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Dedico esse trabalho aos meus pais e a qualquer
pessoa que, num futuro ndo tao distante,
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RESUMO

Com a intensificacdo do aquecimento global nas Ultimas décadas e o aumento conjunto da
populacdo mundial e da geracdo de residuos organicos, a comunidade cientifica vem buscando
desenvolver tecnologias capazes de reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis, aumentar a
captura de CO; atmosférico e auxiliar no tratamento de efluentes. As microalgas sdo seres
unicelulares fotossintetizantes, que podem contribuir para solucionar cada uma destas questdes
ambientais, servindo como catalisadores no processo de tratamento de esgoto sanitario e, ao
mesmo tempo, como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis de 32 e 42 geracao.
Como esses biocombustiveis ndo sdo competitivos no mercado atual, este trabalho teve como
objetivo aplicar o Método de Taguchi no planejamento experimental do cultivo da microalga
Chlorella Vulgaris em fotobiorreator Raceway utilizando o efluente gerado no tratamento de
esgoto da USP, campus de Lorena-SP, como fonte de nutrientes, visando identificar a
combinacdo 6tima de variaveis controladas para concentracdo de lipideos e de producdo de
biomassa para a geracdo de biocombustiveis, bem como a eficacia desta microalga na remocéo
da DQO do efluente. Os ensaios conduzidos até o momento indicam que a condicao 6tima de
producdo de biomassa deve possuir maior luminosidade, uma fonte de carbono, menor
proporcao de efluente de ETE e nivel mais baixo da lamina de cultivo e que ha tendéncia de
aumento do valor de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) nos cultivos em que ocorre maior
crescimento celular. Os resultados obtidos nas condicGes experimentais aplicadas até o
momento ndo permitem inferir conclusdes acerca do acimulo de lipideos, sendo necessaria a

execucdo das demais condi¢Oes de cultivo para a obtencdo de dados consistentes e conclusivos.

PALAVRAS-CHAVE: Microalgas; Bioenergia; Combustiveis Alternativos; Demanda

Quimica de Oxigénio; Desenvolvimento sustentavel; Tratamento de Efluentes.



ABSTRACT

With the intensification of global warming in recent decades and the simultaneous increase in
the world population and organic waste generation, the scientific community has been striving
to develop technologies capable of reducing reliance on fossil fuels, increasing atmospheric
CO; capture, and aiding in effluent treatment. Microalgae are unicellular photosynthetic
organisms that can contribute to addressing each of these environmental issues, serving as
catalysts in the process of sanitary sewage treatment and simultaneously as raw material for the
production of 3rd and 4th generation biofuels. As these biofuels are not competitive in the
current market, this study aimed to apply the Taguchi Method in the experimental planning of
the cultivation of Chlorella Vulgaris microalgae in a Raceway photobioreactor using the
effluent generated in the sewage treatment at USP Lorena campus as a source of nutrients. The
goal was to identify the optimal combination of controlled variables for lipid concentration and
biomass production for the generation of biofuels, as well as the efficacy of this microalgae in
removing COD from the effluent. So far, the tests carried out indicate that the optimal condition
for biomass production must have greater luminosity, presence of a carbon source, lower
effluent content and lower level of the cultivation layer and that there is a tendency for the COD
value to increase in crops in which greater cell growth occurs. The results obtained under the
experimental conditions applied so far do not allow conclusions to be drawn about the
accumulation of lipids, making it necessary to carry out other cultivation conditions to obtain

consistent and conclusive data.

KEYWORDS: Microalgae; Bioenergy; Alternative fuels; Chemical Oxygen Demand;

Sustainable development; Wastewater Treatment
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1 INTRODUCAO

Desde a primeira revolucdo industrial, o uso de combustiveis fosseis, como carvao
mineral e petr6leo aumentou ao longo do tempo, com consequente aumento na emissao de gases
de efeito estufa (GEE), principalmente de dioxido de carbono (SARAVANAN et al., 2023). O
aumento da concentracdo desses gases na atmosfera tem causado alteracBes climéticas e
impactos ambientais, percebidos em todo o mundo.

No Brasil, sdo perceptiveis as movimentacdes politicas nos dltimos anos, envolvendo
incentivos a producdo de biocombustiveis, como o Projeto de Lei do Combustivel do Futuro,
acompanhado de um discurso voltado a transicdo da matriz energética, descarbonizacdo e
industrializacdo da bioeconomia. Encaminhado em setembro de 2023 para o Congresso
Nacional, o projeto prevé diversas iniciativas, que colaboram para a reducdo de emissao dos
GEE, como a integrag&o entre diversas politicas de mobilidade e biocombustiveis e a instituicéo
do Programa Nacional de Combustivel Sustentavel de Aviagdo, além de elevar os limites
maximos e minimos do teor de etanol anidro na gasolina. A medida propGe também a
regulamentacdo de combustiveis sintéticos e da atividade de captura e estocagem de carbono,
que seria atribuida & ANP - Agéncia Nacional do Petréleo (BRASIL, 2023).

No entanto, é preciso considerar que gracas ao aumento da taxa de natalidade e da
reducdo da mortalidade, aliadas as melhores condic6es de vida, a populacdo mundial aumentou
em aproximadamente 8 vezes, no periodo que compreende o final do século XVIII até a
atualidade (HOBSBAWM, 2007). Consequentemente, ocorreu um crescimento significativo
dos setores industrial, residencial e agricola, assim como da geracdo de residuos organicos e
reciclaveis, que ndo tinham, em sua maioria, a destinacdo adequada. Os efluentes domésticos,
por exemplo, possuiam como destino os corpos d’agua, que serviriam ou poderiam servir como
fonte de 4gua potavel para a sociedade (HAZAN et al. 2023).

Apesar dos beneficios obtidos com a implantacdo das estacBes de tratamento de esgoto
(ETE), estas possuem custos elevados de manutencédo e operacdo. O aumento da geracéo de
esgotos sanitarios e da necessidade de tratamento para o langamento dos efluentes gerados nos
corpos d’agua em padrdes de qualidade que ndo causem impacto nos recursos hidricos, tem
despertado o interesse de instituicdes publicas e privadas em desenvolver processos
tecnicamente eficazes, ambientalmente sustentaveis e de baixos custos (HAZAN et al. 2023).

Em 2012, foi realizada no Rio de Janeiro, a Conferéncia das Na¢des Unidas para o Meio
Ambiente, denominada Rio+20, que entre outras a¢fes importantes, deu origem a Agenda 2030,

firmada em 2015 pelos paises que participaram desta conferéncia, reunindo 17 Objetivos de
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Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Orientada pelos ODS e buscando solucionar de maneira
simultanea os impasses contemporaneos, a comunidade cientifica, de diversas areas do
conhecimento, tem concentrado seus esfor¢cos para o desenvolvimento de alternativas
sustentaveis para as areas de energia e meio ambiente.

Neste cenario, destaca-se a utilizacdo de efluentes de Estagdo de Tratamento de esgoto
(ETE) como meio de cultivo de microalgas, reduzindo assim, os custos dos dois processos que
ocorrem paralelamente, a reproducdo das microalgas e o tratamento de esgoto. Esta pratica
permite que as microalgas atuem como agentes bioldgicos, auxiliando na biodegradacdo da
matéria orgénica presente nos efluentes. Por outro lado, esses residuos gerados no tratamento
de esgoto, que normalmente sdo descartados em corpos d’agua, podem substituir parcialmente,
e de maneira natural, os nutrientes e minerais que sdo fornecidos ao cultivo de microalgas na
forma de fertilizantes quimicos, resultando na maior sustentabilidade destes processos (ARIAS
etal., 2018).

Com base nos estudos realizados até 0 momento, visando o aproveitamento de efluentes
no cultivo de microalgas, este trabalho de graduacdo se propds a identificar as condigcdes
necessarias para a otimizacdo do cultivo das microalgas utilizando efluente da ETE do campus
da Universidade de S&o Paulo, em Lorena, analisando a produtividade de biomassa, o teor
lipidico e a remocédo de DQO da mistura que envolve nutrientes, 4gua de torneira e efluentes da
estacdo de tratamento onde as microalgas serdo cultivadas. Para o planejamento experimental
foi utilizado o Método de Taguchi, desenvolvido pelo japonés Genichi Taguchi, na década de
1950, possibilitando que o estudo fosse 0 mais sustentavel possivel (TAGUCHI, 1986).

Espera-se com este trabalho, gerar informagdes que possam contribuir para a reducao
dos custos de producdo de biodiesel a base de microalgas, como resultado da economia de
recursos em larga escala, fundamentada nos melhores ajustes das varidveis do processo, obtidos

nos ensaios laboratoriais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar diferentes condi¢fes de cultivo da microalga Chlorella Vulgaris em

fotobiorreator Raceway para identificar o ponto 6timo de producéo de biomassa e acimulo de

lipidios visando a geracdo de biocombustiveis, assim como a capacidade desta microalga

reduzir a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), do efluente do tratamento de esgoto da USP,

campus de Lorena, aplicando o Método de Taguchi no planejamento experimental.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fundamentar este trabalho, por meio da revisdo da literatura nacional e internacional,
sobre o cultivo de microalgas em biorreatores, visando a producdo de biomassa para a
geracdo de biocombustiveis, priorizando os estudos que utilizaram a microalga
Chlorella vulgaris e efluentes de ETEs como fonte de nutrientes, com a finalidade de
reduzir a DQO destes residuos;

Aplicar o Método de Taguchi no planejamento experimental para verificar quais fatores
possuem maior relevancia na producdo de biomassa, concentracdo de lipideos e
remocdo de DQO e quais os melhores niveis de cada fator de entrada para maximizacao
das variaveis de saida;

Analisar a producdo de biomassa da microalga Chlorella Vulgaris cultivada em
fotobiorreator Raceway a partir de medicdes diarias do crescimento, bem como
determinar a concentracao final de lipideos;

Analisar a eficacia da microalga Chlorella Vulgaris como auxiliar no processo de
tratamento de esgoto por meio da determinacdo da DQO de diferentes lotes de efluentes

gerados na ETE da USP de Lorena, antes e apds o cultivo da microalga.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PANORAMA DAS MUDANCAS CLIMATICAS E OBIJETIVOS DE
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

A Organizagdo Meteorologica Mundial (WMO) emitiu, em maio de 2023, o Global
Annual to Decadal Climate Update, um relatorio sobre o panorama climatico global para os
proximos anos. No documento, foi relatado que a temperatura media do planeta de 2023 até
2027 devera ser 1,5 °C mais elevada do que os niveis pré-industrial, que compreende o periodo
de 1850 a 1900 (WORLD METEOROLOGICAL ORGANIZATION, 2023). Estas mudancas
tém sido associadas a diversos eventos climaticos extremos, como furacdes, tsunamis,
tempestades e secas, causando prejuizos significativos para a humanidade. Os impactos
causados por estes extremos permeiam tanto aspectos sociais quanto econdmicos, como
migracdo em massa, interrupgao no funcionamento de empresas e destrui¢do de infraestruturas
basicas de salde, educacdo, seguranca e geracdo de energia elétrica (HADIYANTO et al.,
2023).

Neste aspecto, uma das primeiras a¢Oes de alerta sobre os problemas da degradacao
ambiental ocorreu na Suécia, com a realizacdo da Conferéncia de Estocolmo, realizada em 16
de junho de 1972, considerada a primeira conferéncia mundial sobre o meio ambiente e que
tratou do tema “desenvolvimento sustentavel” (BULL e AGUILAR-ST@EN, 2023);

No Brasil, vinte anos apds a realizacdo deste evento, ocorreu em junho de 1992, na
cidade do Rio de Janeiro, a Conferéncia das NacbGes Unidas sobre o Meio Ambiente e
Desenvolvimento, que reuniu chefes de estado, ministros e outras personalidades de diferentes
paises, com 0 mesmo proposito da Conferéncia de Estocolmo, tratando novamente de temas,
como desenvolvimento sustentavel, efeito estufa, desmatamento, contaminacdo das aguas,
dentre outros, culminando com a criacdo do Protocolo de Kyoto, um tratado internacional,
assinado posteriormente, em 1997 por diversos paises do mundo e que entrou em vigor somente
no ano de 2005. O Protocolo de Kyoto estabeleceu medidas e metas para diminuir a produgédo
de gases do efeito estufa e, consequentemente, controlar o aquecimento global do planeta, como
0s mecanismos de desenvolvimento limpo (MDL) (MAAMOUN, 2019).

Em junho de 2012, foi realizada a Conferéncia das Nac¢bes Unidas para o Meio
Ambiente, denominada Rio+20, cujos temas principais foram sustentabilidade, economia verde
e governanga global do ambiente. A principal meta da Rio+20 foi estimular a acdo sobre o

desenvolvimento sustentavel. Como resultados, destaca-se a elaboragdo de um plano, firmado
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em 2015 pelos 193 Estados membros da Organizacdo das Nagfes Unidas — ONU, com o
compromisso de seguir as medidas recomendadas para a cooperagdo internacional de
desenvolvimento sustentavel. Além disso, governos, empreendedores e outros parceiros da
sociedade civil registraram mais de 700 compromissos com acgdes concretas para responder a
necessidades especificas, como energia sustentavel e transporte. Dentre esses compromissos
destaca-se a destinacao de 50 bilhdes de dolares para auxiliar um bilh&o de pessoas a ter acesso
a energia sustentavel (NACOES UNIDAS, 2012).

Inspirados nos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM) para promover agdes
de desenvolvimento humano e combate a pobreza, os paises que participaram da Rio+20,
concordaram com a necessidade de estabelecer a Agenda 2030, um plano de acéo global que
retne 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), com 169 metas a serem atingidas
até 2030, visando erradicar a pobreza e promover vida digna a todos, dentro das condi¢des que
0 nosso planeta oferece e sem comprometer a qualidade de vida das proximas geracGes
(NACOES UNIDAS, 2012).

Como exposto por Ganesan et al. (2020), o cenario global atual indica um crescimento
acelerado nos dltimos anos pela demanda de energia, principalmente pelos paises em
desenvolvimento em vias de industrializacdo. Os autores reforgcam a questdo do aumento de
emissdes de CO2 na atmosfera se 0 consumo de combustiveis fosseis se mantiver na atual
projecdo, concluindo que os biocombustiveis de 32 geracdo (aqueles com base em microalgas
ou em seu Oleo) sdo a alternativa mais adequada para essa conjuntura, visto que os de 12 e 22
geracOes apresentam desvantagens em termos de inseguranca econdmica, social e alimentar.

Concomitantemente, Bérawski et al. (2019) apresentaram a evolucdo do mercado de
energias renovaveis da Unido Europeia ao longo das Gltimas duas décadas, envolvendo nédo s6
biocombustiveis, como também energias edlica, solar, geotérmica e hidrelétrica. Os autores
expuseram um aumento maior do que 100% na parcela de uso de energia a partir de fontes
renovaveis para diversos fins em paises como Malta, Chipre e Finlandia, além de constatarem
que Alemanha, Franca e Pol6nia foram os maiores produtores de biodiesel nesse meio tempo.

E possivel conferir também o trabalho desenvolvido por Saravanan et al. (2023) que
detalham diferentes técnicas de colheita de microalgas, processos de transesterificacdo e
producdo de biocombustiveis. Os autores problematizam a exploracdo e combustdo massivas
de combustiveis fosseis em paises em desenvolvimento ao mesmo tempo em que ha
instabilidade na disponibilidade de energia, rapida industrializacdo e a contribuicdo dada por

iSso ao efeito estufa.
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3.2  HISTORICO RECENTE DE PESQUISAS COM MICROALGAS

Nos graficos apresentados na Figura 1, é possivel observar aumento do numero de

pesquisas relacionadas a microalgas, biocombustiveis e efluentes a partir de meados de 2010.

Figura 1 - Trabalhos cientificos sobre microalgas, biocombustiveis e efluentes realizados no
periodo do final da década de 1970 a 2023
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Muitos destes estudos apontam para o elevado potencial de produgdo de
biocombustiveis a partir de microalgas, no entanto, sem apresentar competitividade econémica
no mercado atual (DEBOWSKI et al., 2020; KHOO et al., 2020; YIN et al., 2020). Neste
contexto, torna-se necessario o0 desenvolvimento de tecnologias de producdo de
biocombustiveis que viabilizem o comércio deste produto, considerando sua importancia para
a sustentabilidade ambiental, por ser uma estratégia para reduzir a dependéncia do consumo de
petréleo pela humanidade.

Como principais alternativas para isso, existem os conceitos de biorrefinarias e da
otimizacdo do processo produtivo como um todo (BRANCO-VIEIRA et al., 2020; SHEKH et
al., 2021; YIN et al., 2020). Tanto de um modo como de outro, hd maior eficiéncia energética
no processo produtivo, maximizando a margem de lucro.

As biorrefinarias de microalgas se assemelham a refinarias de petréleo convencionais,
que nas quais sao extraidos em diversos processos sequenciais diversos subprodutos do petrdleo
com diferentes valores agregados. No caso das microalgas, além dos biocombustiveis
produzidos com o lipidio microalgal, também é possivel extrair pigmentos naturais, acidos
graxos, proteinas e antioxidantes, por exemplo (SIDDIK et al., 2022). Desse modo, apesar dos
biocombustiveis serem um dos subprodutos com menor valor agregado, sua comercializacéo
pode se tornar palpavel gracas a uma lucratividade maior fornecida pelos demais produtos
citados, sendo necessarios ainda estudos em larga escala para explorar as alternativas dessa
proposta (SHAHID et al., 2020).

A otimizacdo de etapas do processo de producdo consiste em utilizar condi¢des 6timas
em cada um dos subprocessos a fim de se obter uma maior quantidade e qualidade do
biocombustivel produzido, ou ainda outras caracteristicas especificas desejadas do mesmo.
Pode-se citar estudos exploratorios dessa categoria, como Gouic et al. (2021), que investigaram
diferentes niveis de intensidade luminosa e concentracdo de CO; para obter a maxima taxa de
fixacdo de CO2 durante o cultivo, Hernandez et al. (2022), que variaram o nivel da ldmina de
cultivo em estudo com a temperatura do mesmo como variavel de resposta, e La Torre et al.
(2023), que buscaram a otimizagdo do acumulo de lipideos e perfil de &cidos graxos variando
concentragdes de fosforo e enxofre.

Concomitantemente, o tratamento de efluentes com microalgas também foi objeto de
estudo de pesquisas recentes (ARIAS et al., 2018; FAZAL et al., 2018; MAGALHAES et al.,
2022). Além do potencial de atua¢do como substitutas de substancias quimicas e auxiliares ou

catalisadores no processo de tratamento, as microalgas ainda podem ter seu cultivo favorecido
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num ambiente contendo efluentes, considerando que elas usariam parte da matéria organica
como nutrientes.

Na revisdo elaborada por Kadir et al. (2018), sdo condensados resultados de pesquisas
que avaliaram diversas especies de microalgas no tratamento de efluentes em concomitancia
com a producdo de biocombustiveis, indicando a selecdo de cepas adequadas como ponto
crucial para o tratamento eficiente e o pré-tratamento de ozonizacao para favorecer a colheita
de biomassa e melhorar a extracdo de lipidios. Li et al. (2021) também investigaram dois tipos
de efluentes de suinos, obtendo concentracfes de biomassa maiores no efluente original e teor

lipidico maior no efluente digerido anaerobicamente.

3.3 BIOCOMBUSTIVEIS

De acordo com Goh et al. (2019), um biocombustivel pode ser definido como “um
combustivel produzido direta ou indiretamente a partir de fontes de biomassa”. Essa biomassa
pode ser proveniente de diversas matérias primas distintas, definindo a qual geracdo de
biodiesel o combustivel pertence.

Os biocombustiveis produzidos a partir de Oleos vegetais comestiveis, como 0s
provenientes de cana-de-agucar, milho, soja e outros gréos, se encaixam na primeira geracao.
Aqueles produzidos com 6leos ndo comestiveis, derivados de residuos agricolas e de materiais
lignocelulosicos e gorduras animais estdo classificados como biocombustiveis de segunda
geracdo. Por fim, nas terceira e quarta geracdes, podem ser citados os biocombustiveis
provenientes de microalgas, de modo que a terceira geracdo abranja a conversao propriamente
dita delas em combustiveis e a quarta envolva engenharia genética e metabodlica, alterando
genomas dos seres vivos em questdo a fim de obter cepas geneticamente otimizadas (RAHEEM
etal., 2018; ENAMALA et al., 2018; GOH et al., 2019; GANESAN et al., 2020).

3.3.1 Biocombustiveis a base de microalgas

O processo de producdo de combustiveis a base de microalgas inicia-se na escolha da
linhagem de microalgas, tendo como base caracteristicas como produtividade e teor lipidico e
resisténcia a particularidades adversas do meio de cultivo (ANDERSEN et al., 2005). Alguns
estudos atuais analisam alternativas para modificar cepas de modo a otimizar tais caracteristicas
por meio de engenharia genética (ARATBONI et al., 2019)
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Ap0s essa selecdo, é realizado o cultivo das microalgas, que pode ocorrer tanto em
lagoas abertas quanto em fotobiorreatores de diversos modelos, como airlifts e raceways. Nesse
momento, ha o controle de fatores como fornecimento de nutrientes, iluminacgéo e aeracao, com
foco inicialmente na producéo de biomassa e, posteriormente, no acimulo de lipidios (PENG
etal., 2019; YIN et al., 2020). A etapa de cultivo é o principal escopo dessa pesquisa, que visa
otimizar esse subprocesso da cadeia global.

Com o meio de cultivo possuindo uma alta densidade celular e com escassez de
nutrientes, deve ocorrer a colheita. Essa etapa consiste na separacao da biomassa de microalgas
do meio de cultivo e pode ser realizada por meio de processos como centrifugacéo, filtragéo,
flotacdo e coagulagio (MATHIMANI e MALLICK, 2018; PENG et al., 2019;
SUPARMANIAM et al., 2019; YIN et al., 2020; MUHAMMAD et al., 2021).

Com as microalgas colhidas, o processo segue com a extracdo do 6leo microalgal.
Atraveés de prensagem ou do uso de ultrassom, as células sdo rompidas e os lipidios, separados
da biomassa, para que sejam posteriormente convertidos no biocombustivel em questdo (ZORN
etal., 2017).

O dleo extraido das microalgas é entdo transesterificado, quebrando as moléculas do
material inicial em ésteres. O produto resultante dessa etapa é purificado, quando sdo removidas
impurezas, resultando no biocombustivel préprio para armazenamento, transporte e
comercializacdo (KADIR et al., 2018).

3.4  TRATAMENTO DE ESGOTO E REMOCAO DE DQO DO EFLUENTE

O processo de tratamento de esgoto inicia-se na rede coletora, que coleta o esgoto
produzido nas residéncias, inddstrias e comércios de cada cidade. Em seguida, o esgoto é
conduzido por galerias subterraneas até as EstacGes de Tratamento de Esgoto, as chamadas
ETEs (ABNT, 2011). Na ETE, o esgoto tem seu tratamento iniciado com a etapa de remogéo
de sdlidos grosseiros, feito com o uso de gradeamentos com dimensdes distintas de aberturas.
Ap0s isso, ¢ feita a remocao de areia e materiais pulverulentos em desarenadores e a decantagdo
priméaria em decantadores primarios (ABNT, 2011). Em sequéncia, a matéria organica presente
serda degradada por meio de tratamento bioldgico com bactérias anaerdbias, em tanques
fechados, e com bactérias aerdbias, em filtros aerados podendo ser feitos com brita ou material
percolavel. No final do processo de tratamento do esgoto é realizada a separacgéo da parte liquida,

denominada de efluente, do componente sélido, denominado de lodo ativado ou biossolido, que
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ocorre em reatores bioldgicos, onde ocorre a decantagdo secundaria. De acordo com o tipo de
esgoto que esta sendo tratado, pode ser necessario a remoc¢do de poluentes que ndo foram
extintos nas etapas anteriores, como alguns compostos quimicos. Ao final de todas as etapas de
tratamento, deve ser realizada a desinfeccéo do efluente, com uso de cloro ou radiagdo UV, e a
disposicdo final do efluente e do lodo de esgoto (ABNT, 2011).

O lodo de esgoto tem sido destinado para uso agricola, incineracéo, confeccgdo de tijolos
ecologicos ou disposto em aterros sanitarios (ABNT, 2011). O efluente pode ser destinado ao
reuso, em processos industriais ou irrigacao, ou lancado nas diferentes classes de corpos d’agua.

No Brasil, os padrdes de lancamento de efluentes em corpos hidricos sdo
regulamentados por diferentes legislagdes e resolugdes que visam proteger os recursos hidricos
e garantir a qualidade da agua. Uma das principais leis nesse sentido é a Lei Federal n°
9.433/1997, conhecida como Lei das Aguas, que estabelece a Politica Nacional de Recursos
Hidricos (PNRH).

No ambito dessa politica, para ser lancado nos corpos d’agua, o efluente gerado do
processo de tratamento de esgoto deve atender aos padrdes de qualidade estabelecidos pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente — Conama, especificamente pelas Resolucdes do
Conama n° 357/2005 (BRASIL, 2005) e n° 430/2011 (BRASIL, 2011).

A Resolucdo Conama n° 357/2005 estabelece padrdes de qualidade da &gua para as
diferentes classes de corpos hidricos, desde a classe especial, em que 0s usos preponderantes
sdo mais exigentes em qualidade, classe 1, classe 2, classe 3 e classe 4, que sdo aguas destinadas
a usos menos restritivos quanto a qualidade.

A Resolugado CONAMA n° 430/2011 dispde sobre “as condigdes e padrdes de
lancamento de efluentes, complementa e altera a Resolugio CONAMA n° 357/2005”. Esta
Resolugdo destaca que “os efluentes ndo poderdo conferir ao corpo receptor caracteristicas de
qualidade em desacordo com as metas obrigatorias progressivas, intermediérias e final, do seu
enquadramento”. Para o lancamento direto nos corpos receptores, os efluentes de qualquer fonte
poluidora deverdo possuir pH entre 5 e 9, temperatura inferior a 40 °C, materiais sedimentaveis
até 1 mL L, éleos minerais até 20 mg L™, 6leos vegetais e gorduras animais até 50 mg L,
auséncia de materiais flutuantes e remog¢do minima de 60% da Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) inicial, grandeza que descreve o a quantidade de oxigénio consumida por
microrganismos numa determinada amostra de efluente. Adicionalmente, ha 21 parametros
inorganicos, destes 14 sdo metais; e ainda 10 parametros organicos, sendo 5 destes compostos
aromaticos (BRASIL, 2011). Para os efluentes de sistemas de tratamento de esgoto sanitéario, é

mantida a mesma condi¢do para pH, temperatura, materiais sedimentaveis e flutuantes. No
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entanto, é estabelecido o limite de 120 mg L para a DBO, ou tratamento com eficiéncia de
remogdo minima de 60%. Adicionalmente, as substancias soliveis em hexano como 6leos e
graxas podem atingir o limite de 100 mg L. Também poderéo ser exigidos, a critério do 6rgdo
ambiental, 21 parametros inorganicos, exceto nitrogénio amoniacal total e os 10 organicos. “Os
efluentes de sistemas de tratamento de esgotos sanitarios poderdo ser objeto de teste de
ecotoxicidade no caso de interferéncia de efluentes com caracteristicas potencialmente toxicas
ao corpo receptor”. Para os efluentes oriundos de servicos de satude, além da mesma exigéncia
do esgotamento sanitario, ainda estdo sujeitas as normas sanitarias especificas (BRASIL, 2011).

Por outro lado, é preciso destacar que existem parametros solicitados pelos érgdos de
fiscalizacéo e controle de lancamento de efluentes de ETES, que ndo constam nestas Resolugdes.
Girardi, Pinheiro e Venzon (2019) destacaram dentre esses parametros, a demanda quimica de
oxigénio (DQO), os solidos sedimentaveis, a cor aparente, o nitrogénio Kjedahl, coliformes
totais e ferro total. Entre estes, a DQO indica a quantidade total de oxigénio consumido durante
a oxidacgdo quimica de substancias orgénicas presentes no efluente, sendo considerada uma
analise indispensavel em ETEs que utilizam sistemas de tratamento bioldgico anaerdbio.
Segundo Von Sperling (2011), as concentrac@es usuais de DQO nos esgotos domésticos brutos
variam de 400 a 800 mg L%, com valores tipicos de 700 mg L, conforme a condicéo do esgoto.

Embora existam métodos eficazes para remover a DQO ou degradar compostos
organicos persistentes nos efluentes, como oxidagdo avancada, adsor¢do, separacdo por
membranas e tratamento bioquimico aerdbico, esses tratamentos apresentam desafios, como
alto consumo de energia, emissdes de carbono, altos custos de investimento e operacao, além
da geracao de residuos perigosos (KOPPLIN, 2023).

Estudos recentes tém explorado o uso de microalgas em diversas etapas do processo de
tratamento de esgotos. Elas podem atuar nas lagoas de estabilizacdo nos processos primarios,
em biofiltros, aderidas ao material filtrante, ou ainda auxiliar no processo de lodo ativado
(ARIAS et al., 2018). O ponto chave esta na fotossintese realizada pelas microalgas, que
remove nutrientes como nitrogénio e fosforo do esgoto, ao mesmo tempo em que fornece
oxigénio para acelerar a agdo de outros microrganismos presentes (HAZAN et al. 2023).

No estudo de Sayed et al. (2023) foi avaliada a remocdo de DQO ao utilizar microalgas
numa célula de combustivel microbiana para captacdo de energia, variando concentracfes de
levedura e efluentes numa célula de combustivel microbiana para captacdo de energia. Estes
autores verificaram que a concentragdo 6tima de leveduras e a concentracdo 6tima de efluentes
eram de 10,35% e 66,21% respectivamente. Huang et al. (2024) também estudaram a influéncia

da adicdo de acetato de sodio num cultivo de Chlorella pyrenoidosa em aguas residuais de
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aquicultura, onde ocorreu forte crescimento das microalgas a0 mesmo tempo em que houve
remocdo de cerca de 90% do nitrogénio e de 80% do fdsforo presentes no meio de cultivo
utilizado.

Portanto, manter os padroes de qualidade dos efluentes dentro de limites que garantam
a saude dos corpos d'agua é de extrema importancia, uma vez que altos niveis de DQO podem
levar a uma demanda excessiva de oxigénio, o que pode resultar em condic¢des de baixo teor de
oxigénio dissolvido, impactando negativamente a vida do ecossistema aquético. Desta forma,
0 monitoramento e o tratamento adequado dos efluentes para atender aos padrdes de qualidade
estabelecidos pela Resolucdo Conama n® 357/2005, para as diferentes classes de corpos d’agua

e Seus usos preponderantes sdo essenciais para a gestdo ambiental sustentavel.

3.5 CULTIVO DE MICROALGAS EM FOTOBIORREATOR

As microalgas sdo seres unicelulares e fotossintetizantes pertencentes ao reino protista,
gue habitam hegemonicamente ambientes aquaticos doces, salgados e salobres. Elas também
desempenham papel fundamental tanto no ciclo energético no qual estdo inseridas, visto que
sdo produtoras primérias e, portanto, base das suas cadeias alimentares, quanto no equilibrio da
atmosfera do planeta, uma vez que sdo responsaveis por mais de 50% da atividade fotossintética
global (SIMOES et al., 2016).

Esses microrganismos possuem ainda maior eficiéncia fotossintética, maiores taxas de
fixacdo de carbono e curvas de crescimento acentuadas em termos de biomassa, além de um
balanco energético mais favoravel e requisitos nutricionais basicos quando comparados com as
plantas (SIMOES et al., 2016). Também servem como matéria prima para diversos produtos,
como biogas, biocombustiveis, lubrificantes, biofixacdo de CO2, nutricdo humana e animal,
cosméticos e pigmentos, como pode ser conferido na Figura 2.

Nos ultimos anos, temas envolvendo cultivo de microalgas ganharam relevancia na
comunidade cientifica, se mostrando como uma alternativa em potencial para as fontes
tradicionais de combustiveis. Além de se opor a producdo de combustiveis fosseis, 0 uso de
microalgas para a producdo de biocombustiveis de quarta geracdo mostra vantagens inclusive

quando contrastado com biocombustiveis de outras matérias primas (GANESAN et al., 2020).
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Figura 2 - Produtos derivados de microalgas
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As microalgas ndo demandam terra fértil para seu cultivo, com o possivel uso de
chorume, aguas residuais e dgua do mar como meio de cultivo total ou parcial, evitando ainda
possiveis desmatamentos que ocorreriam para culturas terrestres. A titulo de comparacéo, pode-
se citar a cana-de agUcar e a soja, que, além de ocuparem grandes areas de terra cultivavel,
possuem competicdo entre suas demandas, sendo tanto fontes de alimento humano quanto

matérias primas para biocombustiveis (GANESAN et al., 2020).

3.5.1 Chlorella vulgaris

A espécie Chlorella vulgaris pertence a classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e
familia Oocystaceae, que possui alta produtividade e forma de vida tanto celular quanto colonial.
Espécies do mesmo género alcancam crescimento satisfatorio em faixas de temperatura que
variam entre 15 a 40 °C e tém células globulares com didmetro entre 3 ¢ § pum de didmetro.

Essa espécie é comumente utilizada em culturas com foco em biomassa, além de estar inserida
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nas indudstrias de cosmeticos, farmacéutica, de suplementos alimentares e de alimentacdo
saudavel (SIMOES et al., 2016).

Dentre estudos recentes com a espécie de microalga em questdo, pode-se citar Sangeetha
et al. (2022), que analisaram o biocombustivel com base em Chlorella vulgaris contando com
nanotubos de carbono e alumina como aditivos, avaliando a combustédo, emissao de gases, ruido
e vibragdo durante os testes. Também é possivel citar Hadiyanto et al. (2023), que avaliaram o
fungo Aspergillus niger como biofloculante no processo de colheita, obtendo resultados

promissores e com possibilidade de maior otimizagédo de alguns fatores do processo.

3.5.2 Fotobiorreatores

De acordo com Andersen (2005), um fotobiorreator pode ser definido como “um
recipiente [...] para producéo fototrofica, no qual a energia é fornecida por meio de luz elétrica.”.
Existem diversos tipos de fotobiorreatores, como tubular, cilindrico, conico, planar e raceway,
com a construcao de cada um deles levando em consideragdo fatores como o modo de fornecer
luz, como fazer circular o cultivo, os materiais para confecc¢éo, como prover CO2 e remover Oz
(ANDERSEN et al., 2005). No atual estudo, o design de fotobiorreator utilizado para os cultivos
foi o raceway, descrito a seguir.

3.5.2.1 Fotobiorreator Raceway

De acordo com Rosa e Ordéfiez (2022), os fotobiorreatores do tipo raceway sao grandes
lagoas abertas expostas a luz do sol providas de mecanismos que promovem tanto a mistura
entre nutrientes, agua e microalgas quanto o fluxo do cultivo. Na Figura 3 pode-se conferir um

exemplo do sistema de cultivo em questao.
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Figura 3 - Fotobiorreator Raceway de escala comercial

Fonte: Kanemoto (2012)

Em pesquisas recentes, esse sistema de cultivo foi apontado como o mais barato entre
0s existentes para larga escala, a0 mesmo tempo em que sofrem com as condicGes climaticas,
que tem um efeito profundo na produtividade de microalgas (SUPARMANIAM et al., 2019;
BHATT et al., 2022). Essa sensibilidade foi incorporada no modelo de predi¢do proposto por
Devadiga et al. (2023), que indicaram principalmente a intensidade solar e temperatura como
as que mais impactam na previsao de crescimento de biomassa.

Sathinathan et al. (2023) indicam que o formato desse tipo de fotobiorreator ainda néo
esta bem definido para maximizar a produtividade de biomassa, mas que a inoculagéo inicial
de microalgas, o material do fotobiorreator e 0 excesso de nutrientes sdo essenciais para garantir
0 crescimento microalgal. Apesar de mais barato, Silva et al. (2023) dizem que os

fotobiorreatores raceway nao sao o melhor tipo para produgdo de biomassa.

3.6 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

A metodologia Design of Experiments (DoE) consiste numa técnica de conducdo de
experimentos que possibilita, através de mecanismos estatisticos, obter uma quantidade maior
de informacdes com a realizagdo de um menor nimero de experimentos. Desse modo, é possivel

economizar tempo e outros recursos, tornando a experimentagcdo mais eficiente.
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Mais especificamente, o0 Método de Taguchi foi desenvolvido e popularizado pelo
engenheiro japonés Genichi Taguchi, consistindo num delineamento experimental de fatorial
fracionado. Apesar de ndo executar todas as combinacdes possiveis de niveis de fatores, esse
tipo de fatorial permite identificar os fatores que mais influenciam no processo estudado.

A aplicacdo do Método de Taguchi tem sua importancia pautada no fato de que os
recursos utilizados na exploracao séo reduzidos drasticamente, pois permite a identificagéo de
quais variaveis de processo tém maior relevancia com a realizacdo de um ndmero menor de
experimentos. Esses experimentos, por sua vez, tém como principal finalidade fornecer os
ajustes 6timos dos fatores controlados e quais desses fatores sdo mais relevantes para o processo
de acordo com os resultados obtidos nas medi¢des das variaveis de resposta (TAGUCHI, 1986).

Para investigar 6 fatores com 2 niveis cada através do Método de Taguchi, por exemplo,
sdo demandados apenas 8 experimentos. Em comparacdo com a metodologia tradicional de 2"
experimentos para um ndmero n de fatores a serem investigados, esse nimero sobe para 64
experimentos, demonstrando como a metodologia adotada na presente pesquisa poupa recursos
como hora-homem, produtos quimicos, agua e tempo para realizacdo da mesma.

Esse método tem sido amplamente usado na iniciativa privada no desenvolvimento de
produtos e processos. Além disso, é possivel encontrar aplicagdes do mesmo em pesquisas
recentes envolvendo cultivo de microalgas, como as realizadas por Amaral et al. (2020) e
Santos et al. (2021).

No processo global de producédo de biocombustiveis com base em microalgas, podemos
aplicar arranjos ortogonais de Taguchi nas etapas de cultivo, colheita, secagem, conversédo e
refino para o 6leo final (BOBDE et al., 2019; KIM e JEONG, 2017). Nessa monografia, o foco
sera a aplicacdo na etapa de cultivo inicial, tomando como fatores de entrada a Quantidade de
lampadas, Porcentagem de Agua de ETE, Nivel de 4gua no fotobiorreator e a Concentracéo de
carbono (acetato de sodio), e como fatores de saida a produtividade de biomassa e remocdo de
DQO da &gua de ETE.

3.6.1 Fundamentacdo Estatistica do Método de Taguchi

O Metodo de Taguchi se baseia em recursos matematicos e estatisticos combinados com
recursos de engenharia, que possibilitam a reprodutibilidade de experimentos robustos em
condicdes controladas. Tais condi¢Oes séo chamadas de condig¢des experimentais, envolvendo
cada uma uma combinag&o Unica de niveis pré-definidos para cada fator, isto é, cada variavel
de entrada (TAGUCHI, 1986).
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Dependendo da quantidade de fatores a serem analisados, dos recursos disponiveis para
os estudos e da complexidade do problema, escolhe-se um dos arranjos ortogonais (L4, L8, L9,
L12, L16, L18, L27 e L64) para compor a matriz de combinagfes. E importante salientar que o
numero indicado em cada um dos arranjos indica a quantidade de condic¢des possiveis de serem
experimentadas, com cada condi¢do possuindo, no minimo, uma réplica para posterior analise
de variancia (TAGUCHI, 1986).

A analise de variancia (ANOVA) envolve analisar a consisténcia e a variabilidade dos
resultados obtidos. Com base nos resultados obtidos nas varidveis respostas e nos graus de
liberdade, € possivel verificar quais variaveis de entrada possuem significancia estatistica para
impactar o processo global, através do chamado teste F e qual seu nivel 6timo, levando em
conta inclusive o efeito de dois ou mais fatores (TAGUCHI, 1986).

Além disso, é possivel levar em conta fatores de entrada que estdo fora de controle do
experimentador, como condicOes climaticas para processos ao ar livre, mas que podem ser
medidas. Esses fatores sdo chamados de ruidos e impactam o resultado final sem, entretanto,
poderem ter seu nivel escolhido arbitrariamente ou otimizado a qualquer momento (TAGUCHI,
1986).

Gracas ao Método de Taguchi, € possivel avaliar as condi¢Ges experimentais levando
em conta a vulnerabilidade de cada uma aos ruidos, permitindo a escolha de combinacdes de
fatores que seja mais robusta e menos afetada por eles. Para tal, é utilizada a razao sinal-ruido
(S/N), que € a medida da interferéncia de determinado ruido sobre um determinado sinal, isto
é, uma resposta ou valor desejado (TAGUCHI, 1986).

Para cada contexto, é sempre desejavel maximizar a razdo sinal-ruido, pois quanto maior
o valor, maior a robustez e menor a variabilidade da resposta em relacdo a variavel indesejada
em questdo. Para seu calculo, existem as equacoes 1, 2 e 3 (MONTGOMERY, 2017), devendo
cada uma ser usada em funcéo do que se busca da varidvel resposta (maximizar, minimizar ou

convergir para determinado valor).

—=-10log 0%, (1)
0 L

S i70(§i) (2)

N—-lOlogT

S y?
N=-1010g¥ (3)
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Em que:
e Yy =respostas para uma determinada condicéo experimental
e N =numero de respostas para cada condi¢cdo experimental
e ¥ =media das respostas para uma determinada condi¢cdo experimental
e S2=variancia das respostas para uma determinada condicao experimental
e Equacdo 1 = célculo do sinal-ruido no caso “menor ¢ melhor”
e Equacéo 2 = célculo do sinal-ruido no caso “maior ¢ melhor”

e Equacdo 3 = célculo do sinal-ruido no caso ‘“nominal é melhor”
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O embasamento técnico e cientifico deste estudo foi realizado por meio da reviséo
bibliogréafica, utilizando artigos, livros e teses encontrados em busca na web aplicando palavras-
chave (microalgae, biofuel, wastewater, optimization, Chlorella vulgaris) nas bases cientificas

como Scopus e Web of Science.

4.2  ESPECIE DE MICROALGA ESTUDADA

As microalgas utilizadas em todos os experimentos pertencem a espécie Chlorella
vulgaris, de linhagem cedida pelo Laborat6rio de Engenharia de Microalgas do Departamento
de Engenharia Quimica da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo

(EEL-USP). A caracterizacao bioldgica da espécie pode ser conferida na se¢do 3.5.1.

43 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho foram avaliados os efeitos dos seguintes fatores: presenca da fonte de
carbono, no caso acetato de sédio usado no cultivo; nivel de iluminancia (n° de ldampadas),
proporcao de efluente de ETE (%); tipo de efluente da ETE (retirado em um dia Gtil e em um
fim de semana na EEL-USP), nivel da lamina no raceway (cm) e vazdo de aeracdo injetada
(vvm), cujos codigos e respectivos niveis utilizados no estudo podem ser conferidos na Tabela
1. O fator Ghost preencheu a sétima variavel de entrada que o arranjo L8 suporta, sem afetar
em nada nenhum dos cultivos, representando apenas que essa varidvel estd vazia e pode
fornecer 1 grau de liberdade a mais na ANOVA ao final da analise estatistica dos dados obtidos.
As variaveis de resposta avaliadas foram: crescimento microalgal, redugdo de DQO e teor de
lipideos.
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Tabela 1 - Codificacdo das varidveis de entrada para cultivo de Chlorella vulgaris no
fotobiorreator Raceway

Nivel

Cadigo Fatores Nivel Baixo (1) Alto (2)
A Fonte de Carbono (g/L) 0 2
B Quantidade de Lampadas 1 2

Proporcéo da Efluente de

¢ ETE (%) 1 >
D Tipo de Efluente de ETE ~ Fim de semana Dia Util
E Nivel da Lamina (cm) 15 25
F Vazao de Aeracdo (vvm) 0,05 0,15
G Ghost

Fonte: Autor.

O arranjo ortogonal selecionado para embasar o planejamento experimental foi o Lg de
Taguchi, que suporta até 7 fatores de entrada variando em 2 niveis em 8 experimentos. No
presente estudo, foram adotados apenas 6, de modo que houvesse uma maior quantidade de

graus de liberdade para a ANOVA, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigdes Experimentais do Arranjo Ortogonal

Condicéio A (Fonte B C ) D (Tipo E (Nivel F (Vazao G
Experimental de (Huminancia) (Proporgao de A d"fl deN (Ghost)
Carbono) de Efluente) Efluente) Lamina) Aeracdo)
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2

* 1 = nivel baixo; 2 = nivel alto; Fonte de C (acetato de sddio em g L) =0e 2 g L'; lluminancia (n° de lampadas)
=1 e 2; Proporcdo de efluente de ETE (%) = 1 e 5%; Tipo de efluente de ETE = 1 (fim de semana) e 2 (dia Gtil);
nivel da lamina em cm = 15 e 25 cm; Vazdo de aeragdo em vvm = 0,05 e 0,15 e Ghost = indiferente

Fonte: Autor.

4.4 FOTOBIORREATOR RACEWAY

O fotobiorreator utilizado no experimento em questéo e do tipo Raceway, feito em fibra
de vidro de 3 mm de espessura, medindo 150 cm de comprimento, 40 cm de altura e 40 cm de



33

largura, com uma parede divisoria central, contando ainda com um sistema de pas giratdrias
movido a motor de corrente continua, que promovera agitacdo constante do cultivo, um sistema
de aeracdo feito com tubos PVC de 2,5 cm de diametro e lampadas LED de 150 pumol/mz2.s, de

acordo com o planejamento experimental, como pode ser conferido na Figura 4.

Figura 4 - Fotobiorreator raceway em escala laboratorial

Fonte: Autor.

Um motor de limpador de para-brisa Bosch, 12 V, F 006 B20 035, compde o sistema de
agitacdo continua do cultivo através de uma paddlewheel, com frequéncia de rotagdo continua

de 6 rpm.

4.5 MEIO DE CULTIVO BBM

O meio de cultivo utilizado no fotobiorreator Raceway foi 0 meio Bold’s Basal Medium
(BBM), que possui a seguinte composi¢édo para 1 L de meio (ANDERSEN et al., 2005):
e 5mL de solugdo NaNO3 150 g L;
e 10 mL de solugdo K;HPO4 7,5¢g L?;
e 10 mL de solugdo KH,PO4 17,5¢g LY,
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e 10 mL de solucdo NaHCO37,5¢g L%;

e 5 mL de solugdo de CaCl,.2H20 2,59 LY,
e 5 mlde solucdo de MgS04.7H,0 10 g L,
e 2 mlde solucdo de Na,2EDTA 25 g L;

e 2 ml de solucéo de FeCls.6H,0 2 g L:;

e 2 mlde solugdo de HsBOs; 2 g LY,

e 2 ml de solucéo de ZnS04.7H,0 0,75 g LY;
e 2 ml de solucéo de ClMn.7H,0 0,12 g L%;
e 2 ml de solucéo de CuS04.5H,0 0,12 g L%;
e 2 ml de solucéo de CoCl2.6H20 0,03 g L?;
e 2 ml de solucdo de Na2M004.2H,0 g LY

Estes reagentes nos respectivos volumes foram colocados em baldo volumétricode 1 L,

e 0 menisco era atingido completando o baldo com agua destilada.

46 PREPARO DOS INOCULOS

Para cada experimento, foi necessario obter uma quantidade de meio de cultivo com
microalgas suficiente para testar uma condicao experimental, seja numa lamina de 15 ou de 25
cm. O preparo de cada um desses indculos consistiu em realizar sucessivamente o processo de
repicagem de cultivos menores para volumes maiores sempre que alcangar valor de absorbancia
préximo a 2 em comprimento de onda de 680 nm, de modo que haja maior volume de fluido e
maior quantidade de nutrientes para aumento do nimero de células no cultivo.

Inicialmente, o cultivo foi mantido no cepario em meio artificial BBM iluminado
constantemente por lampada de 15 W em erlenmeyers de 100 mL. Em seguida, o cultivo foi
mantido em erlenmeyers de 1 L, galGes de 5 L e fotobiorreatores de coluna de bolhas de 20 L.
Ao alcancar a absorbancia de valor 2, 0 meio de cultivo j& possuia volume e concentragdo de
microalgas suficientes para passagem para o fotobiorreator Raceway, que terd volume total de
cultivo entre 75 e 125 litros, dependendo do nivel da ldmina de cada condi¢do experimental.
Todo o processo de aumento dos inéculos pode ser conferido na Figura 5.

Todos os recipientes e fotobiorreatores utilizados na cadeia de cultivo foram
desinfetados para evitar contaminacdo do cultivo. Para isso, os fotobiorreatores serdo lavados

com &gua sanitaria, detergente e dgua corrente, com as vidrarias sendo colocadas também na



35

autoclave por, aproximadamente, uma hora. Os demais materiais serdo lavados com &gua

corrente, detergente e alcool etilico 70% v/v.

Figura 5 - a) Cepario com microalgas em erlenmeyers de 250 mL; b) Recipientes
intermediarios de 1 a 5 litros; c) Coluna de bolhas de 20 litros; d) Fotobiorreator raceway

y/
|

Fonte: Autor.

4.7 EQUIPAMENTOS LABORATORIAIS

Dentre os equipamentos laboratoriais utilizados no dia a dia da pesquisa, pode-se citar
0 espectrofotometro (Modelo Q898DPT, Fabricante QUIMIS), ultrassom (Modelo Q3.0/40A,
Fabricante: Ultronique), autoclave vertical de 30 litros (Fabricante: Phoenix), estufa (Modelo
MA 033, Fabricante: Marconi), bomba de véacuo (Modelo: 131, Fabricante: Prismatec),
compressor de ar (Modelo: ACQ-009, Fabricante: Boyu) e balanca analitica (Modelo DC-
1210D, Fabricante YMC).

48 COLETAE AVALIACAO DA BIOMASSA

A avaliacdo da producdo de biomassa foi feita por meio de medicGes diarias da

absorbancia em espectrofotbmetro ao longo dos 10 dias de cultivo, gerando uma curva de
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crescimento em cada condigéo de cultivo. O tempo de cultivo foi estabelecido de acordo com
0 utilizado por Metsoviti et al. (2019) e Oscanoa et al. (2021).

A colheita da biomassa foi feita pelo processo de floculacdo em tanque, usando sulfato
de aluminio como agente floculante na concentracdo de 3 mL.L' (PRAGYA; PANDEY;
SAHOO, 2013). Apos um dia de floculacéo, a biomassa havia decantado e podia ser extraida
pela parte de baixo do tanque para ser filtrada a vacuo e seca em estufa, tendo seus lipidios
extraidos posteriormente, conforme pode ser conferido nas Figuras 6 e 7. O sobrenadante
resultante apos a decantacédo foi descartado.

Figura 6 - Bomba e Kitassato para filtragem a vacuo

Fonte: Autor.

A produtividade de biomassa seré calculada de acordo com a equacdo (4), adaptada de
Andersen (2005):

_ B¢-B; (4)
Pb= AT

Em que:

Pb: Produtividade em biomassa (mg L™ dia™);
Br: Concentracdo de biomassa final (mg L);
Bi: Concentracdo de biomassa inicial (mg L™?);

At: variagdo de tempo (dias);
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Figura 7 — Tanque de Floculagéo

Fonte: Autor.

A concentracdo de biomassa inicial e final foram obtidas através da curva de calibracao,
que pode ser conferida no Apéndice A. Nela, é possivel estimar a concentracdo de biomassa

com base na absorbancia medida através do espectrofotdmetro.

4.8.1 Confecgdo da Curva de Calibracéo

Para elaboracdo da curva de calibracdo, foram retiradas amostras de volumes e
absorbancias conhecidos de cultivos intermediarios em andamento e misturadas com efluentes
de ETE na proporcdo de 5% em volume, de modo a simular amostras de uma condicéo
experimental. Como agente floculante, foi utilizado o sulfato de aluminio adicionado as
amostras devidamente rotuladas, que em seguida foram filtradas. A biomassa filtrada foi seca
em estufa por 24h e posteriormente pesada. A curva foi plotada cruzando valores de
concentracdo de biomassa e absorbancia com auxilio do software MS Excel, do mesmo modo
que a obtencdo da equacdo da linha de tendéncia e do coeficiente de correlagdo R2.
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49 EXTRACAO DE LIPIDEOS E AVALIACAO DO TEOR LIPIDICO

A extracdo de lipideos sera realizada de acordo com 0 passo a passo descrito por Zorn
et al. (2017). O teor de lipideos final em relacédo seré calculado com a equacéo (5), enquanto a

produtividade de lipideos, de acordo com Griffiths e Harrison (2009).

o Massa de lipidios obtida (g) (5)
T lipi %)= .1
cor de lipidios (%) Massa de biomassa obtida (g) 00

410 MEDICAO DA REMOCAO DE DQO

Para avaliar a remocdo de DQO pela microalga, foram utilizados diferentes lotes de
efluentes da ETE da EEL-USP inseridos em diferentes propor¢Ges no meio de cultivo a cada
condicédo experimental, tendo sua DQO medida pelo método de Lipps, Braun-Howland e Baxter
(2023). Foram realizados experimentos preliminares em menor volume para garantir que a
proporcao de efluente ndo seja tdo alta a ponto de as microalgas morrerem durante os cultivos
de grande volume por contaminac&o.

Foram retiradas 4 amostras de cada cultivo: duas no primeiro dia (uma com &gua da
torneira, efluente da ETE e nutrientes do meio de cultivo antes de serem adicionadas as
microalgas no cultivo e outra depois delas serem inseridas com as devidas proporcdes de acordo
com cada condicdo experimental) e duas ao final do cultivo (uma ainda com a biomassa de
microalgas no meio e outra do sobrenadante resultante do processo de floculagdo e decantacao

apos a colheita da biomassa).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos correspondem aos cultivos de Chlorella vulgaris em

fotobiorreator Raceway nas seguintes condi¢cdes experimentais, aplicadas sem duplicata:

v' Condicéo de Cultivo 8: (fonte de C = 2 g L de acetato de sédio; iluminancia = 2
lampadas; proporc¢éo de efluente de ETE = 1%; tipo de efluente = coletado em dia util;

nivel da lamina = 15 cm; vazdo de aeracdo = 0,05 vvm e Ghost = 2);

v' Condicéo de Cultivo 2: (fonte de C = 0 g L'de acetato de sodio; iluminancia = 1
lampada; proporcao de efluente de ETE = 1%; tipo de efluente = coletado em dia util;

nivel da lamina = 25 cm; vazdo de aeracdo = 0,15 vvm e Ghost = 2); e

v’ Condicdo de Cultivo 6: (fonte de C = 2 g Lde acetato de sédio; iluminancia = 1

lampada; proporcao de efluente de ETE = 5%; tipo de efluente = coletado em dia util;
nivel da lamina = 15 cm; vazao de aeragdo = 0,15 vvm e Ghost = 1).

As discussfes dos resultados obtidos para a producdo de biomassa, teor de lipidios e
taxa de remocdo da DQO do efluente da ETE da USP de Lorena, nas condi¢Ges de cultivo
aplicadas até o momento, foram fundamentadas em pesquisas com objetivos semelhantes aos
da presente monografia. Tais pesquisas podem ser conferidas na Tabela 3, com as respectivas

consideraces relacionadas a tematica dessa monografia.



Tabela 3 — Sintese de pesquisas para discussdo de resultados

Autores Consideracédo / Resultados

Melhor crescimento na menor intensidade
Bisheh e Rad (2023) entre as testadas 2000, 3000 e 4000 p mol de

fotons/m2 st

Faixa ideal de intensidade luminosa para
maximizar concentracdo de biomassa: 26 a
400 p mol de fétons/m2 st

Maltsev et al. (2021)

. Intensidade luminosa ideal para Cholrella
Nzayisenga et al. (2020) vulgaris: 150 p mol de fétons/m2 st

Melhor combinacéo de fotoperiodo e vazao

de aeracéo pra crescimento de Chlorella
Magdaong et al. (2019) sorokiniana: iluminagéo continua e 0,10 vvm
(2° maior)
Ricardi (2020) Pouca relevancia da vazéo de aeragéo em

relagdo as demais variaveis estudadas

Maior concentracdo de biomassa obtida com
a maior concentracdo de acetato de sodio
dentre as testadas
Aumento de 30% na concentracao de
biomassa de Chlorella vulgaris adicionando
fonte de carbono no cultivo

Huang et al. (2024)

Parashar et al. (2023)

Sonkar et al. (2023) Maior concentracdo de biomassa obtida em
' ' laminas mais rasas de cultivo
Fazal et al. (2018) Hipdtese de competicdo entre microalgas e

bactérias do efluente testado
Revisdo que cita estratégias ganha-ganha
para obter acimulo de lipideos concomitante
a concentracao de biomassa

Peng et al. (2019)

. Indica contradicado entre teor lipidico e
Yin etal. (2020) crescimento de biomassa
Zom et al. (2017) Teor lipidico em Chlorella minutissima:

proximo a 20%
Metsoviti et al. (2019) Teor lipidico em Chlorella vulgaris: acima de

22%
Santos et al. (2021) Teor lipidico em _Chlorella minutissima:
proximo a 15%
Teor lipidico em Chlorella vulgaris: préximo
Blanco et al. (2022) 2 16,4%

Zhuang et al. (2023) Remocéo de DQO na ordem de 40%

Apos reducéo inicial da DQO, had um
aumento durante a fase estacionaria do
cultivo

Lee et al. (2019)

Fonte: Autor.

40
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5.1 PRODUCAO DE BIOMASSA

Na Figura 8, podem ser observadas as curvas de evolucéo da absorbancia das diferentes
condices de cultivo. A produtividade da biomassa diaria média para cada condicao de cultivo
da Chlorella vulgaris em fotobiorreator Raceway, por sua vez, foi estimada utilizando a curva
de calibracdo (Apéndice A). Com as absorbancias inicial e final (dia 1 e dia 10) de cada uma
das condicdes de cultivo convertidas em valores de concentracdo de biomassa, esses, por sua
vez, foram aplicados na equacéo (4), resultando nas respectivas produtividades, que podem ser
observadas na Figura 9.

Verificou-se que o crescimento da Chlorella vulgaris foi muito superior na condicao de
cultivo 8, que diferiu das demais, principalmente quanto a maior iluminancia, proporcionada
pelo uso de 2 lampadas, e a menor vazao de aeracdo, de 0,05 vvm, enquanto para as demais foi
de 0,15 vvm. Além disso, houve proporcdo de efluente de ETE de 1%, com uma profundidade
de 15 cm e presenca de acetato de sddio na condicdo 8, combinagdo de niveis entre esses 3

fatores que néo foi utilizada nas condicdes 2 e 6.

Figura 8 — Crescimento da Chlorella vulgaris em fotobiorreator Raceway medido por

absorbancia do meio de cultivo
0,600 = Condigio 2

= Condicio 6

Condicao 8

Absorbancia

!’.J
1
=

=]
[=]

E 8 10

ra |
.

Dias de Cultivo

Fonte: Autor.
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Figura 9 — Produtividade de biomassa da Chlorella vulgaris em diferentes condi¢6es de
cultivo em fotobiorreator Raceway
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0,0075

0,0050

0,0025

Produtividade de Biomassa (mgiL dia)

0,0000
Condigéo 2 Condigéo 6 Condic&o 8

Fonte: Autor.

A condicdo de cultivo 8 promoveu maior crescimento e, consequentemente, promoveu
maior producgdo de biomassa da Chlorella vulgaris em fotobiorreator Raceway.

Este resultado difere, de certo modo, do obtido por Bisheh e Rad (2023), que
encontraram como condi¢do Otima para o cultivo de Chlorella sorokiniana a intensidade
luminosa mais baixa dentre as trés testadas, que foram 2000, 3000 e 4000 p mol de fotons m—
s !. A faixa ideal de iluminacéo para maximizar concentracdo de biomassa microalgal é de 26
a 400 p mol de fétons m2 s™! (MALTSEV et al., 2021), com o valor de 150 p mol de fotons
m~2 s !indicado por Nzayisenga et al. (2020) como 6timo para a Chlorella vulgaris, tendo esse
valor ordem de grandeza semelhante ao utilizado no presente estudo.

Magdaong et al. (2019) compararam combinacdes de fotoperiodos e vazdes de aeracdo
em cultivos de Chlorella sorokiniana, concluindo que o valor de 0,10 vvm (2° maior valor
dentre 5 avaliados) com iluminacdo continua proporcionaram as melhores caracteristicas de
crescimento. Ricardi (2020), por outro lado, concluiu que a vazao de aeracdo ndo possui forte
relevancia, quando comparada com as demais do presente estudo, para 0 crescimento
microalgal. Portanto, pode-se inferir que a combinacéo, principalmente, da presenca de acetato
de sdédio com a profundidade menor do cultivo e uma proporcdo menor de efluente de ETE

contribuiram para uma maior produtividade de biomassa.
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A influéncia da adicdo de acetato de soédio como fonte de carbono esta de acordo com
os resultados obtidos por Huang et al. (2024). Os autores analisaram cultivos de Chlorella
pyrenoidosa com 0, 0,2, 0,5 e 1 g.L* de acetato de sédio em fotobiorreator de membrana,
obtendo mais do que o dobro de biomassa seca com a maior concentracdo de fonte de carbono
em comparacgdo com o cultivo de controle sem o acetato. Os resultados de Parashar et al. (2023)
também apontam para 0 mesmo caminho, aumentando em 30% a concentracdo de Chlorella
vulgaris em cultivos em fotobiorreator raceway que possuiam biogas bruto aspergido como
fonte de carbono quando comparados com cultivos sem a asperséo.

No que diz respeito & profundidade de cultivo, estd de acordo com os resultados obtidos
por Sonkar et al. (2023). Os autores cultivaram Chlorella minutissima em laminas de 20, 30,
40 e 50 cm de profundidade de cultivo, com maior concentracdo de biomassa na lamina de 30
cm, seguida de perto pela concentracao obtida com 20 cm de lamina. As ldminas mais profundas
forneceram aproximadamente a metade da concentracdo média obtida nas duas ja citadas.

O maior crescimento da Chlorella vulgaris no meio de cultivo com menor teor de
efluente de ETE foi semelhante ao resultado obtido por Fazal et al. (2018). Estes autores
utilizaram efluente da industria téxtil e sugeriram que 0 menor crescimento das microalgas pode
ser devido a ocorréncia de competicdo entre as bactérias presentes no efluente e as microalgas
por nutrientes e oxigénio do meio de cultivo.

E possivel observar, ainda, um pico de crescimento no segundo dia de cultivo da
condicdo 6, assim como um ponto com baixa absorbancia no sétimo dia da condicdo 2. Esses

pontos destoam do comportamento esperado de crescimento (RICARDI, 2020).

52  TEORLIPIDICO

O teor lipidico obtido em cada uma das nas diferentes condi¢des de cultivo da Chlorella
vulgaris é apresentado na Figura 10, sendo possivel observar teores préximos a 80% nas

condicdes de cultivo 2 e 8, enquanto a condi¢do 6 apresentou valores em torno de 10%.
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Figura 10 — Teor lipidico da Chlorella vulgaris ao final do cultivo em fotobiorreator Raceway
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Fonte: Autor.

A condicao 8, que possui alto teor lipidico (préximo a 60%), é a mesma que possuiu
maior desenvolvimento de biomassa, o que, de acordo com a literatura, ndo € esperado, visto
que € apontada contradicdo entre crescimento celular e acimulo de lipideos (PENG et al., 2019;
YIN et al., 2020). Além disso, os valores comuns de teor lipidico para microalgas do género
Chlorella variam entre 5 e 30% (ZORN et al., 2017; METSOVITI et al., 2019; SANTOS et al.,
2021; BLANCO et al., 2022), de modo que se faz necessario realizar duplicatas para confrontar
e validar os resultados obtidos nas condi¢cfes 2 e 8 para essa variavel de saida, assim como
rastrear possiveis fontes de distor¢do desses dados. Por outro lado, a condigdo de cultivo 6

apresentou valores condizentes ao esperado quando contrastado com a literatura.

53 REMOGAO DA DQO DO EFLUENTE

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores de DQO inicial (DQO;) e final (DQOs) em
cada uma das nas diferentes condic@es de cultivo da Chlorella vulgaris, bem como no meio de
cultivo sem microalgas (tratamento controle) contendo agua de torneira, efluente de ETE e
nutrientes.

Verificou-se que nas condi¢des de cultivo 2 e 8 a DQO foi aumentada com o crescimento
da microalga, sendo este comportamento ainda mais acentuado na condic¢do de cultivo 2 da
Chlorella vulgaris. Esse aumento acentuado ocorreu com a menor iluminancia, utilizando
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apenas 1 lampada, maior profundidade de cultivo e com o0 aumento da vazao de aeracgéo (0,15

vvm), niveis esses todos distintos aqueles encontrados na condicéo 8.

Tabela 4 — Valores de DQO no inicio e no final dos cultivos de Chlorella vulgaris

Condicdo Condicdo Condicao

2 6 8

DQOi com microalgas 220 34845 110
[mg/L]

DQOi sem microalgas 52 15 63
[mg/L]

DQOf com microalgas 8698 1107 250
[mo/L]

DQOf sem microalgas 330 112 101
[mg/L]

Fonte: Autor.

Em contrapartida, na condi¢do 6, houve uma significativa reducdo da DQO promovida
pelo crescimento da microalga. Essa condicdo de cultivo difere das duas outras citadas,
principalmente, na proporcéo de efluente, que foi de 5% contra 1% das condicOes 2 e 8, o que
indica ser a principal causa da diminuigdo da DQO.

A remocdo da DQO verificada na condicdo 6, foi muito superior a obtida por Zhuang et
al. (2023), que foi de 39,33%, sendo necessarios mais experimentos para verificar esta
discrepancia. Por outro lado, o aumento de DQO nas condicGes 2 e 8 pode ser explicado por
Lee et al. (2019), que esclareceram que, embora as microalgas diminuam a DQO soltvel nos
efluentes durante a fase inicial de crescimento, elas liberam compostos organicos durante a fase
estacionaria, aumentando novamente a DQO do meio de cultivo, compostos esses que podem
atuar como inibidores de crescimento ou causar a morte celular. E possivel sugerir, ainda, que
condigBes que dificultem a presenca de luz no meio de cultivo, como menor nimero de
lampadas e maiores profundidades da lamina de cultivo, podem promover a intensifica¢do do
aumento da DQO.
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6. CONSIDERACOES

Entre as consideracdes a serem feitas, & importante salientar alguns impasses e desafios
enfrentados para o desenvolvimento dos ensaios experimentais no laboratorio, que afetaram o
cronograma da pesquisa e podem ter influenciado os resultados obtidos até 0 momento. Dentre
eles, podem ser citados:

e Queima do motor da pé giratoria;

e Queima do motor da bomba de ar comprimido principal;

e Quedas de energia na edificacao;

e Contaminacdo dos cultivos;

e Experimentos realizados concomitantes ao desenvolvimento de know-how de cada

procedimento por parte dos envolvidos;

e Atraso na chegada de reagentes.

Para a realizacdo de estudos de natureza semelhante, recomenda-se a presenca de motor
e aeradores sobressalentes semelhantes aos usados, de modo que, no caso de queimas ou
quebras, que podem vir a ocorrer, 0 cronograma da pesquisa ndo seja afetado de maneira muito
prejudicial. Além disso, € interessante a realizacdo de experimento piloto que englobe toda a
cadeia de processos para familiarizacdo dos pesquisadores e auxiliares dos experimentos,
evitando assim possiveis erros humanos durante os experimentos.

Durante a execucdo de todo o processo de pesquisa bibliografica e conducdo dos
experimentos do presente estudo, destacaram-se alguns aprendizados que vao além da
metodologia cientifica, planejamento experimental e conceitos especificos do contetdo
abordado. Dentre eles, pode-se citar a melhoria nas habilidades de gestdo de pessoas, gestdo de
tempo, inteligéncia emocional e de planejamento de longo prazo, além de préaticas de higiene e
seguranca do trabalho, networking, relacionamentos interpessoais, trabalho colaborativo e

comunicagéo nao-violenta.
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7. CONCLUSOES

Para que haja maior embasamento para conclusdes contundentes sobre quais variaveis
dentre as avaliadas sdo mais relevantes e quais seus niveis 0timos para a maximizagdo de
producdo de biomassa, acumulo de lipideos e remocdo de DQO pela microalga Chlorella
vulgaris cultivada em fotobiorreator raceway, faz-se necessario a execucdo das 8 condigdes
experimentais por completo em duplicada.

No entanto, com base nos resultados obtidos até 0 momento, pode-se inferir que para o
maior acumulo de biomassa da microalga Chlorella vulgaris cultivada em fotobiorreator
raceway, a condicdo de cultivo étima deve conter uma fonte de carbono, como o acetato de
sodio, boa iluminancia, com no minimo duas lampadas e a lamina de cultivo mais baixa (15
cm), com menores aeracao e proporcao de efluente de ETE.

As condi¢des de cultivo da microalga Chlorella vulgaris em fotobiorreator raceway,
contendo baixo teor de efluente de ETE tendem a ndo promover a remogéo de DQO, podendo
até aumenta-la, considerando tanto a possivel competi¢do entre as microalgas e as bactérias
presentes no efluente quanto o fato das microalgas diminuirem a DQO soltvel dos efluentes
durante a fase inicial de crescimento e liberam compostos organicos durante a fase estacionéria,
aumentando novamente a DQO do meio de cultivo.

Quanto ao teor lipidico, os resultados obtidos ainda ndo permitem a comparagdo entre
as condicOes de cultivo da microalga Chlorella vulgaris em fotobiorreator raceway testadas até
0 momento.

De acordo com a revisao de literatura realizada e os experimentos desenvolvidos até
entdo, as condigdes 1, 3, 5 e 7 podem apresentar melhor crescimento da microalga Chlorella
vulgaris em fotobiorreator raceway, dado que o efluente de ETE dessas condi¢fes sera retirado
em fim de semana (nivel baixo no fator de entrada D), contando com menos bactérias para
competir com as microalgas. Mas isso sé sera possivel afirmar com certeza ap6s a concluséo
de todos os experimentos previstos no planejamento apresentado inicialmente.

Como linhas de pesquisa futuras, sugere-se analisar o sobrenadante que sobra apos a
coleta da biomassa da microalga e investigar as condi¢cdes de esgoto sanitario ou efluentes
industriais que favorecam o desenvolvimento das microalgas, caracterizando de maneira
detalhada sua composi¢do. Além disso, é possivel também estudar a influéncia de fotoperiodos
distintos no cultivo e substancias mais sustentaveis para utilizacdo como fonte de carbono e

agente floculante.
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