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RESUMO

Diante do dilema do esgotamento das reservas de petréleo, a necessidade de reducdo da
emissdo de gases do efeito estufa (GEE) para a atmosfera, e a preocupagdo com o langamento
de efluentes urbanos/industriais/agroindustriais devidamente tratados no meio ambiente,
muitos pesquisadores tem se concentrado em desenvolver tecnologias viaveis para producéao
de energia de fontes renovaveis e ambientalmente corretas, a chamada energia verde. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade da producdo de bioetanol a
partir da biomassa da microalga Tetradesmus sp. LCE-01 produzida através do cultivo
mixotréfico em biorreator aberto associado a contaminantes naturais utilizando &aguas
residuais geradas a partir da producdo de queijo (soro do leite). As condi¢des de cultivo
ocorreram em diferentes concentragfes de soro do leite, 0,5, 1, 2 e 4%, e diferentes
intensidades de luz (50 e 100 pmol fétons m™ s™), pH bésico e agitacéo constante. O soro do
leite foi caracterizado com elevados teores de DQO (cerca de 88.000 mg L™), Nitrogénio
Total (em torno de 1500 mg L) e Fésforo (de 1800 mg L™ em forma de fosfato). O aumento
da concentracdo e maior intensidade de luz foram positivos na remo¢do de DQO (90%) e
producdo de biomassa (0os maximos de peso seco da biomassa atingiram valores entre 500-600
mg L™). Foi verificado que a presenca de bactérias ndo inibiu o crescimento das microalgas.
Melhores taxas de remocdo de Nitrogénio Total (80-85%) foram obtidas nos ensaios com
menor intensidade de luz. Quase 100% de remocédo de Fosforo Total foram alcangados nos
ensaios com maior luminosidade e menor concentragdo. O teor de nitrogénio e fosforo em
biomassa variou entre 3-13% e 1-4,5%, respectivamente. A simulacdo da produtividade
méaxima de etanol a partir da biomassa de microalga residual (60% de carboidratos) variou
entre 6-10 mil L ha™ ano™. Os resultados mostraram a alta potencialidade da Tetradesmus sp.

na remediacdo de efluente lacteo e como matéria prima para producéo de bioetanol.

Palavras chaves: Tetradesmus sp., Remediacdo, Tratamento de Efluentes, Mixotrofia.



ABSTRACT

From the dilemma of the depletion of oil reserves, the need to reduce greenhouse gas (GHG)
emissions to the atmosphere, and the concern with the release of properly treated urban/
industrial/agro-industrial effluents, many researchers have focused on developing viable
technologies for producing energy from renewable and environmentally friendly sources,
called green energy. In this context, the focus of this work was to evaluate the potentiality of
bioethanol production from the microalgae Tetradesmus sp. LCE-01 produced through open
bioreactor mixotrophic cultivation associated with natural contaminants using wastewater
generated from cheese production (whey). Cultivation conditions occurred at different
effluent concentrations, 0.5, 1, 2 and 4% (organic load), and different light intensities (50 and
100 pmol photons m™? s™), basic pH and constant agitation. Whey was characterized by high
levels of COD (about 88,000 mg L™), Total Nitrogen (about 1500 mg L™) and Phosphorus
(1800 mg L™ in phosphate form). Increased concentracion and higher light intensity were
positive in COD removal (90%) and biomass production (maximum dry weight of the
biomass reached values between 500-600 mg L™). It was verified that the presence of bacteria
did not inhibit the growth of microalgae. Better of Total Nitogen removal rates (80-85%) were
obtained in lower light intensity assays. Almost 100% of Total Phosphorus removal were
achieved in the higher light intensity and lowest concentration assays. Nitrogen and
phosphorus content in biomass ranged from 3-13% to 1-4.5%, respectively. The simulation of
the maximum ethanol yield from residual microalgae biomass (considering 60% carbohydrate
in dry biomass) ranged from 6-10 thousand L ha™ year™. The results showed the high
potentiality of Tetradesmus sp. in the remediation of whey and as raw material for bioethanol

production.

Keywords: Tetradesmus, Remediation, Wastewater Treatment, Mixotrophy
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1. INTRODUCAO

A demanda por agua potavel e o fornecimento de energia sdo 0s grandes
desafios globais do século. Muitos processos biologicos sdo propostos para o tratamento
de efluentes domésticos, industriais e agroindustriais como a biorremediacdo usando
microrganismos ou o consoércio deles — bactérias, microalgas, fungos e protozoarios
(lagoas de aeracdo, lagoas anaerdbicas, biorreatores aerdbicos e anaerdbicos, lodo

ativado, filtros bioldgicos e remocéo bioldgica de nutrientes).

Diante disso, hd um interesse crescente na utilizacdo de microalgas para tratar
aguas residuais, devido sua capacidade de eliminar uma variedade de
nutrientes/poluentes presentes, e 0 uso de sua biomassa residual para producdo de
biocombustiveis (SALAMA et al., 2017). Por exemplo, o género Tetradesmus tem sido
alvo de diversos estudos para o tratamento de aguas residuais e producdo de
biocombustiveis, devido sua boa adaptacdo, remocao de nutrientes, e produtividade de
biomassa microalgal rica em lipidios/carboidratos (KIM et al., 2015; FONTOURA et
al., 2017; FERREIRA et al., 2018; BENTAHAR et al., 2019).

Além disso, as principais causas do elevado custo da producdo de
biocombustiveis a base de algas sdo as grandes quantidades de recursos hidricos e
nutrientes, como carbono, nitrogénio e fésforo, necessarios para o seu cultivo. Assim, as
aguas residuais podem ser utilizadas como fonte de nutrientes baratas e como recurso

para minimizar o uso de aguas doces (CHEN et al., 2015).

O soro do leite, subproduto da industria lactea, € um efluente com elevada
concentracdo de DBO (25.000 — 120.000 mg DBO L™) e rico em nutrientes (por
exemplo, nitrogénio e fosforo), e quando lancado em corpos d’agua sem o devido
tratamento pode acarretar sérios danos ambientais, por exemplo, eutrofizacdo
(OLIVEIRA et al., 2012). O uso desse efluente para cultivo de microalgas mostra-se
benéfico para minimizar o uso de agua doce, reduzir o custo de adigdo de nutrientes, a
remocdo de contaminantes, e producdo de biomassa para biorecursos, como

combustiveis.
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As vantagens de se explorar os organismos fotossintéticos para aplicacdes
industriais, principalmente na area ambiental, sdo relevantes para alcancar um futuro
sustentavel desde que eles promovem o ciclo do carbono e, consequentemente, a
renovacdo das fontes de carbono. Em adicdo, a producdo de bioenergia deve ser
significantemente aumentada para competir com os custos da producdo de energia a
partir de outras fontes, principalmente os combustiveis baseados no petréleo (CHO et
al., 2013). As microalgas representam uma promissora fonte alternativa renovével para
producdo de biocombustiveis de terceira geracdo em escala, por produzir volumes de
biomassa por area muito maiores que as de biocombustiveis de primeira e segunda
geracdo devido sua rapida taxa de crescimento e comparacdo com plantas superiores,
ndo competir com o cultivo de alimentos (MAITY et al., 2014), além de reduzir a

emissdo de CO,.

Nesse contexto, a combinacdo do uso de microalgas para o tratamento de soro
do leite pode reduzir os custos da producdo de biocombustiveis de terceira geracao,
tornando-o mais viavel, além de ser uma fonte promissora de captura de carbono e

tornar os efluentes menos prejudiciais para lancamento nos recursos hidricos e solos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Estudo da viabilidade técnica de producdo de etanol a partir da biomassa
residual oriunda do tratamento de soro de leite com microalga associada a

contaminantes microbianos naturais.

2.2 Especificos

o Tratamento do soro do leite em sistema aberto através do consorcio Tetradesmus
sp.-microrganismos contaminantes (por exemplo, bactérias, leveduras e fungos
filamentosos) na remocédo de DQO, nitrogénio e fosfato total;

o Avaliacdo do efeito da concentracdo de soro no cultivo da biomassa microalgal,

o Verificacdo do efeito da intensidade luminosa mais adequada que favoreca o
cultivo da biomassa microalgal;

o Determinacdo do teor de carboidratos da biomassa residual do sistema de
tratamento;

o Estudo da producdo tedrica de etanol a partir da biomassa residual de microalga.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A necessidade de diversificacdo de fontes de biomassa, vé no tratamento de
efluentes um novo potencial. Através da utilizacdo de microalgas e cianobactérias, o
efluente pode ser tratado e, além disso, gerar biomassa. Essa biomassa, por sua vez,
pode conter elevados teores de carboidratos, proteinas e lipidios, e podem ser utilizados
para aplicacGes biotecnoldgicas como, por exemplo, os biocombustiveis/bioquimicos.
Para isso, 0s microrganismos fotossintetizantes podem contar com a mixotrofia, uma
capacidade dos seres fotossintéticos que conseguem, entre outros fatores, utilizar
também carbono orgénico, e que sera detalhado posteriormente, uma vez que o objetivo
do trabalho é tratar um efluente agroindustrial (soro do leite), com remocdo de

contaminantes.

3.1 Microalgas e cianobactérias

As microalgas sdo seres autotréficos unicelulares capazes de capturar CO, da
atmosfera e converter em biomassa, que podem ser aproveitadas para producdo de
biocombustiveis, através da fotossintese. Sdo compostas por trés bioquimicos basicos:
proteinas (30-50%), carboidratos (20-40%) e lipidios (8-15%) (SILVA E BERTUCCO,
2016). A variacdo bioguimica de diferentes espécies esta relacionada com as condicdes
ambientais a qual estdo presentes (BEHERA et al., 2018). A maioria possui habito
plancténico, embora haja espécies bentbnicas e terrestres. As cianobactérias (Filo
Cyanobacteria ou divisdo Cyanophyta) sdo as vezes consideradas microalgas, mesmo
sendo de natureza procarionte, por possuirem algumas semelhancas como a atividade

fotossintética e por desempenharem o mesmo papel ecoldgico (TORRES, 2014).

Segundo Jankowska et al. (2017) as microalgas possuem uma ampla faixa de
tamanho, podem variar de nano a milimetro, existem como organismos independentes
ou em grupos/cadeias. O numero estimado de espécies é de aproximadamente 100.000,

mas apenas cerca de 35 000 espécies foram identificadas até 0 momento.
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Segundo Karatay et al. (2016) as espécies com alto teor de amido como
Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus e Tetraselmis sdo as mais

estudadas para produzir etanol a partir de seus teores elevados de carboidratos.

Em resumo, microalgas sdo adaptadas para coletar, armazenar ou aumentar a
eficiéncia de utilizacdo dos recursos disponiveis no ambiente. Em geral, dependem de
uma fonte suficiente de carbono e luz para realizar fotossintese, no entanto podem
ajustar ou alterar sua estrutura interna, por exemplo, bioquimica e aclimatacao
fisiologica (MATA et al., 2010).

3.1.1 O género Tetradesmus e alguns exemplos no tratamento de efluentes

A microalga de agua doce Tetradesmus obliquus (anteriormente conhecida como
Scenedesmus obliquus ou Acutodesmus obliquus) € um membro do Chorophyceae
(Cloréficeas ou algas verdes) (CARRERES et al., 2017). E um género que tem sido
utilizada no tratamento de efluente, no entanto, muito tem-se a percorrer devido as
diferentes caracteristicas, ou seja, diversidade de efluentes agroindustriais e industriais.
Em teoria, um efluente com alto teor de proteinas e fosforo, com uma moderada
concentracdo de DQO (geralmente mais inibitdria para as microalgas, mas que pode ser
consumido devido a mixotrofia) pode ser um meio favoravel ao desenvolvimento das
microalgas, sendo potencialmente tratado (SILVA et al., 2019). A seguir, alguns

estudos sao apresentados.

Ferreira et al. (2018) estudaram a capacidade da Scenedesmus obliquus de
remover nutrientes de diferentes aguas residuarias (aves, suinos, bovino, cervejaria,
laticinios e industrial urbano). As faixas de remoc¢do dos nutrientes foram de 95-100%,
63-99% e 48-70% para nitrogénio, fosforo e DQO, respectivamente. A maior
produtividade de biomassa ocorreu no meio com aguas residuarias de cervejaria, 1025
mg L™* d*. Todas as m biomassas produzidas apresentaram um alto teor de proteina
(31-53%) sequidas por 12-36% de carboidratos e 8-23% de lipidios.
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Kim et al., (2015) estudaram o sistema de tratamento UASB seguido de
tratamento tercidario com microalga. O sistema UASB foi operado com efluente
sintético, a temperatura (37°C) e pH (7 = 0,2) constantes. A digestdo anaerdbia reduziu
a DQO de 10.000 mg L™ para 660 mg L™, sendo as remocdes de nitrogénio e fésforo
limitadas, de 500 para 273 mg L™ e de 100 para 58,75 mg L™, respectivamente. O
efluente desse sistema foi usado para o cultivo de microalgas apds a centrifugacao de
3000 rpm por 5 min e autoclavado. A Scenedesmus sp. foi adicionada com uma
concentracdo volumétrica de 10% a um baldo de cultura de 250 mL contendo 200 mL
do efluente da digestdo anaerobia e cultivada por 23 dias, sob agitacdo constante de 150
rpm, temperatura a 27°C, luz continua de 140 pmol fétons m? s™, e 2% de CO,. Nessas
condicBes a produtividade de biomassa foi de 0,37 g L™ dia™, e 6timas eficiéncias de
remocdo de nitrogénio (>99,19%) e fosforo (98,01%). Um lote de cultivo foi
completado dentro de 13 dias, e a produtividade maxima de biomassa foi de 0,74 g L™
dia™, o tempo de laténcia foi literalmente eliminado provavelmente devido ao uso de

células de Scenedesmus sp. que se encontravam adaptadas.

Fontoura et al., (2017) avaliaram a capacidade de remogdo de contaminantes
pela microalga Scenedesmus sp. cultivada em efluentes de curtume (as concentracfes
iniciais de nitrogénio amoniacal, fésforo e DBO sdo 343 mg L™, 6,6 mg L™ e 4000 mg
L™, respectivamente). Os cultivos foram realizados em frascos de 1000 mL sob
diferentes concentracGes de &guas residuarias (entre 20% e 100%), diferentes
intensidade de luminosidade (entre 80 e 200 pmol fétons m? s™) com ciclo dia/noite
12:12h, a temperatura ambiente (25°C), e constante aeracdo por borbulhamento de ar
comprimido (1 L min™) no fundo dos frascos, por 24 dias. O cultivo apresentou
concentracdo maxima de biomassa (900 mg L™) e remocdo méxima de nitrogénio
amoniacal (85,63%), fésforo (96,78%) e DQO (80,33%) em efluente com concentracao
de 88,4% e intensidade luminosa de 182,5 pmol fétons m™ s™. A produtividade maxima
de biomassa de 200,5 mg L-1 dia-1 foi observada para o ensaio com intensidade
luminosa de 200 pmol fétons m? s™ e 60% das 4guas residuarias. O aumento na
concentracdo de aguas residuarias resultou em aumento de biomassa, maior taxa de
crescimento especifico e maior produtividade de biomassa para ensaios com mesma

intensidade de luz. Este comportamento também foi observado em ensaios com a
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mesma concentracdo de aguas residuais e maior intensidade luminosa. Alta remocéo de
nitrogénio amoniacal e fosforo foram observados em ensaios com maior concentracao
de efluente de curtume (88,4% e 100%, respectivamente), e também foram observados
para 0 ensaio com maior intensidade luminosa (200 pmol fétons m? s™). Altas
concentracdes de efluente e intensidades de luz influenciaram positivamente na remogéo
de DQO.

3.2 Mixotrofia

A mixotrofia é a capacidade que algumas microalgas e cianobactérias tém de
crescer tanto com luz, realizar fotossintese (autotrofia), como a heterotrofia, utilizando
fontes carbono orgénico e inorgénico. O cultivo mixotréfico combina as vantagens da
autotrofia e heterotrofia e supera as desvantagens da autotrofia, onde a luz solar e o
material organico ndo sdo condi¢bes limitantes para o crescimento das microalgas
(ZHAN et al., 2017).

As microalgas oferecem vantagens e desvantagens quando aplicadas ao
tratamento de &guas residuarias a depender das condi¢bes de cultivo. Microalgas
autotroficas tém o beneficio de reduzir emissdes de Gases do efeito estufa (GEE), a
capacidade de remocdo de nitrogénio e fosforo sdo altas, porém a taxa de crescimento €
mais lenta que as microalgas heterotroficas e mixotréficas, necessitam de luz para o
crescimento e o0s custos de cultivo séo elevados. O modo mixotréfico proporciona maior
produtividade de biomassa e melhor qualidade e quantidade de lipidios, apresenta uma
quantidade significativa de acucares redutores em comparagdo com autotréficos e
heterotroficos. Microalgas heterotroficas e mixotréficas sdo espécies limitadas e faceis
de serem contaminadas por bactérias devido o uso de compostos organicos como fonte
carbono (BEHERA et al., 2018).

Kim et al. (2013) investigaram a taxa de crescimento e as taxas de remocao de
carbono e outros nutrientes orgéanicos utilizando a Chlorella sosrokiniana em condicoes
autotroficas, heterotroficas e mixotroficas, onde as taxas de crescimento foram de 0,24

d*, 0,53 d*e 0,44 d, e as taxas de remocdo de nitrogénio foram de 13,1 mg N L™ d™,
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239mg N Lt d" 19,4 mg N L d?, e de fésforo foram de 3,4 mgP L*d*, 5,6 mgP L
'd'e 51 mg P L™ d?, respectivamente. As taxas foram maiores em condicBes
heterotroficas, porém ndo foram significativas em comparacéo ao cultivo mixotrofico,
sugerindo que microalgas heterotréficas seriam mais uteis para o tratamento de aguas
residuais e reduziriam 0s custos operacionais em comparacao com o uso de microalgas

autotrodficas que requerem luz.

Mirzaei et al. (2016) investigou o crescimento da Chorellla vulgaris e sua
producdo lipidica sob condigdes autotroficas, heterotroficas e mixotroficas utilizando
melaco e licor de maceracdo do milho como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. O maximo peso seco e concentracdo de lipidios foram obtidos em
crescimento mixotréfico, 2,62 g L™* d* e 0,864 g L™, respectivamente. Para essa
condigdo o peso seco foi 2,5 e 4 vezes maior do que nos cultivos autotrofico e
heterotrofico, respectivamente, e a concentracdo de lipidios foi 170% superior ao
crescimento autotréfico e 1200% ao heterotrofico. Assim, verificou-se que o
crescimento mixotréfico ndo é uma simples combinacdo de crescimento heterotréfico e

autotrofico.

Em resumo, para obter resultados satisfatorios de produtividade para aplicacdo
industrial sdo necessarias grandes quantidades de substrato de carbono
organico/inorganico, nutrientes, agua e luz (ZHAN et al., 2017), adaptacdo de
biorreatores com baixos custos de operacdo e processo de conversdo/valorizagdo da

biomassa.

3.3 Caracteristicas das aguas residuais e requisitos nutricionais dos

microrganismos fotossintéticos

Algumas caracteristicas devem ser levadas em consideracdo na selecdo de cepas
de microalgas adequadas para o tratamento de aguas residuarias e produgdo de
biocombustiveis. Entre elas, alta taxa de crescimento, alta produtividade de biomassa,
maior tolerancia aos possiveis poluentes - ions metalicos e compostos toxicos presentes

nas aguas residuais, alta tolerancia a NH,", altas taxas de geracéo de O, alta capacidade
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de consumo e tolerdncia de CO,, resisténcia a stress ambientais e alto teor de
lipidios/carboidratos (WANG et al., 2016; BEHERA et al., 2018).

Muitas industrias produzem grandes quantidades de efluentes em seus processos
e o langamento direto dessas aguas residuarias no meio ambiente resulta em sérios
problemas de poluicdo. Setores de laticinios e cervejarias possuem efluentes ricos em
proteinas, fosfatos, amonio e/ou nitrato, matadouros produzem altos volumes de aguas
residuarias com alto nivel orgénico (sangue, pele, gordura, etc) e nutrientes. As razGes
de carbono/nitrogénio (C/N) e nitrogénio/fosforo (N/P) desses efluentes sdo favoraveis
para o cultivo microalgal (FERREIRA et al., 2018).

A disponibilidade dos nutrientes inorganicos (N e P, por exemplo) juntamente
com CO; e a absorcdo de luz séo essenciais para o0 crescimento das microalgas, pois
esse conjunto forma a energia bioquimica necesséaria para as microalgas através da
fotossintese (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2017). A presenca de alguns compostos
toxicos como 0s metais pesados e a mudanca na concentracdo de alguns gases (CO»,
NOy, SOy Oze NHa podem influenciar significativamente o crescimento das
microalgas (JANKOWSKA et al., 2017).

Além disso, para o crescimento 6timo de um cultivo de microalgas
fotossintéticas, alguns fatores ambientais devem ser considerados, como a luz,
temperatura e pH. A disponibilidade e intensidade de luz altera a produtividade de
biomassa e modifica o perfil lipidico variando a quantidade de lipidios monoinsaturados
e saturados. O desvio da faixa de temperatura ideal (25 — 35°C para a maioria das
microalgas) pode causar morte celular e consequentemente a diminuicdo da biomassa de
microalgas. A faixa de pH de 8 - 9 tem sido relatada como a mais propicia para maioria
das espécies de algas e reduzir a competicdo com outros organismos (BEHERA et al.,
2018).

O carbono representa aproximadamente 50% do peso seco da biomassa
microalgal, e a eficiéncia de fixagdo de CO, é de 10 a 50 vezes maior que as de plantas
convencionais (SCHNEIDER et al., 2018; ZHENG et al., 2018). Durante a

fotoautotrofia as microalgas absorvem o carbono inorganico dissolvido da agua e o
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reduz quimicamente usando a energia derivada da fotossintese, este carbono pode ser
usado para producdo de lipidios e biomassa. Concentracdes excessivamente altas de
CO, podem diminuir o pH do meio e reduzir a atividade da microalga, dessa forma é
importante alcangar um equilibrio entre o fornecimento e a demanda de CO, necessaria

para o crescimento microalgal (ZHENG et al., 2018).

Outros elementos importantes para a nutricdo da microalga sao o nitrogénio e o
fosforo. O nitrogénio pode ser encontrado principalmente nas formas de NO3;,, NO; e
NH,". Algumas espécies de microalgas com taxa de crescimento rapida requerem a
amoénia como fonte priméaria de nitrogénio, no entanto, a nutricdo com nitrato
intermitente pode aumentar o crescimento de microalgas. O fdésforo utilizado pode ser
proveniente de fosfatos ou superfosfatos, como de sodio e potassio por exemplo. Em
efluentes o fosforo esta comumente presente em forma de ortofosfato, porém podem ser
encontrados nas formas de pirofosfato, metafosfato e formas organicas. As microalgas
podem acumular fosforo dentro de suas células e usa-lo quando o fésforo do meio
externo acabar, uma caracteristica favoravel e vantajosa na remocdo de fosforo em
efluentes JANKOWSKA et al., 2017; SILVA et al., 2019).

A Tabela 1 reine a composicéao de alguns efluentes em relacdo as concentragdes
de DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio),
Nitrogénio Total, Amonia e Fdsforo. Nota-se que efluentes industriais sdo 0s que
possuem maior DQO e DBO variando entre 0,06 — 1680 g O, L * e 0,007 — 1307 g O, L
"1 respectivamente. No entanto, as concentracdes de nutrientes como Nitrogénio e
Fésforo sdo mais elevadas nos digestatos, inclusive maiores que em meios de cultura
padrdo como o BG-11 e f/2 nos quais a concentracdo de nitrogénio e fésforo variam

entre 12,5-250 e 1,5-7 mg/L, respectivamente (SILVA et al., 2019).



Tabela 1 - Caracteristicas de alguns tipos de aguas residuais.

22

Efluente DQO DBO Nitrogénio T Amoénia Fosforo
go,L* go,L* mg L mg L* mg L™
Efluente da planta de N
tratamento de efluente de 0,169 inf do q 65 62 54
Saint Nazaire, France Informado
Efluente urbano da cidade de Né&o Nao
La Linea de la Concepcion 0,384 informado 5458 informado 12,70
Efluente da planta de .
o tratamento de efluente de 0,259 _Nao g 80 142
§ Valladolid informado
S Efluente de uma estagdo de ] .
tratamento de efluentes na 1514 42 04 _Nao _Nao
Espanha ’ ’ informado  informado
Esgoto Nio
12,63 0,050 4Q** 40 -
informado
Chorume de um aterro e N3o
sanitario na Malasia 0,950 0,184 1185 1185 informado
Agua residual da planta de x x x
. Néo Né&o Né&o
tratamento da cidade de 0,142 . . . 3,2
Edimburgo, United Kingdom informado informado informado
Vinhaga diluida 50% em . Nio 11,95 +
agua 8,93+1,45 3,74%0,20 21,59 detectado* 0.35
Vinhaga 100% clarificada 22,65+ . 925+ 18.47 +
. 2,64 9.64 +0.69 48,81 559 399
= EfIL_Jente de uma industria de 0,0572 0,00687 _ Néo ) Néo _ Né&o
2 azeite informado informado  informado
>
E  Esgotodo canal de 22 0,0024 105,83 21,26 3,162
— agricultura Indiano
Efluente de uma industria de Né&o
6leo de palma 100 43.75 1400 80 informado
Soro de queijo 147 +7 97 +4 805 + 48 1039 400 + 20
Glicerol Néo Néo Nao
1680 £154 1307 £ 360 detectado detectado detectado
Borra de vinho branco 181+11  162+13 21944 322+13  150%8
Ultrafiltrado Digestate 1,52+ 0,03 0,3%43¢ 1377+41  1155+35 300+ 18
Residuos Zootécnicos
(Liquido Digestate) 14,1 4 1630 1400 716
- - —
S R§S|duos Vegetais (Liquido 2212 6.41 2890 2000 66
g Digestate)
&, Residuos Sélidos Municipais
O (Liquido Digestate) 198 5 3370 2650 24
Digestato 2,661 _ Néo 2667 2276 381
informado
Digestato obtido do lodo de 0,715 _ Né&o 1311 1279 12
tratamento informado

*Menor que 5 mg.L™.
** Maioria Nitrato (21,49 mg L™).
*** Maioria Nitrato (39,41 mg L™?).
**** 100% de amdnia, ndo apresentou nitrato e nitrito.
Fonte: SILVA et al. (2019).
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A principal desvantagem do tratamento de aguas residuarias com microalgas ¢ a
dificuldade/inibicdo que estes microrganismos possuem de crescer em afluentes com
elevadas DQO/DBO, no qual séo utilizados 0 maximo de 5000 mg L™ de DQO,
aproximadamente. Sabe-se que as maiorias dos efluentes domésticos e agroindustriais
dispdem de uma grande quantidade de fonte de carbono, nitrogénio e fosforo, o que
torna um ambiental ideal para o crescimento de microalgas, e que um dos principais
objetivos do tratamento de efluentes € a redugdo da DQO e outros compostos organicos
nutricionais. Assim, quando h4 altas concentracdes de DQO e nutrientes em efluentes,
geralmente essas aguas residudrias sdo previamente tratadas anaeoribicamente ou
diluidas adequadamente para evitar a inibicdo do crescimento das algas causadas pelas
altas taxas de DQO (SILVA et al., 2019).

A Tabela 2 apresenta, em resumo, a eficiéncia de remogéo de DQO, Nitrogénio
e Fosforo por diferentes microalgas/cianobactérias e diferentes tipos de efluentes

(urbanos, agroindustrias e digestatos).

No entanto, é importante que a presenca dos elementos necessarios para 0 bom
crescimento das microalgas esteja disponivel no efluente em quantidades adequadas,
pois caso seja insuficiente ou em excesso, bem como a alteracdo das condicdes
ambientais apropriadas (temperatura, intensidade de luz e pH, principalmente), podem

afetar o crescimento microalgal diretamente.
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Tabela 2 - Desempenho da remocéao de contaminantes em alguns efluentes por microalgas/cianobactérias.

Microalga/Cianobactéria Caracteristicas dos Efluentes Remocéao
° 2 ) .
=4 (Condic6es de Cultivo) Tipo de
[ pH, temperatura, luz, rotagéo, Efluente I(D)Q(L)'l mN;__l m PL_l EZS()) (('}) (;)
aeracdo/CO,, tempo de cultivo g% 9 9 0 ° °
Chlorella vulgaris, Scenedesmus
obliquus e Chlamydomonas
indnadti o 016 sowe 47 B s o
(15-23°Ce 11-14 hde luz - &’auado"d ' ’ 80,5
A fluxo de iluminacio foi de
5500 lux.
Ankistrodesmus falcatus
Scenedesmus obliquus
Chlorella kessleri
Chlorella vulga.rls. Efluente
Chlorella sorokiniana urbano da
Botryococcus braunii cidade de Néo 87-  80-
Neocloris oleabundans La Linea 0,384 54,58 12,70 inform 99 98
Natural algal bloom de la ado
Aeracdo de CO, numa taxa de 1 .
) ) Concepcion
L min™, mantido numa
temperatura de 20 + 3 °C.
;ntel:nsidade de luz de 90 pmol m
s
Scenedesmus obliquus
Alimentagdo com gas de Efluente
concentragédo de 5,0% CO,auma  secundario ~ Nao
taxa de 300 mL min’*; sob de efluente _Nao 13 1,1 inform %8 %38
o ipe . - informado 5 9
2 iluminac&o intensa de 40 pmol municipal ado
g m? s a uma temperatura de 25 de Lin’an
) °C
Scenedesmus obliquus
Foram cultivadas a uma Efluente Nio Néo
temperatura de 25 °C, sob municipal . 25 3 inform 99 99
R . informado
iluminacg&o intensa de 40 pmol simulado ado
m?2s?!
Consorcio microalga-bactéria
Chlorophyta (principalmente
Scenedesmus and Chlorella) nl’;:ljlnuii?tZI
Reator de manta de lodo de fluxo nicip 0,250 50 35 68 60 95
e da cidade de
ascendente hidrolitico, com um
JO A Barcelona
tempo de retenc&o hidraulica de
5h
Chlamydomonas sp., Chlorella Efluente
sp., Oocystis sp. secundario NEo Né&o 68-  82-
lluminagéo constante (450 Ix), a de efluente . 190,7 19,11  inform
. . informado 85 100
uma temperatura de 25 +2 °C, e municipal ado
uma agitacdo de 130 rpm de Shiraz
Agua
Chlorella vulgaris residual da
Temperatura de 15+ 1 °C, um cidade de 0,1461- ererk R
ciclo de dia-noite 12:12, sob Edimburgo, 0,4282 29 3.2 67-78 9 9
iluminagdo de 100 umol m2 s United
Kingdom
Residuos Néo
Zootecnicos 4y 1630 716 "MOM 985 909
=} . . (Liquido ado
%  Arthrospira maxima -
= N . Digestate)
B 24 + 1 °C, iluminagdo continua Residuos Nio
2 de 200 umol fotons m?s™ Vegetais inform
-get 22,12 2890 66 995 975
(Liquido ado

Digestate)
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(Continua)
Microalga/Cianobactéria Caracteristicas dos Efluentes Remocao
= (Condicdes de Cultivo) Tipo de
[ pH, temperatura, luz, rotagéo, Efluente E))QE 4 N;__l PL_l DSO c'>t ;
aeracdo/CO,, tempo de cultivo 902 mg mg (%) (%0) (%)
Residuos Nédo
Z‘EEEZTJ’;&?S 14,1 1630 716 ;réfgrm 998 96,0
Tetradesmus obliquus 24 + 1 °C, Di
ST . igestate)
iluminacg&o continua de 200 i NG
pmol fotons m? st I\?/e5| uos : ?O
egetais 22,12 2890 66 O™ 992 975
(Liquido ado
Digestate)
Efluentes da 88-
Arthrospira platensis digestdo 01582731 313%** 16%51 20-70 %% %%
anaerobica ' * '
da industria 98-
. de frango 0,587- wxx  2,18- 58-70  95- 98-
Chlorella vulgaris (Liquido 2333 373* 8.28 99 99
Digestate)
Vinhaga 46.4
50% diluida 8,93 21,59* 3,90 -35,27 1’ 4,29
Micractinium sp. e M. sp.
Chlamydomonas biconvexa Vinhaga
Embrapa LBA#32 100% 48,81* 44,8 -
3 diasem 12 h/12 h de regime de  Clarificada ~ 22% x 602 -1854 g7 314
luz/escuro (intensidade da luz de M. sp.
400puEm s1) e temperatura de Vinhaca
37 °C+ 1 °C durante o periodo 50% diluida - 39,3
de luz e 24 £ 1 °C durante o C. 8’93 21'59 3'90 -49'83 7 71'2
periodo escuro. Aeracéo com 64 bioconvexa
- L.h* de ar atmosférico Vinhaga
= suplementado com fornecimento 100% *
B de5%CO, Clarificada 2265 88" 602 2353 436 179
32 C 2 7
g .
'S bioconvexa
&  Mix 1: Calothrix sp., Lyngbya
sp., Ulothrix sp., Chlorella sp. 2,2 105,83 3,162 72 83 98
Mix 2: Phormidium sp., Mix 1, Mix
Limnothrix sp., Anabaena sp., 2 e Mix 3,
Westiellopsis sp., sequencialm 2,2 105,83 3,162 72 83 98
Fischerella sp., Spirogyra sp. ente.
Mix 3: Chlorella sp., Esgoto do
Scenedesmus sp., Chlorococcum canal de
sp., Chroococcus sp. agricultura
Cultivo de 3 semanas a uma Indiano 2,2 105,83 3,162 72 78 98

temperatura de 25+2 °C, sob
;Iuminagéo de 75 umol fétons m®
-1
s

*Auséncia de amonia.
**A maioria de nitrogénio na forma de nitrato.
***(Qs valores negativos de remocdo DQO e P indicam que houve um aumento.
****A maioria de nitrogénio na forma de aménia.
Fonte: SILVA et al. (2019).
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3.3.1 Soro do leite

A fabricacdo do queijo é uma forma de conservacdo dos componentes do leite
transformando-o em um produto com alto valor nutritivo, sabor agradavel e menor
volume para estocagem e transporte. Nesse processo ndo ha conversdo de cem por cento
do leite em queijo, tendo como residuo um derivado chamado soro de leite, podendo
gerar de 9 a 12 litros de soro para cada quilo de queijo produzido (GIROTO e
PAWLOWSKY, 2001).

O soro do leite é a porcdo aquosa liberada apds a etapa de coagulacdo no
processo convencional de producdo do queijo, Figura 1, e contém cerca de metade dos
componentes sélidos presentes no leite (lactose, lipidios, minerais, proteinas e
vitaminas) (OLIVEIRA et al., 2012). Sua composicao varia de acordo a origem do leite
(cabra, ovelha ou vaca) e com a técnica de transformacdo empregada. Dependendo do
procedimento usado duas variedades de soro podem ser produzidas: soro acido (pH < 5)
e soro doce (pH 6 — 7) (BENTAHAR et al., 2019).

Figura 1 — Fluxograma de obtencéo do soro do leite a partir da producdo do queijo coalho.

Adicdo de coalho Recepgao Adigdo do
do leite cru cloreto de célcio

'

Pasteurizagio
(65 °C/30 minutos)

'

Resfriamento
(35°C)

'

Repouso/coagulagio
(45 minutos)

'

Corte da
coalhada/mexedura

'

Dessoragem

Soro de leite

1

Fonte: LIRA et al., 2009.
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As préticas atuais para 0 manuseio do soro variam de acordo com o tamanho das
instalacGes de fabricacdo. Grandes instalacfes normalmente o utilizam para producédo de
bens secundarios (por exemplo, ricota, proteinas concentradas, etc.) ou alimentos de
origem animal. Pequenas instalacdes o descartam principalmente através dos sistemas
de esgoto (cerca de 50% do soro produzido no mundo € descartado dessa maneira)
(BENTAHAR et al., 2019).

O soro quando considerado efluente residual é despejado junto com outros
efluentes do laticinio, sendo de dificil tratamento pelos métodos convencionais devido a
sua alta concentragdo de DBO (25.000 - 120.000 mg L) (OLIVEIRA et al., 2012). O
soro do leite também é rico em outros teores de nutrientes (inorganicos), como aménia e
fosfatos, assim sua descarga no meio ambiente pode levar a eutrofizacdo dos corpos

d’aguas acarretando graves problemas ambientais (BENTAHAR et al., 2019).

3.3.2 Tratamento do soro do leite utilizando microalgas

Atualmente, muitos pesquisadores tém utilizado véarias microalgas para o
tratamento de efluentes de laticinios. O uso do efluente leiteira para culturas de
microalgas € benéfico para minimizar o uso de agua doce, reduzir o custo de adigdo de
nutrientes, a remocao do nitrogénio e fosforo, e producéo de biomassa para biorrecursos

como combustiveis ou subprodutos de alto valor (CHOI, 2016).

Choi (2016) teve como objetivo desenvolver um tratamento eficaz para o0s
nutrientes e a producdo de biomassa no efluente de laticinio utilizando a microalgas C.
vulgaris. As microalgas foram cultivadas em meio Jawoski (JM) sob luz de LED, e
temperatura ambiente. Um litro do meio de cultura JM com a C. vulgaris foi adicionado
a 10 L do efluente lacteo, sendo a concentracéo inicial do inoculo da microalga de 0,367
+0,6 g L™. As experiéncias foram conduzidas a um pH neutro (7,3 + 0,4) sob um ciclo
de 8h no escuro e 16h com luz (cerca de 200 — 220 umol fétons m™ s™) a uma taxa de
agitacdo de 80 rpm em agitador orbital, e a temperatura foi mantida a 28-32 °C durante

10 dias. As amostras foram arejadas continuamente com uma taxa de 0,5 L min™ de
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CO,. A biomassa maxima atingida foi de 1,23 g L™ em 7 dias. Os valores de reducéo de
DBO, DQO, SS, TN e TP foram de 85,61%, 80,62%, 29,10%, 85,47% e 65,96%,

respectivamente, em 10 dias.

Tsolcha et al. (2016) avaliou o crescimento da Cloricystis utilizando o soro de
queijo secundario, previamente tratado anaerobicamente, como substrato. A cultura da
microalga foi estudada sob condigdes ndo assépticas para avaliar sua capacidade de
remocdo de DQO, nitrogénio e fosforo (concentragdes iniciais de 1100 + 97 a 7295 +
80,9 mg L% 329 +03a1025+5mg L e 12 + 0,29 a 448 + 0,34 mg LY,
respectivamente) e produzir biodiesel. No fim do tratamento a DQO, NT e PO, foram
reduzidos em até 92,3%, 97,3% e 99,7%, respectivamente, a biomassa da alga variou de
9,2 a 13,4%, 0 que corresponde a uma producao de biodisel de 60,8 a 119,5 mg L™,

Bentahar et al. (2019) utilizaram com sucesso o permeado de soro do leite &cido
(subproduto da producdo de iogurte tipo grego, pH 3,84 + 0,03) como meio de cultivo
da Tetradesmus obliquus para producdo de biomassa e da enzima [-galactosidade.
Foram obtidas concentracdes de biomassa até 5 g L™ e atividades enzimaticas

volumétricas até 400 U L.

Girard et al. (2014) realizaram o cultivo mixotréfico de microalgas Tetradesmus
obliquus em permeado soro de queijo para producdo de biodiesel. Para as condig¢des do
estudo observou-se que a medida que o crescimento ocorreu na presenca de lactose,
houve uma diminuicdo significativa de sua concentracdo, enquanto as concentracdes de
galactose e glicose aumentaram. Apesar da producdo de biomassa ser 1,8 a 2,6 vezes
maior, as culturas mixotréficas resultaram em menores produtividades de lipidios

quando comparadas as culturas de controle fotoautotroficas.

Como se percebe o cultivo de microalgas com soro do leite é ja realizado por
alguns autores, com culturas axénicas, no entanto visam a remog¢do dos contaminantes e
aplicacdo da biomassa para producdo de biodiesel. Portanto, entender como variaveis
ambientais e nutricionais, como por exemplo, a intensidade luminosa e a carga organica,
foco desse trabalho, podem influenciar no tratamento, producdo de biomassa e aplicagcéo

da biomassa para producgéo de bioetanol é algo que precisa ainda de muita investigacéo.
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3.4 Contaminantes naturais em sistemas abertos de cultivo de microalgas

Alguns contaminantes biolégicos como zooplénctos, bactérias, outras algas e
virus, podem restringir significativamente o crescimento de microalgas. Em sistemas de
cultivo abertos, a grande interface de troca de CO, e O, entre o ar e a cultura liquida
aumenta as chances de contaminacdo, por exemplo através do contato com aves. Apesar
de fotobioreatores fechados poderem reduzir a exposi¢do da cultura com o ambiente
externo, grandes volumes de ar devem ser fornecidos para a dilui¢do do CO,. A filtragéo
com membrana microporosa € geralmente adotada para a esterilizacdo do ar, porém o

virus no ar ndo pode ser removido (WANG et al., 2013).

A monocultura em sistemas abertos tem sido bem-sucedida em uma gama
limitada de microalgas, através de condi¢des extremas, por exemplo, Dunaliella (alta
salinidade) e Spirulina (alta alcalinidade). Esses processos ndo sdo sustentaveis em
termos de custos para a producdo de biocombustiveis, porém sdo sustentados pelos altos
valores dos produtos ndo-combustiveis, como pigmentos antioxidantes (MCBRIDE et
al., 2014).

Por outro lado, interacGes cooperativas podem ser estabelecidas por diferentes
tipos de microrganismos formando consorcios, por exemplo, consércios microalgais e
microalgais-bacteriano. O uso do policultivo para remocao de nutrientes pode ser muito
vantajoso, pois combina microrganismos com diferentes atividades metabdlicas e
adaptadas a diferentes condi¢cGes ambientais, 0 que pode resultar em maiores taxas de
absorcéo de nutrientes e producédo de biomassa (GONCALVES et al., 2017).

3.4.1 Consorcio bactéria-microalgas

O tratamento via consorcio algal-bacteriano, Figura 2, se da através da
fotossintese, onde o O, necessario para a bio-oxidagio da matéria organica de NH," por
bactérias é fornecido pelas microalgas. Uma eficiente remogdo de patdgenos ocorre

devido as altas concentracbes de pH e O, no meio ocasionado pela fotossintese. A
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assimilacdo de N e P é realizada tanto por vias autotroficas quanto heterotroficas
(FERREIRA et al., 2017).

Figura 2 — Esquema simplificado de tratamento de aguas residuarias pelo consércio microalga-bactéria.
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Fonte: Adaptado de Umamaheswari € Shanthakumar (2016).

O consércio de algas e bactérias pode ser aplicado para o tratamento de aguas
residuais a fim de evitar o fornecimento externo de oxigénio e gas carbonico, permitir a
assimilacdo de nutrientes na biomassa e reduzir as emissdes de CO, para a atmosfera.
Muitos estudos citam o crescimento da microalga como fator limitante para obter uma
alta eficiéncia na remocao dos nutrientes e poluentes, quando cultivada em conjunto a
bactérias, porém, o crescimento da alga também pode ser estimulado. Desta forma, é
necessario um bom controle da populacdo de bactérias durante a remogdo da materia
organica (SILVA et al., 2019). Algumas vantagens e desvantagens, assim como
oportunidades para a utilizacdo de consorcios alga-bactéria séo apresentadas na Tabela
3.
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Tabela 3 - ContribuicGes e desvantagens do uso de um consorcio bactéria-microalga.

Microrganismo Vantagens Desvantagens
Assimilacdo de CO, a partir do
metabolismo bacteriano.
Efeitos estimulantes e nutrientes
essenciais proveniente do
metabolismo bacteriano.
Melhoramento da floculacéo pela

Alga associqgéo com bacteérias. Efeitos algicid,as_ em
Essa associagdo, pode aumentar a algumas bactérias.
producdo de biomassa e
simultaneamente reduzir os custos
referente a aeragéo.
Alta eficiéncia para remocao de
nutrientes, N e P, por exemplo,
assim como alta redugédo de DQO.
Aumento do pH e da
Oxigenacdo obtida das algas. temperatgraNd evido a
L associagdo ao
Bacteria

metabolismo das algas.
O material organico das algas serve  Efeito antibacteriano de

como fonte de carbono. algumas algas.
Fonte: SILVA et al. (2019).

3.5 Sistemas de cultivos de microalgas

Existem vérias formas de cultivo de microalgas, no qual podem ser amplamente
classificadas em duas categorias principais: sistemas abertos (open ponds) e sistemas
fechados (fotobiorreatores) (Figura 3 e 4). A utilizacdo de fotobiorreatores (FBRs) visa
atingir a maior produtividade de um cultivo especifico. Sistemas fechados podem ser
ajustados para facilitar o controle dos pardmetros, porém sistemas abertos sdo mais
populares devido ao menor custo e alta produtividade (BEHERA et al., 2018, CHEW et
al., 2018).
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Figura 3 — Sistema de cultivo aberto (open pond).

B s W

Fonte: BITOG et al. (2009).

Figura 4 — Sistema de cultivo fechado.

Fonte: BITOG et al. (2009).

Sistemas abertos podem ser classificados como naturais (lagos, lagoas) e
artificiais ou recipientes. S0 mais simples e econémicos, porém a falta de controle
sobre as condigdes climéticas e a contaminagdo por predadores torna dificil opera-lo
com a mesma produtividade durante todo o ano (BEHERA et al., 2018), é necessario
uma grande area de terra e a ma dissolucdo de CO, do ar para a agua limita o
crescimento de microalgas (ZHOU et al., 2014).
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Fotobiorreatores (FBRs) mecanicamente agitados, tubulares (vertical e
horizontal), painel plano e iluminados internamente sdo exemplos de alguns sistemas
fechados para cultivo de microalgas (BEHERA et al., 2018, CHEW et al., 2018). Ao
contrario das lagoas abertas, fatores essenciais para a viabilidade celular como pH,
temperatura e enriquecimento de CO, podem ser tratados eficientemente nos sistemas
fechados (BEHERA et al., 2018), e uma quantidade maior de espécies de algas podem

ser cultivadas em FBRs (ZHOU et al., 2014).

Os FBR’s apresentam as maiores vantagens no que diz respeito a padronizacéo e
produtividade do processo, enquanto as lagoas dependem muito das condicdes externas
de cultivo. Todavia, estas ultimas necessitam de mais custos para o controle dos
parametros. Na Tabela 4, podem ser vistas as principais consideracdes e diferencas entre
as open ponds e 0s FBR’s.

Tabela 4 - Comparagéo entre os principais sistemas de cultivo de microalgas.

Sistemas de cultura

Sistemas abertos

Sistemas fechados

de microalgas (Open ponds) (FBR’s)
Controle da contaminagédo Dificil Fécil
Risco de contaminagédo Alto Reduzido
Esterilidade Né&o ha Realizivel
Controle do processo Dificil Facil
Controle das espécies Dificil Facil
Agitagdo (mixing) Muito pobre Uniforme

Regime de operacao

Batelada ou semi-continuo

Batelada ou semi-continuo

Espaco requerido

Pbr’s ~ ponds

Depende da produtividade

Razao area/volume

Baixo (5—-10 m™)

Alto (20 — 200 m™)

Densidade celular Baixa Alta
Investimentos Baixo Alto

Custos de operagao Baixo Alto

Capital Pbr’s > ponds Ponds 3 a 10 vezes mais baratos.
Eficiéncia na utilizacdo da luz Pobre Alta

Controle de temperatura Dificil Mais uniforme
Produtividade Baixo 3 a5 vezes mais produtivo

Perdas de agua

Pbr’s ~ ponds

Depende se ha resfriamento
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(Continua)
Sistemas de cultura Sistemas abertos Sistemas fechados
de microalgas (Open ponds) (FBR’s)
Estresse hidrodindmico nas algas Muito baixo Alto — baixo
Evaporacdo do meio de cultivo Alto Baixo
Controle da transferéncia de gas Baixo Alto
Perdas de CO, Pbr’s ~ ponds Depende do ph, alcalinidade e etc
Inibicdo por O, Pbr’s > ponds Grande problema em Pbr’s
Concentracdo de biomassa Pbr’s > ponds 3 a5 vezes maiores
Reprodutibilidade dos parametros N4o, depende das Possivel, depende das
condicBes externas condigBes de controle
Dependéncia da temperatura Alta, ndo h4 producéo Insignificante
em periodos chuvosos ha controle eficiente
Periodo alcancado apds o inicio Longo, 6-8 semanas Pequeno, 2-4 semanas
Scale-up Dificil Dificil

Fonte: PULZ (2001); MATA et al. (2010).

3.6 Técnicas de colheita de microalgas

A colheita de microalgas trata-se da separacdo das células do seu meio de
crescimento. O método de colheita esta relacionado a fisionomia, densidade e tamanho
das células, além da especificacdo do produto final e reuso do meio de cultura. O custo
da colheita de microalgas em suspensdo diluida € mais caro em comparacdo com
culturas convencionais (SINGH e PATIDAR, 2018). Estima-se que a colheita e
desidratacdo dessa biomassa representam cerca de 20 a 30% do custo total de producéo
(ALKARAWI et al., 2018).

Atualmente, a colheita de microalgas envolvem métodos mecanicos, quimicos,
biologicos e baseados em eletricidade. As principais técnicas de separacdo solido-
liquido disponiveis para colheita de microalgas sdo: coagulacdo/floculacéo, flotagéo,
centrifugacdo e filtracdo, e/ou uma combinacdo dessas técnicas (SINGH e PATIDAR,
2018).
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A coagulacdo/floculagédo ocorre através da adi¢cdo de coagulantes/floculantes que
causam a aglomeracdo das células de microalgas, no qual é considerado um método de
coleta de baixo custo (FUAD et al., 2018). Esse processo pode ser dividido em trés
etapas, sdo elas: mistura entre células microalgais e coagulantes, formac&o dos flocos e
sedimentacdo (ZHANG et al., 2019). Segundo Markeb et al. (2018), quando agua
residual € utilizada como meio de cultivo de microalgas, a presenca de bactérias no
meio aumenta a formacéo de flocos facilitando a decantagéo da biomassa por gravidade,
podendo atingir uma recuperacdo de biomassa de 70 a 80%, ou até mesmo de 90%

através da reciclagem da biomassa.

A flotacdo é um processo de separacdo por gravidades onde bolhas de ar ou gas
sdo usadas para transportar particulas suspensas até a superficie para serem coletadas
(FUAD et al.,, 2018; SINGH e PATIDAR, 2018). Devido a baixa densidade e a
capacidade de auto-flutuacdo de algumas espécies de microalgas, este método torna-se
relativamente mais rapido e eficaz em comparacdo a sedimentacdo (SINGH e
PATIDAR, 2018).

A centrifugacdo € uma expansao da sedimentacdo por gravidade, onde a forca
centrifuga substitui a gravidade para separar as microalgas da fase liquida (SINGH e
PATIDAR, 2018). Pode ser aplicada a todas as espécies de microalgas, possui alta taxa
de recuperacdo e livre de produtos quimicos. No entanto, quando aplicado em larga
escala consumo de energia, tempo de tratamento, manutencdo e custo sdo geralmente
altos (FUAD et al., 2018; SINGH e PATIDAR, 2018).

No processo de filtracdo a suspensdo passa por filtros especificos, como
membranas, telas ou micro-transitos, operando sob gravidade, pressdo ou vacuo. As
células ndo sdo rompidas, formando uma pasta espessa, e ndo é necessaria a adicao de
produtos quimicos (SINGH e PATIDAR, 2018). Filtracdo a vacuo, filtracdo sob
pressdo, microfiltracdo, ultrafiltracdo, filtracdo em porto morto e filtragdo de fluxo

tangencial sdo alguns exemplos desse método de colheita (FUAD et al., 2018)

Um bom sistema de colheita de microalgas deve ser eficaz, rapido, apresentar

baixo custo de operagdo, aplicAvel em diferentes espécies, e capaz de operar
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continuamente se necessario. Além disso, o potencial para processar parcialmente a
biomassa in situ e o enfraquecimento da parede celular antes da conversdo em
biocombustiveis seriam beneficios adicionais (ALKARAWI et al., 2018).

3.7 Producdes de biocombustiveis a partir da biomassa microalgal

Fotossintese €& o processo fundamental para a sintese de todos os
biocombustiveis, pela conversdo de energia luminosa em biomassa a qual pode conter
produtos de armazenamento de carbono, como carboidratos e lipidios, e uma pequena
quantidade de H, (SILVA E BERTUCCO, 2016). E utilizada pelas cianobactérias,

microalgas, algas superiores e plantas, além de outros restritos grupos bacterianos.

As microalgas podem ser usadas para o tratamento de efluentes e
consequentemente, geracdo de biomassa para produzir biocombustiveis (MARKOU et
al., 2014). A energia solar armazenada na biomassa pode ser convertida em uma série
de combustiveis por rotas termoquimicas e biogquimicas. Processos quimicos
compreendem a transterificacdo de lipidios em biodiesel. Processos bioguimicos
ocorrem através da fermentacdo de carboidratos para producdo de bioetanol e
biohidrogénio, e digestdo anaerdbia gerando biogds. Em processos termoquimicos
ocorrem a decomposi¢do da biomassa em combustiveis liquidos e gasosos (BEHERA et
al., 2018).

3.7.1 Biodiesel

O 6leo de microalgas € uma matéria-prima promissora da producédo de biodiesel,
porém o alto custo para producdo do oOleo tem dificultado o desenvolvimento desse
combustivel. Estudos devem ser realizados para reduzir os custos sem causar impactos
na produtividade e qualidade do produto (CHEN et al. 2018).

Xu et al. (2006) estudou a producdo de biodiesel de alta qualidade a partir da
microalga Chlorella protothecoides através da reacdo de transterificacdo. Aplicou-se
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técnica de controle metabdlico através do crescimento heterotréfico, alcancando um
conteddo lipidico de 55,2%. As microalgas foram colhidas por centrifugacéo, a extragédo
do éleo foi realizada com solvente n-hexano e o biodiesel obtido por transterificacdo
4cida. O biodiesel foi caracterizado por um alto valor de aquecimento de 41 MJ kg %,
uma densidade de 0,864 kg L ~* e uma viscosidade de 5,2x10 * Pa s™ (a 40°C).

3.7.2 Biogas (Metano)

O biogas € um dos produtos finais da digestdo anaerdbia da matéria organica,
composta principalmente por CH, e CO,. Muitas aplica¢fes desse combustivel requer a
purificacdo de CH,4, assim o uso da microalga é uma nova alternativa bioldgica para a
purificacdo do metano a partir do biogas (MEIER et al., 2018), devido a presenca de
CO;, no biogas ser uma fonte de carbono para o cultivo das microalgas (NGUYEN et al.,
2018).

Nguyen et al., (2018) avaliou a capacidade da Scenedesmus sp. de assimilar
simultaneamente o CO; e digerir o efluente a partir de um digestor anaerobio e a sua
capacidade de producdo de biomassa. Uma concentracdo de 5 g DQO L™ de meio
digerido resultou em 1,79 g L™ de concentragdo de biomassa microalgal, 69,1% e 98,2%
de eficiéncia na remocdo de DQO e fixacgdo de biogas, respectivamente.

3.7.3 Biobutanol

O butanol pode ser produzido a partir de matéria-prima agricola convencional,
no entanto, questdes como alimento versus combustivel e a presenca de componentes
recalcitrantes tornam a producéo de biobutanol dessas biomassas inviaveis. Microalgas
sdo consideradas matéria-prima promissora para producdo de biobutanol devido sua alta
taxa de crescimento e teor de carboidratos (KASSIM et al., 2014; WANG et al.,2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/scenedesmus

38

Para produzir biobutanol a partir da biomassa microalgal ocorrem uma serie de
processos, sdo eles: producdo de biomassa, pré-tratamento, sacarificacdo enzimatica e
fermentacgdo anaerdbica (KASSIM et al., 2014).

Wang et al. (2017) utilizou uma microalga rica em carboidratos, Neochloris
aquatica CL-M1, adaptada pra crescer em aguas residuas da suinocultura. A biomassa
obtida com maior concentracdo (6,1 g L™ e teor de carboidratos (50,46%) foi pré-
tratada (NaOH 1%) e usada como matéria prima para fermentacdo de butanol, com
concentraco inicial de aclcares de 48,7 g L ™ de glicose e 3,4 g L ™ de xilose. O
butanol produzido apresentou concentracéo, rendimento e produtividade de 12,0 g L 7,
0,60 mol mol ™ aclcar, e 0,89 g L > h *, respectivamente, mostrando alto potencial da

Neochloris aquatica CL-M1 para fermentacédo de butanol.

3.7.4 Biohidrogénio

O hidrogénio possui 0 maior contetudo de energia por unidade peso de qualquer
combustivel conhecido, 142 kJ/kg (FERREIRA et al., 2018). Encontra-se sempre
combinado com outros elementos. Existem varias formas de dissocia-lo, por exemplo, a
partir de combustiveis fdsseis (pirolise, gaseificacdo e outros), métodos nao-bioldgicos
(eletrolise da agua, decomposicdo termoquimica, entre outros), e bioldgicos (através de
microrganismos, processos fotossintéticos, fermentativos e hibrido) (RODRIGUES,
2016).

As microalgas verdes sdo capazes de produzir H; por biofotdlise direta e indireta. A
biofotolise direta ocorre em presenca de luz solar capturada na fotossintese, o H, €
diretamente gerado a partir da quebra da molécula de agua, com libera¢do concomitante
de O2. No processo de biofotolise indireta a geracdo de H; ocorre a partir da quebra da
molécula de carboidrato, geralmente glicose, previamente sintetizado pelo sistema
bioldgico em presenca de agua e de CO; absorvido da atmosfera, liberando Hz e CO>
(GONCALVES et al.,, 2015).
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Foi avaliado o potencial da biomassa produzida de Scenedesmus obliquus
através da fermentacdo escura para producéo de H., obtendo-se 390 e 378 mL H, g™ (em
termos de solidos volateis) para as biomassas cultivadas em aguas residudrias da criagao
de suinos e aves, respectivamente (FERREIRA et al. 2018).

3.7.5 Bioetanol

De acordo com a defini¢do técnica da Lei n°® 9.478, de 6 de agosto de 1997,
etanol é um biocombustivel liquido derivado de biomassa renovavel, que tem como
principal componente o alcool etilico, que pode ser utilizado, diretamente ou mediante
alteracdes, em motores a combustdo interna com ignicao por centelha, em outras formas
de geracdo de energia ou em industria petrogquimica, podendo ser obtido por rotas
tecnoldgicas distintas (BRASIL, 1997).

Garside (2019) retratou estatisticamente a producdo de etanol combustivel nos
principais paises e regides em 2018. Sendo os Estados Unidos maior produtor com
aproximadamente 91 milhdes de m®. Com mais de 30 milhdes de m?, o Brasil ficou em
segundo lugar, seguido da Unido Europeia e China com producgdes em cerca de 5 e 4
milhdes de m?, respectivamente. O resto do mundo teve uma producdo de 7,7 milhdes

de m® neste ano, aproximadamente.

Dentre 0s biocombustiveis disponiveis, o bioetanol destaca-se por apresentar
menor toxicidade, ser facilmente biodegradavel e emitir menos poluentes. Podendo ser
produzido a partir de matérias primas como cana-de-aclcar e beterraba, denominado
etanol de primeira geracdo, a partir de residuos agroindistrias (biomassa
lignoceluldsica) (etanol de segunda geracdo) e, recentemente, utilizando a biomassa

microalgal obtém-se o etanol de terceira geracao.

As etapas para producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal sdo:
cultivo de biomassa, colheita, pré-tratamento e/ou hidrdlise, fermentacdo e destilacéo
(SILVA et al., 2018). O principal desafio é liberar os aglcares fermentaveis das células

de microalgas de forma eficiente, pois a conversdo natural da biomassa microalgal em
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acucar fermentavel é extremamente lenta devido o material celuldsico ser bem
protegido pela matriz celular (ELDALATONY et al., 2016).

Na etapa de hidrolise os métodos mais eficientes sdo os acidos e enzimaticos. Os
acidos tém a vantagem de ndo precisar de pré-tratamento, enquanto os enzimaticos
necessitam que as células sejam explodidas/abertas de modo a permitir uma adequada
acessibilidade as enzimas. A hidrdlise enzimatica tem sido considerada vantajosa
devido sua maior seletividade e baixa producdo de hidrolisados toxicos em comparagao
a hidrolise &cida. No entanto, muito da etapa de fermentacdo ainda preciso ser
entendido para se consolidar um processo industrial, pois em muitos casos as eficiéncias
de conversdo de acUcar para etanol ainda sdo baixas (ELDALATONY et al., 2016;
SILVA et al., 2018).

Onay (2019) avaliou producéo de bioetanol a partir de Hindakia tetrachotoma
MEO3 cultivada em diferentes concentracBes de aguas residuais num fotobiorreactor
plano (0%, 25%, 50%, 75% e 100%), e diferentes estratégias de hidrolise (&cida,
alcalina e enzimética) para sacarificagdo da microalga. O teor maximo de bioetanol e o
rendimento percentual de biomassa obtidos foram 0,11 Qetanol/Obiomassa € 94 + 2,2%,
respectivamente, ap6s fermentacdo de 36h via Saccharomyces cerevisiae em 50% das
aguas residuarias. Hidrolise enzimatica com B-glicosidase/celulase + a-amilase tiveram

as maiores quantidades de sacarificacdo com 92,3 £ 0,9%.

3.8. Tecnologias para a producéo de etanol combustivel

3.8.1 Biomassas de primeira, segunda e terceira geracdo para a producdo de

etanol: diferencas e vantagens

O processo convencional de producdo de etanol se baseia na fermentacdo de
acucares presentes em cultura tradicionais como cana-de-acucar e milho, este
procedimento da origem ao que se denomina de etanol de primeira geracdo. Entretanto,
ao se utilizar residuos agroindustriais como matéria-prima (biomassas lignocelulésicas,

por exemplo, bagaco da cana-de-agucar e palha do milho), obtém-se o etanol de
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segunda geracdo. O chamado bioetanol de terceira geracdo utiliza como substrato da
fermentacdo etandlica a biomassa de microalgas/cianobactérias, microrganismos
capazes de ostentar producbes anuais de carboidratos superiores que biomassas de

primeira ou segunda geragéo.

Biomassas lignoceluldsicas, compostas basicamente por 40 a 60% de celulose,
20 a 40% de hemicelulose e 15 a 25% de lignina, tem sido considerado uma alternativa
bastante promissora na substituicdo de fontes ndo renovaveis de energia, tanto na
producdo de energia térmica ou elétrica quanto na producdo de combustiveis para
veiculos automotores. Para a producéo de etanol a partir desse tipo de biomassa, busca-
se por processos capazes de realizar com eficiéncia a dissociagdo do complexo lignina-
celulose-hemicelulose, que se associam entre si formando um material de dificil
degradabilidade (Figura 5) (SOUZA et al., 2013). A producdo de etanol a partir da
biomassa lignocelulésica compreende geralmente as etapas de pré-tratamento, hidrolise,

fermentacdo, separacéo da lignina, recuperacéo e concentragéo do etanol.

Figura 5 - Esquema estrutural simplificado da biomassa lignocelulésica.

LIGNINA

HEMICELULOSE

Fonte: BORTALAZZO (2011).

O processo de producédo de bioetanol a partir de microalgas é bastante similar ao

processo empregado na transformacdo de materiais lignocelulésicos, ndo sendo
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necessaria a etapa de separacdo de lignina devido a auséncia da mesma. A selecdo de
uma espécie de microalga com a habilidade de produzir altas concentracdes de
carboidratos ao invés de lipidios como composto de reserva energética € um fator
importante para o sucesso do processo produtivo de etanol de terceira geragédo (KLEIN,
2013).

Algumas vantagens e desvantagens da producéo de bioetanol a partir de culturas
de primeira, segunda e terceira geracdo sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Vantagens e desvantagens das culturas de primeira, segunda e terceira geragdo para producéo
de bioetanol.

Classificacao Vantagens Desvantagens
Uso de grandes extensdes de terra; Producéo
limitada a estacBes do ano; Necessidade do
Tecnologia solidificada; Baixos uso de adubos e agrotdxicos; Competicao

12 Geracéo x . x Lo
¢ custos de producéo. com alimentos; Reducdo da biodiversidade
do solo, causando erosdo; Culturas

associadas ao clima.
s Necessario pré-tratamento da biomassa;
Matéria-prima abundante na g S .

! - . Dificuldade a sacarificagdo devido a

a ~ natureza; Utiliza residuos AN :
28 Geragéo presenca da lignina; Uso de enzimas

agroindustriais como  matéria-

orima, reciclagem especificas; Barreiras tecnoldgicas viaveis

para larga produgdo.

O cultivo de microalgas apresentam custos
mais altos e desafios técnicos maiores em
comparagdo ao cultivo de culturas
tradicionais; Elevado custo de colheita da
biomassa; Excesso ou auséncia de nutrientes
inorgdnicos e  condigbes  ambientais
favoraveis podem afetar a concentragdo de
carboidratos da biomassa; Contaminacdo do
meio de cultivo por microrganismos
indesejaveis; Necessario pré-tratamento da
biomassa; Barreiras tecnoldgicas para
producdo em larga escala.

Fonte: Adaptado de SILVA (2014) e KLEIN (2013).

N&o possuem lignina na parede
celular; Alta taxa de crescimento
em comparagdo a  culturas
convencionais; Consumo de CO,,

32 Geracgéo reducdo de GEE; Pode ser
associado ao tratamento de Aguas
residuarias; As microalgas podem
ser cultivas em solos improdutivos,
como desertos.

3.8.2 Bioquimica da produgéo de etanol a partir de monossacarideos

O processo de obtencdo de etanol 2G e 3G envolve a etapa de hidrélise de

polissacarideos em acUcares de cadeias menores (monossacarideos) que sédo
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fermentesciveis. A etapa seguinte, fermentacdo, ird converter a glicose (agtcar) em
alcool por meio de fermentadores, por exemplo, a levedura Saccharomy cescerevisiae, a

qual utiliza os agucares em seu metabolismo e excreta bioetanol, Figura 6.

Figura 6 — Sistema simplificado da sacarificacdo e fermentagdo da microalga para producgdo de etanol.

CH,OH
0, OH
Saccharification ¥ Fermentation
OH
C.H,,0 ﬁ
( 6" "12 G)n OH »
OH
Starch & Cellulose Glucose S. cerevisiae Bioethanol

Fonte: ONAY (2019).

A hidrolise de microalgas produz uma solugdo de carboidratos rica em agucares
simples oriundos da quebra das paredes celulares. No entanto, fermentadores
tradicionais, como a levedura Saccharomyces cerevisiae ou a bactéria
Zymomonasmobilis, produzem etanol de forma eficiente a partir hexoses (glicose), ndo
sendo capazes de fermentar pentoses (xilose) (KLEIN, 2013; SILVA, 2014). Neste caso
outras cepas de fermentadores sdo necessarias, como Pichia stipitis (também conhecida
como Scheffersomyces stipitis), Pichia segobiensis, Kluyveromyces marxianus, Candida
shehatae e Pacchysolen tannophilus, embora as taxas de producdo de etanol sejam
lentas quando comparadas ao sistema de fermentacdo Saccharomyces-glicose (SILVA e
BERTUCCO, 20186).

Uma biomassa de microalgas rica em carboidratos (~50%) tem uma producéo
teorica de bioetanol de cerca de 0,26 Qetanol/Gbiomassa (COM base na estequiometria de Gay-
Lussac, 1g monbémero-glicose produz 0,5111 Qetanot), Mas a eficiéncia depende da
extracdo de aclcares e métodos de sacarificacdo, que ndo devem degradar os agucares e

garante altas taxas de produgdo de monémero (SILVA et al., 2019).
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4. METODOLOGIA

A metodologia consistiu, inicialmente, na coleta do efluente na unidade geradora
seguida da sua caracterizagdo, e na selecdo da cepa de microalga utilizada.
Posteriormente, foi realizada a montagem do biorreator em escala laboratorial,
inoculando-os com diferentes concentracbes de efluentes. Os tratamentos foram
realizados no periodo de 15 (quinze) dias cada, no qual foram analisados antes, durante
e apds o tratamento. Por fim, realizou-se a anélise de produtividade de etanol méximo a

partir da biomassa microalgal produzida.

4.1 Coleta e armazenagem do soro do leite e microalga

O soro do leite foi coletado no Instituto Federal de Alagoas — Campus Satuba
(9°34°29.08”S 35°49°15.25”0) em janeiro de 2019, sendo um subproduto da producéo
de queijo coalho. O mesmo foi conduzido ao Laboratorio de Tecnologia de Bebidas e
Alimentos (LTBA) no Centro de Tecnologia da Universidade Federal de Alagoas, onde
passou por um processo de separacdo de particulas solidas grosseiras através de
centrifugacdo (3000 rpm e 15 min) para remocdo apenas da parte liquida e filtracdo em
papel de filtro qualitativo. Em seguida, o efluente centrifugado e filtrado foi congelado
(-12 a -18°C).

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus sp. LCE-01, ilustrada na Figura
7, isolada por diluicdo seriada em meio BG-11 a partir de uma amostra de floracédo
cedida pelo Departamento de Biologia da Universidade Federal de Alagoas. A
manutencdo da microalga em meio solidificado de agar nutriente (Kasvi), e em meio
liquido para uso como indculo de BG-11 (blue-green medium) (RIPPKA et al., 1973).
As concentracdes de indculo nos tanques foram de aproximadamente 20-50 mg/L de
peso seco celular, com a finalidade de verificar a adaptabilidade da microalga em
manter a dominancia e se adaptar a simbiose com 0s microorganismos contaminantes

naturais.
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Figura 7 — Imagem de microscopio Optico da microalga Tetradesmus sp. LCE-01 com aumento de
1000x.

Fonte: AUTOR (2019).

4.2 Experimentos

Os biorreatores foram construidos em vasos de acrilico transparente
(PoliControl) com dimensdes de 18,7 cm x 12 cm x 12 cm. O volume inicial utilizado
em cada experimento foi 1,2 L, no qual se variou a concentracdo de soro do leite (0,5%,
1%, 2% e 4%), os ensaios foram constantemente agitados magneticamente (SP
LABOR), e realizados a temperatura de 30-35 °C.

Os ensaios consistiram em monitorar a influéncia da intensidade de luz (medida

com um radiémetro Delta Ohm 2302.0). Foram utilizados valores de 50 e 100 pmol

1

fotons m? s, verificando-se o crescimento da microalga e a remogdo dos

contaminantes associados, Figura 8.
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Figura 8 — Esquema do sistema de tratamento utilizado no trabalho.

j Biorreator
L= e—— - A
P
18,7 cm
L
4?,,_3—’ Agitador
magnético
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Lampada lE, 2 s
12 cm

Fonte: AUTOR (2019).

4.2.1 Caracterizacdo do Soro do Leite e Andlises Antes e Ap6s o Tratamento

Os principais parametros utilizados na caracterizagdo dos efluentes foram
solidos totais (por gravimetria), demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total e
fosforo total. As amostras ap0s serem coletadas passaram por centrifugacdo a 9000 rpm
por 5 min (ACB Labor Dry-Bloch), para separar a fase solida (lodo microbiano) da
liguida, onde os contaminantes sdo medidos. Em seguida, principalmente para
determinacdo da DQO, as amostras passaram em filtros de nitrato e nitrato acetato
celulose de 0,20 e 0,45 um, respectivamente; para eliminar eventuais solidos que

possam nao ter sido eficientemente removidos na centrifugacéo e que afetam a analise.
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4.2.2 Peso seco celular

Os solidos separados na etapa de centrifugacdo foram transferidos para capsulas
previamente aferidas e levadas a estufa a 105°C por 2h, ou até peso constante, em

seguida resfriadas em dessecador por 15 minutos e pesados.

Célculo:

N

Peso seco celular (PS) (% =-. 106 (1)

Onde:
N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da
capsula) em g;

V = volume tomado da amostra, em mL.

4.2.3 Demanda Quimica de Oxigénio - DQO (Método Colorimétrico - Standard
Methods 5220 D)

Os tubos de ensaio foram lavados com H,SO,4 20% para eliminar interferentes de
amostras anteriores. Foram adicionados aos tubos 2,5 mL da amostra previamente
filtradas, 1,5 mL da solucdo de digestdo (dicromato de potassio e sulfato de mercurio) e
3,5 mL do reagente de acido sulfurico (sulfato de prata diluido em acido sulfirico). Os
tubos foram colocados no bloco digestor a 150°C por 2 horas. Apdés atingir temperatura
amente foram realizadas as leituras no espectrofotébmetro a 600 nm (Shimadzu, UV-

mini 1240). O valor obtido no espectrofotdmetro é expresso em mg O, L™ de DQO.

Para preparo da solucdo de digestdo adicionou-se em 125 mL de agua destilada
2,554 g de dicromato de potéassio (K,Cr,0O-), previamente seco em estufa a 103°C por 2
horas, 41,75 mL de é&cido sulfirico, 8,325 g de HgSO,. Apobs dissolver e esfriar

completou-se o volume em baldo volumétrico de 250 mL com agua destilada.
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Reagente de acido sulfdrico: adicionou 2,03 g de sulfato de prata (Ag2SO,) em
200 mL de acido sulfurico concentrado. A dissolucdo completa do sulfato de prata

demorou cerca de 24 horas.

Solucdo padrdo de Biftalato de potéassio: pesou-se 425,0 mg Bifatalato de
potassio, HOOCCgH,COOK, previamente seca em estufa a 120°C por 2 horas, e
dissolveu em &gua destilada até o volume para 1000 mL em baldo volumétrico. Esta
solucéo é estavel por até 3 meses quando guardada sob refrigeracdo. Relacdo teorica
entre o biftalato de potéssio e a DQO: 1 mg de biftalato de potassio = 1,171 mg O,.

Figura 9 - Curva padrdo de DQO.

DQO
Q y = 2994,6x
800 T R?=0,9917

0,3

Abs

Fonte: AUTOR (2019).

4.2.4 Nitrogénio Total

O procedimento foi baseado no Método de Kjeldahl, consistindo em um
processo constituido por 3 etapas, digestdo da amostra, destilacdo e titulacdo; adaptado
para efluentes agroindustriais (IAL, 2005). A primeira etapa consiste na digestdo da

matéria organica no qual foram adicionados 5 mL da amostra, 1g de mistura catalitica
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(sulfato de sodio, sulfato de cobre e didxido de selénio na propor¢do 100:1:0,8) e 10 mL
de acido sulfarico PA, em tubos de Kjeldahl, e em seguida aquecido em bloco digestor
(TECNAL, TEOO7 MP), a temperatura foi elevada suavemente atingindo cerca de
300°C, as amostras digeridas apresentaram coloragéo incolor ou levemente esverdeada.

Na segunda etapa ocorreu a destilacdo do nitrogénio. Nos tubos onde ocorreu a
digestdo, apos se resfriarem a temperatura ambiente, foram adicionadas de um pouco de
agua cuidadosamente, e 2 gotas de fenolftaleina 1% sendo em seguida acoplados no
destilador de nitrogénio (TECNAL, TE-0363), inseriu-se NaOH 40% até pH alcalino
(mudanca da coloracdo para rosa). Iniciou-se processo de aquecimento da amostra
(inicio do processo de destilacdo) sendo o destilado coletado em um erlenmeyer de 250
mL contendo &cido bdrico. O erlenmeyer continha 25 mL de acido bérico 4%, 2 gotas
do indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas do indicador verde de bromocresol
0,2%. A destilacdo ocorreu até que se recolheu um volume de destilado de
aproximadamente 100 mL.

Por fim, a solucdo do erlenmeyer foi titulada com é&cido cloridrico 0,001 N
padronizado até o aparecimento da coloragdo rosada.

Caélculo:
Nitrogénio Total (NT) (%) = V””'f”a'gml'mooo 2)
Onde:

Vi = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;
f = Fator de correcdo da solugdo de acido cloridrico;
N = Normalidade &cido cloridrico;

V = VVolume da amostra.

Padronizagdo da solucdo de acido cloridrico: Colocou-se certa quantidade de
carbonato de sddio (Na,CO3; PM=106) em estufa a 100°C por 1 hora, deixou esfriar em
dessecador por 15 minutos. Pesou cerca de 0,25g de bicarbonato isento de umidade,
dissolveu em agua isenta de CO, (previamente fervida), adicionou-se 2 gotas de
alaranjado de metila. Titulou-se com a solugdo de HCL até a primeira coloragéo.
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Célculo:

2.m
f= 0,106.Vyci.Nycl (3)
Onde:

f = Fator de correcdo da solugdo de acido cloridrico;

m = massa do bicarbonato;

Ve = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;

N = Normalidade 4cido cloridrico.

4.2.5 Nitrogénio amoniacal

Para amonia, o procedimento é semelhante, no entanto ndo ha digestdo e se
utiliza 10 mL da amostra. Na destilacdo do nitrogénio para determinacdo de aménia, 0s
tubos com a amostra e adicionados de agua destilada até a metade sdo adicionados de 2
gotas de fenolftaleina 1% e verifica-se se a mesma ¢é alcalina apresentando coloragdo
rosea; caso nao, neutralizar com NaOH 40% (poucas gotas) até que atinja a coloracao
mencionada. Em seguida, sdo acoplados no destilador de nitrogénio. Inicia-se processo
de aquecimento da amostra (inicio do processo de destilacdo) sendo o destilado coletado
em um erlenmeyer de 250 mL contendo &cido borico. O erlenmeyer continha 25 mL de
acido borico 4%, 2 gotas do indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas do indicador
verde de bromocresol 0,2%. A destilacdo ocorreu até que se recolheu um volume de
destilado de aproximadamente 100 mL.

Por fim, a solu¢do do erlenmeyer foi titulada com acido cloridrico 0,001 N

padronizado até o aparecimento da coloragdo rosada.

Célculo:

o . m Vicrf nciNuci 14000
Nitrogénio amoniacal (Tg) = HleHClVHCl (4)

Onde:
Ve = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;

f = Fator de correcéo da solucdo de acido cloridrico;
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N = Normalidade acido cloridrico;

V = VVolume da amostra.

4.2 .6 Fosforo Total

Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL de agua destilada, 1 mL da amostra
e 0,4 mL da solucédo desenvolvedora de cor, tampou-se 0s tubos e aguardou-se cerca de
10 min, em seguida foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro a 706 nm
(Shimadzu, UV-mini 1240).

Calculo:
Fosfato Total (FT) (P0O}™) (%) = 11,031. Abs. Dilugado (5)

Onde:
Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotdmetro;

Diluicdo = Diluicdo da amostra.

Para a conversdo em fdsforo basta multiplicar pela relacdo entre as massas

moleculares de fosforo e fosfato, de 31 e 95 g/mol, consistindo de um fator 31/95.

A solucéo desenvolvedora de cor foi formada pela seguinte fragdo das solugdes:
A =0,5; B=0,05; C=0,15; D=0,3. Esta solucdo é estavel por 4 horas.

Solucédo A: &cido sulfarico 5 N;

Solucdo B: tartarato misto de antiménio e potassio hemihidratato: 1,3715g de
K(ShO)C4H406.1/2H,0 para 500 mL de agua;

Solucéo C: mobilidato de aménio: 20 g de (NH4)sM07024 4.H,O p/ 500mL de agua;

Solugéo D: &cido ascorbico 0,01M, 1,76 g p/ 100 mL de &gua.
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Figura 10 - Curva padrdo de Fosfato total.

Fosfato Total

10 + y =11,031x
R2=0,9935
8 + [

0 }
0 0,5 1
Abs

Fonte: AUTOR (2019).

4.2.7 Determinacéo do pH

Transferiu-se uma aliquota da amostra para um Becker. Determinou-se o pH
com o aparelho previamente aferido (tampdes pH 4,0 e pH 7,0), operando-o de acordo

com as instru¢cdes do manual do fabricante (TECNAL).

4.2.8 Calculos da % de N e P removido em biomassa

Para o célculo da porcentagem desses componentes celulares utilizou-se as
medidas iniciais e finais dos contaminantes assim como do peso seco obtido.

Detalhados nas equacdes a seguir:

N oy — WNTrinai~ NTiniciat) «100 6
X (%) (PSfinai— PSinicial) ©)

Onde:

N/X = percentagem de nitrogénio em biomassa absorvida durante o tratamento.
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NT = nitrogénio total;
PS = peso seco celular.
(FTfinal_ FTinicial) 31

; (%) = x =% 100 ()

(PSfinal_ PSinicial) 95

Onde:

P/X = percentagem de fdsforo em biomassa absorvida durante o tratamento;
FT = fosforo total;

PS = peso seco;

31 = massa molecular do fosforo;

95 = massa molecular do fosfato.

4.2.9 Determinacéo de acucares totais pelo método de Antrona

A determinacdo dos acucares totais foi feita pelo método espectrofotométrico,
adaptada a partir de Trevelyan e Hanrrison (1952), que utiliza o reagente de antrona e
com medicdo da absorbéncia realizada a 625nm. A composicdo do reagente de
Anthrona é feito com mistura de 36 mL de Acido sulfarico (H,SO4), 14 mL &gua
destilada e utilizando 0,1 g de antrona, completando um volume final de reagente para
50 mL, ou seja, uma solucdo sulfurica a 71% com 1g/L de antrona. Com a solucéo faz-
se a reacdo das amostras com o reagente Anthrona, misturando inicialmente em tubos de
ensaio 0,4 ml da amostra, diluidas adequadamente quando necessarias com 3,6 ml do

reagente de antrona, em seguida os tubos sdo levados a banho fervente por 10 min.

Para tal leitura, é necessario o preparo de uma curva padrdo de glicose. Foi
preparada uma solucgéo de glicose 0,3 g/L (solucdo mée), a partir da qual se formulou as
diferentes concentragdes presente na curva padrao (0,03-0,3 g/L), por diluicdo.

No Gréfico 3 é apresentada a curva padrdo para a reacao de antrona, e utilizada

no estudo.
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Figura 11 - Curva padrdo de Antrona.
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Fonte: AUTOR (2019).

4.3 Analise de produtividade de etanol méaximo a partir do residuo microbiano

Para avaliar a potencialidade da biomassa de microalgas residual é necessario o
calculo do volume de etanol produzido. Para determinacdo da concentracdo de acucar
foi empregado a equacéo 8.

Cacicar (%) = M,,,. %Carboidratos (8)

Onde:
Cacicar = Concentracéo de acucar;

Mmb = Concentracdo em massa do consorcio microalga-bactéria.

Ap0s a recuperacdo da biomassa, os valores da massa de agucar e massa de
acucar corrigida foram obtidos através das equacdes 9 e 10. Para tanto, considerou-se
u,m sistema de tratamento com volume (Gtil de 100 m*® e um TDH (tempo de detencéo

hidraulica) de 15 dias, tempo considerado nos experimentos desse trabalho.
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M. . Kg — Cactcar-Vreator (9)
agucar \ ano TDH

Kg

ano

Maglicar corrigida ( ) = Maglicar- 1,1 (10)

Onde:

Magicar = Massa de agucar;

Vieator = VOlume de tratamento;

Macucar corrigida = Massa de agucar corrigida apoés hidratagdo dos monossacarideos

presentes em biomassa apds a etapa da hidrolise.

As determinagdes de massa de etanol e o volume de etanol séo obtidos a partir

das equacBes 11 e 12, respectivamente.
Kg
Metanol(%) = Magl’lcar corrigida* 0,5111 (11)

_ METANOL
Veranor(L) = Densidade do etanol (2

Onde:

0,5111 = estequiometria de Gay-Lussac, 1g mondmero-glicose produz 0,5111 Qetanol;
Vetanol = VOlume de etanol;

Densidade do etanol = 789 Kg.m™ (densidade do alcool etilico hidratado combustivel
96°GL a 25°C) (NOVACANA, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa segcdo o0s resultados obtidos no trabalho foram organizados
sequencialmente. Se apresentou a caracterizagdo fisico-quimica do efluente utilizado no
tratamento, mostrou-se o0 % de remocdo em biorreator aberto inoculado com
Tetradesmus sp., no qual também se desenvolvem contaminantes naturais, avaliando-se
diferentes cargas organicas e intensidade de luz, quantifica-se a biomassa microbiana
produzida, determinou-se o % de carboidratos em algumas amostras e calculou-se a
produtividade anual de etanol que poderia ser obtida considerando um volume de

sistema de tratamento de soro do leite.

5.1 Caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite

A caracterizacdo do soro leite, Tabela 6, mostrou elevados teores de DQO, assim
como dos nutrientes essenciais para 0 metabolismo microalgal, Nitrogénio e Fosforo.
Estas elevadas concentragOes foram confirmadas por Salati et al. (2017), onde obteve
147 g O, L™, 805 mg L™ e 400 mg L™, de DQO, Nitrogénio e Fésforo, respectivamente,
para o soro do leite. As diferencas observadas se devem, possivelmente, a diversos

fatores agronémicos, tipo de processamento, entre outros.

Tabela 6 — Caracterizacdo do soro de leite.

Parametro Soro do Leite
DQO (mg O, L™) 87.442,38 + 2.695,12
Nitrogénio total (mg N L™) 1.518,5+ 21,0
Fosfato (mg PO,> L™) 1.827,2 + 30,5 (601,32 + 4,98, se considerar somente o fésforo)
pH 6,19

Fonte: AUTOR (2019).
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5.2 Biomassa produzida

Para microalgas, microrganismos fotoautotréficos, o suprimento de luz
influéncia fortemente o crescimento celular, assim como foi verificado na Figura 12,
onde o crescimento de microalga Tetradesmus sp. aumentou gradualmente em todas as
condicdes de cultivo, seja pelo aumento da concentracdo (conseguindo usar a
mixotrofia) como pela maior intensidade luminosa ocasionou em uma maior producao
de biomassa, mostrando um efeito positivo da intensidade de luz. Os valores de peso
seco maximos se situaram entre 500-600 mg L. Segundo Choi et al. (2016), o
crescimento microbiano de microalgas € proporcional a remocdo dos contaminantes,

principalmente carbono orgénico, nitrogénio e fosforo.

Figura 12 — Curvas de crescimento de biomassa para Tetradesmus sp. ao longo do tempo em ensaios sob

diferentes concentragées de soro do leite (%) e intensidade luminosa: (A) 50 e (B) 100 pmol fotons m 2
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Ho et al. (2012) estudaram o efeito da luminosidade (60 a 540 umol fotons m 2
s1) na producdo de biomassa de microalgas Scenedesmus obliquus CNW-N. No qual
observaram uma relacdo positiva entre intensidade de luz e produtividade de biomassa,
antes da fotoinibicdo, que ocorreu na intensidade luminosa de 540 pmol fotons m?s°
! Sendo a produtividade méxima de biomassa de 840,56 mg L' d™ na intensidade
luminosa de 420 pmol fétons m?s™*. Ou seja, com um pico de fotoinibicdo, mas como
neste trabalho se utilizou intensidades entre 50-100 umol fétons m s+, provavelmente

a espécie usada ndo sofreu uma interferéncia negativa da intensidade luminosa.

O consorcio de microalgas-bactérias utilizado por Garcia et al. (2019) consistiu
principalmente de Chlorella sp (isolado de uma estacdo de tratamento de aguas
residuais de laticinios). Dois niveis de intensidade de luz foram avaliados (40 e 120
umol fotons m 2 s, 12/12h). A produtividade maxima de biomassa (105,2 mg L™ d™%)

foi obtida sob maior intensidade de luminosa.

Como afirmado anteriormente, a produtividade de microalgas ndo depende
apenas da disponibilidade de carbono, mas também de nutrientes, como nitrogénio e
fosforo. O qual pode ser confirmado por Salati et al. (2017), onde cultivaram Chorella
vulgaris usando soro do queijo (DBOs/DQO = 0,66 mg L™, NT = 805 mg L™, P = 400
mg L), borra de vinho branco (DBOs/DQO = 0,9 mg L™, NT =219 mg L, P = 180
mg L™), e glicerol (DBOs/DQO = 0,78 mg L™, concentracdes de N e P abaixo dos nivel
detectaveis, o ultrafiltrado foi utilizado como fonte de N (1377 mg L™) e P (300 mg L
1), representeando menos de 2% C), como fontes de carbono (2,2 g C L™), sob
condicBes mixotroficas e cultivo continuo (25°C, pH 8,4, aeracdo continua de 10 L min’
' 540 umol m%s™). O FBR-SQ, caracterizado com a menor relacio DBOs/DQO,
apresentou a maior produtividade de biomassa (2,59 g L™), sequido pelo FBR-BVB e
FBR-G+UF (1,75 e 1,654 g L™, respectivamente).

Foi relatado anteriormente que a interagdo microalgas e bactérias podem resultar
em uma série de mecanismos positivos e/ou negativos, como a troca ou competigéo de
recursos, por exemplo. Neste trabalho verifica-se que a presenca das bactérias nao inibiu
o0 crescimento das microalgas. O mesmo foi observado por Sforza et al. (2018), no qual

comparou o crescimento do consércio microalga-bactéria em efluente real (Chlorella


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0957582017302380#bib0090
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protothecoides, e bactérias obtidas de lodo ativado) com a monocultura da microalga
em efluente real e estéril. Onde o crescimento na presenca do consércio foi
semelhante ao da cultura pura, com uma taxa de crescimento especifica de 0,76 d™.
Makut et al. (2019) observou uma melhoria significativa no crescimento de
microalgas associadas (consorcio composto por duas microalgas Chlorella sorokiniana
e Chlorella sp. e duas bacteérias Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter calcoaceticus),

qguando compara a microalga isolada.

5.3 Remocédo de DQO, NT e PT

Nota-se que a medida que a concentracdo de soro do leite e a intensidade de luz
aumentam, a taxa de remocdo de DQO também aumenta, exceto para 0s ensaio com

251 como mostra a

concentragdes 1 e 2% e intensidade de luz 100 umol foétons m
Figura 13. A baixa eficiéncia de remogcdo de DQO para esses casos ocorreram,
provavelmente, devido o elevado pH do meio (pH > 11), inibindo a atividade
bacteriana, consequentemente, prejudicando o tratamento através do consorcio

microalgal-bacteriano.

Um exemplo de estudo que avaliou a remoc¢do de DQO, nitrogénio e fosforo foi
realizado com Markou (2015), que cultivou Chorella vulgaris em efluente da digestao
anaerébia de granja, rico em aménio, (NH;*-N = 4315 mg L™, PT =96 mg L e DQO =
25.821 mg O, L™). Para cultivo inicial a 4gua residual foi diluida 100 vezes, utilizando
quatro niveis de alimentacdo em batelada (5, 10, 20 e 30 mg-N L™ d™), por 12 dias. A
C. vulgaris apresentou uma fase de laténcia até o dia 4, em seguida o seu crescimento
foi desimpedido em todas as culturas. A densidade final da biomassa foi semelhante
para todas as condigdes de cultivo, exceto 5 mg-N L™ d*, atingindo 1407 + 8, 1526 + 6,
1522 + 42 e 1433 + 98 mg L™, para 5, 1, 20 e 30 mg-N L™ d'1, respectivamente. A
adicdo de aguas residuais ao meio de cultivo resulta em uma diminuicdo da penetragdo
da luz, consequentemente, na diminuicdo da taxa fotossintética. Para esse estudo, em 0s
todos cultivos a densidade de biomassa ndo foram muito diferentes, mostrando que a

absoracdo de luz ndo teve influéncia significativa, provavelmente devido a presenca de


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorella
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/klebsiella-pneumoniae
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/acinetobacter-calcoaceticus
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compostos organicos que podem ser absorvidos pelas microalgas mixotroficamente. A
remocdo de NH;'-N e PT foram superiores a 95%. A remocgdo de DQO foi maior a
medida que o nivel de adicdo de efluente aumento, atingindo remocgdes em cerca de
75%.

Figura 13 — Desempenho da Tetradesmus sp. na remocdo de DQO ao longo do tempo em
ensaios sob diferentes concentrac@es de soro do leite (%) e intensidade luminosa: (A) 50 e (B) 100 umol

fotons m % s %, (C) Percentual de remocao de DQO para todas as condicdes de ensaios.

| -2 -
50 ymol m™ s 100 ymol m 2 -1
4000 A 4000 - B
~ 350047 —~. 3500+
N 1A = 1
A 3000 A 3000 i B 05%
o 2500 _ © 2500. o, —®-1%
£ \ o - —A—2%
< 2000 Y —r £ 20001 ¥ v 4%
Lo Py Bl L :
S 1s00] \ O 15001 0y
0O 10007, v a 10004, Al
A —y Ak e ey e, N,
500 ) .\:\\ —& *-.;i;i‘\ -; 500- ‘\\'“-\I— ——— g : 7:‘:.
- 0 e e ey
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 B8 10 12 1416
Tempo (dias) Tempo (dias)
B 50 ol m” s
10047 100 pmol m? s™' C

Rem DQO (%)

Soro do Leite (%)

Fonte: AUTOR (2019).

Percebe-se que o consorcio foi eficiente na remocgdo da DQO e constitui-se de
uma alternativa para o tratamento de efluentes. Shen et al. (2017) avaliaram o
tratamento de efluente sintético através do consorcio microalgal-bacteriano (Chlorella
vulgaris - Pseudomonas putida), sob condi¢des de cultura em batelada. A alta remocéo

de DQO (97%), amonia (100%) e fésforo (100%), demonstram que o tratamento através
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do consércio é capaz de remover simultaneamente contaminantes das dguas residuais

em um unico reator.

As melhores taxas de remocdo de NT foram obtidas nos ensaios com menor
intensidade luminosa (50 pmol m™ s), com uma variacdo de 80-85%, com queda

substancial das concentracdes para niveis inferiores a 20 mg/L (Figura 14A-C).

Figura 14 - Desempenho da Tetradesmus sp. na remoc¢do de Nitrogénio Total ao longo do tempo em
ensaios sob diferentes concentragdes de soro do leite (%) e intensidade luminosa: (A) 50 e (B) 100 pmol

fotons m 2s ™%, (C) Percentual de remogéo de Nitrogénio Total para todas as condicdes de ensaios.
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Fonte: AUTOR (2019).

A capacidade dos consércios Chorella vulgares — Bacillus licheniformis e

Microcystis aeruginosa — Bacillus licheniformis (razes 1:0-3) para recuperar DQO, NT


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/wastewater
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e PT de efluente sintético foram avaliados, em um periodo de 10 dias (JI et al., 2018).
Maiores proporcdes de bactérias resultaram em um decréscimo mais rapido de
nutrientes, com os melhores resultados na propor¢do 1:3. O sistema simbidtico Chorella
vulgares — Bacillus licheniformis apresentou melhores remocdes de DQO (86%), NT
(89%), e PT (80%), o consércio Microcystis aeruginosa — Bacillus licheniformis
também apresentou boa remocdo de DQO, NT e PT (65, 69 e 71%, respectivamente).
Ambos os resultados indicaram que houve uma boa sinergia dos sistemas simbi6ticos
para remocdo dos contaminantes. Resultados semelhantes de remogdo de DQO,
nitrogénio total e fosforo, 88,82%, 84,87% e 82,25%, respectivamente, foram obtidos
por Ji et al. (2019) para o tratamento de &guas residuas municipais pelo consércio

Chorella vulgares — Bacillus licheniformi.

As melhores taxas de remoc¢do de PT foram obtidas nos ensaios com maior
intensidade luminosa (100 pumol m? s™) e menores concentracdes de soro do leite,
alcancando uma remocéo de quase 100%, com queda substancial das concentra¢des nos
primeiros 10 dias de cultivo (Figura 15A-C).

Outro exemplo, foi o trabalho de Camejo et al. (2019), que avaliaram o efeito da
luminosidade em cultura mista de microalgas (Scenedesmus e Chorella, e a presenca de
algumas diatomaceas, bactérias e cianobactérias em menores quantidades), para
remediac&o de um efluente real (DQO =92 mg L™, N=56,6 mgL*e P =6,5mg L™).
Foram utilizadas trés diferentes intensidades de luz (0, 150 e 300 pmol fotons m 2s %) e
diferentes duracgéo e hora do dia da aplicacdo da luz, em um total de 8 experimentos. As
melhoras taxas de recuperacao de nutrientes (86% para N e 84% para P) e produtividade
de biomassa (100 mg L™ d*) foram alcancadas no ensaio com maior fluxo de fétons
liqguidos. No entanto, a maior irradiancia também foi responsavel por menor
produtividade de biomassa (23 mg L™ d'). Os dados obtidos sugerem que o
desempenho das microalgas ndo dependia da hora do dia em que a luz foi aplicada ou
do comprimento dos fotoperiodos, mas do fluxo de fétons liquidos (intensidade

luminosa).

Maiores taxas de remocéo estdo associadas a maior intensidade luminosa, pois o

requerimento energético e estrutural de grupos fosfatos (NADPH, ATP, Acidos
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nucleicos etc.) sdo requeridos para um maior crescimento e maior fotossintese realizada
(SILVA e SFORZA, 2016).

Figura 15 - Desempenho da Tetradesmus sp. na remocéao de Fosfato ao longo do tempo em ensaios sob

diferentes concentracdes de soro do leite (%) e intensidade luminosa: (A) 50 e (B) 100 pmol fotons m

Fosfato (mg PO43"IL)

s 1. (C) Percentual de remoc&o de Fosfato para todas as condicdes de ensaios.
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Fonte: AUTOR (2019).
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Da mesma maneira, Sforza et al. (2018) exploraram as interacGes especificas

entre a microalga Chorella prothothecoides e a bactéria Brevundimonas diminuta

(isolada de lodo ativado) para melhorar a remocéo de nutrientes de efluente real (NT =
22mg L, TP =35 mg L e DQO = 225 mg L™). Verificou-se que a presenca de B.

diminuta aumentou a taxa de crescimento de microalgas até 5 vezes, e uma promissora
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remocao simultanea de DQO, NT e PT, cerca de 92, 80 e 71%, respectivamente. Em
baixa luminosidade, a presenca de bactérias resultou em uma maior concentracdo de
CO,, 0 que impediu parcialmente a capacidade de microalgas de explorar o carbono

organico.

Com os resultados exibidos, assim como a literatura discutida, percebe-se a
potencialidade de remocdo de DQO, nitrogénio e fdsforo, alcancando % de remocao

méaximos em torno de 90, 98 e 80%, respectivamente.

5.4 Percentagens de N/X e P/X

Como se percebe na Figura 16, o percentual de absor¢éo de N e P foram maiores
nas concentragbes mais altas, provavelmente pelo fato de estarem em excesso. As
microalgas podem absorver uma maior quantidade de nutrientes/contaminantes quando
estdo nessa condicdo (SILVA E SFORZA, 2016). Percebe-se, no entanto, que uma
maior intensidade luminosa ocasionou uma redugdo desses componentes celulares em

biomassa.

Xin et al. (2010) estudaram a microalga Scenedemus sp. e a relacdo N/P para
remocdo de nutrientes. Diante os resultados obtidos concluiram que as razdes N/P de
5:1 — 8:1, o nitrogénio e o fosforo poderiam ser eficientemente removidos para as
condi¢des do estudo. Portanto, a diminui¢do da eficiéncia de remocdo de nitrogénio
pode ser devido a limitacdo de fosforo. A Formula empirica de Stumm cita que para

microalgas é C1o6H2630110N16P (relacdo N/P = 7,2:1).

Vrede et al. (2002) verificou que a relacdo atdmica C:N:P de bacterioplakton
crescida exponencialmente variou 32:6.4:1. Para células crescidas em limitacdo de
carbono foi de 34:9.2:1, para limitadas por nitrogénio de 42:7:1 e para limitadas por
fosforo foi de 172:16:1. Sendo a média geral, representada pela relagéo 45:7.4:1.
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Figura 16 - % de Nitrogénio e Fésforo em biomassa.
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Nesse trabalho, verifica-se através da Figura 16, que a relagdo entre nitrogénio e
fésforo na biomassa algal-bacteriana produzida variou entre 2-3,5:1, respectivamente, e
a % de N e P em biomassa variou entre 3-13,5% e 1-4,5%, respectivamente. Silva e
Sforza (2016) verificaram que para Chlorella vulgaris cultivada em diferentes
condigdes ambientais (foram verificados principalmente a intensidade de luz e tempo de
cultivo), assim como condic¢des nutricionais (quantidades de N e P disponiveis), a % de

N e P em biomassa variou entre 2-14% para N e 0,4-4% para P.
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5.5 Determinacdo do teor de carboidratos e produtividade técnica de etanol por

ano a partir de biomassa residual do tratamento de efluentes

A partir dos resultados para producgdo de biomassa nos reatores em batelada e em
escala de laboratério, extrapolou-se para um sistema com 100 m® O teor de
carboidratos na biomassa foi de 63,2 + 2,3% (foram analisadas as biomassas finais de

todos 0s experimentos a 100 pmol m?s%).

Como percebe-se na simulagdo apresentada na Figura 17, uma produtividade
entre 6 a 10 mil litros de etanol por hectare ano. Esse valor € promissor, e mostra que
realmente é possivel pensar em utilizar a biomassa da estacdo de tratamento na

producdo de etanol 3G.

Figura 17 - Produtividade estima de etanol.
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Fonte: AUTOR (2019).

Na Tabela 7, é possivel comparar esse valor simulado, e perceber que é maior ou
igual a da maioria das biomassas utilizadas atualmente. Portanto, mesmo o biodiesel
sendo muito considerado a partir da biomassa proveniente de sistemas de tratamento de
efluentes (XU et al., 2006; TSOLCHA et al., 2016), o bioetanol também pode ser uma



67

alternativa, e tem sido estudado, mas ainda falta uma consolidacdo da tecnologia
(ONEY, 2019).

Tabela 7 — Comparacdo de produtividade entre plantas e microalgas para biocombustiveis.

Teor de Producao Uso da terra Producao
Matéria prima  carboidrato (Lpioetanol (m2ano (Lbigetanol ha™
(%biomassa seca) Tonbiomassa—l) I—bioetanol-l) ano-l)

Milho - 460 2,5 3.450-4.600
Beterraba’ - 100 1,3 5.000-10.000
Cana de agucar’ - 90 1,2 5.400-10.800
Biomassa
_ o 50-70 ~ 400 1,0 ~10.000
lignoceluldsica
Microalga

2 20 129 1,4-0,47 7.093-21.279
(BTC)
Microalga

3 35 227 0,8-0,27 12.413-37.286

(MTC)
Microalga

3 50 324 0,56-0,19 17.733-53.199
(ATC)
Microalga

_ . 45-60 - - 11.000-31.000
experimental
Expectativa

o 46.760-
méaxima para - - -
140.290

microalgas”

BTC - baixo teor de carboidratos, MTC - médio teor de carboidratos, ATC - alto teor de carboidratos. 'O
BNDES (2008) foi utilizado para as produtividades de milho, beterraba e cana-de-agtcar. “Santos et al.
(2012) e Santos et al. (2014) (biomassa lignocelulésica da cana-de-actcar). *Para microalgas Acién et al.
(2012) - Scenedesmus almeriensis com produtividade de 54,75-164,25 ton de biomassa ha® ano™) em
fotobiorreator tubular aerado e temperatura abaixo de 35 ° C em condicOes externas de iluminacdo.
*Resultados experimentais do cultivo de microalgas quanto & produtividade de biomassa também foram
utilizados e o etanol esperado calculado por estequiometria (1g de glicose da 0,511g de etanol (SILVA e
SFORZA, 2016; SILVA et al., 2017; SILVA et al.; 2018). °A expectativa maxima foi mencionada por
Cheryl (2008).
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6. CONCLUSAO

Microalgas associadas a bactérias (principalmente) sdo muito eficientes no
tratamento do soro do leite. A intensidade de luz e a concentracdo do efluente
influenciam significativamente no crescimento da biomassa do reator. A remocao da
DQO foi influenciada positivamente pela intensidade de luz e concentracao do efluente,
e negativamente pelo pH, onde ocorreu a inibi¢do da atividade bacteriana (pH > 11). A
remocdo de fosforo dependeu positivamente da intensidade de luz e negativamente da
concentracdo do soro do leite. A remocéo de nitrogénio foi inferior na maior intensidade
de luz, mas nédo foi influenciada significativamente pela concentracdo do efluente. A
relagdo N/P na biomassa microbiana gerada no reator depende significativamente da
intensidade de luz e da carga organica podendo ser um tool para otimizar a remogéo de
contaminantes do efluente. A produtividade estimada de etanol por hectare a partir de
biomassa microbiana se igualou ou foi maior que as tecnologias atualmente utilizadas,

mostrando o potencial do estudo.
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