 45

Figura 19 - Crescimento da Tetradesmus sp. sob a influéncia de diferentes luminosidades. ..46
Figura 20 - Crescimento microalgal (A) e remocao de nitrato (B) para diferentes concentracdes
& MILTATO. 1.ttt ettt et e st e bt e e st et e e st e e bt e e b e beesteens 48
Figura 21 - Comparacdo de desempenho dos reatores com e sem aeragdo. A) Crescimento

celular, B) Concentracdo de fosforo e C) Concentragdo de nitrato com o tempo de tratamento.

Figura 22 — Analise dos experimentos realizados com efluente subterraneo real. A) Crescimento
celular, B) Concentragdo de nitrato, C) nitrito, D) amonia e) fosforo total..............ccoeeennnennn.e. 53
Figura 23 - Crescimento da biomassa no sistema semi-CoONtinuo. ...........ccceecvereenuerveneeniennenn 54

Figura 24 — Remocao de A) nitrato e B) fésforo no sistema semicontinuo. ............cccceeeuveeneee. 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificagdo da Agua em Relagdo a0 seu IQA. .......o.cveveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae 15
Tabela 2 - Padrdes de Qualidade Exigidos pela OMS e MS.......ccoooiiieiieciieeeee e 17
Tabela 3 — Publicacdes de sistemas em batelada para remogao de nutrientes com microalgas.
.................................................................................................................................................. 35
Tabela 4 - Caracterizagdo da dgua Sintética POr NILrAt0. ......cccvveeeceveeeiieeeiie e eeree e 37
Tabela 5 - Caracterizagdo da dgua dos pogos A e B, LTBA. .....cccoieiiiieiiieeeeeeee e, 38

Tabela 6 — Relagdo area/volume na remocdo de nutrientes e crescimento da biomassa de

Tetradesmus obliquus em sistemas em batelada com aeragao superficial. .........c.ccccvervvrennnnnn. 49



1.

2.

SUMARIO

INTRODUGCAO ... 10
OBUIETIVOS ... ettt sttt et ettt e s e enaesaeenseenee e 12
2.1 GERAL. .ottt ettt 12
2.2, ESPECIFICOS ....oooioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ccovorierrimrrinereiseesaessesessissssesessssesseseees 13
3.1. AGUAE AS ATIVIDADES HUMANAS ......c.cocovimmimmieeeeeeeeeesesennnnn. 13
3.2.  FORMAS DE NITROGENIO PRESENTES NA NATUREZA ................ 13
3.3.  AGUA PARA ABASTECIMENTO.........cccvvevevirrereeeeeeeeeeeeeeeesen s, 15
3.3.1. Caracteristicas e parametros de potabilidade............ccccevvvivvivenireneenen. 15
3.4. NITRATO E POLUICAO DAS AGUAS ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeae 18
3.5. NITRATO NA AGUA ..o 19
3.5.1. Ciclo do nitrogénio e as espécies qUIMICAS .......cccereerrueereerieeereeeneennne 19
3.5.2. Perigos a salide humana............ccceviieiiiiiiinieneeeeeee e 21
3.5.3. Formas de remog¢ao de nitrato em 4gUa .........ccceveeveeeenieneenieneeneenens 22
3.6 MICROALGAS ..ottt ettt st 26
3.6.1. Requerimentos ambientais € NUIICIONAIS ......ccceevueerueeeerreenierieeneenieennens 26
3.6.2. Formas de CUltiVO .......cocouiiiiiiiiieiiicieee e 29
3.6.3. Bioquimica da assimilagdo de nitrato pelas microalgas ........................ 32
3.6.4. Microalgas e a capacidade de remocao de nutrientes...........c.cceeeeuveennee. 34
MATERIAIS E METODOS.......vviuiiieiireiieseeeeeseeessesessessssesssesesss s ssssesnas 36
4.1. A ESPECIE MICROALGAL .....cocoiviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeese e, 36
4.2.  MEIO DE CULTIVO UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS................... 37
4.2.1. Experimentos Preliminares — Efluente Sintético..........ccocevviiniernennee. 37
4.2.2. Efluente Real (Agua subterrdnea contaminada por nitrato) .................. 37
4.3, SISTEMA DE CULTIVO ....oooiiiiiiiiiiiiiieeeereeenese et 38

4.4. EXPERIMENTOS REALIZADOS ......cccccoiiiiiiiiiniiiiciicieciccce 40



4.4.1. Etapa 1 — (Configuracdo 1) — Avaliacao da intensidade luminosa em

efluente sintético € aeragao SUPETfiCial..........ccveviieriiiiiiiiieciieeece e 40

4.4.2. Etapa 2 — (Configuragdo 1) — Diferentes concentragdes de Nitrato em

efluente sintético € aeragao sUPErficial..........cceeeviiieiiieeiiieceecee e 40
4.4.3. Etapa 3 —(Configuragao 2) — Com aeracao forcada e efluente sintético..41
4.4.4. Etapa4 — (Configuragdo 2) — Efluente Real sob aeragao forgada......... 41

4.4.5. Etapa 5 — (Configuracao 2) — Efluente em processo semi-continuo e

ACTACAO FOTCAA. ... .occviiiiiiic ettt e eens 41
4.5.  METODOS DE ANALISE UTILIZADOS .......ccccocevmieieeeeeseseeeeesesennnn. 41

4.5.1. Pes0 SECO CEIULAT.....ccueriiiiiiiiieiceeee e 42

4.5.2. Analises de nitrato, Nitrit0 € aMONIA .........oeeevvveveeeeeeieeieiieeeeeeeeeeeeeeaaees 42

4.5.3. Fosforo total - Método do 4cido ascOrbiCo ........eevvervenueeieneenienienieenens 44

4.5.4. Determinacao do PH ....ccviieiiiiieiiieeieceeeee e 45

5. RESULTADOS E DISCUSSOES......ccovuurtiirinrinimereriesinsisenessesensssesessessees 46

5.1.  Etapa 1 — (Configuracdo 1) — Avaliacdo da intensidade luminosa em efluente

SINtEtico € aeTagA0 SUPETTICIAL.....ouiiiiiiiiieiieiie e 46

5.2.  Etapa2 —(Configuragdo 1) — Diferentes concentragdes de nitrato em efluente

SIntético € aeracao SUPETTICIAL...c.uuiiiiiieiiiieeiie e e e 47

5.3. Etapa 3 e 4 — (Configuragdo 2) — Com aeragdo forcada e efluente

STNEELICO/TEAL. e 51

5.4. FEtapa 5 — (Configura¢do 2) — Efluente real em processo semicontiuo e

ACTACAO FOTCAAA. . ...uviiiiiiieiee ettt e e e et e e et e e e et e e e taeeeaaeeenaeeenneeas 54
6. CONCLUSAO ..ottt 58

REFERENCTIAS ..o e e e e et s e e e e s e r e ner e 60



10

1. INTRODUCAO

A expansao desordenada de areas urbanas representa, muitas vezes, um risco ao meio
ambiente e a saude da populagdo, uma vez que estas areas surgem, frequentemente, sem
qualquer planejamento e infraestrutura. Deste modo, muitas areas urbanas ndo possuem
estruturas de saneamento, como tratamento de Aaguas residudrias e acesso a rede de
abastecimento de agua potavel. Nestas ocasides, ¢ comum que as aguas superficiais e

subterraneas da regido sejam contaminadas, ¢ ainda assim utilizadas pela populagao.

Segundo dados oficiais do Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento
(SNIS), em diagnostico publicado em dezembro passado com ano de referéncia 2021, a média
nacional de atendimento de dgua foi de 90,5% das populacdes areas urbanas e 80,5% da
populacao total, somente as regides norte e nordeste ficam abaixo da média nacional quanto o
abastecimento. No mesmo diagndstico € encontrado também o indice de atendimento da rede
de esgoto, tal que a média nacional para areas urbanas foi de 47,4%, entretanto, o norte tem
apenas 13,1%, enquanto o nordeste tem 30,3% de suas 4guas residudrias urbanas coletadas pelas

redes de esgoto (BRASIL, 2021).

Uma solucdo ainda muito utilizada no pais para as 4guas residudrias ¢ a fossa séptica,
entretanto, esta pode contribuir para a contaminacdo das dguas subterraneas por compostos
nitrogenados. Segundo Lee et al. (2020), além da contaminagdo oriunda das areas urbanas, os
fertilizantes utilizados na agricultura e as florestas também podem ser fontes de nitrogénio e,

portanto, de contaminagdo da agua.

Em busca de uma forma alternativa e vidvel economicamente para o tratamento de
agua destinada ao abastecimento, em especial dguas de pocos subterraneos contaminadas por
nitrato, pondera-se a possivel utilizagdo de microalgas. As microalgas tém sido estudadas para
a solucdo de varios problemas atuais da nossa sociedade, uma das aplicagdes mais estudadas ¢
a producao de biocombustiveis, como o uso de microalgas para produgdo de etanol (DE

FARIAS SILVA et al., 2018).

As microalgas possuem afinidade por alguns compostos nitrogenados, como o nitrato,
estes sdo metabolizados promovendo o crescimento da biomassa e a redugdo da concentragao
do composto na agua (AMINI; AMINI KHOEI, ERFANIFAR, 2019). Desta forma, as
microalgas possuem potencial para serem aplicada no tratamento de dgua contaminada por

nitrato.



11

Assim, este trabalho deu inicio as pesquisas voltadas para o tratamento de agua
utilizando microalgas, em especial a Tetradesmus sp. Tendo sido avaliada a capacidade da
microalga na remog¢do de compostos nitrogenados em agua subterranea contaminada, para

reatores em batelada e semi-continuo.

O experimento foi dividido em cinco etapas, para todas as etapas do foi realizada a
caracterizacao do efluente a ser tratado e a adicao de um reator controle, onde todas as condi¢des
ambientais foram replicadas conforme a etapa, exceto a adi¢ao do inoculo inicial, de forma a

comprovar que a remocao alcancada foi devido a presenca da Tetradesmus sp.

Na primeira etapa foi avaliada a influéncia da luminosidade no desenvolvimento da
cultura microalgal e consequente remocao de contaminantes. A etapa subsequente teve por
objetivo submeter a cultura microalgal a diferentes concentragdes do contaminante, ja
utilizando o padrio de luminosidade definido na etapa anterior. Para a terceira etapa
implementou-se a aeracao forcada e valores de contaminante proximo aos valores maximos
encontrados anteriormente na regido estudada. A quarta etapa teve por objetivo avaliar as
configurag¢des padronizadas pelas etapas anteriores para o efluente real, tendo éxito na remogao
dos contaminantes. Por fim, a quinta etapa foi realizada com reator em processo semi-continuo,

reduzindo o tempo de tratamento do efluente.

Este estudo pode fornecer parametros de processos € operagdes para o tratamento
biologico de agua subterranea contaminada por amonia, nitrito € nitrato, sem descartar a
possibilidade de estudos futuros que viabilizem a utilizagdo da biomassa microalgal produzida

durante o processo.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Avaliar a utilizagdo de processo bioldgico mediado por microalgas para remover

nitrato em aguas subterraneas visando abastecimento humano.

2.2. ESPECIFICOS

e Avaliar em batelada a remogao de nitrato por microalgas;

e Testar diferentes concentragdes de nitrato para verificar a potencialidade de remogao
do processo;

e Verificar a influéncia da intensidade luminosa na remogao do nitrato;

e Adequar a concentracdo de nutrientes adicionais necessarios ao crescimento da
microalga e remocao do nitrato a niveis aceitaveis;

e Testar o reator em processo semi-continuo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. AGUA E AS ATIVIDADES HUMANAS

O planeta terra possui aproximadamente 70% de sua superficie coberta por agua,
curiosamente este ¢ o mesmo percentual médio de dgua no corpo humano. Entretanto, apenas
2,5% do volume total de 4gua do planeta ¢ agua doce, além disto, cerca de dois tercos da dgua
doce esta presa em geleiras, desta forma, somente 0,77% da agua do planeta é 4gua doce e de
facil acesso. O abastecimento humano e animal € o uso prioritario para a 4gua, como definido
pelo Plano Nacional de Recursos Hidricos, em caso de escassez. Vale lembrar que a adgua
possui diversos usos além do abastecimento humano, como a irriga¢do, geracdo de energia,
producdo industrial, navegacao e lazer. Cada um destes usos demanda qualidade e quantidade
diferentes, e seus impactos também diferem (BRASIL, 1997; POSTEL; DAILY; EHRLICH,
1996; YASUI, 2014).

A priorizagdo no uso da agua para os seres vivos ¢ fundamental, uma vez que ¢ um
dos recursos essenciais a vida e um equilibrio adequado da distribui¢do de 4gua no corpo
humano ¢ fundamental para manter todas as fungdes do corpo humano em pleno e adequado
funcionamento. Para manter o equilibrio de 4gua no corpo, um adulto, normalmente, ingere de
2 a 3 litros de agua diariamente e excreta praticamente 0 mesmo volume, assim alguém com
50kg que consuma 2,5 litros de agua diariamente fara uma troca de mais de 7% da dgua presente

em seu corpo (YASUI 2014).

No entanto, ndo ¢ mera a abundancia de agua em nosso planeta que a faz importante
para o corpo humano. A dgua possui propriedades fisico-quimicas e estrutura molecular inica
tornando-se um elemento essencial a vida, sendo fundamental em diversos processos
fisiologicos, por exemplo, na homeostase da temperatura corporal, no equilibrio acidobasico e
até mesmo na divisdo celular, além disto ainda participa de diversas reagdes que ocorrem no

corpo (RIVEROS-PEREZ; RIVEROS, 2018).
3.2. FORMAS DE NITROGENIO PRESENTES NA NATUREZA

A concentracdo de compostos nitrogenados em nossas aguas tem crescido conforme o
desenvolvimento urbano, a expansdo industrial ¢ o avango da agricultura. Essas atividades
antropicas sao responsaveis por um grande despejo de nitrogénio na natureza, ndo s6 nas aguas,
mas também no solo e no ar. As maiores contribui¢des para este aumento da concentragdo sao

dadas, nas atividades agricolas, pelo uso de fertilizantes nitrogenados, como a ureia que €
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amplamente utilizada, e dejetos de origem animal; no esgoto sanitdrio, pelas excrecdes
humanas; e nas industrias, tanto os NOx oriundos da queima de combustiveis fosseis, quanto

eventuais efluentes liquidos (BRASIL, 2005; HUANG et al., 2018).

Apesar do crescente volume dos compostos nitrogenados na natureza, em especial nas
aguas superficiais e subterraneas, eles ocorrem naturalmente e sdo importantes para o equilibrio
na flora e fauna. A fonte primaria dos compostos nitrogenados nas dguas ¢ a decomposicao da
matéria organica, alguns destes compostos encontrados na agua sdo a amoénia (NH3 ), 0 amonio
(NH}), o nitrito (NO3) € o nitrato (N 03 ). Durante a decomposi¢do da matéria orgnica, o pH
¢ determinante na predominincia do composto que serd gerado, em pH mais basicos hd a
predominancia da amdnia, enquanto em pH neutro e dcidos hd uma predominancia de amonio

(LI et al., 2020a).

Além da influéncia do pH na formacdo do composto predominante, também hé a
influéncia da temperatura na sua toxicidade para o ecossistema aquatico, algumas espécies,
como a truta-arco-iris ¢ muito sensivel a amonia. A amonia € facilmente degradada e consumida
por fitoplanctons, macrofitas e outros organismo, porém a degradacdo da amonia pode gerar
outros compostos, também nocivos a saude e ao ecossistema, como mostrado na figura 1.
Portanto, a presenca de amodnia na 4gua indica uma contaminagdo recente € ¢ uma caracteristica
da poluicdo das aguas superficiais, ja o nitrato indica uma contaminacao antiga, sendo uma
caracteristica das dguas subterraneas contaminadas (SHARP et al., 2020; SHEN et al., 2020;
YAN et al., 2020).

Figura 1 - Degradacdo da matéria organica, nitrificagdo parcial e desnitrificagao.

‘ Nitrato (NO5™-N) ‘

~”

| Nitrito (NOy™N)
L

ﬂ *e |

Amobnia (NH3-N) }. g ......:‘--. T Gas Nitrogénio (N»p)
3

Fonte: Adaptado (SHARP et al., 2020).
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3.3. AGUA PARA ABASTECIMENTO
3.3.1. Caracteristicas e parametros de potabilidade

A potabilidade ou nao das aguas superficiais ou subterraneas sdo determinadas pela
analise de suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Neste sentido, existem 6rgaos
internacionais, nacionais, estaduais e at¢é mesmo municipais que possuem diferentes padroes
para determinar a qualidade da agua, entretanto, os parametros analisados, em geral, sdo os
mesmos, mudando-se somente as faixas de classificacdo. O indice de qualidade da dgua (IQA)
¢ também utilizado por muitos 6rgaos reguladores e fiscalizadores por todo mundo, foi criado

em 1970 pela National Sanitation Foundation (NSF) (BROWN et al., 1972).

Os parametros que compdem o indice sdo oxigénio dissolvido, E. coli, pH, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), nitratos, fosforo total, variacdes de temperatura, turbidez e
solidos totais, cada um destes parametros possui um peso diferente no calculo do IQA. A

formulagdo utilizada para o calculo do indice ¢ mostrada na Equacao 1.

1QA = [Tiz1 ¢ (D

Onde:

IQA — Indice de Qualidade das Aguas (0 a 100)

gi — Qualidade do i-ésimo parametro (0 a 100)

wi — Peso correspondente ao i-ésimo parametro, conforme a importancia de sua fungdo global
para a qualidade da dgua (0 a 1)

n — Numero de variaveis usadas para o calculo do IQA.

Utilizando os resultados obtidos com a equagdo mostrada acima ¢ possivel classificar
a agua utilizando a tabela 1 que traz a classificagdo segundo a Companhia Ambiental do Estado
de Sao Paulo (CETESB), que ¢ referéncia nacional em qualidade ambiental e protecdo a satide
publica, do IQA (CETESB, 2018).
Tabela 1 - Classificagdo da Agua em Relagio ao seu IQA.

Categoria  Ponderacao
Otima 79<IQA<100
Boa 51<IQA<79
Regular 36<IQA<S51
Ruim 19<IQA<36
Péssima IQA<19

Fonte: Adaptado de CETESB (2018).
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A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) produz o guia para qualidade de agua potavel
e tem como publico-alvo os gestores dos recursos hidricos ligados a agua para abastecimento
humano e faz uma analise dos parametros de potabilidade focada na promocao da saude. A
quarta edi¢ao do guia traz uma lista ampla de elementos que devem ser considerados na analise
da qualidade da 4gua, a compreensdo da importancia da prevengdo de riscos de contaminagdo
da 4gua na protecao da satide humana, orientagcdes para o controle, prevencao e gerenciamento

dos riscos (WHO, 2017).

J4 em ambito nacional, o Ministério da Saude (MS), dispde sobre os padrdes de
potabilidade. De forma geral, seja para OMS ou MS, sdo considerados quatro aspectos para a
analise da qualidade da agua, microbioldgico e desinfeccdo da dgua, quimico, radiolégico e a

aceitabilidade, este ultimo inclui sabor, odor e aparéncia (BRASIL, 2021).

Assim, a Tabela 2 traz alguns elementos que compde os padrdes que devem ser

alcancados para reducao dos riscos a saude.

Os padroes da OMS e do MS apresentam valores similares ou muito préximos para a
maioria dos pardmetros, como nos aspectos microbiologicos, aspectos radiologicos e em grande
parte dos aspectos quimicos. Estes padrdes elencados na tabela 2 sdo os principais parametros
relacionados a riscos de contaminagdo no consumo humano. Entre os contaminantes, merece
destaque a concentragdo de nitrato permitida na dgua de abastecimento, nos padrdes da MS

tem-se um limite menor (44,27mg NO3/L) do que o recomendado pela OMS (50mg NOs7/L).

Vale destacar que nem sempre existem valores de referéncia para contaminantes que
possam causar efeitos a saude humana, como € o caso de sulfetos que em alta concentracao
podem ocasionar efeitos laxativos. Por outro lado, existem fatores como cor, odor e sabor que
estdo ligados a aceitagdo da dgua pela populacdo ndo representando riscos direto a saude. Nestes
aspectos pode-se afirmar que quanto a cor os padrdes apresentados sdo similares, porém a OMS

se mostra mais restritiva quanto a presenca de odor e sabor na agua potavel.



Tabela 2 - Padrdes de Qualidade Exigidos pela OMS e MS.
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Padroes de Qualidade

Aspectos Microbioldégicos
Valor

Organismo .
8 Guia

E. coli ou coliformes termotolerantes

oMs

MS

Nao detectavel em 100ml de

amostra
Aspectos Quimicos
Inorganico em mg/L oMs MS
Arsénio 0,01 0,01
Bario 1,3 0,7
Boro 2.4 -
Cromo 0,05 0,05
Fluoreto 1,5 1,5
Selénio 0,04 0,04
Uranio 0,03 0,03
Organico
Microcistina-LR 0,001 0,001
Aspectos Radiologicos
Referéncia em Bq/L oMs MS
International Organization for
Standardization ¢ : 0,02-0,1 0.5°
American Public Health Association 0,02 1,0¢
Aspectos de Aceitabilidade®
Referéncia Val.o r oMS MS
Guia
Cor 15 TCU T 0,1-5,0 uT
Odor Ausente®’  Intensidade 6
Sabor Ausente® Intensidade 6
Nitrogénio
Para protecao contra metahemoglobinemia e
os efeitos da tireoide em populagoes mais
sensiveis. em mg/L OMS MS
Amonia -8 1,46
Nitrito 3,0 3,28
Nitrato 50,0 44,27

a. Intensidade méxima de percepgao para qualquer caracteristica de gosto e odor. b. Atividades Alfa. c. Atividade
Beta. d. A cor esta geralmente relacionada a presenga de matéria organica, assim como do ferro e outros metais.
A maior parte das pessoas pode detectar cor na faixa acima de 15 TCU em um copo de agua. e. Muitos minerais
presentes na agua podem fornecer a esta, odor e sabor, dependendo de suas concentragdes, sem oferecer riscos a
saude. O guia traz as concentragdes de tais minerais que conferem sabor, odor ou cor a 4gua. f. Nenhum valor de
orientagdo, com base na saude, ¢ proposto pelo OMS para a cor, odor e sabor na agua potavel. g. Para a OMS a
amoénia ndo ¢ de relevancia imediata para a saide, de modo que nenhum valor de diretriz baseado na satude ¢

proposto.

Fonte: Adaptado da Organizagao Mundial da Saude e Ministério da Saade (WHO, 2017; BRASIL, 2021).
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3.4. NITRATO E POLUICAO DAS AGUAS

A descarga de excrementos de origem humana em rios, canais € qualquer outro corpo
d’agua ¢ uma das principais fontes de poluicao das dguas. Sua ocorréncia € muito comum em
paises em desenvolvimento, onde o saneamento basico ¢ deficiente. Uma das solugdes técnicas
adotadas e aceitas na auséncia de rede coletora de esgoto ¢ o uso de fossa séptica, entretanto
esta despeja no solo um alta carga organica, de nutrientes e de patdgenos que percolam pelo
solo e chegam ao lengol freatico, comprometendo a qualidade das aguas subterraneas. Além
das aguas residuarias domiciliares, a agricultura, através da fertilizagdo do solo, também
adiciona uma elevada carga de nutrientes. O nitrato ndo absorvido pelas plantas, é depositado
no solo e corpos hidricos, contaminando-os (AL-ZREIQAT et al., 2018; CHAIWONG;
KOOTTATEP; POLPRASERT, 2020; LEE et al., 2020).

O nitrato dissolvido na 4agua ao chegar no consumidor final pode trazer diversos
problemas de saude, o mais conhecido deles ¢ a metahemoglobinemia (meta-Hb), também
conhecida por sindrome do bebé azul. A meta-Hb ¢ relacionada a toxicidade aguda do nitrato,
existe ainda a toxicidade cronica que provoca desordens da tireoide, a toxicidade reprodutiva
que pode levar a incidéncia de aborto e ma formagao do feto e, por fim, a carcinogenicidade

que relaciona o nitrato a alguns tipos de cancer (FAN, 2014; JOHNSON, 2019).

Segundo a Agéncia Europeia de Meio Ambiente, European Environment Agency
(EEA), as 4guas subterraneas da regido apresentaram uma concentracdo média entre 18,8 € 19,6
mg nitrato/L no periodo de 2000 a 2017 (EEA, 2021). Em um estudo da regido de Yerraguntla,
na India, foi detectada uma concentragio média de 86,13 mg de NOs7/L, em 40 amostras
analisadas, das quais 42,5% ndo atenderam as concentracdes recomendadas pela OMS, 50 mg

de NOs/L (SUVARNA et al., 2020).

No Brasil, a regidao metropolitana da capital potiguar, Natal, tem como principal fonte
de abastecimento a agua subterrdnea. Segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA) a agua
utilizada para o abastecimento humano da regido apresenta contaminagdo por nitrito e aponta
como maior vildo a falta de saneamento basico, principalmente a coleta de esgoto. Para ilustrar,
a cidade de Parnamirim tem apenas 1% de coleta de esgoto e Natal, cerca de 30%. Além disso,
a vulnerabilidade natural da regido ¢ um fator agravante, o potencial contaminante de cargas
poluidoras, nas zonas urbanas, varia entre moderado a alto (ANA, 2019; ALVES et al., 2016;
SILVA et al., 2020; SILVA; MELO; DINIZ FILHO, 2020).
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Por fim, uma pesquisa que avaliou a intrusdo salina em parte do sistema
Barreiras/Marituba, que abastece Maceid, por meio de amostras de pocos, encontrou
concentragdes de nitrato entre 2,05 e 146,5 mg de NO3;7/L. Destacando que 43% das amostras
apresentaram concentragdes superiores ao valor maximo permitido pela legislagdo vigente.
Além disso, em 2019 foi declarado pelo entdo presidente da Companhia de Saneamento de
Alagoas (Casal), Eng. Clécio Falcdo, que os seis pogos existentes no bairro do Pinheiro, e
operados pela companhia, estariam desativados a mais de 12 anos por apresentarem
contaminantes, entre eles o nitrato (GAZETA DE ALAGOAS, 2019; DE OLIVEIRA et al.,
2018).

3.5. NITRATO NA AGUA
3.5.1. Ciclo do nitrogénio e as espécies quimicas

O nitrogénio ¢ encontrado de maneira mais abundante na natureza sob a forma de gés
nitrogénio, N2. O gas nitrogénio representa cerca de 90% da reserva total de nitrogénio no
planeta, sendo ele o principal componente na composi¢do da atmosfera terrestre com
aproximadamente 78% desta. O ciclo do nitrogénio, assim como o do carbono, ¢ essencial para
os seres vivos. As plantas, por exemplo, utilizam o nitrogénio como uma fonte de nutriente para
seu crescimento € assim outros animais, como os seres humanos, incluem o nitrogénio em sua
cadeia alimentar, entretanto, somente alguns organismos procarioticos podem converter o N>

em NH4" e com um elevado custo energético (CABELLO et al., 2019).

Apesar do nitrogénio ser importante e abundante na natureza, as atividades antropicas
sao grandes influenciadoras da presenca do nitrogénio no meio ambiente, influenciando o ciclo
localmente ou de forma mais ampla. Entre os mecanismos presentes no ciclo do nitrogénio
temos amonificacdo, anammox, assimila¢dao de nitrato, comammox, desnitrificacdo, fixagao,
mineralizacdo e nitrificagdo. Alguns destes processos ocorrem de forma aerdbias, enquanto
outros sao anaerobios (BURT, 2018). A figura 2 mostra o ciclo do nitrogénio, na atmosfera, no

solo e na agua.

Além dos processos naturais, as industrias, a agricultura e a polui¢do do solo e da agua
contribuem para o ciclo do nitrogénio. Algumas ocasides como nas grandes cidades podem
ocorrer alteragdes mais vigorosas de forma local e ainda influenciar o ciclo global, como o caso
da poluicdo atmosférica que pode contribuir para a formagdo de chuvas acidas (HIRATA;

SUHOGUSOFF, 2019; MOSIER et al., 2002).
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Figura 2 - Ciclo do nitrogénio.
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Fonte: Adaptado (BURT, 2018; HIRATA; SUHOGUSOFF, 2019)

Tratando da parte do ciclo do nitrogénio que ocorre no solo, € gera impactos também
nas aguas subterraneas, temos como principais mecanismos mineraliza¢do, nitrificagao,
assimila¢do e a redugdo do nitrato, sendo as duas primeiras as rotas de produ¢do que levam até

o nitrato (NH3>NHs"—NO, —NOs3") (POFFENBARGER; COYNE; FRYE, 2013).

A mineralizag¢do consiste na quebra dos compostos organicos em inorganicos, durante
0 processo; o nitrogénio organico ¢ catabolizado em NH3 e posteriormente em NH4". Por outro
lado, na nitrificagdo; ¢ caracterizada pela oxirredug¢ao das porgdes inorganicas e organicas do
nitrogénio, este € um processo aerdbio que pode ser promovido por algumas bactérias e fungos.
Dentro da nitrificacdo existem a nitrificagcdo autotrofica, que se acredita ser a predominante em
solos da agricultura, a nitrificacdo heterotrofica inclui a produ¢do de composto nitroso,

potencialmente carcinogénico (POFFENBARGER; COYNE; FRYE, 2013).

Ap0s os processos que ddo origem ao nitrito e ao nitrato passa-se a assimilagdo do
nitrato que pode ser feita por plantas, fungos, algas e bactérias, estas usam o nitrato como fonte
de nitrogénio para seu crescimento, através da reducao no nitrato em amonio, no interior da

célula (CABELLO et al., 2019).

Os mesmos mecanismos podem estar presentes no ciclo do nitrogénio em ambientes
aquaticos. No caso da nitrificagdo pode ocorrer uma outra rota a Anammox, oxidagao anaerdbia
da amonia, neste caso o processo oxidativo utilizado pelas bactérias usa o0 NO2™ e produz N,

porém sua ocorréncia natural tem sido relatada principalmente em zonas minimas de oxigénio
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(OMZ). Geralmente os mecanismos mais comuns s3o fixagdo do nitrogénio, oxidacao de
amonio, oxida¢ao do nitrito em nitrato e desnitrificagdo. A figura 3 ilustra as rotas, as espécies

quimicas e o mecanismo utilizado (KARL; MICHAELS, 2019).

Figura 3 - Rotas de interconversdo entre as diferentes formas nitrogenadas.
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Fonte: Adaptado (KARL & MICHAELS, 2019).

3.5.2. Perigos a satde humana

O Nitrato ¢ um composto que ocorre naturalmente no meio ambiente sendo parte
integrante do ciclo do nitrogénio. As plantas absorvem o nitrato do solo e da dgua como sua
fonte de nitrogénio, uma fonte essencial na composicao de proteinas e, portanto, um elemento
essencial a vida. Apesar disto, a exposic¢do excessiva do corpo humano ao nitrato pode acarretar
riscos a saude. Os problemas relacionados a ingestao de nitrato surgem com sua conversao para
nitrito, cerca de 5% do nitrato ingerido ¢ convertido em nitrito. Estes problemas podem ser
classificados pela carcinogenicidade e toxicidade, sendo esta ultima dividida em toxicidade

reprodutiva, aguda e cronica (FAN, 2014, 2019; VAN BREDA et al., 2019).

Alguns estudos sugerem uma relacao entre o surgimento de canceres gastrointestinais
e aingestdo de nitrato. Em um destes, van Maanen et al. (1996) observou o aumento da excre¢ao
de N-nitrosaminas na urina da populag¢@o exposta a um maior consumo de nitrato. O aumento

mais substancial foi obtido para a exposi¢ao a altos niveis de nitrato na dgua. As N-nitrosaminas
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formadas na ingestao do nitrato ndo ¢ o maior problema quanto a carcinogenicidade, mas sim
suas derivagdes e as do nitrito que podem gerar composto carcinogénico N-nitroso (BUTLER,

2015; SUBRAMANIAN et al., 2014).

Nas consideracdes sobre toxicidade deve considerar inicialmente a toxicidade aguda e
a cronica. A toxicidade cronica € a responsavel por elevar os riscos dos efeitos carcinogénicos
citados anteriormente, assim como sao atribuidas algumas disfun¢des da tireoide - como o
aumento do volume da glandula - e onde a toxicidade reprodutiva ¢ mais comum. Como o nome
sugere, na toxicidade reprodutiva os efeitos recaem sobre o sistema reprodutor, podendo
ocasionar ma formacdo do feto, aborto e restrigdo do crescimento intrauterino, por exemplo

(FAN, 2014, 2019).

Por fim, a toxicidade aguda produz a condi¢cdo mais conhecida quanto a ingestdo de
agua contaminada por nitrato, trata-se da met-Hb, ou metahemoglobinemia, que afeta mais
facilmente bebés com menos de seis meses de vida. Entre as diversas razdes que justificam a
maior incidéncia da condi¢@o neste grupo tem-se o fato de os recém-nascidos possuirem um pH
gastrico mais alto que os adultos, favorecendo a conversdo de nitrato em nitrito; também vale
citar que ha um maior consumo de agua, proporcional ao peso, do que o observado em adultos.
O nitrito convertido oxida a hemoglobina no corpo conferindo uma cor azul ao enfermo e,
assim, justificando o nome popular dado a met-Hb, sindrome do bebé azul (JOHNSON, 2019;
WARD; BRENDER, 2019).

3.5.3. Formas de remocao de nitrato em agua

Os métodos de tratamento mais utilizados na remog¢ao de nitrato sdo a troca ionica,
osmose reversa, eletrodidlise, desnitrificacdo quimica e desnitrificagdo biologica. Além disso,
ha a possibilidade do ndo tratamento, a depender de alguns fatores como localizagdo,
disponibilidade de recursos, a qualidade exigida da agua etc. Nem sempre ha a necessidade da
completa remocao do nitrato, muitas vezes o que se deseja ¢ reduzir as concentragdes para os

padrdes aceitaveis ou exigidos (JENSEN et al., 2012; IMCHUEN et al., 2016).

3.5.3.1.  Troca i6nica
A troca i6nica € uma forma simples e efetiva para a remocao de nitrato e de outros sais
presentes na agua. Esta flexibilidade em remover diversos sais pode se tornar uma desvantagem
quando hd competicdo entre estes sais no processo. O processo de troca iOnica consiste em

proporcionar o contato da 4gua bruta com a resina, € consequentemente provocar a reagao de
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troca de ions de mesma valéncia, como observado na equacdo 2, onde R representa a matriz

polimérica da resina (ANSARI; PARSA, 2016; LABARCA; BORQUEZ, 2020).

R—Cl + NOs ) © R—NO5 ) + Clyy (2)
A figura 4, ilustra um esquema convencional deste tipo de tratamento, composto por
um pré-tratamento, para remocao de sélidos em suspensdo e outras particulas, o tratamento,
onde ¢ promovido o contato da resina com a agua bruta, o poés-tratamento, para ajuste de

parametros, ¢ por fim as etapas de regeneracdo e lavagem da resina, gerando residuos

concentrados.
Figura 4 - Esquema de tratamento por troca idnica padrao.
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— O
L J

T
Regeneracio e lavagem

Fonte: Adaptado (JENSEN et al., 2012).

3.5.3.2.  Osmose reversa

A osmose reversa ¢ capaz de remover diversos tipos de contaminagdo
simultaneamente, incluindo quimicos, como o nitrato, bioldgicos € compostos quimicos
organicos. A operagdo de um sistema de tratamento de 4gua por osmose reversa tem uma alta
demanda energética, seu funcionamento se baseia em forcar a 4gua pré-tratada a passar por uma
membrana semipermedvel. Os contaminantes sdo retidos na membrana, gerando dois efluentes,
a agua tratada e um concentrado com sais € outros contaminantes. A agua tratada deve ter seus
parametros ajustados e deve ser remineralizada, uma vez que os sais sdo retirados no processo
(EPSZTEIN et al., 2015; KAR; BAHADUR, 2020; RICHARDS; VUACHERE; SCHAFER,

2010). A figura 5 traz o fluxograma de um sistema tipico de osmose reversa.
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Figura 5 - Esquema padrdo de tratamento por osmose reversa.
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Fonte: Adaptado (EPSZTEIN et al., 2015; KAR; BAHADUR, 2020).

3.5.3.3.  Eletrodialise

Assim como os métodos anteriores, na eletrodialise, hd a necessidade de pré-
tratamento da 4gua bruta, em seguida a 4gua entra em contato com a membrana de troca iOnica
e gradiente de potencial, onde ocorre a geracdo de um concentrado e de agua limpa, esta
segunda tem seus parametros ajustados, na etapa de pos-tratamento, finalizando em agua
potavel. Para criar o gradiente de potencial passa-se uma corrente elétrica através do sistema
composto por catodos e anodos, como ilustrado na figura 6. Os sais carregados positivamente
passam pela membrana de carga negativa (catodo), mas sdo impedidas pela membrana com
carga negativa (anodo), sendo entdo arrastadas pelo fluxo de concentrado. O inverso ocorre

com os sais de carga negativa (BELKADA et al., 2018; SAHLI et al., 2008; REN et al., 2018).

Figura 6 - Esquema padrao de tratamento por eletrodialise.

Concentrado A Brut Concentrado
gua Bruta
] A A ,
Agua Bruta 1 1 Agua Bruta
1 1
1 1
\ 3 \
NOz = » NO; Y NOzer -« NOj
+ 151 + 3
H e & i
g = 2 =
~ = 9 g 9 i
- & F e E -
[=] =) g =3 g [=]
= g 5 g £ =
E £ g £ 5 g
5 = g b=
b= -§ = -§
o ¥ 9 o ¥ g
ES J ES 3
< L, il o t
T Na o+ H Na '« Na
+ +
, 1 1 ,
Agua Bruta 1 . 1 Agua Bruta
. Agua Bruta .
Concentrado Concentrado

Fonte: Adaptado (SAHLI et al., 2008).
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3.5.3.4.  Desnitrificagdo quimica
A desnitrificacdo quimica ¢ realizada através da reducao do nitrato por metais. H4d uma
diversidade de metais que podem ser utilizados para reduzir o nitrato, como aluminio e ferro,
outros metais podem servir como catalisadores, por exemplo, o cobre e o paladio. Porém, o uso
da desnitrificagdo quimica com o objetivo de fornecer 4gua potavel pode ser problematico, visto
que durante o processo existe o risco da desnitrificagdo parcial, ou seja, o nitrato reduzido em
amonia. As equacdes 3, 4, 5 e 6 mostram as reagdes ocorridas na desnitrificagdo quimica por

ferro zero-valente (JENSEN et al., 2012; SI et al., 2020).

5 Fe +2NOj3 + 6 H,0 — 5 Fe™” + Nyt + 12 OH 3)
4 Fe’ +NO; +7 H,0 — 4 Fe? + NHj + 10 OH @)
Fe + NO; + H,0 — Fe?" +NO; +2 OH ®)
3 Fe’ + NO; + 8 H" — 3 Fe*™ + 2H,0 + NH; (6)

3.5.3.5.  Desnitrificagdo bioldgica

A desnitrificacdo bioldgica € a forma natural de desnitrificagdo e participa do ciclo do
nitrogénio. Alguns microrganismos sdo excelentes na remoc¢do de nitrato, nitrito, amonia e
outros nutrientes. O uso de tratamentos bioldgicos para remog¢do de nutrientes € a base das
estacdes de tratamento de esgoto. Uma variedade de microrganismos pode ser utilizada na
reducdo do nitrato, estes microrganismos reduzem o nitrato, conforme mostrado na equagao 7.
Uma das principais vantagens do tratamento biologico sdo os residuos gerados, diferente dos
anteriormente citados, os residuos da desnitrificagdo bioldgica podem ser descartados em
aterros sanitarios, ou até utilizados na produg¢do de biocombustiveis (ABE; IMAMAKI,

HIRANO, 2002; JENSEN et al., 2012; QIE et al., 2019; ALVA et al., 2018).

NO; - NO;, - NO - N,0 - N, (7)

A figura 7 traz uma aplicagdo tradicional de um sistema bioldgico de desnitrificagdo.
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Figura 7 - Esquema padrao do tratamento por desnitrificagdo biologica.
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Fonte: Adaptado (JENSEN et al., 2012).

Por fim, mesmo com formas de tratamento mais avancadas e que garantem excelente
qualidade de 4gua, como a osmose reversa, a utilizagdo da desnitrificacdo biolodgica pode ser
valiosa para a adequacdo de dguas de abastecimento contaminadas por nitrato, uma vez que a
disposi¢ao dos residuos do tratamento € mais faceis e os custos operacionais mais baixos. Além
disto, o tipo de microrganismo proposto possui, sabidamente, afinidade pelo nitrato e € utilizado
a décadas no tratamento de outros tipos de 4gua, como na remog¢ao de nutrientes em estagcdes

de tratamento de aguas residudrias urbanas.
3.6. MICROALGAS

Para entender e aplicar as microalgas em bioprocessos ¢ necessario mencionar
principalmente trés aspectos: as necessidades nutricionais e ambientais dessa classe de
microrganismos, o tipo de cultivo com base nos nutrientes disponiveis, principalmente se
carbono organico esta presente no processo, € a forma de conducdo do processo a qual

influencia diretamente na eficiéncia e produtividade do sistema.
3.6.1. Requerimentos ambientais e nutricionais

Em termos de requerimentos ambientais das microalgas podemos destacar a
temperatura, luz e salinidade. Além disto, existem também os requerimentos nutricionais, sao
diversificados os nutrientes exigidos pelas microalgas, porém os mais importantes sao o
carbono, nitrogénio e o fosforo. Alteragdes de concentragdo ou intensidade destes fatores
podem provocar consequéncias desejadas que potencializa a produgdo ou as indesejadas que

prejudica ou inibe a produtividade (MASOJIDEK; TORZILLO, 2008).

3.6.1.1.  Temperatura, luz e salinidade
A temperatura ¢ muito importante para a bioquimica das microalgas, seus efeitos

podem ser divididos em dois mecanismos: o primeiro mecanismo ¢ o da dependéncia da

temperatura para as reacdes quimicas e bioquimicas e o segundo mecanismo ¢ o da dependéncia



27

para fixar o carbono da fotossintese em vérios tipos de macromoléculas (HU, 2013; SONMEZ
et al.,, 2016). A faixa 6tima para o desenvolvimento das microalgas varia de acordo com a
espécie, o género Arthrospira (Spirulina), por exemplo, tem como faixa 6tima de 35a38°Ce
uma faixa minima para o crescimento de 15 a 20 °C (BELAY, 2013). A mudanca da temperatura
para uma faixa fora do 6timo geralmente ocasiona uma queda nos lipidios totais, como pode
ser observado na figura 8, que traz a curva de crescimento e a quantidade de lipidios acumulados

para cada temperatura (BOROWITZKA, 2013; XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011).

Figura 8 - Curva de crescimento da Tetradesmus sp. LX1 (A) e quantidade de lipidio por

biomassa para diferentes temperaturas.

>
v
W)

Quantidade de Lipidios ou TGAs (%, w/v

1.0

—&— Specific growth ratefl
—O— Lipid content per microalgal biomass
—— TAGs content per lipid

Temperatura (°C)
[ —O—10
*—20

—£—25

B
(=]
1

0.8

30+ 40.6

20+ 404

10°F i

Densidade Algas (Células/ml.)

Taxa de Crescimento Especifico pu(d”)

1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo de cultivo (d)

Fonte: (XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011)

A luz ¢ outro fator fundamental no desenvolvimento e crescimento das microalgas,
uma vez que a composi¢ao bioquimica das algas ¢ controlada pelo processo de fotoaclimatagao.
Neste processo, quando ocorre uma diminuicdo da luminosidade, por exemplo, a dindmica
celular ¢ alterada em sua composicdo, buscando facilitar a fotossintese e o crescimento celular.
A resposta celular mais comum ¢ o aumento na concentragao de clorofila e outros pigmentos
fotossintetizantes, como a clorofila b e ¢. No caso contrario, uma alta intensidade de luz, as
células mudam sua composi¢do diminuindo a concentragdo de seus fotossintetizadores,
aumentando alguns elementos secundéarios como 3 - caroteno, luteina e astaxantina, que
funcionam como agentes fotoprotetores (DA FONTOURA et al., 2017; DE FARIAS SILVA;
SFORZA; BERTUCCO, 2018; HO; CHEN; CHANG, 2012; HU, 2013; MARONEZE et al.,
2016).

Além da intensidade da luz, outro fator importante relacionado ¢ o tempo de exposigao,
ou fotoperiodo, que influencia na remocao de nutrientes e no acumulo de carboidratos pelas

microalgas. Entretanto, em regides tropicais, como o nordeste brasileiro, ha pouca varia¢do no
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fotoperiodo ao longo de todas as estacdes do ano (DE FARIAS SILVA; SFORZA;
BERTUCCO, 2018; HAU; WIKELSKI; WINGFIELD, 1998).

As microalgas podem ser salinas ou de agua doce, sendo a salinidade um fator
essencial ou indesejado de acordo com a espécie. Entretanto, vérias espécies podem suportar
um aumento da salinidade, inclusive as de 4gua doce. Ainda assim, a salinidade pode impactar
o crescimento e a produtividade das microalgas, isso se deve aos seus efeitos sob a fisiologia e
nos mecanismos bioquimicos de crescimento e desenvolvimento das microalgas. Ocorrendo a
elevagdo da salinidade, pode haver o estresse osmotico, provocando a necessidade de adaptagao
a este ambiente. Nesta tentativa de se defender de danos que possam ser causados pela
salinidade, ha um aumento da sintese intracelular de lipidios e uma alteracdo do metabolismo
dos acidos graxos, elevando a concentracdo de lipidios e carboidratos, efeito desejado para a
producdo de biocombustiveis. Por outro lado, alterar a salinidade do ambiente pode ser uma
ferramenta til na inibicdo de organismos indesejados, competidores e predadores
(ANYANWU et al., 2018; HU, 2013; PANCHA et al., 2015; HOSSEINI; SHANG; SCOTT,
2018).

3.6.1.2.  Carbono, nitrogénio e fosforo

Pensando em seres fotossintetizantes, produtores autotréficos, a absor¢dao de CO2 ou
do HCO3™ ¢ essencial como fonte de carbono, de fato, entre 45 e 50% do peso seco das
microalgas € carbono. Algumas fontes de carbono comuns na dgua sao CO»2, H>COs3;, HCO3™ ¢
COs*", além de fonte de carbono também servem para o controle do pH, um parimetro
fundamental no desenvolvimento das microalgas. Porém, o suprimento natural de CO; em
ambientes aquaticos ndo € suficiente para atender a alta demanda por carbono. Para se ter uma
ideia, a taxa de difusdo de CO» de origem atmosférica em lagoas abertas ¢ de somente 10-12
g/m?d. Assim, a comunidade cientifica tem se voltado para alternativas que melhorem a
disponibilidade de carbono em meios aquaticos, como por exemplo Laamanen et al. (2014) que
mostrou a viabilidade da utilizacdo de efluentes industriais gasosos para fornecer didoxido de
carbono e calor para o cultivo de microalgas (RAJA et al., 2014; GROBBELAAR, 2013;
HOSSEINI et al., 2015; SI et al., 2020).

O nitrogénio € responsavel por 4 a 14% do peso seco das microalgas, sendo ele um
constituinte essencial para todas as estruturas e fungdes proteicas dentro das células (DE
FARIAS SILVA; SFORZA, 2016). O nitrogénio pode ser obtido através de uma variedade de
fontes, como amdnia, nitrato, nitrito e ureia, cada um destes pode ser usado para o crescimento

e para a reproducao microbiana.
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O fosforo ¢ um outro importante macronutriente que possui um importante papel no
metabolismo celular, formando vérias estruturas e componentes essenciais ao crescimento
microalgal. Conforme reportado por De Farias Silva e Sforza (2016) a relagao entre o peso seco
da biomassa da microalga Chlorella vulgaris e a concentracdo de fosforo esta entre 0,5 e 4%
do peso seco total. O ortofosfato ¢ incorporado nos componentes organicos através de varios
tipos de fosforilacdo. Ja a por¢do inorganica, fosfato inorgéanico, pode também ocorrer em

células no formato de polifosfato (HU, 2013).

Como exemplos, a remocao total do N-NOs™ (concentragdo de nitrogénio em forma de
nitrato) e P-PO4~ (concentragio de fosforo em forma de fosfato) pelas microalgas pode ser
alcangada em oito dias com a Acutodesmus dimorphus ([N-NOs]i de 277,4 mg/L), ja a
Tetradesmus spp. ASK22 ¢ capaz de remover mais de 98% destes nutrientes em 12 dias, para

[N-NO;s7]; de 236,11 mg/L (HU, 2013; PANDEY; SRIVASTAVA; KUMAR, 2019).

3.6.1.3.  Outros macro e micronutrientes

Virios elementos inorganicos e organicos podem ser utilizados para nutricdo das
microalgas, além dos mais utilizados, especificamente, carbono, nitrogénio e foésforo; existem
outros importantes nutrientes como o potassio, o ferro, 0 manganés e o calcio, além de outros
elementos em menor concentracao tais como zinco, cobre, cobalto e boro. Muitos desses demais
nutrientes sdo muito importantes em reagdes enzimaticas e biossintese de compostos, o cobalto,
por exemplo, € essencial para a produgao da vitamina Bi>. Desta forma, ¢ importante monitorar
estes outros nutrientes, pois suas concentragoes podem afetar o desempenho das microalgas e

consequentemente do sistema (GROBBELAAR, 2013).
3.6.2. Formas de cultivo

As microalgas vém sendo amplamente estudadas, elas possuem uma promissora
versatilidade e podem funcionar como fabrica para varios produtos, como por exemplo,
pigmentos, biocombustiveis, plasticos verdes, produtos terapéuticos e até mesmo antibioticos.
Para cada produto uma diferente forma de cultivo pode ser necessaria (KOLLER; MUHR;
BRAUNEGG, 2014).

O cultivo pode ser realizado de varias formas, o sistema pode ser aberto ou fechado, o
processo pode ser em batelada, semi-continuo ou continuo, € o metabolismo dominante das

microalgas do sistema podem ser autotroficos, heterotréficos ou mixotroficos (YIN et al.,

2020).
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3.6.2.1.  Sistema aberto ou sistema fechado

Os sistemas abertos compreendem lagoas (open ponds), raceways e tanques, a
aplicacdo de um destes sistemas costuma ser vantajosa quando usados no tratamento de aguas
residuarias. Os custos de operacdo sdo mais baixos quando comparados com os sistemas
fechados e muitas sdo as espécies que podem se desenvolver e crescer no sistema. A vantagem
deste tipo de sistema ndo esta somente relacionada aos custos operacionais, por ser um sistema
mais robusto, ele também tem estruturas e operagdes mais simples. Entre as desvantagens do
sistema tem-se a demanda por grandes areas e uma subutiliza¢ao da luz solar (ANYANWU et

al., 2018; MASOJIDEK; TORZILLO, 2008; YIN et al., 2020).

Por outro lado, os sistemas fechados sdo mais sofisticados, sua taxa produtiva ¢
superior aos sistemas abertos, os reatores utilizados sdo conhecidos como fotobiorreatores
(PBRs), estes podem ter diferentes formatos, por exemplo tubular ou plano, sendo a maioria
tubular. Os PBRs oferecem uma melhor condi¢do de controle do cultivo, sendo mais facil
acompanhar e corrigir os parametros em comparagdo com os sistemas abertos. Em
consequéncia da sofisticacao do sistema, maior produgdo e capacidade de controle ambiental,
os sistemas fechados possuem um alto custo de implementagao e operagdo, sendo esta sua maior
desvantagem (ALASWAD et al., 2015; MASOJIDEK; TORZILLO, 2008; YIN et al., 2020).

Exemplos destes dois sistemas sdo mostrados na figura 9.

Figura 9 - Tipos de fotobiorreatores, (A) sistema aberto - tanque circular, (B) sistema fechado

- fotobiorreator tubular horizontal, (C) sistema fechado — fotobiorreator tubular horizontal.

Fonte:(ALASWAD et al., 2015; DECKER; RESKI, 2008; MASOJIDEK; TORZILLO, 2008)

3.6.2.2. Batelada, semi-continuo ou continuo
A figura 10 ilustra os ciclos de operagdao dos processos em batelada, semi-continuo e
continuo. Os processos descontinuos, ou em batelada, sdo amplamente utilizados na obtengao
de varios produtos. A produ¢do de microalgas em batelada ¢ muito utilizada, especialmente em
escala laboratorial. Nos processos em batelada a operagao inicia-se com a adi¢ao dos nutrientes

e inoculagdo dos microrganismos, nenhum outro componente ¢ adicionado apds a inoculagao,



exceto agentes que regulam os parametros operacionais, como acidos e bases para o pH, e o
oxigénio para microrganismos aerobios. Ao final do processo todo conteudo do reator ¢
retirado, e antes de nova utilizacao o reator ¢ esterilizado. Em relacdao ao seu uso no cultivo de
microalgas, ¢ importante ressaltar que hd um baixo crescimento da biomassa, visto que a
concentragdo de nutrientes decai com o tempo (SCHMIDELL, 2001; PALADINO; NEVIANI,
2020).

Figura 10 - Processo descontinuo, semi-continuo e continuo.
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Fonte: Adaptado (SCHMIDELL, 2001).

Uma alternativa € o processo semi-continuo, neste tipo o inicio ¢ similar ao processo
em batelada, entretanto, ao fim do processo, retira-se parte do volume do reator, mantendo uma
parte dos microrganismos € do meio de cultura utilizado no ciclo anterior, entdo, sao
adicionados mais nutrientes ao reator, com volume igual ao retirado na operagao anterior. O
processo semi-continuo, em comparacdo ao processo em batelada, chega a produzir uma
concentracdo de biomassa até trés vezes superior (SCHMIDELL, 2001; KHOO; LAM; LEE,
2016).

Por fim, os sistemas e reatores continuos sdo aqueles que operam em condig¢do de

estado estacionario (ou regime permanente), isto significa que € preciso manter o volume da
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reacdo constante, por meio da alimentacdo continua, com vazdo constante, e da retirada
continua e equivalente de produto. Entre as vantagens do processo continuo estd o aumento da
produtividade do processo ¢ a manuten¢ao dos microrganismos no mesmo estado fisiologico.
Algumas desvantagens do processo continuo sao um maior risco de contaminagdo e a
possibilidade de mutagdes genéticas espontaneas. Diferente da semi-continua, a operacao
continua, como o nome sugere, fornece continuamente os nutrientes necessarios para o
crescimento da biomassa, a0 mesmo tempo que esta também ¢ retirada, o melhor desempenho

do cultivo ¢ encontrado neste ultimo tipo de operacao (SCHMIDELL, 2001; YIN et al., 2020).

A figura 10 ilustra os ciclos de operagdo dos processos em batelada, semi-continuo e

continuo.

3.6.2.3.  Cultura autotroéfica, heterotroéfica ou mixotrofica

Os termos autotréfico, heterotrofico e mixotrdfico se referem ao comportamento da
cultura microalgal em termos de conversdo de carbono no processo de cultivo. Uma cultura
autotrofica converte, através da fotossintese, o carbono inorganico em matéria organica de
forma direta, sendo este a forma mais comum de cultivo das microalgas. Por outro lado, na
heterotréfica hd o consumo de carbono organico para o crescimento e a reprodugdo, nao sendo
necessaria a presenga da luz durante o processo. Por fim, o processo mixotrofico ¢ quando
ocorrem os dois processos anterior, autotréfico e heterotréfico. Neste caso, na presenca de luz,
ocorre tanto a assimilagdo do didxido de carbono (porcao inorganica), quanto da glicose (por¢ao
organica). Entre os trés processos, o heterotréfico e o mixotréfico sao os de melhor desempenho
quanto a velocidade de crescimento da biomassa, uma vez que nestes tipos de cultura héd o
consumo de carbono organico, mais facil de assimilar (ANYANWU et al., 2018; KIM et al.,
2013; LI et al., 2020b; SONG:; PEI, 2018; WANG et al., 2017).

Finalmente, sabendo que sistemas fechados permitem um maior controle da cultura,
que o processo em batelada ¢ a etapa inicial para se alcancar os demais processos, € que a dgua
a ser tratada terd uma baixa disponibilidade de carbono organico, a forma de cultivo proposta ¢

um sistema fechado, operado em batelada e com uma cultura autotrofica.
3.6.3. Bioquimica da assimilagdo de nitrato pelas microalgas

O nitrogénio ¢ um elemento essencial para a sintese proteica, composi¢do genética e
acimulo de energia no interior das células, em geral apenas um grupo seleto de células
conseguem fixar o nitrogénio em sua forma mais abundante, o gés nitrogénio (N2). Felizmente

existem outras fontes de nitrogénio na natureza, como a amonio, nitratos, nitritos e nitrogénio
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organicos. Dentro da célula o nitrogénio pode ser digerido ou reduzido. No caso de compostos
como nitrito e nitrato, hda um gasto energético celular para a redugdo em amoénio e a
incorporagdo da matéria orginica. A preferéncia metabolica pelo NHs" é justamente pela
demanda energética gerada para a reducao de outros compostos nitrogenados. Entretanto,
existem excecdes como a cianobactéria Symechcoccus, que prefere o NOs;. (KARL;
MICHAELS, 2019; ZHOU et al., 2020). A rota de assimilagdo do nitrato pode ser observada

na figura 11.

Figura 11 - Rotas de assimilagdo de nitrogénio tipicas de uma célula microalgal.
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Como observado na figura 11, enzimas como a nitrato redutase e nitrito redutase
trabalham no interior da célula para transformar NO3z em NO> e, entdo, em amonio para que
este seja utilizado pela célula. Inicialmente o nitrato que adentra a célula precisa ser reduzido
em nitrito, através de nitrato redutase o processo € possivel. A seguir € o nitrito que precisa ser
reduzido a amodnio, desta vez por meio da nitrito redutase. A assimilagdo de nitrato ocorre sob
demanda energética por parte das enzimas, estas podem usar o NADH ou a Ferrodoxina
reduzida (Fdreq) como doadores de elétrons. Com a disponibilidade de amdnio o processo de
assimilacdo segue pela via glutamina sintetase — glutamina aminotrasnferase GS-GOGAT ou a
do glutamato desidrogenase (GDH). A quantidade absorvida e assimilada de nitrogénio, pelas
microalgas, ¢ um fator determinante para o metabolismo, o crescimento e a concentragdao de
proteinas no interior das células. Outra consequéncia, e resultado da assimilagdo de nitrato,
nitrito e amonia, € a reducdo da concentracao de nitrogénio total presente no meio (CABELLO

etal., 2019; KARL; MICHAELS, 2019; ZHOU et al., 2020).
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3.6.4. Microalgas e a capacidade de remogao de nutrientes

E de conhecimento da literatura que os géneros de Chlorella e Tetradesmus (também
relacionada de um ponto de vista filogenético com os géneros Tetradesmus € Acutodesmus) sao
muito eficientes na remocao de formas inorganicas de nitrogénio, seja na forma de amonia,
nitritoou nitrato, utilizando desde efluentes sintéticos como o BG-11, assim como efluentes
domésticos e industriais, até mesmo o efluente resultante de digestdo anaerdbia, como mostrado

na tabela 3.

Se observa ainda que tanto sistemas abertos quanto fechados podem ser utilizados com
a finalidade de remocao de nutrientes, sendo também observada elevada taxa de remog¢ao desses

contaminantes geralmente presentes em efluentes (Nitrogénio e Fosforo, principalmente).

Ainda na tabela 3, € possivel verificar que ha utilizagdo de aeragao for¢ada ou natural,
onde na for¢ada pode ser fornecida apenas ar atmosférico, ou ar atmosférico enriquecido com
gas carbonico. Nesse caso, o que deve ponderar a escolha ndo € apenas a eficiéncia do processo,

mas também sua viabilidade econOmica.



Tabela 3 — Publicagdes de sistemas em batelada para remog¢ao de nutrientes com microalgas.
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Espécie CO: (% Meio Tipo do f;::g Ingeulo .~ Aeragio PEI‘;Idg‘;t' Conc. Inicial (mg/L) Remogio Autor
em ar) Cultura Reator m? s) (mg/L) (vvim) (L dia)) [NHs] [NOs] P NHst NOy P

Ch.so.  12% BBM Tubular 80 20 0,2 83 - 235 ~10 - 95%  57% Lizzul et al. (2014)
Ch. vu. 5% BG-11  Tubular 150 500 8 0,5 180 - 450 - - 92% - De Farias Silva et al. (2016)
Ch.vu.  0,04% BG-11 Frasco 65 200 13 ND 77 - 2322 125 - 85%  95% Vazirzadeh et al. (2021)

Mix 10% ED Frasco 180 1,3 28 0,5 200 36 84 5,55 95%  56%  86% Almomani (2019)
Sc.ob.  15% ED Tubular 50 50 7 ND 44 0,5 38 1,7 100% 100% 100% Jietal. (2013)
Sc.sp.  2,5% ED Tubular 60 40 7 0,5 196 47 75 9,1 98%  70%  79% Nayak et al. (2016a)
Sc.sp.  2,5% ED Tubular 50 40 7 0,5 186 47 75 9,1 95%  66%  12% Nayak et al. (2016b)
Sc.sp.  2,5% ED Raceways 50 40 7 0,5 97 47 75 9,1 75%  50%  56% Nayak et al. (2016b)
Sc.sp.  0,04% ED Frasco 97,5 165 24 superficial 151 300 - 2 78% NA 95% Da Fontoura et al. (2017)
Sc. sp. 6% BBM Tubular 50 110 15 0,5 60 - - - - - - Hosseini et al. (2015)
Sc. sp. 10%  BG-11eEI Frasco 80 100 15 0,2 130 - 137 15 - 42%  67%  Loépez-Pacheco et al. (2021)
Sc.sp.  0,04% EA Raceways Natural 70 9  superficial 144 249 - 25 99% - 95% Shayesteh et al. (2021)
Sc.sp.  0.04% Sintético  Tubular 60 20 8 0,1 54 63 2,2 135 99%  97%  95% Ye et al. (2020)
Sc.sp.  0,04% BG-11e ED Frasco 55 50 12 superficial 219 - 1046 102 - 99%  100% Pandey et al. (2019)
Tet. ob.  0,04% m(])ii(i}t:lclzell do Tubular 100 48 15  superficial <15 - 52 28 ) 58% 12% Este estudo
Tet. ob.  0,04% Aﬁgzode Tubular 100 50 9 0,5 94 90  130,1 29,6  100% 100%  94% Este estudo

Ch. so. - Chlorella sorokiniana; Ch. vu. — Chlorella vulgaris; Sc. ob. - Tetradesmus obliquus; Sc. sp. - Tetradesmus sp,; Tet. ob — Tetradesmus obliquus, PPFD — Photosynthetic Photon
Flux Density (Intensidade Luminosa); EA: Efluente Anaerdbio; ED: Esgoto Doméstico; EI: Efluente Industrial; ND: Néo definido; BG-11: Blue-Green Medium; BBM: Bold's Basal
Medium; Frasco: Erlenmeyer; Quando CO; for usado para aeragdo em 0,04% isso significa que a troca gasosa foi feita com ar atmosférico sem a adi¢do de CO; concentrado.

Fonte: AUTOR (2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia consistiu na selecao das cepas de microalgas, da espécie Tetradesmus
obliquus, utilizada no estudo. Em seguida, foram montados os biorreatores, em escala
laboratorial, onde foram inoculados com a cepa, diferentes concentracdes de nitrato e diferentes
condi¢des ambientais que serdo explicados a seguir. O experimento ocorreu em batelada, a d4gua
a ser tratada foi produzida em laboratorio por meio da adicdo de nitrato de sédio em
concentragdes conhecidas formulando um efluente sintético a partir da composic¢ao basica do
meio BG-11. Posteriormente, foram realizados os tratamentos da dgua contaminada nas
melhores condi¢gdes encontradas com o efluente sintético (efluente real) e uma performance
com um processo em batelada e em semicontinuo, esse tltimo, realizado sob diferentes taxas
de reposi¢ao volumétrica. Analises no inicio e final dos processos avaliaram a eficiéncia de

remocao de nitrato sob as condi¢des analisadas para os diferentes experimentos.

4.1. A ESPECIE MICROALGAL

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus sp. LCE-01, ilustrada na figura 12,
isolada por dilui¢ao seriada em meio BG-11 a partir de uma amostra de floragdo cedida pelo
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Alagoas. A manuten¢ao da microalga
foi realizada em meio solidificado de agar nutriente (Kasvi®), e em meio liquido para uso como
in6culo de BG-11 (blue-green medium) (RIPPKA et al., 1979). As concentragdes de indculo
nos tanques serao de aproximadamente 40-50 mg/L de peso seco celular, com a finalidade de

verificar a adaptabilidade da microalga em manter a dominancia e a sobrevivéncia.

Figura 12 - Imagem de microscopio optico da microalga Tetradesmus sp. LCE-01 com

aumento de 1000x.
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Fonte: AUTOR (2020).
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4.2. MEIO DE CULTIVO UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS
4.2.1. Experimentos Preliminares — Efluente Sintético

Inicialmente foi utilizado como substrato dos reatores o meio de cultura BG-11 com
modificagdes (efluente sintético) na concentracdo de nitrato e fosfato, para avaliar o
comportamento quanto a disponibilidade desses nutrientes. Assim, a tabela 4 traz a

caracterizacao do efluente sintético utilizado.

Tabela 4 - Caracterizacao da agua sintética para nitrato.

Composto BG-11 BG-11 modificado
(mg/L) (mg/L)
NaaMG EDTA 1 1
Citrato férrico de amonio 6 6
Acido citrico. 1H20 6 6
CaCl2 .2H20 36 36
MgSO04.7H20 30,5 30,5
H;BOs 2,86 5,72
MnCl, .4H>0 1,81 3,62
ZnSO4 .7H20 0,222 0,444
CuSO4.5H20 0,079 0,158
COCl2.6H20 0,05 0,1
NaMoOs.2H20 0,391 0,782
Na2COs3 20 20
NaNOs" 1500 68,5 - 548,4
K2HPO4* 30,5 61

*Qs estes compostos tiveram seus valores modificados conforme as exigéncias de cada etapa
do experimento.

Fonte: AUTOR (2021).

4.2.2. Efluente Real (Agua subterranea contaminada por nitrato)

As amostras reais de agua de pogos contaminados por nitrato, nitrito € amodnia foram
fornecidas pela Companhia de Abastecimento e Saneamento de Alagoas (CASAL)
(https://www.casal.al.gov.br/). Além das amostras, a CASAL forneceu laudo técnico,
produzido em seu laboratdrio, contendo diversos pardmetros fisico-quimicos dos pogos
analisados. Para todos os efeitos durante o estudo os pogos forma identificados somente por
Poco A e Pogo B, ambos localizados em area urbana do municipio de Maceidé — AL. A tabela
5, traz as informacgdes contidas no laudo fornecido pelo Laboratério de Tecnologia de Bebidas

e Alimentos - LTBA.
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Tabela 5 - Caracterizacio da agua dos pocos A e B, LTBA.

Analise
Parametros VMP/VR*
Poco A Poco B

Amonia 1,5mg/L NH4* 2,2 9,1
Nitrato 44,27 mg/L NO3 96,9 130,1

Nitrito 3,28 mg/L NO2~ 15,3 2,3
Fosforo Total 3,06 mg/L 0,9 0,6
N Total (CASAL) N mg/L 34,9 36,1
N Total (LTBA) N mg/L 28,3 37,5

* Valor Maximo Permitido ou Valor de Referéncia.
Fonte: AUTOR (2021).

Conforme observado na tabela 5, a caracterizagdo da agua dos pogos mostrou elevados
teores de nitrato. Efetivamente, a concentragdo do composto foi até trés vezes superior ao
padrdo maximo de potabilidade estabelecido pelo Ministério da Satide do Brasil. Além do
nitrato, também foi verificada a presenca de Amonia em concentragdes que superam de trés a

quatro vezes o limite recomendado para os mesmos padrdes.

Nota-se que as concentracdes obtidas no laboratorio foram ligeiramente diferentes das
observadas no laudo da CASAL, e isso é compreensivel, uma vez que o efluente ndo era estéril
e levou-se um certo tempo entre a coleta, analise e uso nos biorreatores, por isso a importancia
de se analisar as formas inorganicas de nitrogénio no momento de inoculagdo dos biorreatores.
As concentragdes residuais de fosforo se mostraram muito baixas, e por isso, foi estudada a sua

suplementagdo para melhor adaptar a performance do microrganismo a remocao de nitrato.

4.3. SISTEMA DE CULTIVO

Foram utilizados como biorreatores vitreos cilindricos Drechsel de 625mL (diametro
interno de 60mm), com iluminagdo fornecida artificialmente durante todo o periodo do
experimento (Plafon LED 25W 6500K) e com agitacdo realizada de duas maneiras distintas.
Na primeira configuracdo a agitacdo foi realizada por agitadores magnéticos, tendo sido esta
utilizada no experimento de analise da influéncia da intensidade luminosa sobre o biorreator
(aeragdo apenas superficial). Para a primeira etapa foi utilizada uma frequéncia de 60 rpm,
fornecida de maneira constante por agitadores magnéticos (SP LABOR®), conforme
demonstrado na figura 13. A fonte luminosa possuia fluxo constante, com isto a intensidade

luminosa fornecida para os reatores era controlada pela distancia entre a fonte de luz e o reator,
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assim a distAncia entre o reator e a fonte luminosa para 50, 100 e 200 pmol m™ s medidas por

um radidmetro (HD 2101.1 - Delta OHM). O volume utilizado foi de 500 mL.

Figura 13 — Configuragdo 1 do sistema de tratamento utilizado.

Fonte: AUTOR (2021).

Para a segunda configuragdo, utilizou-se compressores (VigoAr Mini - 2W) que
promoviam agitagdo pneumatica por inser¢ao de ar atmosférico ndo estéril, tendo sido adotado
também um reator de controle com o efluente e sem microalga, para que se houvesse certeza
da contribuicdo da microalga ao processo, este procedimento tornou-se o padrao adotado nas
demais etapas do experimento. Essa configuracdo consistiu na inje¢do de ar comprimido que
além da agitagdo do substrato, também promovia a suplementagdo de CO> (caracterizando-se
como um reator de coluna de bolhas), com uma taxa de 0,5 vvm, para 500mL de volume util
do reator. Padronizou-se uma intensidade luminosa de 100 umol m™2 s para o processo,

conforme demonstrado na figura 14.

Figura 14 — Configuragdo 2 do sistema de tratamento utilizado.

Finalmente, para os efluentes utilizados, fossem eles sintéticos ou reais, adotou-se uma
faixa de pH entre 8,0-8,5 e temperatura ambiente que variava entre 30-35°C. No caso da amostra
sintética, o controle do pH foi realizado no inicio e fim do processo, visto que foi adicionada

uma solucdo tampao (HEPES 50 mM), para avaliar a performance do microrganismo em
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efluente sintético. Em contrapartida, para o efluente real, o pH foi aferido e ajustado diariamente
para adequar-se a faixa de pH 8,0-8,5, uma vez que utilizar um composto organico para formar
0 tampao ndo era o ideal visto que o tratamento da agua subterranea seria para posterior uso no

abastecimento humano.
4.4, EXPERIMENTOS REALIZADOS

Os experimentos realizados foram separados em etapas, as trés primeiras ocorreram
com amostras sintéticas baseadas no meio de cultura BG-11 modificado, estas foram
autoclavadas a 121 °C por 15 minutos, além de possuir solu¢ao tampao, HEPES (50 mM) a pH
8,0-8,5. Por outro lado, os experimentos subsequentes, realizados com efluente real, foram
conduzidos em condi¢do ndo estéril e sem adi¢ao de uma solugdo tampao, para esta o tnico
ajuste realizado era na concentracdo de fosforo total disponivel. De modo geral as etapas 1 e 2,
tiveram controle do sistema e retirada de amostras a cada dois dias, enquanto para as etapas 3,
4 e 5 0 acompanhamento do biorreator e a retirada de amostras foi didrio, além do ajuste de pH
quando usado efluente real. Por fim, cada etapa contou com o reator controle, onde nao foi
adicionado nenhum in6culo inicial, porém este foi submetido aos mesmos fatores ambientais

que os demais reatores da etapa.

4.4.1. Etapa 1 — (Configuracao 1) — Avaliagdo da intensidade luminosa em efluente

sintético e aeragdo superficial

Nesta etapa foram estudadas diferentes intensidades luminosas, testando-se as
intensidades de 50, 100 e 200 pmol m? s™! (baseadas em experimentos com essa tipologia de
microalga) (SILVA et al., 2019; DE FARIAS SILVA; SFORZA; BERTUCCO, 2018). Os
biorreatores foram operados por 14 dias, em batelada, o substrato utilizado foi o BG-11
modificado (se¢do 4.2.1) (concentracdo inicial de nitrato em 70 mg/L), agitado magneticamente

a 60 rpm e com aeragao superficial.

4.4.2. Etapa 2 — (Configuracdo 1) — Diferentes concentragcdes de Nitrato em efluente

sintético e aeragao superficial

A etapa 2 consistiu no estudo da influéncia de diferentes concentracdes de nitrato sob
o desempenho da cultura. As concentragdes nominais utilizadas nesta etapa foram 50, 100, 200
e 400 mg de NO3/L. A operagdo dos biorreatores durou 15 dias, foi realizada em batelada, o
substrato utilizado foi o BG-11 modificado (secdo 4.2.1), agitado magneticamente a 60 rpm,

com aeracdo superficial e 100 pmol m2 s,
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4.4.3. Etapa 3 — (Configuragdo 2) — Com aera¢ao forcada e efluente sintético

Assim como as etapas anteriores, a etapa 3 utilizou-se o BG-11 modificado (se¢do
4.2.1) como meio de cultura para as microalgas, uma intensidade luminosa de 100 pmol m? s°
!¢ uma concentragio de 100 mg NOs/L. Todavia, devido ao baixo desempenho no crescimento
microalgal, observado nas etapas anteriores, a suplementacao de ar/CO> (aeracdo forgada) foi

realizada, com uma taxa de 0,5 vvm.
4.4.4. Etapa 4 — (Configuragdo 2) — Efluente Real sob aeracdo forcada

Ap6s os estudos com a amostra sintética, baseado no BG-11 modificado (se¢do 4.2.1),
o biorreator foi configurado para receber o efluente real. As configuragdes adotadas para o
sistema contaram com uma intensidade luminosa de 100 pmol m™ s™!, a injecdo de ar com taxa
de 0,5 vvm, uma concentracdo de nitrato entre 90 e 130 mg/L (dependendo do poco) (se¢ao
4.2.2) e a operacao em batelada por 9 dias. Diferentemente do realizado para o efluente sintético
(que continha tampao — HEPES), o pH dos reatores com o efluente real era medido e ajustado

diariamente, quando necessario.

4.4.5. Etapa 5 — (Configuragdo 2) — Efluente em processo semi-continuo e aeragdo

forcada

Finalmente, foi realizado estudo do desempenho dos biorreatores para diferentes taxas
de reposi¢do volumétrica do efluente, operando de forma semi-continua, sendo avaliadas as
taxas de 20, 40, 60 e 80% de retirada/inser¢ao do sistema. Nesta etapa, as retiradas e reposigoes
foram realizadas inicialmente a partir do sétimo dia (primeira curva de crescimento em batelada
e tempo necessario para adaptabilidade e crescimento da microalga e tratamento do nitrato) e
apos isso a cada 3 dias (microrganismo ja crescido e adaptado), totalizando 19 dias de
experimento (formando uma etapa em batelada de 7 dias e uma semi-continua com 4 ciclos, de
3 dias cada, para a reposicao). A operacao dos biorreatores foi configurada com os mesmos
parametros utilizados na etapa 4, sendo utilizada a concentracdo inicial de nitrato em torno de

130 mg de NO3/L e inoculagao inicial de 50 mg de microalga/L (peso seco celular).

4.5. METODOS DE ANALISE UTILIZADOS

Os principais parametros utilizados na caracterizacdo dos efluentes foram: solidos
totais (por gravimetria), para medir a massa algal formada (também chamada de peso seco
celular); amonia, nitrito e nitrato, compostos de nitrogénio inorganico diretamente associados

ao estudo; e fosforo total, um importante nutriente para o desenvolvimento da microalga.
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As amostras passaram por centrifugacdo a 3500 rpm por 25 min (Centrifuga ACB
Labor Dry-Bloch), para separar a fase sdlida (lodo microbiano) da liquida, onde os
contaminantes foram mensurados. Em seguida, as amostras passaram por filtracdo, sendo
utilizados filtros de PES (polietersulfona) hidrofilico e de acetato celulose em 0,45 ¢ 0,22 um
(Kasvi®), respectivamente, para eliminar eventuais s6lidos que ndo fossem eficientemente

removidos na centrifugacdo e pudessem afetar as analises.
4.5.1. Peso seco celular

O peso seco foi obtido por gravimetria utilizando membranas de nitrato de celulose de
0,45 pm (Unifil®). As membranas eram pesadas, em balanca de precisdo de 0,0001g. Apos
isto, foram coletados volumes de amostra que variaram entre 5 ¢ 50 mL, a depender da
concentracdo de biomassa nos reatores, estes foram filtrados utilizando a membrana,
previamente pesada, e com auxilio de uma bomba de vacuo. Por fim, as membranas foram
levadas a estufa (60°C) até peso constante, o calculo do peso seco celular pode ser observado

na equagao 8.
Calculo:

Peso seco celular (PS) (%) = % 106 (8)

Onde: N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da capsula) em g; e V =
volume tomado da amostra, em mL.

4.5.2. Analises de nitrato, nitrito e amonia

As analises de nitrato, de nitrito ¢ de amoénia foram realizadas com o uso de kits da

HANNA INSTRUMENTS®, respectivamente os kits HI93728, HI93708 e HI93715.

4.5.2.1.  Andlise de nitrato - Método da reducao por cadmio
Este método foi adaptado pela HANNA INSTRUMENTS®. O método consiste na
redugdo do nitrato em nitrito pelo cddmio metélico, que entdo reage com o acido sulfanilico
formando um sal intermedidrio (sal de diazonio) que, por fim, se liga ao acido gentisico

produzindo uma solugdo de coloragdo ambar (APHA, 2017).

Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 2 mL da amostra. Para cada 2 mL de
amostra 0,080 gramas do kit HI93728 foram acrescentados ao tubo de ensaio. Apods a adi¢ao

do reagente, o tubo era agitado por 60 segundos e entdo reservado para reagdo por 9 min
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totalizando 10 min de contato. Por fim, ap6s quatro minutos as amostras com o reagente foram
transferidas para a cubeta e as leituras feitas em espectrofotdmetro a 525 nm (SHIMADZU,
UV-mini 1240). Para a construgdo da curva padrao, figura 15 utilizando nitrato de s6dio com

fonte de nitrato.

Figura 15 - Curva padrao nitrato
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Fonte: AUTOR (2021).

4.5.2.2.  Analise de nitrito - Método da solucao de sulfato ferroso
Este método foi adaptado pela HANNA INSTRUMENTS®. O método consiste no uso
de sulfato ferroso em meio acido para reduzir o nitrito a éxido nitroso (APHA, 2017). Entdo,
ions ferrosos combinam-se com estes 6xidos nitrosos formando um complexo de coloragao
marrom-esverdeado que € proporcional a concentracdo de nitrito presente (HANNA

INSTRUMENTS, 1998a).

Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 2 mL da amostra. Para cada 2 mL de
amostra 0,105 gramas do kit HI93708 foram acrescentados ao tubo de ensaio. Apds a adi¢ao
do reagente o tubo foi agitado gentilmente e entdo reservado por 10 minutos para que a reagao
fosse completada. Por fim, as amostras com o reagente foram transferidas para a cubeta e as
leituras feitas em espectrofotometro a 575 nm (SHIMADZU, UV-mini 1240). Para a construgao

da curva padrao, figura 16, utilizou-se nitrito de sédio como fonte de nitrito.

Figura 16 - Curva padrao nitrito.
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Fonte: AUTOR (2021).
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4.5.2.3.  Analise de amodnia - Método de Nessler
Este método foi adaptado pela HANNA INSTRUMENTS®. O método consiste no uso
de duas solugdes reagentes, a primeira delas tem a fungdo de tornar a amostra alcalina de modo
a converter os ions amdénio em amonia, entao o segundo, o reagente de Nessler ¢ adicionado e

reage com a amodnia causando uma pigmentacdo amarelada na amostra (HANNA

INSTRUMENTS, 1998b; APHA, 2017).

Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 2 mL da amostra. Para cada 2 mL de
amostra foi adicionada uma gota do reagente A do kit HI93715. Em seguida, o tubo de ensaio
foi fechado e agitado por 30 segundos e, entdo, uma gota do reagente de Nessler foi adicionada,
sendo o tubo de ensaio novamente fechado e agitado pelo mesmo tempo. Por fim, apds 10
minutos do fim da agitagdo as amostras com o reagente foram transferidas para uma cubeta e
as leituras feitas em espectrofotdometro a 470 nm (SHIMADZU, UV-mini 1240). Para a

construcdo da curva padrio, figura 17, utilizou-se cloreto de amonio.

Figura 17 - Curva padrdo amonia.
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Fonte: AUTOR (2021).

4.5.3. Fosforo total - Método do acido ascorbico

O método utilizado para medir a concentracdo de fosforo nas amostras foi o método
do acido ascorbico, nele as formas de fosforo sdo convertidas em ortofosfato que por sua vez
sdo ligados e concentrados. O molibdato em solucdo &cida presente na rea¢do produz o acido
fosfomolibdico, este em contato com o acido ascorbico € reduzido gerando uma coloragdo azul

(APHA, 2017).

Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 2 mL da amostra. Para cada 2 mL de

amostra foi adicionada uma 0,4 mL da solucdo desenvolvedora de cor. Em seguida, o tubo de
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ensaio foi fechado e agitado gentilmente por 30 segundos e entdo aguardou-se 10 minutos antes

de realizar a leitura em espectrofotometro a 706 nm (SHIMADZU, UV-mini 1240).

Para a solugiio desenvolvedora de cor as seguintes solugdes foram utilizadas: Acido
Sulfurico (5N, solugdo A), K(SbO)C4sH406.1/2.H,0 (2,743 g/L, solucao B), (NH4)sM07024
4.H>0 (40 g/L, solugdo C) e acido ascorbico 0,01M ( 17,6 g/L, solucdo D). As fragdes dessas
solugdes para obter a solu¢do desenvolvedora de cor foram: A = 0,5; B=0,05; C=0,15; D=0,3.
Os resultados obtidos no espectrofotometro foram avaliados com auxilio da curva padrao de

fosforo total, uma solu¢ao mae de fosfato monobasico de potassio foi utilizada, figura 18.

Figura 18 - Curva padrao de fosforo total.
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Fonte: AUTOR (2021).

4.5.4. Determinagdo do pH

A medi¢ao do pH foi realizada diretamente nos reatores. Determinou-se o pH com o
aparelho previamente aferido (tampoes pH 4,0 e pH 7,0), operando-o de acordo com as

instrugdes do manual do fabricante (TECNAL®).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos ensaios realizados foi possivel avaliar diferentes cenarios para o
desenvolvimento da cultura microalgal e sua eficiéncia na remogao de contaminantes de origem
nitrogenada, amoOnia, nitrito e nitrato, além de outros contaminantes presentes no efluente, como

o fosforo.

5.1. Etapa 1 — (Configuragdo 1) — Avalia¢do da intensidade luminosa em efluente sintético

e aeracgdo superficial

Inicialmente foi testado o cultivo das microalgas utilizando o BG-11 modificado o qual
continha cerca de 35 mg/L de fésforo total ¢ 70 mg/L de nitrato. Utilizou-se uma quantidade
baixa de in6culo (em torno de 40 mg/L), pois como foi utilizando um sistema ndo axénico, era
necessario garantir que a microalga era capaz de sobreviver e se multiplicar no meio. Além
disso, foi realizado um controle sem a presenca da microalga nas mesmas condicdes
experimentais de forma a verificar se houve alguma remog¢ao das espécies nitrogenadas (nitrito
e/ou nitrito e/ou amonia) o que se percebeu ndo haver remogao da concentragdo de nitrogénio

total.

Pela figura 19 ¢ possivel observar que o crescimento da microalga apos 15 dias ndo
foi significativo, mesmo em diferentes intensidades luminosas. Isso reflete que a aeragdo
superficial nesse tipo de tratamento e durante 15 dias foi insuficiente para desenvolvimento da
microalga, mesmo sob agitacdo. A concentragdo de biomassa alcancada ficou entre 88-118
mg/L, enquanto o percentual de remogao de nitrato ficou entre 35-47% (ndo significativo entre

as diferentes intensidades).

Figura 19 - Crescimento da Tetradesmus sp. sob a influéncia de diferentes luminosidades.
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Fonte: AUTOR (2021).
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Como ndo houve diferenga significativa no crescimento com as intensidades
luminosas utilizadas, e na literatura como mostrado por De Farias Silva e Sforza (2016) e Da
Fontoura et al. (2017), bons resultados puderam ser encontrados para o crescimento sob aeracao
forcada com valores entre 100-200 umol m™ s'. Nesse sentido, decidiu-se continuar os

experimentos utilizando 100 pmol m? s,

5.2. Etapa 2 — (Configuragdo 1) — Diferentes concentragdes de nitrato em efluente sintético

e aeracao superficial

Apoés a avaliacdo da intensidade luminosidade e aeracdo superficial, estudou-se a
concentracdo de nitrato para confirmar se realmente havia a necessidade de aeragao forgada
para conseguir a performance necessaria na remog¢ao de nitrato. Nesta etapa, utilizou-se efluente
sintético, com duracdo total de 15 dias para o experimento com intensidade luminosa de 100
umol/(m? s) e concentragdes de nitrato de 50, 100, 200 e 400 mg/L, a0 mesmo tempo que uma

concentracdo inicial de cerca de 30 mg de P/L foi utilizada para todos os reatores.

Os resultados obtidos podem ser visualizados nas figuras 20A e 20B, ficando evidente
a incompatibilidade do sistema proposto quanto a remogao de nitrato em questao, sem nenhuma

aeracao no seio do liquido.

Contudo, ao observar o apresentado na figura 20B, quando a concentragdo de nitrato
era em torno dos 50 mg/L, o sistema nao aerado foi suficiente para reduzir o nivel de nitrato a
niveis aceitaveis pelo MS e OMS (abaixo de 45 mg/L, ou seja, 10mg/L de N em forma de
nitrato) em 4 dias de experimento. Nessa etapa foram considerado valores de fésforo em
excesso, para que este ndo limitasse a remocao, tendo sido iniciando com concentracdes em

torno de 30 mg/L, obtendo-se uma concentracao final entre 22-28 mg/L nos experimentos.

A partir disso, uma pesquisa necessitou ser realizada para se comparar a relagdo area
superficial/volume de meio de forma a verificar o porqué o sistema nao € capaz de efetivamente
remover a concentragdo de nitrato fornecida. Na tabela 6, um comparativo entre a relacao

area/volume de meio € mostrado, acompanhado dos % de remog¢ao de alguns contaminantes.

E importante ressaltar que alguns dos estudos mostrados na tabela 6 foram realizados
em condigdes assépticas, utilizando como meio de cultura efluentes sanitarios de digestores
anaerobios ou esgoto doméstico, consorciado ou ndo ao BG11. Além disso, € possivel notar

que a relagdo area superficial/volume do reator, tem um impacto na produtividade da biomassa.
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Como consequéncia, o desenvolvimento da biomassa influenciara a remog¢ao de nutrientes,

visto que a remocao (principalmente de N e P) decorre do crescimento da biomassa.

Figura 20 - Crescimento microalgal (A) e remogao de nitrato (B) para diferentes

concentragoes de nitrato.
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Percebe-se que valores aproximados entre 50-75 cm?/L foram mais efetivos na remogao
dos contaminantes dos meios/efluentes utilizados. Para o estudo em questdo, a relacdo foi em
torno de 14 cm?/L justificando a inefetividade do sistema. Para ajuste do sistema, duas
alternativas foram pensadas, ou aumentar a area superficial, ou fornecer melhores taxas de
difusdo de CO; através de areacao forgada. Em relagdo a aumentar a area superficial, isso
significaria aumentar significativamente a area de tratamento, pois para cada 1m?® de efluente a
ser tratado seriam necessarios 5 m? de 4rea superficial (quando 50 cm?/L sdo considerados), o
que nao foi considerado vidvel para aplicacdes em larga escala. Nesse caso, escolheu-se
fornecer aeragdo forcada para avaliar se o sistema poderia funcionar adequadamente na mesma

jrea utilizada anteriormente.

Tabela 6 — Relagao area/volume na remog¢ao de nutrientes e crescimento da biomassa de

Tetradesmus obliquus em sistemas em batelada com aeragdo superficial.

. ~ Relacio
Meio PPFD . Produt. Conc. Inicial (mg/L) Remocao (em?/L) Autor
Cultura MmOl Dias o1 dia))
m? s7) gL [NHi] [NOs] P NHs NOr P
Da Fontoura
_ 0 _ 0
ED 97,5 24 151 300 2 78% 95% 55 et. al. (2017)
Shayesteh et
- o _ o
EA Natural 9 144 249 25 99% . 95% 52 al. (2021)
Pandey,
Balle 55 1y 219 - 1046 102 - 99% 100% 73 Onvastavae
ED Kumar
(2019)
8 52 28 58% 12%
9 98 31 39% 11%
B.Gl ! 100 15 - - ° ) 14 Este estudo
modificado 12 202 25 23% 16%
15 412 27 18% 19%

PPFD — Photosynthetic Photon Flux Density (Intensidade Luminosa). EA: Efluente Anaerdbio; ED: Esgoto
Doméstico.

Fonte: AUTOR (2021).

Complementando, a tabela 6 traz resultados de experimentos que utilizaram meios de
cultura sintéticos e aeracdo forcada, com ou sem (somente ar) suplementacao de CO., obtendo
resultados satisfatorios quanto ao percentual de remog¢ao de compostos nitrogenados e fosfatos.
Lizzul et al. (2014), utilizando Chlorella sorokiniana, conseguiram valores de remocao de 95%
para nitrato (concentragdo inicial de 235 mg/L) e 57% para fosforo (concentragdo inicial em
torno de 10 mg/L) em 4 dias, com uma taxa de aeragdo de 0,2 vvm (sendo 12% de CO») e

intensidade luminosa de 80 pmol m?2s!.
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Por outro lado, Vazirzadeh et al. (2021), alcangaram com Chlorella vulgaris, uma
remocdo de 85% para NO3 (concentracdo inicial de 2322 mg/L) e 95% para foésforo
(concentragao inicial de 12,5 mg/L), tendo BG11 como meio de cultura, luminosidade de 65
pumol m? s e 13 dias de experimento. Ainda utilizando um sistema com a mesma espécie de
microalga, De Farias Silva e Sforza (2016), removeram 92% do nitrato inicial (concentracao
inicial de 450 mg/L) em 8 dias, com uma intensidade luminosa de 150 umol m? s™!, taxa de

aeragdo de 0,5 vvm (sendo 5% COy).

Por fim, Ye et al. (2020), com Tetradesmus sp. em meio sintético, atingiram remogdes
de 99% de NHj3 (concentracdo inicial de 63 mg/L), 97% de NOs (concentragdo inicial de 2,2
mg/L) e 95% de fésforo (concentracdo inicial de 13,5 mg/L) em oito dias com aeragdo sem
suplementagdo de CO; (ar atmosférico) a uma taxa de 0,1vvm, mostrando que utilizando o ar

atmosférico ¢ possivel fazer essa remogao.

E verdade que o uso de aeragdo com CO» concentrado misturado ao ar atmosférico em
concentragdes de 2,5-12% (como mostrado na tabela 3) possa fornecer uma taxa de crescimento
celular maior e uma maior rapidez na remog¢ao dos contaminantes. No entanto, o uso de CO>
concentrado durante a aeracdo representa um aumento significativo de até 50% nos custos de
cultivo (CHISTI, 2013; GRIS et al., 2014; DE FARIAS SILVA et al, 2016). Esses custos estao
relacionados com aspectos tecnoldgicos de captura de CO2, compressao, transporte, problemas

temporarios de armazenamento e perda de gas (CHI et al., 2011).

Revisando, o crescimento autotrofo de microrganismos fotossintéticos necessita de
uma fonte inorganica de carbono que pode ser fornecida por (1°) bombeando ar, (2°) bombeando
ar com CO; concentrado (geralmente 5%) e (3°) utilizando formas salinas de bicarbonato. E
verdade que a concentragao de CO; em ar atmosférico € baixo, de 0,04% (v/v), no entanto,
trabalhos tém demonstrado que € possivel haver uma significativa remogao de nitrato utilizando
essa estratégia, dependendo do efluente e de suas caracteristicas (YE et al., 2020; PANDEY;
SRIVASTAVA; KUMAR, 2019; LIZZUL et al., 2014).

Nesse sentido, na proxima etapa, procurou-se inserir aeragdo forgada utilizando-se o
bombeamento de ar atmosférico de forma a avaliar se haveria aumento da eficiéncia do sistema

na remog¢ao de nitrato.
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5.3. Etapa 3 e 4 — (Configuragdo 2) — Com aeracdo forcada e efluente sintético/real

Em consequéncia da baixa eficiéncia mostrada nos experimentos com aeracao
superficial, foi proposto a injecdo de ar (a uma taxa de 0,5 vvm) para auxiliar no
desenvolvimento da cultura e remogdo de nitrato. Para tanto, realizou-se dois conjuntos de
experimentos (com aeragdo forcada em paralelo com superficial), com o meio de cultura BG-
11, contendo em torno de 100 mg/L de nitrato e 30 mg/L de fosforo (utilizando intensidade
luminosa de 100 pmol m? s™). Os cultivos foram realizados por 9 dias, periodo no qual se
verificou completa remocao de nitrato para o sistema aerado. Verificada eficiéncia de remogao
utilizando o efluente sintético formulado a partir da composi¢ao basica do meio BG-11, se
avancou para a andlise do funcionamento do reator com amostras de dgua subterrdnea real
contaminada por nitrato proveniente de dois pogos. Os experimentos foram realizados de forma
similar a aqueles mencionados anteriormente (utilizando intensidade luminosa de 100 pmol/(m?
s) com ar sendo injetado a 0,5 vvm). Os resultados das duas bateladas de experimentos serdo

apresentados a seguir

A adi¢do de ar ao sistema amplia a disponibilidade de CO> na 4gua, visto que o poder
de dissolug¢ao do gas na agua ¢ incrementado em comparagdo ao modelo anterior. De fato, a
influéncia do CO2 em reatores de microalgas ¢ amplamente estudada para diversos fins, e
tempos de tratamento envolvem até 2 semanas (conforme visto na tabela 3). Hosseini et al.
(2015), que avaliaram a influéncia da suplementacdo gasosa de CO» para a producao de
biomassa utilizando com meio de cultura BBM com injecao de ar e CO2 em uma taxa de 0,5
vvm e 6% de CO», ou por Lopéz-Pacheco et al. (2021) que analisaram a influéncia da injecao
de CO; na remocao da DQO, utilizando efluente industrial associado ao meio de cultura BG11,

taxa de aeragdo de 0,2 vvm (sendo 10% CO2) e 15 dias de experimento.

Em contrapartida, Ye et al. (2020), utilizando somente a injecdo de ar atmosférico,
com uma taxa de 0,1 vvm, removeram em 8 dias 99% da amonia (concentracao inicial de 63
mg/L), 97% do nitrato (concentragdo inicial de 2,2 mg/L) e 95% do foésforo total (concentracao
inicial em torno de 14 mg/L) presentes em uma amostra sintética de esgoto doméstico.
Vazirzadeh et al. (2021), por sua vez, conseguiram taxas de remog¢do de 85% do nitrato
(concentragdo inicial de 2322 mg/L) e 95% do fésforo (concentracdo inicial em torno de 12,5
mg/L), sem utilizar a suplementagdo de CO> concentrado na injecdo de ar, tais resultados foram

obtidos com meio sintético BG-11 submetido a 13 dias de tratamento.
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Através da figura 21A ¢ possivel visualizar que o crescimento celular foi

significativamente maior ao final de um pouco mais de uma semana de tratamento, passando

de 70 mg/L para o sistema nao aerado a quase 500 mg/L ao sistema aerado. Pelas figuras 21B

e 21C, percebe-se também que esse crescimento foi acompanhado de completa remogao de

nitrato (100% em comparagdo a 34% para o ndo aerado) e significativa de fosforo (35% em

comparagdo a 7% para o ndo aerado). E importante ressaltar que a concentragio de fosforo foi

mantida em excesso.

Figura 21 - Comparagdo de desempenho dos reatores com e sem aeragao. A) Crescimento

celular, B) Concentragdo de fosforo e C) Concentracdo de nitrato com o tempo de tratamento.
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Nos experimentos utilizando o efluente real, as concentragdes iniciais de nitrato no

momento da inocula¢do para o tratamento se situaram entre 90-130 mg/L. com resquicios de

amonia e nitrito, principalmente do pogo A. A concentragao de fosforo encontrada nos efluentes

estavam entre 0,6-0,9 mg/L, muito baixo para a concentracdo de nitrato e necessitou ser

suplementado. Como a intencdo principal do estudo foi avaliar a remoc¢ao de nitrato, essa ndo

poderia ser limitada pela concentragdo fosforo, que em conjunto com o carbono e nitrogénio

formam os macronutrientes mais significativos no cultivo microalgal (MARKOU et al., 2014).

Nesse sentido, a concentragdao de fosforo foi estabelecida em 30 mg/L, baseando-se nos

experimentos precedentes. Os resultados sdo apresentados na figura 22.

Figura 22 — Analise dos experimentos realizados com efluente subterraneo real. A)

Crescimento celular, B) Concentragdo de nitrato, C) nitrito, D) amoénia e) fosforo total.
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5.4. Etapa 5 — (Configuracdo 2) — Efluente real em processo semi-continuo e aeracao

forcada

Procurando-se otimizar o tempo de tratamento com a economia de inoculo e
verificando a estabilidade do sistema por mais ciclos foi utilizado um sistema semicontinuo
utilizando dferentes taxas de reposicao volumétrica. A figura 23 traz o crescimento da biomassa
durante todo o experimento conduzido em regime semi-continuo. O sistema semicontinuo se
caracteriza inicialmente por uma batelada normal, e depois ha a remog¢ao de uma quantidade de
volume do reator sendo substituida por um volume igual do efluente a ser tratado. As condigdes
experimentais foram as mesmas utilizadas nas Etapas 3 e 4 (inje¢do de ar a uma taxa de 0,5

1

vvm utilizando intensidade luminosa de 100 pmol m™ s e concentracdo de indculo de 50

mg/L). Foram utilizadas taxas de reposi¢do volumétrica de 20, 40, 60 e 80% (v/v).

Figura 23 - Crescimento da biomassa no sistema semi-continuo.
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Visto que o consumo de fésforo total de 20 mg/L foi suficiente para garantir a
continuidade do processo de remocdo do nitrogénio utilizando o efluente real, este foi o valor
adotado nesta estapa, de forma a evitar resquicio de fosforo na dgua tratada e uma consequente
contaminag¢do da agua por isso. O tempo de retirada e reposi¢ao dos volumes foi fixado em 3
dias (cerca de metade do tempo do processo em batelada que foi de 7 dias), com 4 ciclos de 3

dias, sendo no total os reatores operados por 19 dias.

Em relagdo a producao de biomassa, percebe-se que a taxa de reposi¢ao de 20% nao
houve estabilidade do sistema, provavelmente, porque 3 dias para uma reposi¢ao de 20% se
mostrou excessiva. Por outro lado, para taxas de 40, 60 ¢ 80% (que sdo mais interessantes
também pelo fato de que se consegue tratar um maior volume de efluente), o sistema a partir
do 1°/2° ciclo se mostrou bastante estavel, embora a dilui¢ao realizada a 60/80% do volume do

reator diminuiu consideravelmente a produ¢do de biomassa.

E importante saber que a otimizacdo desse sistema depende da combinagdo do
crescimento da microalga com o volume a ser retirado/inserido no sistema de forma que haja
uma sinergia entre a producdo de biomassa e remog¢ao de nutrientes. Isso sera melhor avaliado

verificando-se os contaminantes analisados ¢ suas taxas de remogao.

Pela figura 24A, percebe-se que utilizando-se 80% de taxa de reposi¢do ndo fornece a
remocao necessaria para baixar os limites sanitarios de nitrato e de fosforo, portanto tal taxa
ndo pode ser considerada. Por outro lado, taxas de 20 a 60% fornecem bons indices de
tratamento para esses contaminantes. Em conjunto com os dados da figura 24A, boa
estabilidade se consegue utilizando 40-60% de taxa de reposicdo volumétrica. Em relacdo as
concentragdes de nitrito € amonia, ndo foram verificados dentro do limite analitico sua presenca

durante os ciclos do processo semicontinuo.

O processo semicontinuo para cultivo de microalgas e tratamento de efluentes vem
ganhando forca por varias vantagens: possibilidade de ser operado por longos periodos
trocando-se apenas a taxa de reposi¢cao volumétrica, ndo necessita da adi¢do de inoculo, as
microalgas dentro do processo estdo adaptadas e a eficiéncia do processo € baseada apenas em
uma variavel (volume inserido/removido), diminui¢ao do tempo de cultivo (se comparado com
uma batelada) e diminuicao da complexidade operacional (se comparado ao continuo) (HO et

al., 2013; KHOO et al., 2016).
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Figura 24 — Remocao de A) nitrato e B) fosforo no sistema semicontinuo.
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Fonte: AUTOR (2021).
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Ho et al. (2013) utilizando Tetradesmus obliqguus CNW-N em processo semicontinuo
encontraram em taxas de reposicdo entre 30-50% com intervalos de reposi¢do 1,5-2,5 dias,
melhores produtividades de biomassa e operou com estabilidades seis ciclos do processo. Em
contrapartida, Voltovina et al. (1999), experimentaram um sistema com reposi¢ao diaria de 50
e 30% do volume contido no reator, alcancando uma remog¢do de amodnia de 79 ¢ 73%,
respectivamente. Entretanto, no melhor cendrio de remoc¢do, somente 37% do nitrato foi
removido (aeracdo forcada que mantém a cultura suspensa por bolhas de ar e sem

suplementacdo artificial de COa, 420 umol m? s™!, 48,4 mg NH4"/L e 52,4 mg NOs7/L).

Ruiz-Marin, Mendoza-Espinosa e Stephenson (2010), estudaram o crescimento e
remocdo de nutrientes por Tetradesmus obliquus e Chlorella vulgaris em culturas em semi-
continua. Os resultados trazem uma média de 87% de remogdo durante 4 ciclos de operagao
utilizando efluente urbano (esgoto) contendo 34-48 mg/L de N em forma de amdnia e 4,2 mg/L
de N em forma de nitrato (200 umol m™ s, agitados com células imobilizadas em alginato e

aeracao superficial, tempo de reposi¢dao volumétrica de 35 h).

Por fim, em um estudo conduzido por Samori, Samori e Pistocchi (2014) que avaliou o
desempenho da microalga Desmodesmus communis na remog¢do de nutrientes, constatou que
para as condi¢des do experimento (140 pmol m? s™!, aeragio for¢ada a 0,14 vvm, 2% de CO»-
ar, 39,3 mg de NH4"/L ¢ 2,4 mg de P/L) é possivel remover 99% dos nutrientes em 5 dias, com
reposi¢do volumétrica de 67% do reator, ou em 3 dias de detengdo hidraulica e 33% de
reposicao volumétrica do reator. Além disso, foi testado ainda o desempenho para 1,5 dias e
reposicao de 20% do reator, tendo esta ultima configuracao removido somente 47% da amdnia

presente, contudo, removeu 99% do fosforo total presente.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho realizou um estudo de tratamento de 4dgua subterranea
contaminada por nitrato, nitrito € amonia, considerando a influéncia de fatores nutricionais e

ambientais do processo.

A utilizacdao de microalgas para a remog¢ao de nutrientes tem sido aplicada a distintos
tipos de efluentes. Para o desenvolvimento saudavel da cultura, diversos parametros devem ser
avaliados. A influéncia da aeragdo sobre o processo foi verificada, mostrando que quando o
reator ¢ submetido a aeracdo superficial o desempenho das microalgas quanto a remog¢ao de
nutrientes € o crescimento de sua biomassa € limitado. Por outro lado, com o fornecimento de
aeracao forcada com ar atmosférico foi possivel remover eficientemente o nitrato presente no

efluente sintético e no real.

Além disso, foi enfatizado que ha a necessidade de se verificar os nutrientes presentes
na agua subterrdnea de forma que nutrientes essenciais ao crescimento microalgal estejam
presentes ¢ ndo sejam fator limitante do crescimento microalgal. No presente trabalho, a
concentracdo de fosforo foi um fator limitante, o que ser demandou sua suplementagdo quando
utilizado efluente real, de modo que apds o tratamento a concentragdo residual se manteve

dentro dos parametros exigidos pela legislagao.

O tempo de tratamento em batelada variou entre 1-2 semanas. No entanto, com a
implementa¢do do sistema semicontinuo conseguiu-se tempos de reposi¢cdo volumétrica de 3
dias e sem a necessidade de producao e adigdo de indculo, mostrando que o sistema se mantém.
As taxas de reposicao volumétrica que mostraram maior estabilidade, sejam na producao de
biomassa ou na remoc¢ao de nitrato e fosforo, se situaram entre 40-60% de reposi¢ao, mostrando
também que baixas ou muito altas taxas de reposi¢ao ndo atendem a estabilidade requerida pelo

sistema.

No que diz respeito as limitacdes da pesquisa, evidenciou-se nas etapas iniciais que
somente a aeragao superficial apresenta uma eficiéncia limitada na remog¢do dos contaminantes
e crescimento da biomassa, para periodos de tratamento de até 15 dias. Como sugerem alguns
outros estudos apresentados, a relacdo area superficial/volume do reator pode ser um ponto de

interesse para futuros estudos que visem evitar a utilizagdo da aeragdo forgada.

Por fim, como complemento para as problemadticas e limitagdes observadas neste

estudo, sugere-se para trabalhos futuros o desenvolvimento de pesquisas para ampliagdo de
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escala do reator semi-continuo apresentado, para a otimizacdo de outros micro e
macronutrientes essenciais ao desenvolvimento microalgal, assim como o estudo da influéncia

da relagao entre area superficial € volume do reator na remog¢ao de contaminantes.
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