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Resumo

As atividades humanas e industriais alteram a qualidade dos corpos hidricos,
causando diversos danos ambientais, a exemplo da eutrofizacdo. A recuperacéo de
nutrientes e os processos de biorremediacdo de metais séo temas de pesquisa cada vez mais
frequentes e as microalgas exercem um papel de destaque, sendo uma o6tima alternativa
para as abordagens atuais do saneamento. Neste contexto, o principal objetivo deste
trabalho foi estudar diferentes condicGes de crescimento de uma comunidade mista nativa
de microalgas e bactérias em esgoto sanitario tratado por filtro biol6gico anaerébio de
fluxo ascendente, com vistas as atividades de biorremediacdo de nutrientes e metais
pesados, utilizando o referido efluente como fonte de nutrientes, reduzindo seu potencial
poluidor em corpos receptores e possibilitando futuros usos mais vantajosos nas
perspectivas econdémica e ambiental. O estudo foi executado em escala laboratorial, em
reatores cilindricos de 2L e iluminacdo artificial através de ldmpadas de LED. A Etapa 1
avaliou o impacto do enriquecimento do ar comprimido com CO; (5 e 10%). O
enriquecimento com 5% de CO, forneceu as melhores taxas, com 96,5% de remogéo de
fosforo total em 4 dias e uma taxa de producéo de biomassa de 0,04 g.L™.dia™. A Etapa 2
foi realizada com ar comprimido enriquecido com 5% de CO, e avaliou o impacto da
variagdo da intensidade luminosa (154 + 2; 211 + 3 e 304 + 3 pmol.m™?.s™%). O experimento
com maior intensidade luminosa obteve as melhores taxas, com 97,1% de remocéo de
fosforo total em 2 dias e a taxa de producdo de biomassa de 0,31 g.L™.dia™’. A Etapa 3 foi
realizada com ar comprimido enriquecido com 5% de CO,, intensidade luminosa de 211+3
umol.m?.s™ e temperatura de 38+5 °C com 97,2% de remocéo de fosforo total em 2 dias e
a taxa de producdo de biomassa de 0,29 g.L™ .dia™. Com base nos resultados obtidos foi
possivel inferir que a cultura apresenta excelente capacidade de remocéo de nutrientes em
efluente anaer6bio e boa toleréncia as variacGes de temperatura e intensidade luminosa
podendo ser uma alternativa para pos-tratamento em escala real. A comunidade nao

apresentou significativa remocao de metais pesados.

Palavras-chave: cultura mista, microalgas nativas, remogéo de nutrientes, biorremediacédo

de metais.



Abstract

Human and industrial activities decrease the quality of water bodies, causing
environmental damage such as eutrophication. Nutrient recovery and metal bioremediation
processes are increasingly frequent topics in research and microalgae have a prominent
role, being a great alternative to contemporary approaches to sanitation. In this context, the
main objective of this work was to study different growth conditions of a native
consortium of microalgae and bacteria from sanitary sewage treated by an upflow
anaerobic biological filter, with a view to bioremediation activities of nutrients and heavy
metals, using this effluent as a source of contaminants, reducing its polluting potential in
receiving bodies and allowing more advantageous future uses from an economic and
environmental perspectives. The study was carried out on a laboratory scale, in 2L
cylindrical reactors and artificial lighting through LED lamps. Round 1 evaluated the
impact of enriching the compressed air with CO, (5 and 10%). Enrichment with 5% CO,
provided the best rates, with 96.5% total phosphorus removal in 4 days and a biomass
production rate of 0.04 g.L ™ .day™. Round 2 was performed with compressed air enriched
with 5% CO, and evaluated the impact of light intensity variation (154+2; 211+3 and
304+3 pmol.m?.s™). The experiment with the highest light intensity had the best rates,
with 97.1% of total phosphorus removal in 2 days and a biomass production rate of
0.31 g.L™.day™. Round 3 was carried out with compressed air enriched with 5% CO;, light
intensity of 211 + 3 pmol.m?s® and temperature of 38+5 °C with 97.2% of total
phosphorus removal in 2 days and the biomass production rate of 0.29 g.L™*.day™. Based
on the results obtained, it was possible to infer that the native consortium of microalgae
and bacteria has an excellent ability to remove nutrients in anaerobic effluent and good
tolerance to variations in temperature and light intensity, which can be an alternative for
post-treatment on a full scale. The native consortium did not present significant removal of

heavy metals.

Key words: microalgae consortium, native microalgae, nutrient removal, metal

bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ter sua importancia estratégica reconhecida universalmente, os recursos
hidricos enfrentam severas ameacas quantitativas e qualitativas, como 0 aumento de
demanda de consumo e as diversas formas de contaminacgdo, 0 que aumenta a necessidade
de desenvolvimento de tecnologias para sua recuperacdo e preservacdo (ABDEL-RAOUF;
AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; L1 et al., 2019).

As préticas agricolas com uso generalizado de pesticidas, 0s processos
desordenados de urbanizacdo e industrializacdo, entre outras atividades humanas, tém
influéncia no ciclo bioquimico global, contaminando as aguas superficiais e subterraneas
(PAL et al., 2014; SUTHERLAND; RALPH, 2019).

A industrializacdo em paises em desenvolvimento esta associada ao aumento da
concentracdo de metais pesados em corpos hidricos. Em especial industrias, como as de
fertilizantes e pesticidas, de baterias, curtumes, entre outras, que lancam direta ou
indiretamente seus efluentes no meio ambiente sdo responsaveis por este problema (FU;
WANG, 2011).

O monitoramento da qualidade da agua evidencia a presenca de centenas de
poluentes com efeitos negativos sobre a salde e o ecossistema (PAL et al., 2014). Algumas
das consequéncias da presenca desses contaminantes nos ecossistemas aquaticos sao as
perdas de espécies e da funcdo do ecossistema, bem como o aumento dessas substancias ao
longo da cadeia alimentar (ASLAN; KAPDAN, 2006; FERNANDES et al., 2017;
MUSTAFA et al., 2021).

Os esgotos sanitarios sdo resultado de varias atividades humanas (ZEEMAN et al.,
2008) e tém como principais poluentes os sélidos em suspensdo, matéria organica
biodegradavel, nutrientes e organismos patogénicos (VON SPERLING, 2007). O acesso ao
saneamento € considerado um direito basico para garantir a seguranca e 0 bem-estar da

comunidade, pois a coleta, o tratamento e o descarte adequado das aguas residuais reduzem



a transmissdo de doengas de veiculacdo hidrica e previnem a degradacdo dos corpos
receptores (WHO, 2018).

Segundo Lettinga, G. (1995) o uso de sistemas integrados que conciliem o
tratamento de esgotos anaerdbios com recuperacao e reutilizacdo de seus subprodutos séo
especialmente interessantes para paises em desenvolvimento como forma de enfrentamento
aos problemas ambientais, a falta de recursos e as questdes que envolvem a producdo de
energia e alimentos.

O tratamento de esgoto usualmente é dividido em quatro etapas, sendo elas: 1)
preliminar, para remocdo de sélidos grosseiros; 2) primaria, para remocdo de solidos
sedimentaveis e parte da carga organica; 3) secundaria, cujo objetivo principal é a remoc¢éo
de carga organica com predominancia de processos biolédgicos, que sdo pouco eficientes na
remocao de nutrientes e metais; 4) terciaria, para remocao de poluentes especificos, sendo
esta Ultima ainda pouco implementada no Brasil (VON SPERLING, 2007; METCALF;
EDDY, 2003).

O tratamento convencional do esgoto, cuja abordagem é linear, parte da premissa
de que este é um residuo e, embora as tecnologias utilizadas sejam relativamente simples e
consolidadas, esses processos geram grandes quantidades de lodo e o tratamento terciario
para a remocao de nutrientes é bastante custoso, com potencial de gerar poluicdo adicional
(ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; BUX; CHISTI, 2016).
Considerando a crescente tendéncia da economia circular, o saneamento ecologico surge
como uma alternativa de recuperacdo e reciclagem de recursos e de agua, tratando-os como
produtos comercializaveis, ao invés de residuos (ESREY et al., 2001; PANTANO et al.,
2016; SILVA et al., 2019).

Em alinhamento com essa nova perspectiva de valorizacdo dos produtos oriundos
do tratamento de esgoto, diferentes tecnologias vém sendo estudadas. Neste cenario, 0s
diversos sistemas de tratamento utilizando microalgas, tanto em esgotos sanitarios como
em agroindustriais, podem ser utilizados como tratamento ou como polimento das &guas
residuais e apresentam aspectos vantajosos, como baixo consumo de energia, menores
custos em relagdo aos processos tradicionais, possibilidade de remogdo de metais e de
reciclagem e recuperacao de nutrientes, pois as microalgas tém potencial metabdlico para
reduzir as concentracdo desses compostos, além da producdo de biomassa para varias
aplicacbes (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; FU; WANG, 2011;
GULDHE et al, 2017; KOMOLAFE et al., 2014; SHARMA et al, 2021;
SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011).



Outra vantagem do uso de microalgas para o tratamento de aguas residuais é a
relagdo simbidtica com as bactérias, fornecendo oxigénio e aumentando a eficiéncia de
remocao de DBO (demanda bioquimica de oxigénio), o que diminui 0s custos com aeracao
(MUSTAFA et al., 2021; SUTHERLAND; RALPH, 2019). Através da fotossintese, as
algas produzem oxigénio, que pode ser utilizado pelas bactérias aerébias no processo de
biodegradagdo da matéria orgénica, e estas, por sua vez, fornecem gas carbdnico para o
processo de fotossintese (CHIA et al., 2021). Portanto, ha ainda mais uma vantagem: o
consumo do CO; no processo que contribui para a mitigacao dos efeitos adversos causados
pelo seu excesso na atmosfera (MOHSENPOUR et al., 2021; SU; MENNERICH,;
URBAN, 2011).

Alguns aspectos podem afetar a eficiéncia do consorcio algas-bactérias no
tratamento do esgoto, como a disponibilidade de nutrientes, o valor do pH, a intensidade
luminosa, a temperatura e fatores bioldgicos, como predacdo por virus ou protozoérios e
competi¢do com outras bactérias por nutrientes (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016).

Os compostos gerados pelas microalgas podem ter alto valor para industrias
farmacéuticas e de alimentos. Ademais, utilizando aguas residuais como meio de cultura,
compostos com possiveis usos agricolas e também biocombustiveis sdo de grande interesse
de pesquisa, porém a producdo desses compostos requer o cultivo de microalgas em larga
escala (BARBOSA; ALBRECHT; WIJFFELS, 2003; KLIPHUIS et al., 2010). Um aspecto
favoravel da biomassa algal é o acimulo de nitrogénio e fosforo durante o processo de
remogdo (SU; MENNERICH; URBAN, 2011). Embora a biomassa microalgal venha
sendo estudada para diversas aplicacGes, 0 seu cultivo utilizando &guas residuais gera
preocupacOes para aplicacGes na area alimenticia devido ao potencial de toxicidade, a
possiveis contaminacfes de metais pesados e a niveis perigosos de patdgenos (BUX;
CHISTI, 2016; GULDHE et al., 2017).

O tratamento de aguas residuais wusando microalgas pode contribuir
significativamente no enfrentamento de outros desafios sociais crescentes, a saber: a
escassez hidrica, que afeta até 40% da populacdo global; e o risco de inseguranca
alimentar, que cresce com o aumento da populacédo mundial, de modo que algumas regides
ja sofrem com falta de reservas de fosforo (EL WALI;, GOLROUDBARY;
KRASLAWSKI, 2021).

Em alinhamento com a visdo circular de produgédo, o uso de microalgas para o
tratamento de efluentes colabora para o alcance dos Objetivos de Desenvolvimento

Sustentavel (ODS), impactando diretamente o Objetivo 6 — Agua potavel e saneamento e o



Objetivo 11 — Cidades e comunidades sustentaveis. Além disso, de forma indireta, sdo
impactados os outros ODS, como o Objetivo 2 — Fome zero e agricultura sustentavel, o
Objetivo 8 — Trabalho decente e crescimento econdmico e o Objetivo 12 — Consumo e
producdo responsaveis (EL WALI; GOLROUDBARY; KRASLAWSKI, 2021).

Sendo assim, frente aos cenarios, ja identificados, de necessidade de preservacao da
qualidade dos corpos hidricos, diminuicdo de riscos ambientais, como eutrofizacdo e
escassez hidrica, além da crescente demanda de macro e micronutrientes por parte da
producdo agricola, é imprescindivel a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias que
busquem remocdo de nutrientes e metais pesados, recuperacédo e reutilizagdo de nutrientes
de substratos existentes, como 0 esgoto sanitario, com foco na valorizagdo dos produtos
gerados e diminuicdo do impacto no meio ambiente. Neste contexto, o presente estudo
avalia os impactos da variacdo dos parametros de insercdo de gas carbdnico, intensidade
luminosa e temperatura na capacidade de remogdo de nutrientes e biorremediacdo de
metais, além da geracdo de biomassa com potencial biotecnolégico da comunidade mista
nativa de microalgas e bactérias do efluente tratado anaerobiamente em filtro bioldgico de

fluxo ascendente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Compreender os impactos das variacBes de insercdo de gas carbdnico, de
intensidade luminosa e de temperatura, em escala laboratorial, para crescimento e atividade
da comunidade mista nativa de microalgas e bactérias no efluente tratado anaerobiamente
em filtro bioldgico de fluxo ascendente, com vistas a remocdo de nutrientes e

biorremediacdo de metais pesados dissolvidos no efluente.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia, no perfil de crescimento da comunidade mista nativa de
microalgas e bactérias, da variagdo dos seguintes parametros: insercdo de ar com e
sem enriquecimento de gas carbonico, intensidade luminosa e temperatura;

e Determinar a capacidade de remocdo de nitrogénio e fosforo para cada etapa do
experimento;

e Auvaliar o potencial da comunidade mista nativa de microalgas e bactérias para a

remocao de metais pesados em solucéo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Saneamento

3.1.1 Tratamento de esgoto sanitario

Segundo a Norma Brasileira NBR 9648 (ABNT, 1986), o esgoto sanitario é
definido como “despejo liquido constituido de esgotos doméstico e industrial, agua de
infiltracdo e a contribui¢do pluvial parasitaria”. E usualmente composto por 99,9% de agua
0,1% de solidos, sendo esses solidos majoritariamente matéria orgéanica, porém suas
caracteristicas podem variar bastante, dependendo dos principais usos, do clima, da
situacdo social, econdmica e dos hébitos da populacio (BRAGA, 2005; JORDAO, 1995;
VON SPERLING, 1996).

Além da matéria organica, sdo constituintes tipicos do esgoto sanitario nutrientes,
como nitrogénio e fésforo, metais, materiais inorganicos variados de fontes domésticas e
industriais, além de microrganismos patogénicos (GULDHE et al., 2017). Nesse sentido, o
principal objetivo do tratamento de &guas residuais é reduzir a carga organica,
minimizando o impacto nos corpos hidricos (MOHSENPOUR et al., 2021; VON
SPERLING, 2007).

O referido impacto nos corpos hidricos tem consequéncias ambientais e sociais,
algumas delas sdo: falta de saneamento associada as doengas diarreicas, vérias infec¢bes —
como as respiratorias e aquelas provocadas por helmintos —, desnutricdo e
esquistossomose, tendo as criangas como maiores afetadas, principalmente as menores de

cinco anos, que vivem em paises em desenvolvimento (VAN MINH; HUNG, 2011).



No Brasil, apenas 61,4% da populacdo urbana é atendida por redes coletoras de
esgoto, mas nem todo esgoto coletado é destinado para tratamento, portanto, apenas 42,6%
da populacédo urbana tem acesso a coleta e tratamento de esgoto, ou seja, 96,7 milhdes de
pessoas ndo dispdem de tratamento coletivo de esgotos (ANA, 2020). Outro dado
importante é que foram identificadas 3419 estacOes de tratamento de esgoto (ETE) em
operacdo, atendendo 1893 cidades, porém apenas 970 ETEs alcancam remoc¢do de DBO
superior a 80% e, destas, somente 131 unidades foram projetadas para remocao de
nutrientes (ANA, 2020).

O langcamento de esgoto sem tratamento adequado acarreta sérios problemas de
poluicdo, como a eutrofizacdo, cuja principal causa é o aumento das concentracBes de
nutrientes nos corpos hidricos, com consequéncias preocupantes, entre elas, o crescimento
excessivo de algas e plantas aquaticas, o declinio da concentracdo de oxigénio dissolvido, a
perda de espécies, além do risco a salde publica e do aumento dos custos de tratamento
associados a remocdo das algas e alteracBes das caracteristicas organolépticas da agua
(GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; VON SPERLING, 1996).

Para minimizar os problemas com eutrofizacdo e garantir a preservacdo do meio
ambiente, em especial das fontes de &gua, € evidente a necessidade de desenvolvimento de
métodos bioldgicos fisicos e/ou quimicos de tratamento que sejam eficazes na remocao das
concentracdes de nitrogénio e fésforo em aguas residuarias, antes do lancamento em
corpos naturais (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; GULDHE et al., 2017;
MOHSENPOUR et al., 2021).

Diferentes abordagens fisicas e/ou quimicas foram desenvolvidas para remocéao de
nutrientes e outros contaminantes dos efluentes, como precipitacdo usando sais de ferro e
aluminio, troca de ions, processos de oxidacdo, coagulacdo, filtragdo de membrana,
extracdo em fase solida, nanofiltracdo, degradacdo fotocatalitica e eletroquimica entre
outros. Entretanto esses métodos tém algumas desvantagens, como a geracdo de lodo
toxico ou outros residuos, remoc¢do incompleta dos poluentes, além de alto custo com
reagentes e requisitos energéticos (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; MUSTAFA et
al., 2021).

Os processos de remocdo biolégica de nutrientes incluem digestdo anaerobia
seqguida de nitrificacdo e desnitrificacdo, realizadas através de combinagdes de zonas
aerobias, anaerdbias e anoxicas, que apresentam limitagcdes, como a necessidade de varios
ciclos, grandes tanques e recirculacdo de lodo no processo, impactando nos custos e na

complexidade da operagéo.



A economia circular busca encontrar alternativas para desafios sociais e ambientais,
visando ao desenvolvimento sustentavel (EL WALI; GOLROUDBARY; KRASLAWSKI,
2021). Com a premissa de desenvolver um tratamento circular sustentavel, o saneamento
ecologico aborda o esgoto como fonte de recurso através da recuperacao e reciclagem de
nutrientes e agua para reutilizacdo (ESREY et al., 2001; FERNANDES et al., 2017).

Considerando essa abordagem circular, o uso de microalgas para remocdo de
nutrientes de aguas residuais apresenta bons resultados como tratamento terciario, além da
valiosa producdo de biomassa e menores custos globais de tratamento (ABDEL-RAOUF;
AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017;
GULDHE et al., 2017).

Alguns dos desafios e desvantagens do uso de sistemas de tratamento baseados em
microalgas sdo: a imensa variedade de combinacGes de microrganismos, tornando o
desenho do consorcio (selecdo e razdo entre microrganismos, etc.) bastante complexo,
além das dificuldades na sua manutencdo em processos longos e em sistemas abertos
(GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

3.1.2 Tratamento de esgoto sanitario usando microalgas

Os estudos utilizando microalgas para tratamento de aguas residuais datam do
inicio da década de 1950 e se intensificam cada vez mais devido as suas vantagens
ambientais e econdmicas (FOLADORI; PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018). Com o
agravamento de questdes como o aquecimento global e o consumo energético no setor
hidrico, além dos custos de descarte de lodo, as ETES convencionais passam por uma
mudanca de paradigma em busca da sustentabilidade na recuperacao de energia e também
da geracdo de produtos de valor agregado. Assim, as organizacgdes internacionais adotam
novos termos como Water Resource Recovery Facility para estas estacdes de tratamento
(FOLADORI; PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018; LIU et al., 2018).

Os projetos das ETEs sdo comumente desenvolvidos com base no nivel de
tratamento exigido para o efluente final (VON SPERLING, 2007). No entanto, com a atual
percepcao do potencial valor dos compostos organicos e inorganicos que podem ser
recuperados e reciclados do efluente, voltando na forma de recursos (VASCONCELOS

FERNANDES et al., 2015), o uso de culturas mistas, em que as relacdes simbidticas entre



microalgas e bactérias podem ser exploradas vantajosamente para o tratamento de aguas
residuais vem ganhando espaco (FOLADORI; PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018).

As aguas residuais de diferentes origens sao fontes de carbono, nitrogénio e fésforo,
principais nutrientes necessarios para o crescimento das microalgas (GULDHE et al.,
2017). Com isso, vérios estudos analisam o potencial de crescimento microalgal em
diversos meios de cultivo — como esgotos domésticos, agricolas, industriais, entre outros —,
avaliando a remocéo de nutrientes desses efluentes, a producdo de biomassa e a reducao de
impactos ambientais, aléem de futuros usos como fertilizantes — dado o cenario de
insustentabilidade de produgdo em longo prazo dos fertilizantes quimicos — e producgéo de
biocombustiveis (BUX; CHISTI, 2016; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017;
MANZOOR et al., 2016).

Durante as etapas de tratamento nas ETES, sdo gerados efluentes com diferentes
caracteristicas os quais sdo usualmente divididos em quatro tipos: os efluentes primarios,
gerados ap6s o tratamento preliminar e antes do processo bioldgico; os efluentes
secundarios, gerados apos o tratamento bioldgico; os efluentes terciarios, gerados apds a
desinfeccdo; e o efluente gerado no processo de desaguamento do lodo (OLGUIN, 2012;
VON SPERLING, 2007; ZHOU et al., 2014).

O uso de microalgas para tratamento de efluentes priméarios enfrenta desafios
semelhantes ao seu uso em efluentes brutos, dentre os quais podem-se destacar: menor
disponibilidade de luz, maior competicdo com bactérias e presenca de substancias
inibidoras. Por outro lado, esse tipo de efluente apresenta vantagens como maior
concentracdo de nutrientes e de carbono organico, por exemplo (GULDHE et al., 2017;
MUSTAFA et al., 2021).

O cultivo de microalgas em efluentes secundarios ou terciarios atualmente é
considerado como 0 meio mais adequado, pois, ap0s o tratamento em estacdes
convencionais, ha uma reducdo da DQO, ou seja, tanto o carbono organico quanto outros
compostos toxicos estdo em concentracdes menores; todavia, em alguns casos, pode ser
necessaria a suplementacdo de nutrientes para aumentar a produtividade de biomassa
(GULDHE et al., 2017; KOMOLAFE et al., 2014).

Usualmente, as microalgas sdo utilizadas como tratamento terciario de efluentes,
reduzindo ainda mais as concentragdes de nitrogénio e fosforo, o que é vantajoso do ponto
de vista do reuso de agua (MOHSENPOUR et al., 2021), cujos potenciais usos estdo
vinculados & sua qualidade e incluem uso agricola para irrigacdo restrita e irrestrita ou

descarregamento em um corpo receptor (KOMOLAFE et al., 2014).
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N&o obstante, do ponto de vista energético, o uso de microalgas para tratamento de
efluentes secundarios e/ou terciarios ndo reduz o consumo energético global do tratamento,
ou seja, energeticamente o local mais vantajoso para 0 uso das microalgas seria o efluente
primario, no qual elas atuariam como tratamento secundario (MOHSENPOUR et al.,
2021).

Com a crescente preocupagdo com a sustentabilidade dos sistemas convencionais
de tratamento de efluentes em termos de viabilidade econémica e ambiental —
principalmente nos termos de consumo de energia e as emissdes de gases de efeito estufa —
, 0 uso de microalgas apresenta-se como um método eficiente de biorremediacéao, devido a
capacidade de captura de gas carbbnico e geracdo de oxigénio através da fotossintese,
formando subprodutos importantes, como lipidios e carboidratos, além da capacidade de
absorcéo e degradacdo de poluentes persistentes, como metais pesados (MOHSENPOUR
etal., 2021; MUSTAFA et al., 2021; WANG et al., 2016).

A biorremediacdo usando microalgas acontece principalmente via dois processos: a
bioacumulacdo e a biodegradacdo. A bioacumulacdo € um processo ativo no qual a
biomassa algal adsorve poluentes organicos e inorganicos como metais pesados e
pesticidas, nitratos, sulfatos e fosfatos, transferindo-os para dentro das células (MUSTAFA
et al., 2021). J& o processo de biodegradacdo consiste na capacidade de as microalgas
degradarem poluentes, transformando-os em intermediarios que podem, entdo, ser
degradados por outros microrganismos (MUSTAFA et al., 2021).

A maior limitacdo do uso de microalgas € justamente o processo de separacdo da
biomassa do efluente tratado, cujas principais solugdes estudadas s&o filtragem,
centrifugacdo, adicdo de coagulantes e sistemas de imobilizacdo, porém ainda pouco
eficazes e/ou muito caros (LIU; SONG; QIU, 2017; PAHL et al., 2013; SU;
MENNERICH; URBAN, 2011).

3.2 Microalgas

3.2.1 Consorcio de microalgas

A literatura dispde de diversos estudos bem sucedidos usando culturas puras de

microalgas para remogdo de poluentes em diferentes aguas residuais, porém sua
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reprodutibilidade em condigBes operacionais de uma estacdo de tratamento de efluentes é
limitada, dada a presenca natural de diversos microrganismos em aguas residuais reais,
além da dificuldade em manter a monocultura nestas condi¢6es operacionais (FOLADORI;
PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017;
MOHSENPOUR et al., 2021; MUSTAFA et al., 2021).

Para mitigar estes riscos de contaminagdo e de outras perdas, o uso de culturas
mistas tem se mostrado vantajoso, além de promover ganhos em biosseguranca,
acumulacdo de lipidios e produtos de alto valor (PADMAPERUMA et al., 2018), embora
ainda haja um vasto campo de pesquisas a realizar sobre o desempenho das culturas mistas
(FALLAHI et al., 2020).

As culturas mistas — ou consorcios — sdo compostos por diferentes microrganismos,
que desenvolvem uma relacdo de sinergia em que processos complexos sdo favorecidos,
resultando em um sistema mais robusto, capaz de resistir melhor as variagfes ambientais e
a4 competicdo com outras espécies (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; RAMANAN
etal., 2016; RASHID; PARK; SELVARATNAM, 2018).

Outra vantagem do uso de culturas mistas € a tendéncia a formacao de agregados
mais densos, o que favorece a separacdo por sedimentacdo, uma vez que a separacao esta
frequentemente associada ao alto custo e a limitacdes técnicas (ALCANTARA et al., 2015;
FOLADORI; PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018)

As culturas mistas podem ocorrer naturalmente ou ser artificialmente produzidas
por combinacdo de microrganismos, sendo mais utilizadas para tratamento de &guas
residuais aquelas que incluem consércios de microalgas constituidos exclusivamente por
microrganismos fotossintetizantes (eucariéticos e/ou procaridticos) e consorcios
microalgas-bactérias, que sdo constituidos por microrganismos fotossintéticos e bactérias
heterotroficas (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; YOU et al., 2021).

Os sistemas compostos por culturas mistas sdao mais resistentes em relagdo as
flutuacBes ambientais e de composicdo do efluente, através do compartilhamento de
metabdlitos das diferentes espécies, superando limitagdes de nutrientes, estresse e
competi¢des com outras espécies (GULDHE et al., 2017), além das vantagens operacionais
jadiscutidas no item 3.1.2.

A simbiose entre as espécies € crucial para o sucesso do cultivo, e as culturas
nativas tendem a ser mais adaptadas as aguas residuais (GULDHE et al., 2017). Apds

desenvolver um estudo com 27 cepas, Zhou et al. (2011) concluiram que espécies
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desenvolvidas naturalmente em &guas residuais tendem a apresentar um desempenho
melhor do que a maioria das outras em escala comercial.

No entanto alguns aspectos sdo limitantes, como a menor taxa de crescimento das
microalgas em relacdo a das bactérias, que pode resultar em um aumento no tempo de
retencdo hidraulica do processo; e também a possibilidade de um aumento do carbono
organico, influenciando negativamente na qualidade do efluente final (LEE et al., 2015).

Na Tabela 1, estdo apresentados os valores de remocdo de nitrogénio, fosforo e
matéria organica por diferentes culturas mistas de microalgas e bactérias aplicadas em
diferentes &guas residuais (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).



Tabela 1 — Aplicacéo de consorcios microalgal-bacterianos em diferentes efluentes e suas eficiéncias de remogéo.

13

Nitrogénio Fosforo Carbono
Ci Ci Ci
Microrganismos Efluente Modo (iie L %R L %R L %R Referéncia
Operagao (mg.L™ (mg.L™) (mg.L™)
- Concentrado do Sistema
Consorcio de algas o0 amentode~ imobilizado 666 NT 60  101PO,P 54 76 COT ~  (POSADASet
e bactérias nativas - al., 2013)
lodo (biofilme)
- Efluente Sistema
Consarcio de algas doméstico imobilizado 9L NT 70 7PO,P g5  181coT g0  (POSADASet
e bactérias nativas S - al., 2013)
primario (biofilme)
Chlqrglla Efluente _dlgerldo Fotobioreator 1290 784 68 68.7 NA NA (SILVA et al.,
sorokiniana anaerobiamente tubular 2019)
Chlorella sp.,
Pediastrum sp. .
o ’ s Sistema suspenso, (VAN DEN
Phormidiumsp., - Efluente sanitario " q 0o i 44,3 NT 612  14PO-p 02 NA NA  HENDE etal.,
Scenedesmus sp. e primario . 56,8
o continuo 2011)
bactérias de Lodos
Ativados
Chlorella spp. e Sistema 4-5.2 NOa-N 15 )
Azospirillum Efluente sanitario imobilizado (em ’ 4,1 PO,-P 36 NA NA (2tEaII?AZS()|(_)|SN
brasilense alginato) 0,1-43NH,N 100 .

continua
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Nitrogénio Fosforo Carbono
Ci Ci Ci
Microrganismos Efluente Modo (iie L %R L %R L %R Referéncia
Operagao (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
Chlorella vulgaris e
bactérias nativas de  Efluente sanitario  Sistema suspenso, i i 30,9- i i (HE et al.,
efluente doméstico primario fechado, batelada 17-207 NH,-N 100 14-196PT 6598 NA NA 2013)
primario
Chlorella vulgaris Efluente Reator de coluna 104,51 94,18 23,65 97,69 NA na  (MAYHEADet
domeéstico aerado al., 2018)
Consorcio de
microalgas de uma . i i (PARK;
lagoa de alta taxa e Efluente Sistema aberto, 56 NH,-N A8 7opo.p 100 NA NA CRAGGS,
- domeéstico suspenso, continuo 96,9 72,9
bactérias de Lodos 2011)
Ativados
Microalgas nativas .
(predominéncia de Eflugntg Fotobioreator 49,7 67,8 2,4 55,6 NA NA (GENTIL,
- - farmacéutico FICK, 2017)
Dictyosphaerium)
Microalgas nativas (Su:
de efluente sanitario  Efluente sanitario Sistema aberto, 93,7- 64,0- 91,2- ! .
e bactérias nativas primario suspenso, batelada S0.LNT 95,8 8,8PO.-P 93,5 380 DQO 96,2 MENNERICH,

de Lodos Ativados

URBAN, 2012)

continua
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Nitrogénio Fosforo Carbono
Ci Ci Ci
Microrganismos Efluente Modo (iie L %R L %R L %R Referéncia
operagao (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
o o d 36,9-63,6 75,2 _
(;;)gs‘soécggcrtlgﬂzgd: Efluente sanitario  Sistema suspenso, 14,6-18,9 100 3,8-4,9 54,5- DQO MENﬁEkICH'
g primario fechado, batelada NH,-N PO,-P 726 103,0-190,9 ’

efluente primério URBAN, 2011)

coT 98

Abreviaturas: Ci — concentraco inicial (mg.L™"); %R — eficiéncia de remogao; NOs-N — nitrato-nitrogénio (mgN.L™"); NH,-N — aménio-nitrogénio
(mgN.L™"): NT — nitrogénio total (mgN.L™"); PO,-P — fosfato-fosforo (mgP.L™"); PT — fésforo total (mgP.L™"); COT — carbono organico total (mgC.L™"); DQO
— demanda quimica de oxigénio (mgO..L™"); NA. — ndo aplicével.

Fonte: Adaptado de (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; MUSTAFA et al., 2021)
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O uso de culturas mistas para tratamento de aguas residuais vai além da remocéo de
nutrientes, sendo também usadas para remocdo de contaminantes perigosos como
pesticidas, metais pesados, produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, entre varios
outros (LEONG; CHANG, 2020; RUGNINI et al., 2018; YOU et al., 2021).

Na Tabela 2, estdo listadas algumas das principais caracteristicas dos consorcios
entre diferentes espécies de microalgas e entre espécies de microalgas e bactérias.

Tabela 2 — Comparativo entre as principais caracteristicas dos consorcios de microalgas e microalgas-
bactérias.

Consorcio entre microalgas Consorcio entre microalgas e bactérias

Poucas informag0es entre as interagdes

. Interacdes relativamente bem estudadas
estabelecidas

Pode ocorrer tanto cooperagédo como Pode ocorrer tanto cooperagdo como
competicdo entre as espécies competicao entre as espéecies

InteracGes cooperativas baseadas na troca de
nutrientes

Pode ser aplicado tanto como tratamento
secundario quanto como terciario no
tratamento de aguas residuais

Pode ser aplicado como tratamento terciario
no tratamento de aguas residuais

Efetiva remog&o de nitrogénio, fosforo e
carbono orgénico, podendo reduzir custos
associados ao tratamento secundario

Efetiva remog&o de nitrogénio, fosforo e
outros elementos, como metais pesados

Fonte: Adaptado de (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017)

O uso de culturas mistas nativas é, portanto, uma alternativa promissora de
tratamento de aguas residuais, pois ndo provoca preocupacfes quanto a contaminagdo da
cultura nem ha necessidade de tempo de adaptacdo ao meio, podendo levar a reducgdo de
custos operacionais (CHOUDHARY et al., 2016; MORENO-GARCIA et al., 2021;
WALLS et al., 2019)

3.2.2 Cultivo de microalgas

A dindmica das comunidades mistas de microalgas e bactérias é funcdo tanto da
interacdo entre os organismos quanto das condi¢des operacionais e ambientais a que estdo
submetidos (MOHSENPOUR et al., 2021). A interacdo entre microalgas e bactérias €
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bastante complexa e pode ser positiva quando, por exemplo, se da a excre¢do de compostos
pelas bactérias que podem promover o crescimento de microalgas; ou negativa quando ha
aumento nos valores de pH e concentracao de O, resultado da fotossintese, o que pode ter
um efeito prejudicial sobre a atividade bacteriana (MOHSENPOUR et al., 2021).

No caso de interagOes positivas das culturas mistas, as bactérias fornecem CO, para
0 crescimento das microalgas atraves de seu metabolismo heterotréfico, mineralizando a
matéria organica; e as microalgas fornecem O, via fotossintese, com o potencial para
atender as necessidades de O, de todo o sistema de tratamento sem 0 uso de aeracao
mecanica ou mistura, reduzindo, assim, as demandas energéticas de todo o processo de
tratamento (BUX; CHISTI, 2016; GODOS et al., 2010; MOHSENPOUR et al., 2021).

As microalgas sdo capazes de gerar biomassa utilizando os nutrientes dissolvidos
nos efluentes e energia luminosa com vantagens, como alta eficiéncia fotossintética,
absorcéo de CO, sem concorrer com a producdo de alimentos (CHONG et al., 2022). Para
IS0, parametros — como luz, temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes — devem ser
controlados durante o processo de cultivo (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

Para a manutencdo das taxas de crescimento das microalgas, é importante controlar
os fatores bidticos, que incluem presenca de patdgenos e competicdo com outras
microalgas, e abidticos, como intensidade luminosa, concentragdes de nutrientes, pH e
temperatura (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; MOHSENPOUR et al., 2021).

A temperatura tem influéncia significativa no crescimento microalgal e na
eficiéncia do tratamento, sendo que a temperatura ideal varia com as espécies e muitos
estudos utilizam a faixa de 18°C e 20°C (BARSANTI; GUALTIERI, 2014;
MOHSENPOUR et al., 2021).

O aumento da temperatura geralmente intensifica a atividade metabdlica e,
consequentemente, as taxas de remocdo de nutrientes crescem. Entretanto aumentar a
temperatura do efluente de forma artificial ndo é viavel nas operacGes reais de tratamento,
portanto as espécies usadas no tratamento devem estar aclimatadas as condicGes
ambientais frequentes na estacio de tratamento (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017;
MOHSENPOUR et al., 2021).

Em relacdo a intensidade luminosa, a taxa de atividade fotossintética sera
proporcional a irradiacdo em casos abaixo do ponto de saturacdo de luz, porém, acima
desse ponto pode ocorrer inibicdo da fotossintese, pois 0 excesso de luz, bem como a
temperatura, podem danificar os receptores celulares (GONCALVES; PIRES; SIMOES,
2017; MOHSENPOUR et al., 2021). O valor ideal de intensidade luminosa varia com as
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espécies e com a temperatura e manter a cultura no ponto de saturacdo evita desperdicio de
energia, pois o excesso de luz ndo é utilizado pelas algas (MOHSENPOUR et al., 2021).

Segundo Lee et al. (2015), tanto o fotoperiodo quanto a intensidade luminosa
influenciam a capacidade de remocédo de nitrogénio e fosforo nos efluentes tratados por
comunidades mistas, sendo que longos periodos em condi¢bes escuras reduzem a
eficiéncia de remocao.

Outro fator que pode ter impacto negativo nas taxas de crescimento é o estresse
hidrodinamico, de modo que as altas taxas de cisalhamento e/ou turbuléncia podem ser
associadas a baixas taxas de crescimento e produtividade em situacbes nas quais o
crescimento diminui com o aumento da velocidade superficial do gis (BARBOSA;
ALBRECHT; WIJFFELS, 2003).

As culturas de microalgas podem ser cultivadas em sistemas de células em
suspensdo ou imobilizadas, cada qual com vantagens e desvantagens (GONCALVES;
PIRES; SIMOES, 2017; VAN DEN HENDE et al., 2011). O cultivo em suspensdo é a
forma mais comum e inclui biorreatores abertos e fechados (GONCALVES; PIRES;
SIMOES, 2017; SU; MENNERICH; URBAN, 2012).

Os fotobiorreatores (FBRS), conhecidos como “PBRs-photobioreactors”, sao
sistemas fechados de cultivo de microalgas e permitem um bom controle de parametros —
como pH, temperatura, mistura, diéxido de carbono e oxigénio, evaporacdo — e minimizam
0 risco de contamina¢Ges com outros microrganismos. Todavia apresentam dificuldades
operacionais em grande escala e altos custos de construcdo (DARVEHEI;, BAHRI;
MOHEIMANI, 2018; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; ZHANG et al., 2020). Os
sistemas abertos mais utilizados sdo as lagoas, que usualmente apresentam maior
capacidade de producdo, porém apresentam desafios quanto a mistura, oscilacBes de
condi¢cdes ambientais e contaminacdes, além de perdas por evaporacao e dificuldade de
difusdo luminosa (DELGADILLO-MIRQUEZ et al.,, 2016; GONCALVES; PIRES;
SIMOES, 2017).

A outra forma de cultivo é o imobilizado, que apresenta vantagens em relacdo aos
sistemas suspensos, principalmente no quesito separacdo da biomassa, e pode ser feita de
forma natural ou passiva, baseada na capacidade inata das microalgas de se aderirem a uma
superficie, formando um biofilme; ou podem ser artificiais ou, ainda, ativas que incluem
adsorcdo, confinamento em emulsdes liquido-liquido, captura com membranas
semipermeaveis, acoplamento covalente e armadilha dentro de polimeros, sendo esta

ultima a forma mais comum. Contudo os altos custos acabam por limitar o uso em grande
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escala (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; WHITTON et al., 2016; ZHANG et al.,
2020).

3.3 Remocgao de nutrientes e metais utilizando microalgas

3.3.1 Remocgao de nutrientes

A resolucdo brasileira que define os valores maximos permitidos para nitrogénio
amoniacal, nitrato, nitrito e fosforo para enquadramento dos corpos hidricos ¢ a CONAMA
357, de 17 de marco de 2005, com variacdo dos valores, a depender da classe do corpo
d’4gua. No entanto, ndo ha padrdes de langamento para as formas de nitrogénio e fosforo,
mesmo na resolucdo CONAMA 430, de 13 de maio de 2011, que dispde sobre condicdes e
parametros para o lancamento de efluentes em corpos receptores (PROSAB, 2009).

A previsdo de escassez de recursos e 0s impactos — no meio ambiente e na salde —
do excesso de nutrientes nos corpos hidricos motiva o desenvolvimento de pesquisas cujo
foco é a circularidade dos nutrientes presentes em efluentes (VAN DER WIEL et al.,
2019).

O uso de microalgas no tratamento de aguas residuais oferece inimeras vantagens
econbmicas e ambientais, como possibilidade de mitigacdo das emissdes de gases de efeito
estufa e geracdo de energia renovavel (GULDHE et al., 2017). O carbono inorganico € o
principal nutriente para o crescimento das microalgas, dada a sua relagdo com a
fotossintese. Todavia outros nutrientes, como nitrogénio e fosforo, sdo necessarios e baixas
concentracdes podem resultar em taxas de crescimento reduzidas, com pouca producao de
biomassa (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

Diferentes estudos demonstraram a eficiéncia das microalgas consideravelmente
superior a maioria das plantas terrestres na fixacdo de CO, (GULDHE et al., 2017;
MUSTAFA et al., 2021). Em condic¢Oes adequadas de cultivo, as microalgas representam
uma alternativa bastante interessante para captura de CO, (GULDHE et al., 2017).

A relacdo das microalgas com o gas carbonico se da em funcédo da fotossintese, de
modo que baixos niveis de CO, podem limitar as taxas de crescimento e,
consequentemente, de remogédo de nutrientes; ademais, o aumento da concentragcdo pode
potencializar o crescimento microalgal (KAYA et al., 1996; MOHSENPOUR et al., 2021).
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A maximizagdo da taxa de crescimento tem o potencial de maximizar também a producédo
de biomassa, a remoc¢do de nutrientes do efluente e a fixagdo de carbono (LIU et al.,
2017c).

Segundo Mustafa et al. (2021), a suplementacdo de CO, pode levar a melhores
resultados de producdo de biomassa, ou seja, a eficiéncia de fixacdo de CO, pelas
microalgas esti associada a sua concentracdo, que pode chegar a até 15%. Contudo é
necessario controlar o valor de pH, que diminui com o acréscimo de CO,, e pode reduzir o
crescimento microalgal caso atinja valores inferiores a 5,5.

Vaérios estudos buscam determinar as concentracbes de CO, adequadas, € 0sS
resultados variam com a espécie de microalgas e com o efluente utilizado (LIU et al.,
2017c¢) estudou o crescimento de Chlorella vulgaris cultivada com aeracdo enriquecida
com CO, de 1 a 20% v/v em esgoto doméstico e obteve os melhores resultados entre 5 e
10%. J& Nayak; Karemore; Sen (2016) estudaram o crescimento de Scenedesmus sp. em
esgoto doméstico com aeracdo enriquecida com CO, de 0,03 a 10% e obtiveram o melhor
desempenho com aeracao a 2,5% de CO,.

E importante destacar que a aeracdo, enriquecida com CO, ou ndo, é um dos
grandes desafios de custo para a operagédo destes sistemas (MOHSENPOUR et al., 2021).
Para melhorar a eficiéncia do tratamento de &guas residuais com baixas concentracdes de
carbono e sem a possibilidade de injecdo de CO,, outras fontes de carbono organico, como
glicose, glicerol, acetato ou etanol podem ser adicionadas (MOHSENPOUR et al., 2021).

Outros fatores que também influenciam a eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio e
fésforo sdo as concentracOes iniciais de nutrientes, a composicdo do meio, a intensidade
luminosa e as espécies presentes (ASLAN; KAPDAN, 2006; FERNANDES et al., 2017).

Em um levantamento feito por Van der Wiel et al. (2019), verificou-se que 47%
dos estudos investigam apenas o fosforo; 18%, apenas o nitrogénio; e 21% avaliam
nitrogénio e fdésforo, sendo que os outros estudos consideram outros nutrientes como o
potassio.

Os principais mecanismos envolvidos nos processos de remocédo de carbono,

nitrogénio e fosforo por microalgas estdo destacados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Principais mecanismos de remocgao de carbono, nitrogénio e fosforo por microalgas.

Nutrientes Mecanismos Incorporacéo celular
Carbono na forma de Ciclo de Calvin Difusdo para pH entre 5,0 e 7,0 ou
CO, transporte ativo para pH > 7.0)
Nitrogénio nas formas Reducdo em aménio e

de NO;-N e NO,-N  conversdo em aminoacidos Transporte ativo

Nitrogénio nas formas

Conversdo em aminoacidos Transporte ativo
de NH,-N P

Fosforo na forma
PO,-P

Fonte: Adaptado de (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

Fosforilacdo Transporte ativo

3.3.1.1 Remocado de Nitrogénio

O nitrogénio é um macronutriente essencial para o crescimento das microalgas,
sendo necessario para a sintese de peptideos, proteinas, &cido ribonucleico (RNA) e acido
desoxirribonucleico (DNA) (BUX; CHISTI, 2016).

Os principais mecanismos de remocao de nitrogénio através do tratamento com
culturas mistas sdo a assimilagdo do nitrogénio e os processos de nitrificacdo e
desnitrificacdo (BUX; CHISTI, 2016; MOHSENPOUR et al., 2021). O nitrogénio na
forma de amonio é absorvido primeiro, porém as formas oxidadas do nitrogénio — como o
nitrato e nitrito — também podem ser assimiladas e sdo reduzidas a aménio dentro da célula
e incorporadas aos aminoacidos (BUX; CHISTI, 2016; LIU et al., 2017a).

O nitrogénio na forma NH,4" pode ser diretamente assimilado pelas microalgas (LIU
et al., 2017a). Além disso, a remoc¢do de nitrogénio ndo ocorre apenas pelo metabolismo
celular, mas também pela volatilizacdo da aménia, devido ao aumento do pH e da
temperatura (CAl; PARK; LI, 2013). Em pH baésico, entre 9 e 11, pode ocorrer
volatilizacdo da aménia (NHz3) e precipitacdo de ortofosfato, influenciando nos valores de
remocao de nitrogénio e fosforo (CAI; PARK; LI, 2013; MUNOZ; GUIEYSSE, 2006).

Do ponto de vista operacional, a geracdo de NOx em um sistema de tratamento por
microalgas ndo é vantajosa, pois ele é processado por elas. Nesse sentido, o uso de culturas
mistas € mais vantajoso, porém é importante considerar a competicdo que pode ocorrer
entre o processo de nitrificacdo bacteriana e 0 uso do nitrogénio para o crescimento de

microalga, uma vez que varios autores relatam que aproximadamente 60 a 85% da amonia
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é oxidada em nitrato e 13 a 40% é assimilada pelas microalgas (MOHSENPOUR et al.,
2021).

3.3.1.2 Remocgado de Fosforo

O fosforo € um ndo-metal e pertence a mesma familia do nitrogénio na tabela
periodica. E um elemento altamente reativo e essencial para vida, encontrado em muitos
minerais, principalmente na forma de fosfatos em rochas chamadas fosfaticas (DESMIDT
et al., 2015). Os produtos a base de fosfato tém inimeras aplicacGes, e aproximadamente
95% da sua producdo global é utilizada na agricultura, principalmente na producdo de
fertilizantes, mas também em pesticidas e suplementos de racdo animal (DESMIDT et al.,
2015).

Este elemento esta presente no esgoto — principalmente como fosfatos —, sendo
ortopofosfato, polifosfato ou fosfato organico, predominantemente como resultado de
atividades humanas, entre elas, o uso de detergentes e a aplicacdo de fertilizantes na
agricultura (BUX; CHISTI, 2016; MUSTAFA et al., 2021).

Nesse sentido, cabe ressaltar que a agricultura é altamente dependente de insumos
de fertilizantes inorganicos, e o fésforo € um recurso finito. Como as rochas fosfaticas
atualmente conhecidas estdo concentradas em determinados paises, é notéria existéncia de
um risco geopolitico (VAN DER WIEL et al., 2019).

Ademais, questdes econdmicas e sociais impactam nos precos dos fertilizantes com
consequéncias econdmicas para produtores e consumidores, evidenciando os desafios para
se atingir a seguranca alimentar em escala global (MEW, 2016; WITHERS et al., 2018). A
recente invasdo da Ucrania pela Russia teve um impacto estimado de 20% nos precos dos
alimentos, com o acompanhamento da inseguranca alimentar global (LU, 2022). No Brasil,
cerca de 60% do fdésforo é importado, vinculando a producdo agricola a volatilidade do
mercado de fertilizantes (WITHERS et al., 2018).

Portanto, as microalgas podem ser uma fonte secundaria de nitrogénio, fésforo e
outros macronutrientes, atuando como fertilizantes, fechando o ciclo de nutrientes,
minimizando a pressdao ambiental (HUSSAIN et al., 2021; SILAMBARASAN et al., 2021;
SULEIMAN et al., 2020).

O fésforo é um fator-chave no metabolismo das algas. Ele é encontrado em &cidos

nucleicos, lipidios, proteinas e intermediarios do metabolismo de carboidratos e esta
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envolvido na geragéo de adenosina trifosfato (ATP) a partir de adenosina difosfato (ADP)
(CAI; PARK; LI, 2013; LIU et al., 2017a).

O fésforo, também, pode ser removido dos efluentes através da precipitacdo e
adsorcdo; pode ser hidrolisado em fosfato por enzimas extracelulares secretadas por
bactérias e depois removido, 0 que torna o uso de culturas mistas bastante adequado para a
remocao de fosforo (LIU et al., 2017a).

A forma inorganica do fdsforo é considerada a mais biodisponivel, sendo
reportadas como preferidas pelas microalgas as formas HPO4? e H,PO,". Entretanto o
estado i6nico do fésforo varia com o pH do efluente, oscilando normalmente como H3zPO,
para pH<2,15, H,PO, para valores de pH entre 2,15 e 7,20, HPO,? para valores de pH
entre 7,20 e 12,33 e PO, para valores de pH maiores que 12,33 (MOHSENPOUR et al.,
2021).

3.3.2 Remocao de metais pesados

Um elemento metélico é classificado como metal pesado quando sua densidade
atdbmica é superior a 6 g/cm® (AKPOR, 2014) e, diferentemente dos contaminantes
organicos, 0os metais pesados ndo sdo biodegradaveis, tém tendéncia a bioacumulacgéo e
muitos deles séo tdxicos e/ou cancerigenos (FU; WANG, 2011).

Os efeitos toxicos dos metais e suas caracteristicas de ndo biodegradabilidade estdo
associados a tendéncia em formar ligacdes covalentes com elementos ndo metalicos de
macromoléculas celulares, criando ligacGes dentro de proteinas ou se depositando em
granulos intracelulares (BRIFFA; SINAGRA; BLUNDELL, 2020).

Os metais pesados toxicos estdo entre os poluentes mais persistentes em aguas
residuais, sendo que 0s mais comuns sdo arsénio, chumbo, mercario, cddmio, cromo,
cobre, niquel, prata e zinco (AKPOR, 2014). A presenca de metais pesados em sistemas
aquaticos tem duas origens principais: a natural e a antropica (BURAKOQV et al., 2018). As
atividades vulcanicas e a erosdo do solo sdo exemplos de fontes naturais de metais, tanto
na agua como no solo; ja as atividades industriais, como a mineracdo e a energia nuclear
séo exemplos de origens antropicas (AKPOR, 2014).

Os metais pesados entram na cadeia alimentar através da absorcdo pelas plantas
e/ou pela ingestdo de agua contaminada, afetando negativamente a salde de humanos e
animais (BURAKOV et al., 2018).
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Diante de regulamentacgdes cada vez mais rigorosas em todo o mundo e das graves
consequéncias para 0 meio ambiente e para a saude, os metais pesados, principalmente os
toxicos, devem ser removidos das aguas residuais (FU; WANG, 2011).

A resolucdo CONAMA 430/2011 apresenta padrdes de langcamento para parametros
organicos que incluem metais pesados, como chumbo, cromo e mercurio. Ja a resolugdo
CONAMA 357/2005 apresenta uma lista mais ampla de pardmetros inorganicos que
incluem aluminio, cobalto, litio, entre outros.

A remocao de metais pesados em aguas residuais pode ocorrer através de métodos
convencionais, como precipitacdo quimica, filtracdo de membrana, troca ibnica, remogéo
eletroquimica, coagulacdo etc., cujas desvantagens sdo a remocdo incompleta, o alto
consumo energético, a baixa eficiéncia, a geracdo de lodo toxico e o descarte caro
(BURAKOQV et al., 2018).

A literatura dispGe de diversos estudos com vérias espécies de microalgas e
cianobactérias utilizadas para a remocdo de metais em meio aquoso com significativas
proporcdes de remocao (BUX; CHISTI, 2016; MUNOZ; GUIEYSSE, 2006). Na Tabela 4,
estdo apresentados alguns exemplos de microalgas usadas na biorremediacdo de metais,

com suas respectivas eficiéncias.

Tabela 4 — Aplicagdo de microalgas para a remediacgdo de efluentes industriais.

Eficiéncia de Condicoes

Microalgas Metal ~ - Referéncia
remogao 6timas
Scenedesmus sp. Pb** 835-842% C=1a2mgL' (PHAM etal. 2020)
Chlorella sp. 86% (GURBUZ et al
. CN . y
S. obliquus 99% 2004)
Zn (Il 50% . .
s. obliquus an =103  (GURBUZ CIFTCI
Fe (1) 46% AKCIL, 2009)
Sargassum sp N 1,69 mmol.g” pH=5 (BARQUILHA et
' cu?* 2,06 mmol.g™ T =30°C al., 2017)

Abreviaturas: C — concentracdo (mg.L ")
Fonte: Adaptado de (MUSTAFA et al., 2021)

A Dbiorremediacdo é um processo com vantagens econdmicas e tem, como
principais mecanismos de remocao de metais pesados por microrganismos, a precipitacao,
a complexacdo, a troca ibnica e a bioacumulagio (AKPOR, 2014; MUNOZ; GUIEYSSE,
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2006). O potencial de remogdo dos metais pelas algas é influenciado por fatores fisico-
quimicos, principalmente pH, salinidade e dureza da agua (BUX; CHISTI, 2016).

Alguns metais sdo necessarios para o crescimento das microalgas, pois atuam como
micronutrientes; outros tém funcgdes bioldgicas ainda desconhecidas, além do mais podem
ser toxicos dependendo da sua concentracdo e da espécie de microalga. No obstante, é
importante destacar que algumas espécies tém afinidades com metais polivalentes,
portanto, possuem potencial de aplicacdo no tratamento de aguas residuais, contendo ions
metalicos dissolvidos (GULDHE et al., 2017).

Os metais pesados sao potentes inibidores da fotossintese, pois podem substituir ou
blogquear os &tomos de metais protéticos nos locais ativos de certas enzimas. No entanto, no
consorcio com bactérias, os grupos funcionais acidos das paredes celulares bacterianas
também podem vincular concentracGes significativas desses cations metalicos
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011).



26

4 MATERIAIS E METODO

4.1 Cultivo da Comunidade Mista

A comunidade mista de microalgas nativas utilizada neste estudo foi obtida através
do enriquecimento da comunidade nativa do efluente tratado da ETE Tibirica, localizada
em Bauru/SP.

A ETE tem vazdo média de 6,0 L.s* e é composta por gradeamento, caixa
desarenadora, medidor de vazdo do tipo calha Parshall, decantador primario, filtro
anaerébio de manta de lodo com fluxo ascendente, wetlands construidos e lagoa de

polimento.

Figura 1 — Fluxograma da ETE Tibirica.

ESGOTO T

BRUTO o CAIXA DE DS TRIBUKGAO
MEDICAO OO CANTADOR
CAA OF AREIA VOLUVE £300T0 PRMARD 0oERURNTE

GRADEAMENTO
GROSSUIRD

Tratamento Preliminar

Fonte: Adaptado de DAE Bauru/SP.

O efluente foi coletado na saida do filtro anaerébio da ETE, conforme Figura 1, e

transportado para laboratorio para cultivo. O enriquecimento foi realizado por inoculacéo
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em série de 10% (v/v), em fase estacionéria recente, utilizando Erlenmeyer de 1,0 L, sem
adicdo de ar comprimido e com armazenado em uma sala climatizada com fotoperiodo de
12/12 horas, temperatura média 24+2 °C e luminosidade de 38+17 umol.m?s™.

Os principais parametros medios do efluente utilizado estdo apresentados na Tabela

Tabela 5 — Caracterizacéo do efluente secundario da ETE Tibirica

Parametro Valor médio Metodologia

Método 4500-HB (medicéo por

oH 71+£0,1 sonda portatil) (APHA, 2012)

Demanda Quimica de Oxigénio Kit DQO reagente COD TNT®

(DQO - mg Ll 0,) 185,3+425 Hach
Kit Pillow Método DR/5000 Hach e
Niotar (Mg L) 348+1,1 Medidor Multiparametro Hach HQ-
40d
. Kit Fosforo Total conj reagentes
Prow (Mg LY 43+03 INTS a0

Método 4500-O (medicao por

. A . - -1
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 1,2+0,6 sonda portatil) (APHA. 2012)

A caracterizacdo do efluente utilizado para o cultivo é importante para determinar
se 0S nutrientes necessarios para o crescimento da cultura estdo disponiveis em quantidades
adequadas. Através dos valores da Tabela 5, observamos que a relacdo massica C:N:P € de
129/24/3, valores préximos aos efluentes anaerobiamente tratados usados por outros
autores, como por exemplo, Cabanelas et al. (2013), cuja relacdo era 100/23/3 com cultivo
de Chlorella vulgaris, e Su; Mennerich; Urban (2011), com relacdo 100/20/3,5 para
consorcio de algas e bactérias. Todavia é importante destacar que as microalgas podem ser
cultivadas em aguas residuais com diferentes concentra¢@es de nutrientes (KOMOLAFE et
al., 2014).

4.2 Configuracao Experimental

Para a determinacédo das condicGes Otimas de crescimento, remocéo de nitrogénio e

fosforo e potencial de biorremediacdo de metais, foram realizadas trés etapas a fim de
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avaliar os efeitos da variagcdo de parametros de insercéo de ar, sem e com enriquecimento
continuo de CO,, intensidade luminosa e temperatura na atividade da comunidade mista
nativa de microalgas e bactérias. Todas as etapas foram realizadas em escala laboratorial,
em bateladas com triplicatas biologicas em condi¢Ges controladas, conforme fluxograma

apresentado na Figura 2.



Figura 2 — Fluxograma da configuragdo experimental.

ETAPA 1

ETAPA 2

ETAPA 3

Objetivo:
Avaliar o impacto da insercao de CO; na remocéo de
nutrientes, na biorremediacédo de metais e na producéo de
biomassa

Objetivo:
Avaliar o impacto do aumento da intensidade luminosa na
remogao de nutrientes, na biorremediacéo de metais e na
producao de biomassa

Objetivo:
Avaliar o impacto do aumento da temperatura na
remocéo de nutrientes, na biorremediagdo de
metais e na producao de biomassa

EXPERIMENTO 01:

Ar comprimido
(Sem CO,)

EXPERIMENTO 02:

Escolha do

Ar comprimido enriquecido

melhor resutado*

com 5% de CO;
(5% de COy)

EXPERIMENTO 03:

Ar comprimido enriquecido
com 10% de CO,
(10% de CO,)

EXPERIMENTO 04:

Aumento da intensidade
luminosa com 2 fitas de LED
(LED-média)

Escalha do

EXPERIMENTO 06:

melhor resutado*

EXPERIMENTO 05:

Aumento da intensidade
luminosa com 4 fitas de LED
(LED-alta)

*|  Aumento da temperatura
(TEMP)

*melhor resultado definido como o experimento gue apresenta maior taxa de remogéo de nutrientes e maior produgédo de biomassa.
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Os experimentos foram realizados em reatores cilindricos, do tipo Schott, de 2,0L
de volume operacional, em triplicata biol6gica através da inoculacdo de 10% (v/v) da
cultura mista nativa em fase estaciondria recente, com concentracdo na ordem de
10° células.mL™.

Os reatores foram conectados a um sistema de aeragdo composto por um
compressor de ar (Ar Direto G3, Chiaperini) e um cilindro de gas carbbénico, mangueiras
de distribuicdo de poliuretano e medidores de vazdo do tipo fluxdmetros com capacidade
de controle de 0 a 3 L.min™ (RWR, Sé&o Paulo, Brasil). A aeracéo foi constante em todas as
etapas, durante 24 horas por dia.

A intensidade luminosa foi fornecida por cinco lampadas LED (Brilia 300194,
3000K) e fitas de LED (120LEDS, 6000K), com 5m cada, dispostas horizontalmente,
conforme Figura 3. O fotoperiodo foi de 12/12 horas claro/escuro e as lampadas acendiam-
se as 6 horas da manha e apagavam-se as 18 horas. A intensidade luminosa foi medida com
o uso do analisador de gases por infravermelho IRGA modelo LCpro-SD da ®ADC
Bioscientific (Hoddesdon, Inglaterra), em pmol.m?2.s™. A temperatura foi controlada por
ar-condicionado e foi medida através de sensor datalogger (Hobo® UA-002-64, ONSET)
em °C.

Os experimentos tiveram um tempo maximo de sete dias, sendo a inoculacdo no dia
zero e o final do experimento quando a remocao de fosforo total foi superior a 95%.

As amostras foram coletadas com o uso de seringa ligada ao tubo de vidro dentro

do reator, diariamente, as 9:00 h da manha.

Figura 3 — Esquema do aparato experimental para o cultivo da cultura mista nativa.
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42.1 FEtapa 1 - Influéncia da insercdo de CO;

Para avaliar a influéncia da insercdo de ar e do enriquecimento com CO,, trés
experimentos distintos foram realizados em bateladas separadas e em sequéncia. O
primeiro experimento foi realizado utilizando aeragéo forgada constante, com vazéo de ar
de 1,0 L min? por reator, através de bastdes de vidro com difusores porosos na
extremidade.

O estudo realizado por Liu et al. (2017b) para avaliacdo do impacto do CO; no
crescimento de Chlorella vulgaris e na remocdo de nutrientes demonstrou que as maiores
producdes de biomassa ocorreram com adicdo de 5% e 10%. Portanto, para o segundo
experimento, o ar foi enriquecido com 5% de gas carb6nico, mantendo a mesma vazao de
ar total de 1,0 L min™ por reator. Ja o terceiro experimento foi realizado em condicées
semelhantes, porém com enriquecimento de 10% de CO..

Os trés experimentos foram realizados na mesma sala de cultivo e em condicdes
semelhantes, sendo que a temperatura meédia variou entre 24+2 °C e 26x3 °C e a
intensidade luminosa foi de 153+2 pmol.m™.s™, com fotoperiodo de 12 horas.

A Figura 4 apresenta os experimentos realizados na Etapa 1.

Figura 4 — Representacdo esquematica da Etapa 1.

Ar Sala I
C condicionado ’ Lampadas Intensidade Luminosa
I de . de 2 o1
LED 154 pmol.m™=.s
Temperatura: i
e Cultivo
Experimento 01: com Ar Comprimido Experimento 02: com 5% de CO, Experimento 03: com 10% de CO,
(Sem COy) (5% CO3) (10% CO3)

A duracdo de cada experimento foi determinada pela taxa de remocéao de fésforo,

considerando-se concluido o teste quando a remocéo de fdsforo total foi igual ou superior a
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95%. Ap0s esse periodo, todos os parametros foram comparados para determinar qual das
trés condigOes apresentou desenvolvimento da comunidade mista nativa de microalgas e
bactérias, bem como remocéo de nutrientes e biorremediacdo de metais pesados.

A melhor condicdo foi escolhida com base nas taxas de remoc¢do de nutrientes e
producdo de biomassa de cada um dos trés experimentos, e a condigdo definida como
6tima foi utilizada na Etapa 2.

4.2.2 Etapa 2 - Intensidade luminosa

Utilizando a melhor condicdo de insercdo de ar determinada na Etapa 1, duas novas
condicdes de intensidade luminosas foram testadas.

O primeiro experimento de intensidade luminosa foi realizado utilizando apenas as
cinco lampadas de LED, conforme descrito no item 4.2.1. Para a realizacdo do segundo
experimento de intensidade luminosa, além das lampadas de LED, foram utilizadas duas
fitas de LED com 5m cada, recebendo a denominacdo de LED-média. Para o terceiro
experimento, outras duas fitas de LED foram adicionadas, totalizando 4 fitas de LED, a
que se denominou LED-alta.

Os experimentos foram realizados na mesma sala de cultivo e em condicGes
semelhantes, com 5% de CO, em todos 0s experimentos dessa etapa; a temperatura variou
entre 255 °C e 2648 °C.

A Figura 5 apresenta os dois experimentos realizados na Etapa 2, considerando o

melhor resultado da Etapa 1.
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Figura 5 — Representagdo esquematica da Etapa 2.
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A duracdo de cada experimento foi atrelada a taxa de remocao de fosforo total igual
ou superior a 95%, conforme Etapa 1. A melhor condigéo foi escolhida com base nas taxas
de remocdo de nutrientes e producdo de biomassa de cada um dos experimentos, sendo

utilizada na Etapa 3 a condicdo definida como étima.

4.2.3 Etapa 3 - Temperatura

A temperatura desempenha um papel importante no crescimento das microalgas, € a
complexidade de sua influéncia merece especial destaque, dada a diversidade de modelos
encontrados na literatura (DARVEHEI; BAHRI; MOHEIMANI, 2018). O modelo
desenvolvido por Bernard & Rémond (2012) para diferentes espécies de microalgas sugere
gue o aumento da temperatura conduz ao aumento da taxa de crescimento até um
determinado ponto 6timo; porém, apds esse ponto, o continuo aumento da temperatura leva
a uma brusca queda na taxa de crescimento.

Para realizacdo desta etapa, o cultivo foi submetido a temperatura de 38 £5 °C,
com insercao de ar e intensidade luminosa determinados nas Etapas 1 e 2 respectivamente.

A Figura 6 apresenta o experimento realizado na Etapa 3, considerando os melhores

resultados das Etapas 1 e 2.



Figura 6 — Representagdo esquematica da Etapa 3.
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4.3 Meétodos Analiticos
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As amostras foram avaliadas pelos parametros sélidos em suspensdo totais (SST):

clorofila a, nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrato, nitrogénio total, fésforo total, nimero

de células, valor de pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade total, demanda quimica de

oxigénio (DQO), densidade optica, além de concentracdo de metais para determinacdo das

taxas de crescimento da comunidade microalgal e atividade de remocgéo de nutrientes. A

forma de preparo das amostras, a frequéncia e os métodos utilizados estdo dispostos na

Tabela 6:



Tabela 6 - Pardmetros analisados para monitorar o tratamento utilizando microalgas.

Parametro Amostra Frequéncia Método
Solidos em(gtgsﬁfnsao - T Inicial e final Método 2540 (APHA, 2012)
Densidade Optica Bruta Diéria (GRIFFITHS et al., 2011; KLIPHUIS et al., 2010)
pH Bruta Diéria Método 4500-HB (medicédo por sonda portatil) (APHA, 2012)
Alcalinidade total Bruta Inicial e final Titulagdo potenciométrica com 4cido ilg;%;ico (RIPLEY; BOYLE; CONVERSE,
Clorofila a Bruta Diéaria Método 10200-H (APHA, 2012)
. o Microscopio éptico (Nikon® — Alphaphot 2 YS2)/ Camara de Contagem de
Densidade celular Bruta Diéria Fuchs Rosenthal (KASVI)
Fosforo total Filtrada Diéria Método 4500-P (APHA, 2012)
Nitrogénio total Filtrada Diéaria Kit NANOCOLOR® Nitrogénio Kjeldahl total TKN 16
N'”Oge”'?NTTOf("")' Kieldahl — ciyirada Diéria Kit NANOCOLOR® Nitrogénio Kijeldahl total TKN 16
Nitrato Filtrada Diaria Kit NANOCOLOR® Nitrogénio Kjeldahl total TKN 16
DQO Filtrada Inicial e final Método 5220-D (APHA, 2012)
Metais Filtrada Inicial e final BRAGA et al., 2017; SILVA et al., 2021

35
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As analises foram realizadas no Laboratério de Saneamento Ambiental, no
Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da UNESP, em Bauru/SP.

Todos os procedimentos de analises e armazenamentos seguiram o Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

As anélises de pH, oxigénio dissolvido (OD), alcalinidade e densidade 6ptica (DO)
foram realizadas imediatamente apds a coleta das amostras em cada um dos reatores da
triplicata biologica. As analises de densidade oOptica (DO) foram realizadas nos
comprimentos de onda de 530 nm, 680 nm e 750 nm (DE WILT et al., 2016; ZHOU et al.,
2014).

As amostras para analise de nutrientes (nitrogénio total, NTK, nitrato e fosforo
total), metais pesados e DQO foram filtradas em membrana de mistura de ésteres com
poros de @ 0,45um. Para analise de metais pesados em solucédo, as amostras filtradas foram
preservadas com &cido nitrico concentrado de alta pureza (65% Suprapur Merk, Germany)
a um pH<2 e armazenada em freezer a -4 °C. A digestdo das amostras foi realizada em
micro-ondas (Four Speed, Berghof GmbH, Alemanha) e analisadas por espectrometria de
emissdo Optica plasmatica indutivamente acoplado - ICP/OES (Optima 8000, Perkin
Elmer, EUA) (BRAGA et al., 2017). Os metais analisados foram: Al (396.153 nm radial),
Ba (233.527 nm axial), Cd (228.802 nm axial), Co (228.616 nm axial), Cr (267.716 nm
axial), Cu (327.393 nm axial), Fe (238.204 nm radial), Mn (257.610 nm radial), Ni
(231.604 nm axial), Pb (220.353 nm axial), Se (196.026 nm axial), Zn (206.200 nm axial),
K (766.490 nm radial), Mg (285.213 nm radial) e P (213.617 nm axial).

Para as andlises de clorofila a, as amostras foram filtradas em membrana de fibra de
vidro GF/F @ 0,7um, imediatamente apds a coleta e armazenadas em freezer a -4 °C.

Para analise de sélidos em suspensdo totais, as amostras foram filtradas em
membrana de fibra de vidro GF/C @ 1,2um e pesadas em balanca analitica. A densidade
celular € obtida atraves da contagem das células de microalgas e foi realizada em
microscopio éptico, utilizando uma cadmara de Contagem de Fuchs Rosenthal (KASVI),
em que os valores obtidos sdo multiplicados pelo fator de converséo para determinacgéo do
numero de celulas por mililitro. A identificacdo das espécies ndo foi realizada, porém o0s

géneros de microalgas predominantes sdo Chlorella e Scenedesmus.
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4.4 Analise dos Resultados

A atividade da comunidade mista foi analisada em termos da remocao de nutrientes
e quantidade de biomassa produzida. Apos a determinacdo dos valores, os resultados foram
analisados através do célculo da média e do desvio padréo utilizando o programa Excel®.

Para avaliar se existem diferencas significativas entre os valores médios das taxas
de crescimento, remoc¢do e producdo de biomassa, foi utilizado o método estatistico de
“Comparacdo de médias de duas Amostras” (MILLER & MILLER, 1993), no qual, para
determina¢ao do valor “t de Student”, usa-se a média da amostra, o desvio padrdo e o
namero de amostras, considerando um nivel de confianca de 95%. Ao calcular o grau de
liberdade, € possivel usar uma tabela cuja finalidade é definir o valor de tipelado para um
valor de significancia p = 0,05. Quando o valor calculado for menor que o valor tabelado, a

variavel de estudo ndo apresenta diferenca significativa ao nivel p = 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as trés etapas descritas no Capitulo 4 - Materiais e Métodos
sdo apresentados neste Capitulo 5 - Resultados e Discussdo. Cada etapa tem discussdes
especificas, dadas as suas caracteristicas Unicas e também discussfes conjuntas devido a
influéncia da etapa anterior na seguinte e, consequentemente, nos objetivos finais desse

estudo.

5.1 Etapa 1: Avaliacao da Insercao de Ar com Enriquecimento de
CO,

Esta etapa experimental foi realizada em bateladas distintas com triplicatas
bioldgicas, em trés condicBes diferentes. O final da batelada de cada experimento foi
baseado no valor de remocdo de fésforo total, o experimento foi dado como encerrado ao
atingir 95% de remocao de fosforo total. O primeiro experimento, chamado de “Sem CO,”,
foi realizado com insercdo de ar comprimido, e sua duracdo foi de sete dias com
aproximadamente 98% de remocéo de fosforo. O segundo experimento, chamado de “5%
CO,”, foi realizado com ar enriquecido com 5% de CO,, e sua duracédo foi de quatro dias
com aproximadamente 96% de remocao de fosforo total e o terceiro experimento, chamado
de “10% CO,”, foi realizado com ar enriquecido com 10% de CO,, cuja duragéo foi de sete
dias e a remocao de cerca de 98%.

No caso do experimento 5% CO,, embora a remoc¢do superior a 95% do fosforo
total tenha acontecido no quarto dia, 0 acompanhamento analitico ocorreu por sete dias
para um volume maior de dados, possibilitando uma melhor analise de tendéncias, e a

remocao obtida no dia sete foi de aproximadamente 98%.
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Os trés experimentos foram conduzidos utilizando aeracéo forcada constante, com
vazédo de ar de 1,0 L min™ por reator, através de bastdes de vidro com difusores porosos na
extremidade.

Os experimentos foram realizados em sequéncia cronologica e na Tabela 7 estdo
apresentados os valores médios de temperatura e intensidade luminosa, aléem da dos

efluentes da Etapa 1.

Tabela 7 — Caracterizacdo dos experimentos realizados na Etapa 1.

Parametros Experimento1l Experimento2 Experimento 3

(Sem CO,) (5% CO,) (10% CO,)
Enriguecimento com CO, N&o 5% 10%
Intensidade luminosa (umol.m?s™) 15442 15442 15442
Temperatura (°C) 26+3 2613 2412

pH 7,06+0,01 7,08+0,05 7,02+0,01

Alcalinidade (mg CaCOs.L ™) 96,6+1,5 100,8+3,0 83,0+3,0

Pt (Mg.LY) 3,52+0,01 3,81+0,18 2,95+0,19

Nioe (Mg.L™?) 33,80+1,41 33,80+1,13 27,75+1,20

DQO (mg.L™) 150,3+14,1 222,0+106,1 180,3+4,7

SST (g.LY 0,06+0,01 0,08+0,01 0,07+0,02

Os parametros apresentados na Tabela 7 ndo apresentaram variacdo significativa
(p>0,05) entre os experimentos. A DQO e a alcalinidade foram os parametros que
apresentaram diferenca entre os experimentos realizados nesta Etapa, porém pequenas
diferencas eram esperadas por usar efluente real oriundo de uma estacdo de tratamento de
esgoto.

A hipotese levantada com base na literatura era que o cultivo apresentaria maior
producdo de biomassa com adicdo de 5% de CO, (LIU et al., 2017c; RYU; OH; KIM,
2009) a qual foi confirmada apos a execucédo da Etapa 1.

A revisdo de literatura realizada por Chia et al. (2021) analisa mecanismos de
mitigacdo e mediacdo de CO, atraves do uso de consorcios de microalgas e bactérias e
reforca a necessidade da concentracdo adequada de CO, para 0 bom desempenho desses

cultivos, associando a diminuicéo do teor de carotenoides aos niveis mais altos de CO,.
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Os resultados obtidos relativos a pH, alcalinidade, densidade Optica, sélidos em
suspensdo, clorofila a, densidade celular, remocdo de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e

remocao de metais durante a Etapa 1 sdo discutidos nos itens de 5.1.1 até 5.1.5.

5.1.1 pH e Alcalinidade

Os dados de monitoramento do pH para os trés experimentos da Etapa 1 estdo
apresentados na Figura 7. E importante destacar que, durante a realizacio dos
experimentos, nenhuma acdo especifica de controle dos valores de pH foi adotada, ou seja,
os valores de pH variaram conforme condicdes do proprio experimento.

E possivel observar o impacto da adicdo de CO, na diminuicdo dos valores do pH
nos experimentos 2 e 3 (5% CO, e 10% CO,), pois em meio aquoso ocorre a formagéo de
HCO3; com liberagio de H* (ANDRADE; CAMERINI; COSTA, 2008; KAYA et al.,
1996). Os menores valores de pH ocorreram no experimento enriquecido com 10% de
CO,, conforme esperado, atingindo o valor de 5,92 + 0,06 no dia 7.

O aumento dos valores de pH observado no experimento 1 (Sem CO;) podem ser
explicado pela atividade fotossintética, que utiliza os jons H* para fixacdo do carbono
organico (REYNOLDS, 2006).
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Figura 7 — Variacdo dos valores de pH em funcéo do tempo para os experimentos da Etapa 1.
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Segundo Mohsenpour et al. (2021), a maioria das espécies de microalgas de agua
doce tém sua faixa de pH ideal entre 7 e 9. Ambientes fora dessa faixa podem impactar
negativamente na taxa de crescimento algal e na sua capacidade de remediacdo de
nutrientes do meio.

Entretanto, para comunidades mistas de microalgas e bactérias, como € o caso da
utilizada neste trabalho, varios estudos relatam forte correlacdo entre os valores de pH e o
crescimento das bactérias, demonstrando uma reducdo das suas atividades com o aumento
do pH (MOHSENPOUR et al., 2021). A pesquisa realizada por Sutherland et al. (2015)
relatou a diminuicdo da remoc¢édo de nitrogénio inorganico dissolvido com o aumento do
pH em lagoas de alta taxa, cujo pH — entre 6,5 e 7,0 — resultou em uma remocao
aproximada de 62%; enquanto, nas lagoas com pH 7,5 a 8,0, a remocdo foi de
aproximadamente 50%.

E possivel observar um comportamento semelhante neste estudo, ao se observarem
as porcentagens aproximadas de remocdo de nitrogénio inorganico de 84% para o
Experimento 1, com maiores valores de pH, conforme Figura 7; 87% para o Experimento
2; e 90% para 0 Experimento 3, com menores valores de pH.

A alcalinidade € a capacidade de neutralizacdo de acidos, ou seja, atua como um
tampé&o, controlando variagdes dos valores de pH da amostra (CAMPOS et al., 2013;
GARCEZ, 2004).
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Os valores de alcalinidade inicial e final estdo apresentados na Tabela 8:

Tabela 8: Valores de alcalinidade inicial e final para os experimentos da Etapa 1.

Alcalinidade (mg CaCOs.L™)

Experimento Inicial Final
1
96,6+1,5 43,6+2,2
(Sem COy)
2
100,8+3,0 57,845
(5% COy,)
3
83,0+3,0 57,1+9,7
(10% COy)

O Experimento 1 apresentou também o maior consumo da alcalinidade,
aproximadamente 55%, o que indica uma possivel deficiéncia na quantidade de carbono
em relacdo aos Experimentos 2 e 3 (5 e 10% de CO,), nos quais hd suplementacdo de
carbono na forma de géas carbénico.

Embora a alcalinidade tenha diminuido nos trés experimentos — o que indica o
consumo de carbono inorganico pela cultura, na forma de carbonatos e bicarbonatos
presentes no efluente (SLOMPO et al, 2020) -, os Experimentos 2 e 3, com
enriquecimento de 5 e 10% de CO, respectivamente, mantiveram uma alcalinidade maior,
pois esta é influenciada pelas concentracdes de OH’, HCOs; e COs® (LEITE;
HOFFMANN; DANIEL, 2019).

5.1.2 Densidade optica e Solidos em Suspensao Totais (producéao de

biomassa)

A densidade dptica pode ser usada como um indicador ndo destrutivo da biomassa
em culturas de diferentes microrganismos, porém ha pouco consenso na literatura sobre
qual comprimento de onda usar em cultivos de microalgas (GRIFFITHS et al., 2011).

Na Figura 8, estdo apresentadas as variacOes dos valores médios da densidade
Optica em comprimentos de onda de 530 nm, 680 nm e 750 nm para 0s trés experimentos

da Etapa 1, subtraidos os valores do efluente tratado anaerobiamente antes da inoculagéo.
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Figura 8 — Variagao dos valores médios da densidade 6ptica em comprimentos de onda de 530 nm, 680 nm e

750 nm em fungdo do tempo para Etapa 1.
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Nos trés comprimentos de onda acompanhados, o experimento com 5% de CO,
obteve os maiores valores a partir do terceiro dia. A densidade Optica no comprimento de
onda de 750 nm pode ser utilizada como um indicador indireto do crescimento da biomassa
(DE WILT et al., 2016; GRIFFITHS et al., 2011), o que evidencia uma maior producédo de
biomassa no Experimento 2, com ar enriquecido com 5% de CO..

Os valores médios de solidos em suspensao totais obtidos no inicio e no final, ap6s
7 dias, para cada um dos trés experimentos que compuseram a Etapa 1 estdo demonstrados

na Figura 9.
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Figura 9 — Valores médios de solidos em suspensao totais (SST) no inicio e no final de cada experimento

para Etapa 1.
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As informacgdes contidas nas Figuras 8 e 9 reafirmam o aumento da biomassa
produzida com o acréscimo de CO, previsto por LIU et al., (2017c), no entanto para o caso
da cultura mista nativa de microalgas e bactérias utilizada neste estudo, o maior valor de
producdo de biomassa na forma de s6lidos em suspensao totais ocorre com adi¢do de 5%
de CO..

O célculo da taxa de produtividade (g.L™.d™) também foi realizado utilizando os

valores de sélido em suspensao totais (SST) conforme Equacdo 1:

Equacéo 1 — Estimativa da taxa de produtividade da culturaem g.L™.d™.
(X1 — Xo)
t1 — o

P =

Onde:

X — maior valor de biomassa medido na batelada (g.L™)

Xo — valor inicial de biomassa medido na batelada (g.L™)

t; — dia em que ocorreu o maior valor de biomassa medido na batelada (dia)

to — dia do inicio da batelada (dia)
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O estudo realizado por Liu et al., (2017c) com variagdo da concentracdo de CO,
para cultura de Chlorella vulgaris em efluente secundario doméstico filtrado — o qual
realizou-se sob iluminacdo de 42 pmol.m™?.s™, fotoperiodo de 14:10 claro:escuro e
temperatura média de 25°C — foi utilizado como comparagdo com os valores calculados
para este trabalho. Essas comparagdes estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Comparacdo entre os valores de producdo de biomassa para cada experimento para Etapa 1.

Producéo de biomassa

Experimento (L dia) Referéncia
C. vulgaris com ar 0,03 (LIU et al., 2017c)
C. vulgaris com 1% de CO, 0,10 (LIU et al., 2017c)
C. vulgaris com 5% de CO, 0,15 (LIU et al., 2017c)
C. vulgaris com 10% de CO, 0,17 (LIU et al., 2017c)
C. vulgaris com 20% de CO; 0,10 (LIU et al., 2017c)

Sem CO, 0,02 Este trabalho

5% de CO, 0,07 Este trabalho

10% de CO, 0,01 Este trabalho

A discrepancia entre os valores de producao de biomassa calculados pela Equacgéo 1
e encontrados por Liu et al. (2017c) para o uso de ar sem enriquecimento de CO, foi
bastante pequena. Todavia, ao acrescentarmos CO, no experimento, as taxas de producao
de biomassa comecaram a divergir desta literatura, provavelmente em razao das diferencas
de delineamento experimental, como o fotoperiodo, o efluente utilizado (filtrado, para o
caso da cultura pura) e da biodiversidade da comunidade mista utilizada neste estudo, fator
que pode impactar significativamente os valores de biomassa obtidos, dada a provavel
diferenga entre os géneros dominantes, que apresentam diferentes necessidades de

temperatura e intensidade luminosa.
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5.1.3 Densidade celular, clorofila a e calculo da taxa de crescimento

A densidade celular é usada para monitorar o crescimento das microalgas
(KOMOLAFE et al., 2014). Os valores da densidade celular e clorofila a para os
experimentos da Etapa 1 estdo apresentados nas Figura 10 A) para o Experimento 1, em
que foi utilizado apenas ar comprimido; Figura 10 B) em que o ar comprimido foi
enriquecido com 5% de CO; e Figura 10 C) em que o ar comprimido foi enriquecido com
10% de CO..
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Figura 10 — Valores médios de densidade celular e clorofila a em funcédo do tempo para os experimentos da Etapa 1 A) sem CO,; B) com 5% de CO, e C) com 10% de CO..
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Conforme previsto por Kaya et al., (1996), concentracdes de CO, maiores que a
atmosférica conduzem ao aumento da clorofila a, conforme observamos na Figura 10. A
maior concentracdo de clorofila a foi obtida no Experimento 2 (5% CO;), com valor de
5.559,84+378,02 pg.L™ no quarto dia (remocéo de fosforo total maior que 95%).

O estudo realizado por Fallahi et al. (2020) investigou os aspectos de crescimento,
seus efeitos bioldgicos e a composicdo da biomassa de espécies de microalgas marinhas e
de agua doce, para comparacdo entre culturas puras e uma cultura mista. Foi utilizado
efluente secundéario filtrado e autoclavado, para evitar contaminacdo bioldgica; a
intensidade luminosa utilizada foi de 104 pmol.m2.s™ e a temperatura de 32°C, porém sem
enriquecimento de CO,. A comparacdo entre os valores de clorofila a obtidos neste
trabalho — quando o experimento atingiu um valor igual ou superior a 95% de remocéo de
fésforo total dissolvido — e os valores da bibliografia estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Comparagéo entre os valores de clorofila a para cada experimento para Etapa 1.

Experimento Clorofila a (mg.L™) Referéncia
C. vulgaris 2,21+£0,3 (FALLAHI et al., 2020)
S. obliquus 2,07+£0,5 (FALLAHI et al., 2020)
Nannochloropsis sp. 2,42 +0,7 (FALLAHI et al., 2020)
Cultura mista 3,50+£0,8 (FALLAHI et al., 2020)

1 (Sem CO,) 2,54 £ 0,04 Este trabalho

2 (5% de CO,) 5,56 + 0,38 Este trabalho

3 (10% de COy) 4,17 £1,59 Este trabalho

A taxa de crescimento especifico foi calculada conforme Guillard (1973),

demonstrada na Equagéo 02:
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Equacéo 2 — Férmula para calculo da taxa de crescimento especifico (d™):

(ln NZ/ N1>

H= =t

Onde:
N — corresponde a contagem de células nos dia t; e t;.

A taxa de crescimento na fase exponencial representa 0 maior valor de crescimento
que a cultura atingird nas condi¢des de cultivo. Os valores das taxas de crescimento

calculados para cada um dos dias de experimento estdo demonstrados na Tabela 11:

Tabela 11 — Taxas de crescimento diéria  (d*) para os experimentos da Etapa 1.

b (d?)
Tempo (dias) Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

(Sem CO,) (5% CO,) (10% CO,)
1 0,36+0,03 0,12+0,03 0,29+0,19
2 - - 0,81+0,22
3 0,72+0,01 0,66+0,12 0,81+0,47
4 0,35+0,18 0,9440,02 0,49+0,22
7 0,11+0,05 0,36+0,09 0,4440,08

O estudo realizado por Liu et al., (2017c) com Chlorella vulgaris em efluente
doméstico filtrado — com iluminacdo de 42 pumol.m?.s™, temperatura média de 25°C,
fotoperiodo de 14:10h claro:escuro — obteve as maiores taxas de crescimento de: 0,94 +
0,06 d™ para 1% de COy; 1,24 + 0,03 d* para 5% de CO,; 1,34 + 0,04 d™* para 10% de
COy; e 0,77 £ 0,03 para 20% de CO,, quando o excesso de CO2 comecou a induzir a
reducdo da taxa de crescimento. No caso deste estudo, o enriquecimento do ar com 5% de
CO; no Experimento 2 obteve a maior taxa de crescimento no dia 4, com valor de 0,94 +
0,02 d™* muito préximo ao obtido na literatura (Tabela 11), quando a taxa de remocao de
fosforo total foi maior que 95%, culminando em um maior valor de densidade celular no

final do experimento, conforme Figura 10. Para o Experimento 1 (Sem CO,) a maior taxa
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de crescimento ocorreu no dia 3, quando também houve a maior remocéo diaria de fosforo
total, conforme se vé na Figura 12 e discute-se ao longo do item 5.1.4. As taxas de
crescimento globais foram calculadas considerando o final do experimento, quando a
remogdo de Py foi maior que 95% e os valores obtidos foram 0,36 + 0,01 d™* para o
Experimento 1 (Sem CO,), 0,59+0,06d™ para o Experimento 2 (5% CO,) e
0,53 + 0,06 d* para 0 Experimento 3 (10% CO,).

A mesma tendéncia observada na Figura 10 repete-se na Tabela 11, na qual o
Experimento 2, com enriquecimento de 5% de CO, no ar comprimido, obtém os maiores
valores, 0 que evidencia a importancia do uso de gas carb6nico para a comunidade mista
utilizada neste estudo, tanto como fonte de carbono como para manter o pH mais préximo
do neutro, entre 6,0 e 7,0.

As microalgas podem ser categorizadas de acordo com a sua tolerdncia ao CO,,
assim: sensiveis a0 CO,, quando toleram de 2 a 5% de COg; tolerantes ao CO, quando
inibidas por concentracdes entre 5% e 20% de CO,. e tolerantes a CO, extremos, quando
suportam concentrac6es acima de 20% (MUSTAFA et al., 2021).

Portanto, é importante destacar que o excesso de CO, pode reduzir as taxas de
crescimento, a densidade celular, a producdo de biomassa na forma de sélidos em
suspensdo totais (Figura 9) e as densidades Opticas (Figura 8), conforme observado na

comparacado entre os Experimentos 2 e 3, com 5% de CO; e 10% de CO; respectivamente.

5.1.4 Remocgao de Nutrientes e DQO

O fornecimento de carbono na forma de CO, facilita a assimilacdo de nitrogénio e
fésforo por parte das microalgas (MOHSENPOUR et al., 2021), sendo esta a principal
razdo para a variacao da concentracdo de CO; realizada nesta etapa.

A adicdo de CO, também influencia no valor do pH, conforme ja discutido no item
5.1.1, e principalmente na remoc&o do fésforo. J& os efeitos na remocgdo de nitrogénio e
DQO sdo limitados, porém, ao aumentar a relagdo C:N, ocorre um impacto positivo na
producéo de biomassa (LI et al., 2019), conforme discutido no item 5.1.2.

Na Tabela 12, estdo apresentadas as concentracOes diarias de nitrogénio total (Niotar)
e de f6sforo total (Piowr) €m mg.L™ para cada um dos experimentos da Etapa 1. E possivel
observar uma boa remogdo de nutrientes pela cultura mista nativa em todos os

experimentos. N&o obstante, destaca-se que, no Experimento 2, com ar enriquecido com
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5% de CO,, o valor de remogdo de Py Superior a 95% foi atingido no quarto dia;
enquanto nos Experimentos 1 e 3, sem adicdo de CO;, e com 10% de CO, respectivamente,

essa marca ocorreu no sétimo dia.

Tabela 12 — Concentragdes diarias de nitrogénio total e fésforo total (mg.L™) em solugéo para os

experimentos da Etapa 1.

Tempo (d) 0 1 2 3 4 7

1 Nw  33,80+141 26,35+7,00 - 15,90+2,40  6,69+0,40  0,43+0,20
SemCO;  p.. 3524001 2524047 - 1,23+0,04  0,50#0,01  0,08+0,02

9 Now  33,80+1,13 28,70+2,69 - 11,69+4,26  4,13+1,48  0,77+0,55
5% CO; Pow  3,81#0,18  2,99+0,35 - 0,85+0,38  0,13+0,02  0,07+0,02

3 Now  27,75+1,20 1890+354 16,40+0,85 12,75+1,20 9,14+049  1,27+0,16

10% CO;  p,,,  2,95+0,19 1,91#0,25 1,87+0,05 0,60£0,16 0,16+0,02  0,06+0,01

Os valores diarios de remocao do nitrogénio total, em mg.L™, e as porcentagens de
remocdo acumuladas para cada um dos trés experimentos da Etapa 1 estdo ilustrados
assim: Figura 11 A), para o experimento 1, utilizando apenas ar comprimido; Figura 11 B),
utilizando ar comprimido enriquecido com 5% de CO,. e Figura 11 C), utilizando ar

comprimido enriquecido com 10% de CO..



Figura 11 — Valores de remocéo do nitrogénio total em fungdo do tempo para os experimentos da Etapa 1 A) sem CO,; B) com 5% de CO, e C) com 10% de CO,.
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Na Figura 11, as barras representam a remoc¢ao do N N0 dia, sendo, portanto, um
valor dependente da medicéo realizada no dia anterior. Ja a linha de remocéo, referente ao
eixo vertical secundario, representa o valor acumulado até o dia da medicdo. Os valores
finais de remocdo de nitrogénio total para os trés experimentos apresentaram numeros
muito proximos, com 98,7% para o Experimento 01 (Sem CO;), 97,7% para o
Experimento 02 (5% CO5) e 95,4% para 0 Experimento 03 (10% CO,).

Através da avaliacdo da Figura 11, é possivel perceber que, embora todos os
experimentos dessa etapa tenham obtido valores de remocéo de nitrogénio total superior a
95% ao final da batelada experimental, isso aconteceu em tempos diferentes para cada um
dos experimentos, ou seja, com diferentes taxas de remocao.

As taxas de remocdo de nitrogénio (Nita) € fésforo (Pwt) foram calculadas
conforme Equacdo 3 (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016):

Equacéo 3 — Taxa de remocao de nutrientes (mg.L™.d™)
So—S;

i

tr

Onde:

Ri — corresponde a taxa de remocao do nutriente i (Niotal OU Piotar);
Sp — corresponde a concentracao inicial do nutriente i;

St — corresponde a concentracao final do nutriente i, no tempo ts;

ts — tempo em que a remocdo de fosforo foi superior a 95%.

As taxas de remocao de Ny calculadas conforme Equacdo 3 foram 4,77 mg.L™ .d™
para o primeiro experimento (Sem CO,), 7,42 mg.L™.d™* para o segundo experimento (5%
de CO,) e 3,78 mg.L ™ .d* para o terceiro experimento (10% de CO»).

As microalgas podem remover o nitrogénio de diferentes formas, tanto organicas —
como é o caso dos aminoacidos, por exemplo — quanto inorganicas — como NH4", NO3 e
NO,, com preferéncia pelo NH4" por sua assimilagdo ser energeticamente mais eficiente
(MOHSENPOUR et al., 2021).

As taxas de remocéo de nitrogénio podem ser associadas ao crescimento da cultura
e também aos fendmenos abiodticos, como € o caso da volatilizacdo da amdnia relacionado
aos valores altos de pH resultantes da atividade fotossintética e da respiracdo das bactérias
nitrificantes (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016). Embora o Experimento 3 (10%
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CO,) tenha apresentado uma taxa de crescimento global maior que o Experimento 1 (Sem
CO,) — conforme Tabela 11 —, bem como uma densidade celular maior — conforme Figura
10 —, apresentou uma taxa de remocdo de Ny inferior a taxa do Experimento 1. A
remocao de N N0 Experimento 1 pode ser resultado tanto dos fatores bidticos como dos
abioticos e, dado que os valores de pH foram superiores ao longo de todo experimento
(Figura 7), fenbmenos como a volatilizacgdo da amonia podem ter influenciado
positivamente na remocao de nitrogénio total.

Na Tabela 13, estdo apresentadas as taxas de remocao de N, NTK € NO3 para
cada um dos experimentos da Etapa 1, calculados conforme Equagdo 3, considerando o
final do experimento quando a remocdo de Py atingiu 95%, sendo 7 dias para oS
Experimentos 1 (Sem CO,) e 3 (10% CO,) e 4 dias para 0 Experimento 2 (5% CO5).

Tabela 13 — Taxas de remocao de N, NTK e NO3 para os experimentos da Etapa 1.

Taxas de remogéo (mg.L™.d™)

Experimento Niotal NTK NO;
1
477 4,53 0,23
(Sem COy)
2
7,42 7,01 0,31
(5% CO,)
3
3,78 3,61 0,17
(10% CO,)

Os valores diarios de remocdo do fésforo total, em mg.L™ e as porcentagens de
remocdo acumuladas para cada um dos trés experimentos da Etapa 1 estdo ilustrados
assim: Figura 12 A), para o Experimento 1, utilizando ar comprimido; Figura 12 B),
utilizando ar comprimido enriquecido com 5% de CO,. e Figura 12 C), utilizando ar

comprimido enriquecido com 10% de CO..



Figura 12 — Valores de remocao de fosforo total em fungdo do tempo para os experimentos da Etapa 1 A) sem CO,; B) com 5% de CO, e C) com 10% de CO,.
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Para a remocdo de fosforo total, os experimentos foram considerados concluidos no
dia em que a remogdo atingiu valor igual ou maior que 95%. Através das remocdes
acumuladas ilustradas na Figura 12, é possivel perceber que o Experimento 02 (5% CO,)
atingiu esse valor no dia quatro, e os Experimentos 01 (Sem CO,) e 03 (10% CO,), no dia
sete. Os valores maximos obtidos apds sete dias para os Experimentos de 01 a 03 foram
97,8%, 98,3% e 97,9% respectivamente.

No estudo desenvolvido por Liu et al., (2017c) com cultura pura de Chlorella
vulgaris, o experimento com 10% de CO; apresentou a remocdo de fosforo total mais
rpida — como 3,5 dias, seguida por 5% de CO, — com 4,5 dias. Os autores destacam que,
no experimento sem adi¢do de CO,, a remocao de fosforo apresentou o melhor valor em 4
dias, com tendéncia de aumento provavelmente devido a morte e a decomposicéo celular.

O pH também tem forte impacto na biodisponibilidade do fdsforo, que pode
precipitar em valores superiores a 9,0 (BELTRAN-ROCHA et al., 2017). Embora os
valores de pH no Experimento 1 (Sem CO,) tenham sido inferiores a 9,0, o fato de a
batelada ter ocorrido em pH mais basico pode ter influenciado positivamente na remocao
de fdsforo. As taxas de remocdo globais de Py — calculadas conforme Equacéo 3,
considerando o final do experimento quando a remogé&o atingiu o valor de 95% — para o
primeiro experimento (Sem CO5) foi de 0,49 mg.L™.d™; para o segundo experimento (5%
CO,), de 0,92 mg.L™.d*; e para o terceiro experimento (10% CO,), de 0,41 mg.L ™ .d™.

As microalgas tém a capacidade de se adequar a diferentes relacdes N:P dos meios
de cultivo, otimizando a absor¢do de nutrientes. Contudo alguns autores sugerem que
existe uma relacdo ideal de N:P entre 6,8 e 10 para microalgas de 4gua doce (MAYHEAD
et al., 2018). As relacdes N:P no inicio e no final dos experimentos, considerando a
remocao de fosforo total igual ou superior a 95% para a Etapa 1, estdo apresentadas na
Tabela 14.
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Tabela 14 — Relacdo N:P inicial e final para os experimentos da Etapa 1.

Relag@o méssica Nigtar: Protar

Experimento Inicial Final
1
10:1 6:1
(Sem COy)
2
9:1 311
(5% CO,)
3
9:1 20:1
(10% CO,)

O estudo realizado por Su; Mennerich; Urban (2011) utilizando uma cultura mista
nativa de microalgas e bactérias em fotobiorreator de escala laboratorial, com temperatura
de 19°C, intensidade luminosa de 360 pE.m?.s™ e duracdo da batelada de 8 dias, obteve
aproximadamente 88% de remocdo de NTK e 65% de remocdo de fosfato, com uma baixa
relacdo N:P, de 3:1. Ja no estudo de Delgadillo-Mirquez et al. (2016), a razéo inicial de
N:P foi de 17:1 e concluiu-se que a maior disponibilidade de nitrogénio pode favorecer a
remocdo do fosforo, porém destacou-se que outros fendbmenos além da absorcao de fosforo
por microalgas podem impactar positivamente as taxas de remocao.

Segundo Von Sperling (1996) o nutriente limitante € aquele que limita o
crescimento de uma determinada populacdo e o crescimento algal em grandes lagos que
apresente uma relacdo N:P>10 sera limitado pelo fésforo. Nos Experimentos 2 (5% de
CO,) e 3 (10% de CO,), o fosforo foi o nutriente limitante, atingindo valores absolutos
muito baixos, conforme Tabela 12, reforcados pelo aumento da relacdo N:P, explicitada na
Tabela 14.

Os perfis de remocdo da série de nitrogénio (NTK e nitrato) e do fésforo total
(Pwotar) para os trés experimentos da Etapa 1 estdo ilustrados assim: Figura 13 A), para o
Experimento 1, utilizando ar comprimido; Figura 13 B), utilizando ar comprimido
enriquecido com 5% de CO,. e Figura 13 C), utilizando ar comprimido enriquecido com
10% de CO,. Ao enriquecer o0 ar com 5% de CO,, o perfil de remocéo foi mais rapido,

atingindo, porém, valores absolutos proximos aos indices sem CO; em quatro dias.



Figura 13 — Perfil de remocéo de nutrientes em funcdo do tempo para os experimentos da Etapa 1 A) sem CO,; B) com 5% de CO, e C) com 10% de CO..
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Embora os valores de remocdo de fosforo total para os experimentos 1 (Sem CO,) e
2 (5% CO,) ndo apresentem diferenca significativa (p>0,05), ao adicionarmos 5% de CO2
na batelada, a remocao de fosforo foi superior a 95% em quatro dias, enquanto sem o
enriquecimento de CO2 foi de sete dias. Portanto, embora os valores finais obtidos sejam
proximos, as taxas de remocao das bateladas sao diferentes.

Na Tabela 15, estdo apresentados os valores iniciais e finais da DQO dissolvida
para os trés experimentos. Como a analise foi realizada com a amostra filtrada, os valores
apresentados referem-se a DQO dissolvida. A taxa de remocao foi calculada considerando
0 tempo de duracdo de cada um dos experimentos, sendo 7 dias para os Experimentos 1
(Sem COy) e 3 (10% CO,) e 4 dias para 0 Experimento 2 (5% CO,).

Tabela 15 — Valores iniciais e finais de DQO e a taxa de remog&o diaria para os experimentos da Etapa 1.

-1
DQO (mg.L") Taxa de remogéo de DQO
-1 4-1
Experimento Inicial Final (mg.L".d")
1
150,3+14,1 140,3+33,0 1,4
(Sem CO,)
2
222,0+106,1 168,7+16,5 13,3
(5% de COy)
3
180,3+4,7 155,3+25,9 6,3
(10% de CO,)

Os valores de concentracdo inicial e taxas de remocdo para nitrogénio, fosforo e
carbono obtidos nos experimentos da Etapa 1 foram comparados com alguns valores
encontrados na literatura e com delineamentos experimentais semelhantes (Tabela 1) e

estdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Valores iniciais e porcentagens de remogao de nitrogénio, fésforo e carbono para os

experimentos da Etapa 1 e referéncias da literatura.

Nitrogénio Fosforo Carbono
. . Ci Ci Ci )
Microrganismos . YR . YR . YR Referéncia
(mg.L") (mg.L™) (mg.L")
Consorcio de algas e 91 20 7 o 181 gy (POSADAS et
bactérias nativas NT PO,-P CoT al., 2013)
Chlorella vulgaris e
bactérias nativasde ~ 17-207  30,9- 1,4-19.6  65- NA NA (HE et al.,
efluente doméstico ~ NH,;-N 100 PT 98 2013)
primario
. 104,51 23,65 (MAYHEAD
Chlorella vulgaris NH,-N 94,18 PO,-P 97,69 NA NA et al., 2018)
1 34 4 150
99 98 7 Este trabalho
(Sem CO,) NT PT DQO
2 34 4 222
98 98 39 Este trabalho
(5% COy) NT PT DQO
3 28 3 180
95 98 14 Este trabalho
(10% COy) NT PT DQO

Abreviaturas: Ci — concentracdo inicial (mg.L™"); %R — eficiéncia de remoc&o; NOz-N —
nitrato-nitrogénio (mgN.L™"); NH,-N — amdnio-nitrogénio (mgN.L™'); NT — nitrogénio total
(mgN.L™"); PO,-P — fosfato-fosforo (mgP.L™"); PT — fésforo total (mgP.L™"); COT — carbono
organico total (mgC.L™"); DQO — demanda quimica de oxigénio (mgO,.L™"); NA. — n4o aplicavel.

Fonte: Adaptado de (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; MUSTAFA et al., 2021)

No estudo realizado por Liu et al. (2017c¢) utilizando uma cultura pura de Chlorella
vulgaris cultivada em esgoto filtrado para reduzir a interferéncia de microrganismos, 0s
autores discutem a influéncia do pH na taxa de remocéo de carbono. Segundo eles, a alta
concentracdo de CO, pode aumentar a transferéncia de massa, porém a diminuicdo do
valor de pH pode levar a um efeito inibidor no crescimento microalgal. Esse fator inibidor
pode ser uma das causas do menor crescimento observado no experimento com 10% de
CO,, deste estudo.
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No caso do estudo de Liu et al., (2017c), a dosagem de 10% de CO, apresentou
maior producdo de biomassa e maior consumo de carbono, resultado ndo observado neste
estudo, destacando a importancia da realizacdo de experimentos especificos para

comunidades mistas, dados os impactos da simbiose entre algas e bactérias.

5.1.5 Remocgao de Metais Pesados

O efluente anaerdbio usado neste trabalho foi estudado por Pipi et al. (2018) com
objetivo de avaliar a presenca e a concentracdo de metais e, também, a influéncia desses
metais nos parametros fisico-quimicos da ETE. O referido estudo foi conduzido ao longo
de dois meses. Os autores observaram que amostras pontuais apresentaram concentragdes
de aluminio, cobre e ferro acima do limite maximo permitido para corpos hidricos classe 2,
portanto, estes metais foram os acompanhados neste estudo. Os padrdes de qualidade para
4guas doces, classe 2 dos referidos metais, sdo: 0,1 mg.L™ de aluminio dissolvido; 0,009
mg.L™ de cobre dissolvido; e 0,3 mg.L™ de ferro dissolvido (CONAMA, 2005).

Para este estudo, os mesmos metais (Al, Cu e Fe) foram analisados e os valores
iniciais e finais para os trés experimentos da Etapa 1 estdo apresentados na Tabela 17. A
analise foi realizada com a amostra filtrada, buscando identificar a variacdo da
concentracdo dos metais em solucdo, ou seja, simulando os valores de langamento em
corpos hidricos apés o tratamento terciario com a comunidade mista nativa de microalgas e

bactérias utilizada neste estudo.
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Tabela 17 — Valores iniciais e finais de metais em solucdo para os experimentos da Etapa 1.

_ Al (mg.L™) Cu(mg.L™ Fe (mg.L™)
Metais
(VMP 0,1mg.L") (VMP 0,009mg.L") (VMP 0,3mg.L™)

com b 0,114+0,034 0,002+0,001 0,015+0,001
Co. 0.097+0,007 0,002+0,001 ND
e b 0,150+0 067 0,002+0,000 0,068+0,002
co. 0.08120,010 0,002+0,001 ND
oo B 0,156+0,038 0,003+0,001 0,068+0,003
Co. ¢ 0,144+0,033 0,003+0,001 ND

Abreviaturas: VMP — Valor Maximo Permitido (CONAMA, 2005); ND — ndo detectado;
to — tempo inicial; t; — tempo final.

As concentracfes de metais sdo alvo de especial atencdo devido ao potencial
toxicolégico que pode comprometer tanto a salde humana como o0 meio ambiente
(BRIFFA; SINAGRA; BLUNDELL, 2020; PIPI et al., 2018).

Segundo os autores, esses metais tém diferentes origens, como fertilizantes ou
esgotos oriundos de fabricas, mas também sdo associados a outros fatores, como lixiviagdo
de solo, descartes irregulares e influéncia nas concentracdes dos metais em dias pds-chuvas
(PIPI et al., 2018).

Os valores de porcentagem de remocgdo dos metais obtidos em cada um dos

experimentos da Etapa 1 estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 — Valores de porcentagem de remocéo de Al, Cu e Fe para os experimentos da Etapa 1.
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A remocdo dos metais é afetada pelo aumento do pH (BALINTOVA;
PETRILAKOVA, 2011), sendo o pH final para o Experimento 1 (Sem CO;) 8,31+0,05,
para o Experimento 2 (5% CO,) 6,28+0,04 e para o Experimento 3 (10% CO,) 5,92+0,06.
Nos experimentos da Etapa 1, a remogdo total de ferro pode estar associada a precipitacao
(BALINTOVA; PETRILAKOVA, 2011). A precipitacdo do aluminio estd associada a
valores de pH maiores que 6,0, o que pode ter contribuido para a baixa remocao de
aluminio no Experimento 03 (10% CO,). J& a maior remocéao do aluminio foi observada no
Experimento 02, que, além de apresentar um valor de pH superior a 6, também apresentou
0 maior valor de solidos em suspensdo totais. Todavia seria necessaria a realizacdo do
balanco de massa com a deteccdo desse metal na biomassa para comprovacdo dessa
hipotese, sendo esta uma das contribuicdes para futuras pesquisas resultantes deste estudo.

Embora o0s experimentos ndo tenham apresentado remocdo de cobre, a
concentracdo esta abaixo do valor maximo permitido, de 0,009 mg.L™. J& no caso do
Experimento 03 (10% COy), o valor final do aluminio ainda esta acima do valor maximo
permitido para aguas doces de classe 2 (CONAMA, 2005).
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5.1.6 Consideracoes Etapa 1

Considerando os resultados apresentados para a Etapa 1, o Experimento 2,
realizado com enriquecimento de 5% de CO,, obteve as maiores porcentagens de remogao
de nutrientes e o melhor perfil de crescimento, atendendo aos objetivos deste trabalho.

E importante destacar a influéncia do pH no comportamento das culturas mistas de
microalgas e bactérias, afetando as taxas de crescimento, producédo de biomassa e remocao
de nutrientes. Portanto, é possivel afirmar que se trata de um parametro fundamental de
acompanhamento para controle e otimizacdo de fotobiorreatores (LIU et al., 2017c).

No estudo desenvolvido por Liu et al. (2017c), os experimentos com 5% e 10% de
CO, mantiveram os valores de pH na faixa de 6,5 a 9,0, 0 que pareceu ser a faixa ideal de
crescimento de C. vulgaris, considerando o crescimento da biomassa.

Neste estudo, o enriquecimento com 5% de CO, manteve o pH na faixa entre 6,0 e
7,0 e apresentou o maior crescimento de biomassa, considerando sélidos em suspensao
totais. Conforme discutido no item 5.1.2, 0 excesso de CO; pode induzir a uma reducdo na
producdo de biomassa na cultura mista nativa de microalgas e bactérias utilizada neste
estudo, como observado no experimento com 10% de CO..

A anélise dos valores de densidade dptica nos comprimentos de onda de 530 nm,
680 nm e 750 nm, conforme discutido no item 5.1.2, também mostra que o experimento
com 5% de CO, obteve 0 melhor desempenho na etapa, apresentando os maiores valores a
partir do terceiro dia, conforme Figura 8.

A maior concentracdo de clorofila a também foi obtida no Experimento 2 (5%
CO,), em consonancia com o previsto por Kaya et al. (1996), que afirmou que
concentracfes de CO, maiores que a atmosférica conduzem ao aumento da clorofila a.

As maiores taxas de remocao de nutrientes ocorreram no Experimento 2 (5% CO,),
sendo 7,42 mg.L™.d"* para nitrogénio total e 0,92 mg.L™.d™ para fésforo total. A remocéo
de DQO em solucéo também foi maior no Experimento 2 (5% CO,) com 13,3 mg.L™*.d™,
conforme discutido no item 5.1.4.

Para o caso da remocgdo de metais, o pH também é um fator de significativa
influéncia, sendo associado a remocao do ferro na Etapa 1 devido a precipitacdo e também
a baixa remogdo de aluminio no Experimento 03 (10% CO;) (BALINTOVA;
PETRILAKOVA, 2011), conforme discutido no item 5.1.5.

Os principais parametros obtidos na Etapa 1 estdo apresentados na Tabela 18.



Tabela 18 — Principais pardmetros obtidos para os trés experimentos da Etapa 1.

ETAPA1
A Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Parametro
(Sem CO,) (5% CO,) (10% CO,)
pH (dia 7) 8,11+0,05 6,28+0,04 5,92+0,06
Densidade Optica -
680 nm (dia 7) 0,61£0,11 1,65£0,02 1,32+0,03
Densidade Optica -
750 nm (dia 7) 0,48+0,08 1,09£0,01 0,93£0,01
Taxa de produgdo de
SST (g.LdY) 0,02 0,07 0,01
Taxa de crescimento
global (d%) * 0,36+0,01 0,59+0,06 0,53+0,06
Taxa de remocéo de
T+ 4,77 7,42 378
Niotar (mgL td l) ! ) ,
Taxa de remocéo de
1ty 0,49 0,92 0,41
Protar (Mg.L™.d )
N:P” 6:1 31:1 20:1

Legenda: " considerando o final do experimento quando a remog&o de Py atingiu 95%.

Embora o acréscimo de CO, possa representar um custo operacional adicional, é
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importante considerar sua ajuda no controle do pH, que sofre influéncia da temperatura e

da fotossintese. E a variacdo do pH impacta significativamente a remocao de nutrientes,

além de aumentar a relacdo C:N, podendo levar a um crescimento na produtividade da

biomassa (LI et al., 2019).

Por essas razfes, 0 Experimento 2, com ar comprimido enriquecido com 5% de

CO,, foi a condicdo escolhida para as proximas etapas, situacdo em consonancia com 0s

estudos desenvolvidos por Liu et al. (2017b) e Ryu; Oh; Kim (2009). As proximas etapas

ocorreram com inser¢do de ar enriquecido com 5% de CO..



66

5.2 Etapa 2: Avaliacao da Variacao da Intensidade Luminosa

Esta etapa experimental foi realizada em triplicata biologica, em duas condicGes de
intensidade luminosa diferentes, além de 154+2 pmol.m™.s™ ja4 mencionada no item 5.1.
Na primeira condicdo da Etapa 2, Experimento 4, chamado de LED-média, acrescentamos
duas fitas de LED com 5m cada, obtendo uma intensidade luminosa média de 211+3
pmol.m?.s™ cuja duracéo da batelada foi de trés dias, quando a remogcdo de fésforo total
foi maior que 95%.

Para realizacdo do Experimento 5, chamado LED-alta, segunda condicéo da Etapa
2, mais duas fitas de LED foram acrescentadas, totalizando quatro fitas, que resultaram em
uma intensidade luminosa média de 304+3 umol.m™.s™ e a duracéo da batelada foi de dois
dias, quando o valor da remocdo de fosforo total foi superior a 95%. Em ambos 0s casos,
0s experimentos foram acompanhados por sete dias para um volume maior de dados,
possibilitando uma melhor anélise de tendéncias. Na Tabela 19, estdo apresentadas as
caracteristicas dos experimentos realizados na Etapa 2 e a melhor condicdo obtida na Etapa
1.

Tabela 19 — Caracterizacdo dos experimentos realizados na Etapa 2.

Etapa 1l Etapa 2
Parametros Experimento 2 Experime,nt_o 4 Experimento 5
(5% COy) (LED-média) (LED-alta)
Enriguecimento com CO, 5% 5% 5%
Intensidade luminosa (umol.m?.s™) 154+2 21143 30443
Temperatura (°C) 26+3 2515 2618
pH 7,08+0,05 7,75%0,03 6,91+0,05
Alcalinidade (mgCaCOg.L™) 100,8+3,0 117,3+1,6 116,5+1,7
Piot (Mg.L™H 3,81+0,18 4,62+0,12 4,96+0,37
N (Mg.L™) 33,80+1,13 34,73+0,91 36,10+1,76
DQO (mg.L™) 222,00+106,07  175,89+18,95 159,22+18,95
SST (g.L™h 0,08+0,01 0,10+0,02 0,10+0,01
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Os parametros expostos na Tabela 19 ndo apresentaram variagcdo significativa
(p>0,05) entre os experimentos. A DBO, como ocorreu na Etapa 1, também foi o
parametro que apresentou maior diferenca entre 0s experimentos, porém pequenas
diferencas eram esperadas por usar efluente real oriundo de uma estacéo de tratamento de
esgoto.

O objetivo desta etapa foi avaliar o impacto do aumento da intensidade luminosa na
remocdo de nutrientes e de metais em solucdo, além da producdo de biomassa da
comunidade mista nativa de microalgas e bactérias.

A intensidade luminosa tem papel fundamental no equilibrio das comunidades
mistas, promovendo um ambiente onde o crescimento das microalgas seja superior ao das
bactérias, principalmente quando os nutrientes se tornam escassos e a competicdo entre
espécies aumenta (MOHSENPOUR et al., 2021).

Existe um ponto de saturacdo da intensidade luminosa, que varia com a temperatura
e para cada espécie de microalga, abaixo do qual a taxa de atividade fotossintética é
proporcional a intensidade luminosa; ao passo que, quando a intensidade luminosa esta
acima dele, pode ocorrer fotoinibicdo (MOHSENPOUR et al., 2021).

O aumento da intensidade luminosa tende a aumentar as taxas de crescimento e
remogédo, portanto o experimento com quatro fitas de LED (LED-alta) foi analisado
buscando um perfil didrio de crescimento e remocdo de nutrientes.

Os resultados de pH, alcalinidade, densidade 6ptica, sélidos em suspenséo, clorofila
a, densidade celular, remocdo de nutrientes (nitrogénio e fésforo) e remocéo de metais —
obtidos durante a Etapa 2 e comparados com a melhor condi¢do obtida na Etapa 1 (5%
CO,) — sdo discutidos nos itens de 5.2.1 a 5.2.5.

5.2.1 pH e Alcalinidade

Na Figura 15, estdo apresentados os dados de pH da melhor situacdo da Etapa 1
(5% CO,) — cujos resultados foram discutidos ao longo do item 5.1 — juntamente com 0s
dois experimentos realizado na Etapa 2: o Experimento 4, realizado com o acréscimo de
duas fitas de LED (LED-média); e o Experimento 5, realizado com acréscimo de outras
duas fitas de LED (LED-alta).
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Figura 15 — Variacdo dos valores de pH em fungéo do tempo para os experimentos da Etapa 2 e a melhor

condicdo da Etapa 1.
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O aumento da intensidade luminosa estd associado ao aumento da atividade
fotossintética. Portanto, durante os periodos de luz, ha um maior consumo de HCO3', que
resulta no aumento do valor do pH do meio (FOLADORI; PETRINI; ANDREOTTOLA,
2018), como podemos observar no dia 1 do Experimento 05 (LED-alta). Entretanto, com a
escassez dos nutrientes do meio, a atividade fotossintética também diminui ao longo dos
outros dias do experimento, por isso, os valores de pH ficaram abaixo de 6,5. O
Experimento 4 (LED-média), por apresentar menor intensidade luminosa, atingiu valores
de pH inferiores ao Experimento 5 (LED-alta), conforme esperado.

O enriquecimento do ar comprimido com 5% de CO, foi suficiente para que 0s
valores de pH se mantivessem na faixa entre 6,0 e 7,5, proximos aos obtidos no
Experimento 2 da Etapa 1 (5% CO,), mesmo com o aumento da intensidade luminosa. A
manutencdo dos valores de pH é um fator importante para uma cultura mista, pois, em
meios onde o pH é muito alcalino, as taxas de crescimento e fungdes das bactérias
anaerdbias e facultativas podem ser prejudicadas (MOHSENPOUR et al., 2021), surgindo
a possibilidade de influenciar negativamente as taxas de remocéo de nitrogénio.

Os valores de alcalinidade inicial e final estdo apresentados na Tabela 20:
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Tabela 20 — Valores de alcalinidade inicial e final para os experimentos da Etapa 2 e a melhor condicdo da
Etapa 1.

Alcalinidade (mg CaCO,.L™)

Experimento Inicial Final
Etapa 1:
2
100,8+3,0 57,8+4,5
(5% CO,)
Etapa 2:
4
] 117,3+1,6 50,5+1,2
(LED-media)
5
116,5+1,7 56,1+1,5
(LED-alta)

Como houve suplementacdo de 5% de CO, nos experimentos da Etapa 2,
observamos um comportamento semelhante entre as Etapas 1 e 2, o que indica que a
variacdo da intensidade luminosa ndo produziu alteragdes significativas no consumo de
alcalinidade, conforme esperado, pois a alcalinidade esta associada ao consumo de carbono

inorganico pelas microalgas (SLOMPO et al., 2020), conforme discutido no item 5.1.1.

5.2.2 Densidade optica e Solidos em Suspensédo Totais (producao de
biomassa)

O aumento da intensidade luminosa impactou a variacdo da densidade Optica em
530 nm, 680 nm e 750 nm, conforme valores apresentados na Figura 16. No sétimo dia, no
comprimento de onda de 750 nm, que é usado como indicador indireto de producdo de
biomassa, ocorreu um aumento de 63% para o Experimento 04 (LED-média) e de 85%
para 0 Experimento 05 (LED-alta) em relagdo a densidade odptica de 5% de CO,,

Experimento 02, melhor condicdo da Etapa 01.
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Figura 16 — Variagdo dos valores médios da densidade dptica em comprimentos de onda de 530, 680 e

750nm em funcéo do tempo para os experimentos da Etapa 2 e a melhor condicdo da Etapa 1.
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Alguns autores avaliam a densidade 6ptica em 680 nm como um indicador indireto
da densidade celular (CABANELAS et al., 2013; CHO et al., 2017; PENG et al., 2014).

Na Figura 16, é possivel observar um comportamento similar ao encontrado para a

densidade optica em 750 nm.

O aumento de biomassa produzida, conforme previsto através do indicador indireto

da densidade Optica, foi confirmado através da andlise de sélidos em suspensdo totais,

apresentados na Figura 17, com um aumento da ordem de 300% do Experimento 04 (LED-

média) em relacdo ao Experimento 2 (5% CO) e cerca de 400% do Experimento 05 (LED-

alta) em relacdo ao Experimento 2 (5% CO5,).
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Figura 17 — Valores médios de solidos em suspensdo totais (SST) no inicio e no final de cada experimento

para Etapa 2 e a melhor condicéo da Etapa 1.
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Vérios autores associam 0 aumento da producdo de biomassa ao aumento da
intensidade luminosa, até um determinado limite (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016;
LEE; LEI, 2019a; LI et al., 2012; SILVA et al., 2019), mesmo comportamento observado
na cultura mista estudada, conforme Figuras 16 e 17.

Os valores da taxa de produtividade calculados conforme Equacédo 1 foram de 0,07
g.L™.d"* para o Experimento 02 (5% de CO-), melhor situagdo da Etapa 1, 0,22 g.L ™ .d"
para 0 Experimento 04 (LED-média) e 0,30 g.L™.d™ para o Experimento 05 (LED-alta).
Observa-se, portanto, um aumento de 232% e 363% para 0s experimentos de LED-média e
LED-alta, respectivamente, em relacdo a taxa calculada para de 5% de CO,, confirmando o
crescimento da producdo de biomassa com o aumento da intensidade luminosa para a
cultura mista nativa deste estudo.

O estudo realizado por Li et al. (2012) avaliou o impacto das variagdes de
intensidade luminosa na acumulagédo de biomassa e remocéo de nutrientes para as especies
Chlorella kessleri e Chlorella protothecoide. Para avaliar o impacto na biomassa da
intensidade luminosa, os autores utilizaram a Equacéo 4, em que é calculada a eficiéncia de

converséo da intensidade luminosa em biomassa produzida.
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Equagdo 4 — Calculo da eficiéncia de conversdo de intensidade luminosa em biomassa

Eficiéncia de conversao =

Onde:

Concentracdo de biomassa

Intensidade luminosa

Concentragdo de biomassa (g,L™) - maior concentragdo acumulada de biomassa obtida

durante o experimento.

Intensidade da luminosa (umol.m?s™) - a intensidade da luz aplicada durante o

experimento.

Os autores concluiram que a eficiéncia de conversdo de eletricidade para ambas as

espécies diminuia a medida que a intensidade luminosa aumentava. Portanto, sob o foco da

economia de eletricidade, baixas intensidades luminosas devem ser aplicadas, conforme

comparagdo com os experimentos realizados neste estudo e demonstrados na Tabela 21.:

Tabela 21 — Valores de eficiéncia de conversdo de intensidade luminosa em biomassa para 0s experimentos

da Etapa 2 e a melhor situacdo da Etapa 1.

Experimento luminosa conversao Referéncia
(umol.m®s™)  (g.LYumol.m?s?)
30 0,0357
) 60 0,0208
C. kessleri (Lletal., 2012)
120 0,0117
200 0,0066
30 0,0263
. 60 0,0146
C. protothecoide (Lletal., 2012)
120 0,0071
200 0,0053
2
154 0,0035 Este trabalho
(5% CO,)
4
o 211 0,0077 Este trabalho
(LED-média)
5
304 0,0073 Este trabalho

(LED-alta)
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No caso deste trabalho, 0 aumento da intensidade luminosa resultou em uma maior
eficiéncia de conversédo para o caso do Experimento 4 (LED-média), porém, para o caso do
Experimento 5 (LED-alta), houve uma reducdo na eficiéncia de conversdo, comportamento

semelhante ao observado no estudo de Li et al. (2012).

5.2.3 Densidade celular, clorofila a e calculo da taxa de crescimento

Os valores da densidade celular e clorofila a para os dois experimentos da Etapa 2 e
a melhor situacéo da Etapa 1 (5% CO,) estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 — Densidade celular e clorofila a em funcdo do tempo para a melhor situacéo da Etapa 1 A) 5% CO,; e experimentos da Etapa 2 B) LED-média e C) LED-alta.
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Analisando a Figura 18, é possivel perceber que, a partir do terceiro dia de cultivo,
a clorofila a comeca a decrescer nos Experimentos 4 (LED-média) e 5 (LED-alta). Os
valores méaximos obtidos foram 4526+415 pg.L™ para o Experimento 4 (LED-média) e
3119+294 pg.L™ para o Experimento 5 (LED-alta), enquanto o valor maximo obtido para a
melhor condicdo da Etapa 1 (5% CO5) foi de 6201+983 pg.L™, no sétimo dia de cultivo.

Um fator que afeta a concentragdo de clorofila a nas células das microalgas é a
relacdo entre intensidade luminosa e temperatura. Para equilibrar a quantidade de luz que
pode ser absorvida para fixacdo do carbono em baixas temperaturas, as microalgas
reduzem a quantidade de clorofila nas células comparadas com a mesma intensidade
luminosa em temperaturas mais altas (MOHSENPOUR et al.,, 2021). Esse mesmo
comportamento é observado na Figura 18, em que o aumento da intensidade luminosa
levou a uma reducdo na quantidade de clorofila a dos experimentos da Etapa 2 (LED-
meédia e LED-alta).

O cultivo de microalgas em baixas temperaturas deve ser realizado também com
intensidades luminosas menores para minimizar a fotoinibicdo, além de outras vantagens
de temperaturas mais baixas, como maior solubilidade do oxigénio e minimizacdo das
taxas de crescimento dos microrganismos concorrentes (MOHSENPOUR et al., 2021).

Nos experimentos da Etapa 2, a quantidade de nutrientes disponiveis a partir do
terceiro dia estava bastante reduzida, influenciando tanto a quantidade de clorofila a como
a densidade celular, cujos valores de Ny para 0s Experimentos 02 (5% de CO,), 04
(LED-média) e 05 (LED-alta) foram 11,69 mg.L?; 1,43 mgL™ e 240 mg.L™
respectivamente e de Py foram 0,85 mg.L™; 0,12 mg.L™ e 0,14 mg.L™ respectivamente.
As discuss@es sobre remocao de nutrientes sdo feitas no item 5.2.4.

As taxas de crescimento calculadas conforme Equacdo 2 estdo demonstradas na
Tabela 22:
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Tabela 22 — Taxas de crescimento p (d%) por dia para os experimentos da Etapa 2 e para melhor condicéo da

Etapa 1.
W (d?
Etapa 1 Etapa 2
Tempo (dias) 2 4 ] °

5% CO, LED-média LED-alta
1 0,12+0,03 0,41+0,19 0,28+0,20
2 - - 2,35+0,24
3 0,66+0,12 1,87+0,04 1,11+0,08
4 0,94+0,02 0,18+0,17 0,38+0,05
7 0,36+0,09 -0,02+0,02 0,05+0,03

Os maiores valores da taxa de crescimento foram obtidos no dia 3 para o
Experimento 4 (LED-média) e no dia 2 para o Experimento 5 (LED-alta). Esses valores de
crescimento estdo alinhados com os maiores valores de remocéo de fésforo total para esses
experimentos, conforme Figura 20, em que a remocao atingiu valores superiores a 95%.

Compararam-se as taxas de crescimento obtidas neste estudo com os valores
obtidos por Li et al. (2012) em seu estudo sobre o efeito da intensidade da luz no acumulo
de biomassa e na remocdo de nutrientes para culturas puras, no qual, para a espécie C.
kessleri, o crescimento da biomassa aumentou com o aumento da intensidade luminosa até
o valor de 120 umol.m?s™. A partir de entdo, houve uma reducdo no crescimento da
cultura provavelmente devido a fotoinibicdo. Para a espécie C. protothecoide, a taxa de
crescimento aumentou com a intensidade luminosa até 30 pmol.m?s™; ja para
intensidades luminosas entre 30 e 120 pmol.m?.s?, a taxa de acrescimento variou de forma
discreta, voltando a crescer com o aumento da intensidade luminosa até 200 pmol.m?2.s™,
Neste estudo, 0 aumento da intensidade luminosa também promoveu o aumento da taxa de
crescimento, com taxas globais calculadas de 1,38 + 0,08 d™ para o Experimento 4 (LED-
média) e 1,32 + 0,05 d™ para o Experimento 5 (LED-alta), sendo que o maior valor obtido
na Etapa 1 (5% CO,) foi de 0,59+ 0,06 d™*, considerando o final da batelada como o dia em
que a remocéo de fosforo total foi superior a 95%.

No caso do estudo de Li et al. (2012), o uso de intensidades luminosas menores

resultou em uma maior eficiéncia de conversdo, conforme Tabela 21, porém com menor
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taxa de crescimento especifico e menor produtividade de biomassa. J& no caso da
comunidade mista nativa de microalgas e bactérias usada neste estudo, a melhor eficiéncia
de conversdo de intensidade luminosa foi obtida no experimento 4 (LED-média), conforme
discutido no item 5.2.2, bem como a maior taxa de crescimento global e maior producéo de

biomassa (Figura 17).

5.24 Remocgao de Nutrientes e DQO

Segundo Mohsenpour et al. (2021), além da intensidade luminosa, a quantidade de
carbono disponivel, em particular o carbono inorgéanico, é fator importante que pode
limitar o crescimento microalgal e reduzir a remocdo de nitrogénio e fosforo por
assimilacéo.

Na Tabela 23, estdo apresentadas as concentracdes diarias de nitrogénio total (Notar)
e de fosforo total (Pyw) em mg.L™ para os dois experimentos da Etapa 2 e para a melhor
situacdo da Etapa 1. Os experimentos da Etapa 2, que também receberam ar enriquecido
com 5% de CO,, apresentaram concentracdes de nitrogénio e fosforo bastante reduzidas a
partir do segundo dia de experimento, atingindo o valor de remogdo de Py SUperior a
95% no terceiro dia, para o Experimento 4 (LED-média), e no segundo dia, para o
Experimento 5 (LED-alta).

Tabela 23 — Concentragdes diarias de nitrogénio total e fésforo total (mg.L™) em soluc&o dos experimentos

da Etapa 2 e da melhor situagdo da Etapa 1.

Tempo (d) 0 1 2 3 4 7
Etapa 1

coo  Now 3380£113 2870269 11,69+4,26 413+148 0,77+0,55
€O pow 3812018 2,99+0,35 0,85:038  0,13:0,02  0,07+0,02
Etapa 2:

ep. Mo 34733091 30,87:485 143+0,05 131009  1,49+0,11

media 4624012 2734013 0,12+001 0,09:001  0,05+0,01
Lep. Mow 36,10:176 25408267 1758029 240:032 197005 204026

alta b 406£037 301:033 014+002 014+004 0,10+001  0,070,02
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Os valores diarios de remocao do nitrogénio total, em mg.L™, e as porcentagens de
remocao acumuladas para os dois experimentos da Etapa 2, bem como a melhor situagdo
da Etapa 1, estdo ilustrados assim: Figura 19 A), para o Experimento 2 utilizando apenas ar
comprimido enriquecido com 5% de CO, (melhor situacdo da Etapa 1); Figura 19 B), para
o Experimento 04 utilizando 211+3 umol.m?s® (LED-média); e Figura 19 C) para o
Experimento 05 utilizando 304+3 pmol.m™.s™* (LED-alta).



Figura 19 — Valores de remocéo do nitrogénio total em fungéo do tempo para A) com 5% de CO, — Etapa 1; B) LED-média e C) LED-alta —Etapa 2.
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Os valores de remocdo de nitrogénio total, obtidos no dia 7 para os trés
experimentos apresentados na Figura 19, foram de 97,7% para o Experimento 02 (5%
CO,); 95,7% para o Experimento 4 (LED-média); e 94,3% para o Experimento 05 (LED-
alta). Ndo obstante, os valores maximos de remoc¢édo de nitrogénio total para a Etapa 2
foram obtidos no mesmo dia em que a remocao de fosforo total atingiu valores superiores a
95% para os dois experimentos, sendo 96,2% para o Experimento 04 (LED-média), no dia
3, € 95,9% para o Experimento 05 (LED-alta), no dia 2. Essa variagdo nas taxas de
remocao de nitrogénio total pode ser explicada por dois fendmenos: o aumento das taxas
de crescimento e a fotoinibi¢do (LEE; LEI, 2019b).

O primeiro ponto é que o aumento da intensidade luminosa aumenta as taxas de
remocao de nutrientes e, conforme valores apresentados na Tabela 23, as concentracdes de
nitrogénio e fésforo em solucdo apds o terceiro dia de batelada na Etapa 2 sdo muito
baixas, 0 que provavelmente levou ao stress da cultura, como também observou-se na
reducdo da densidade celular, clorofila a e taxas de crescimento, discutidos no item 5.2.3.

Outro ponto importante da influéncia da intensidade luminosa na remocdo de
nitrogénio é a fotoinibicdo, que pode impactar na competicdo entre algas e bactérias e até
inibir a atividade de bactérias oxidantes de nitrito, as quais se acumulariam no reator para
intensidade luminosa superior a 180 umol.m?2.s™ (LEE; LEI, 2019b).

As taxas de remocao de Ny, calculadas conforme Equacdo 3 para o Experimento
04 (LED-média), foram de 11,10 mg.L™".d™; e, para o Experimento 05 (LED-alta), o valor
calculado foi ainda maior, atingindo 17,48 mg.L™.d™, considerando o final do experimento
no terceiro dia para o Experimento 4 (LED-média) e no segundo dia para o Experimento 5
(LED-alta). Essa dado demonstra que o aumento da intensidade luminosa faz crescer a taxa
de remocao de nitrogénio total pela cultura mista nativa de microalgas e bactérias utilizada
neste estudo. No entanto, as variacdes da concentracdo de nitrogénio total em solugéo, apos
0 terceiro e o segundo dia para os experimentos LED-média e LED-alta respectivamente,
reforgam o impacto da influéncia da intensidade luminosa na atividade bacteriana.

Na reviséo de literatura elaborada por Zhang; Li; Ho (2021), os autores evidenciam
que as alteragcBes da intensidade luminosa também modificam significativamente a
concentragdo e eficiéncia do tratamento, especialmente na remocdo de nitrogénio, pois
impactam na atividade das bactérias heterotroficas, danificando organelas e alterando
enzimas, o que reduz ainda mais a remocao de nitrogénio.

Os valores diérios de remogéo do fésforo total, em mg.L™, e as porcentagens de

remocao acumuladas para os dois experimentos da Etapa 2, bem como a melhor situacéo
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da Etapa 1, estdo ilustrados assim: Figura 20 A) para o Experimento 2, utilizando apenas ar
comprimido enriquecido com 5% de CO, (melhor situagéo da Etapa 1), Figura 20 B) para

0 Experimento 04 (LED-média) e Figura 20 C) para o experimento 05 (LED-alta).
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Figura 20 — Remocao do fésforo total em funcéo do tempo para a melhor situacdo da Etapa 1 A) com 5% de CO,; e experimentos da Etapa 2 B) LED-média e C) LED-alta.
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O aumento da intensidade luminosa intensificou a velocidade de remocdo do
fésforo total em solugdo, reduzindo o tempo de duracdo da batelada (remocdo superior a
95% de fosforo total). A partir do terceiro dia, tanto no Experimento 04 (LED-média)
como no Experimento 05 (LED-alta), a remocdo média do fésforo total é da ordem de
98%.

As taxas de remogéo de Py, calculadas conforme Equacédo 3, para o Experimento
04 (LED-média) foi de 1,50 mg.L ™ .d™ e, para o Experimento 05 (LED-alta), foi de 2,41
mg.L™.d*, confirmando o previsto pela literatura, aumentar a intensidade luminosa leva ao
crescimento das taxas de remocao de nutrientes (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017),
porém n&o fez crescer significativamente o valor final de remog&o de fosforo total.

Os perfis de remocdo da série de nitrogénio (NTK e nitrato) e do fosforo total
(Ptotar) para os dois experimentos da Etapa 2, bem como a melhor situacdo da Etapa 1, estdo
ilustrados assim: Figura 21 A) para o Experimento 2, utilizando apenas ar comprimido
enriquecido com 5% de CO, (melhor situacdo da Etapa 1), Figura 21 B) para o
Experimento 04 (LED-média) e Figura 21 C) para o Experimento 05 (LED-alta).



Figura 21 — Perfil de remoc&o de nutrientes em funcéo do tempo para A) com 5% de CO, — Etapa 1; B) LED-média e C) LED-alta —Etapa 2.
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Na Tabela 24, estdo apresentados os valores iniciais e finais da razdo N:P massica
para a melhor situacéo da Etapa 1 (5% CQO2) e para os dois experimentos da Etapa 2.

Tabela 24 — Relacdo N:P inicial e final para os experimentos da Etapa 2 e a melhor condicdo da Etapa 1.

Relag@o maéssica Niotar: Protar

Experimento Inicial Final
Etapa 1:
2 9.1 31:1
(5% CO,) ' '
Etapa 2:
4 8:1 12:1
(LED-média) ' '
> 7:1 12:1
(LED-alta) ' '

O fosforo permaneceu como nutriente limitante para a Etapa 2, conforme Tabela 24
em que os valores finais de N:P>10. E importante destacar que as concentracdes finais de
nitrogénio e fosforo para os experimentos da Etapa 2 (LED-média e LED-alta) ndo
apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Os valores da DQO iniciais e finais, quando a remocao de fdésforo total foi superior
a 95%, estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 — Valores iniciais e finais de DQO para a Etapa 2 e melhor situacéo da Etapa 1.

-1
DQO (mg L") Taxa de remogéo de
A g1
Experimento Inicial Final DQO (mg.L".d")
Etapa 1:
2
222,0+106,1 168,7+16,5 13,3
(5% COy)
Etapa 2:
4
o 175,9£19,0 101,4+8,4 18,6
(LED-média)
5
159,2+19,0 131,4+9,6 6,9

(LED-alta)
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O aumento da intensidade luminosa reduziu a taxa de remoc¢ao de DQO em solucao
para o Experimento 5 (LED-alta), reafirmando a influéncia da intensidade luminosa na
dindmica populacional das culturas mistas e a importancia do entendimento do impacto
desses fatores no crescimento dos microrganismos, buscando as melhores condi¢des de
tratamento.

Os valores das taxas de crescimento e percentuais de remocdo para nitrogénio e
fosforo, obtidos nos experimentos da Etapa 2 e na melhor condicdo da Etapa 1, foram
comparados com os experimentos realizados para cultura pura de Chlorella vulgaris por

Mayhead et al. (2018) e estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 — Taxas de crescimento e porcentagens de remocao de nitrogénio e fosforo para os experimentos

da Etapa 2 e melhor condicéo da Etapa 1.

Experimento/ Meio de Intensidade u % % _
. luminosa . . . Referéncia
Microrganismos cultivo (umol.m?.s%) (@)  Nitrogénio Fosforo

90 (MAYHEAD

Chlorella vulgaris Meio F2P 177 0,71 - POLP et al., 2018)
Efluente 94 98
. primario (MAYHEAD
Chlorella vulgaris (filtrado e 177 0,92 NH-N POLP et al., 2018)
autoclavado)
95 97
Chlorella vulgaris Efllue’nFe 177 0,39 (MAYHEAD
primario NH,-N PO,-P etal., 2018)
2 88 96
Efluzqtg 154 0,59 Este trabalho
(5% CO,) secundario Niotal Protal
4 96 97
_ Efluente 211 1,38 Este trabalho
(LED-média) secundario Niogal Protal
5 95 97
Efluer!tg 304 1,32 Este trabalho
(LED-alta) secundario Nioga Prota

As culturas mistas de microalgas e bactérias tendem a ser uma melhor opcédo para o

tratamento de efluentes, dada a dificuldade de manutencdo de uma cultura pura, como €
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possivel observar pela reducdo da taxa de crescimento da cultura pura de C. vulgaris no
efluente que ndo passou por autoclavagem e filtragdo. Também € possivel perceber que o
aumento da intensidade luminosa fez crescer a porcentagem de remocdo de nitrogénio
total, porém ndo alterou significativamente a porcentagem de remocdo de fosforo total,
conforme ja discutido. E importante ressaltar novamente que, embora as porcentagens de
remogédo ndo tenham variado significativamente com a intensidade luminosa, as taxas de

remocao variaram.

5.25 Remocgao de Metais Pesados

Os valores iniciais e finais dos metais em solucdo para os dois experimentos da

Etapa 2 e para a melhor condicéo da Etapa 1 estdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Valores iniciais e finais de metais em solugdo para os experimentos da Etapa 2 e melhor

condicéo da Etapa 1.

Metais Al Cu Fe
(mg.L™ (VMP 0,img.L™")  (VMP 0,009mg.L™) (VMP 0,3mg.L™)

Etapa 1:
596 t 0,150+0,067 0,002+0,000 0,068+0,002
Co. ¢ 0.081%0,010 0,002+0,001 ND
Etapa 2:
Lep. 0,309+0,008 0,008+0,003 0,077+0,000
média 0,291+0,027 0,007+0,002 ND
LEp. B 0,337+0,162 0,006+0,006 0,855+0,005
alta t; 0,305+0,009 0,005+0,003 0,261+0,008

Abreviaturas: VMP — Valor Maximo Permitido (CONAMA, 2005); ND — ndo detectado;

t, — tempo inicial; t; — tempo final.

As concentragdes de aluminio na Etapa 02 para o experimento LED-média foram
106% maiores que o valor encontrado para o experimento com 5% de CO2 da Etapa 01; e
0 experimento LED-alta, 124% maior. Essas variagdes pontuais também foram observadas

no estudo desenvolvido por Pipi et al. (2018). O cobre seguiu comportamento similar, com
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300% de aumento para o experimento LED-média, em relacdo ao experimento 5% de
CO2, e 200% para o experimento LED-alta. J& para o ferro, apenas o experimento LED-
alta apresentou um aumento expressivo em relacdo ao experimento 5% de CO2, com um
aumento de 12 vezes no valor medio. Essas concentracfes iniciais impactaram as

porcentagens de remogdo dos metais, apresentadas na Figura 22.

Figura 22 — Valores de remocéo de Al, Cu e Fe para Etapa 2.
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A remocdo de ferro no Experimento 03 (LED-alta) provavelmente esta associada a
maior quantidade desse metal em solucdo no tempo inicial, dado que os experimentos da
Etapa 01 (5% CO,) e da Etapa 02 (LED-média) apresentaram 100% de remocdo para 0o
metal. A reducdo da remocédo de aluminio na Etapa 02 em relacdo a Etapa 01 (5% CO5)
pode estar associada a concentracdo inicial, conforme valores apresentados na Tabela 27.
O estudo realizado por Schmitt et al. (2001) demonstrou uma capacidade de
bioacumulacéo de aluminio de 6,8 mg.gbiorm,lss{,{1 para a espécie Scenedesmus subspicatus, e,
por esse estudo utilizar uma comunidade mista nativa de microalgas e bactérias, a
identificacdo de espécies pode trazer novas hipoOteses para a discussdo de remocgdo de

metais.
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5.2.6 Consideracoes Etapa 2

Com o aumento da intensidade luminosa, hd também o aumento da atividade
fotossintética que pode resultar na elevacdo do valor do pH do meio (FOLADORI;
PETRINI; ANDREOTTOLA, 2018). Entretanto, todos 0s experimentos dessa etapa
ocorreram com ar enriquecido com 5% de CO2, o que colaborou para a manutencdo dos
valores de pH préximos aos obtidos no Experimento 02 da Etapa 1.

Os experimentos com maior intensidade luminosa também obtiveram maiores
valores de densidade dptica em todos os comprimentos de onda, além de maior producdo
de biomassa na forma de solidos suspensos totais, resultando em um aumento de mais de
200% para o Experimento 04 (LED-média), em relacdo a melhor situacao da Etapa 1 (5%
CO,), e mais de 350% para o Experimento 5 (LED-alta), em relacéo a taxa calculada para
de 5% de CO..

Embora as porcentagens de remocdo de nitrogénio e fosforo, ao final dos
experimentos, tenham atingido valores muito proximos, as taxas de remoc¢do sofreram
impacto do aumento da intensidade luminosa, atingindo o valor de 11,10 mg.L™".d™ de
remogdo de Nyw para o Experimento 04 (LED-média) e 17,48 mg.Lt.d? para o
Experimento 05 (LED-alta). A taxa de remocdo de Pty para o Experimento 04 (LED-
média) foi de 1,50 mg.L™.d" e, para o Experimento 05 (LED-alta), foi de 2,41 mg.L ™ .d™.
Ja para o caso da remocdo de DQO em solugdo, houve uma reducdo para o Experimento 5
(LED-alta), reafirmando a influéncia da intensidade luminosa na dindmica populacional e a
importancia do entendimento desses impactos no crescimento, nas taxas de remocdo e na
producdo de biomassa das culturas mistas. Neste estudo, ndo foi observada uma clara
ligagdo do aumento da intensidade luminosa com a remog&o dos metais analisados.

Como avaliado por Mohsenpour et al. (2021), dado que o excesso de luz ndo é
utilizado pelas algas — efeito conhecido como fotoinibicdo —, manter a intensidade
luminosa no ponto de saturagdo da cultura mista de microalgas e bactérias tem vantagens
econdmicas e operacionais, pois evita o desperdicio de eletricidade. Além disso, Li et al.
(2019) defendem que a intensidade luminosa pode ter um efeito negativo na absorgéo de
fosforo pelas microalgas, diminuindo a produtividade de biomassa caso ocorra um
aumento da razéo C:P.

Os principais pardmetros obtidos na Etapa 2, comparados com a melhor condi¢éo

da Etapa 1 (5% CO,), estdo apresentados na Tabela 28.
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Tabela 28 — Principais pardmetros obtidos para os experimentos da Etapa 2 e para melhor condi¢éo da Etapa

1.
ETAPA 1 ETAPA 2
. Experimento 2 Experimento 4 Experimento 5
Parametro o
(5% COy) (LED-média) (LED-alta)
pH (dia 7) 6,28+0,04 6,30+0,05 6,39+0,25
Densidade optica -
680 nm (dia 7) 1,65+0,02 2,29+0,01 2,46+0,01
Densidade optica -
750 nm (dia 7) 1,09+0,01 1,79+0,04 2,0240,04
Taxa de producéo de
SST (g.LodY) " 0,07 0,22 0,30
Taxa de crescimento 0,59+0,06 1,38+0,08 1,32+0,05
global (d™)
Taxa de remogéo de
15 ey * 7,42 11,10 17,18
Neowa (Mg.L™.d™)
Taxa de remocdo de
R 0,92 1,50 2,41
IDtotall (mgL l'd 1)
N:P” 311 12:1 12:1

Legenda: ~considerando o final do experimento quando a remog&o de Py atingiu 95%.

Para a avaliacdo do impacto da temperatura, o proximo experimento foi realizado
com insercdo de ar enriquecido com 5% de CO, e 2 fitas de LEDs, pois, embora 0s
resultados com maior intensidade luminosa tenham ocorrido em um intervalo de tempo
menor, a maior taxa de crescimento global foi alcancada no experimento 4 (LED-média).
Além disso, ndo houve diferenca estatistica na producdo de biomassa e na remocao de
nitrogénio e fdsforo entre os Experimentos 4 (LED-média) e 5 (LED-alta), a variacao
ocorreu nas taxas de remocgédo de nutrientes, o que reforga que o aumento da intensidade

luminosa aumenta as taxas, porém até o limite da fotoinibicao.

5.3 Etapa 3: Avaliacao da Variacao de Temperatura

Esta etapa experimental foi realizada em triplicata biologica nas mesmas condicdes

ja mencionadas nos itens 5.1 e 5.2, ou seja, com ar comprimido enriquecido com 5% de
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CO, e intensidade luminosa média de 211+3 umol.m?2.s™, através de 5 lampadas e duas
fitas de LED. A temperatura média foi de 385 °C e a remocdo de fdsforo total atingiu
95,7% no segundo dia. No sétimo dia, a cultura estava amarelada, devido a baixa
disponibilidade de nutrientes, causando stress celular e morte da cultura, logo esses valores
foram desconsiderados.

Na Tabela 29, estdo apresentas as caracteristicas do experimento realizado na Etapa

3 e as melhores condi¢fes obtidas nas Etapas 1 e 2.

Tabela 29 — Caracterizacdo dos experimentos realizados na Etapa 3.

Etapa 1l Etapa 2 Etapa 3
Parametros Experimento 2 Experime,nt_o 4 Experimento 6
(5% CO,) (LED-média) (TEMP)
Enriquecimento com CO; 5% 5% 5%
Intensidade luminosa (umol.m?.s™) 154+2 21143 21143
Temperatura (°C) 26+3 2515 385
pH 7,08+0,05 7,75%0,03 6,97+0,02
Alcalinidade (mgCaCOs.L™?) 100,8+3,0 117,3+1,6 153,0£2,6
Piow (Mg.L™ 3,81+0,18 4,62+0,12 6,32+0,19
Nt (Mg.L™) 33,80+1,13 34,73+0,91 43,63+0,98
DQO (mg.L™) 222,00+106,07  175,89+18,95  24589+5,09
SST (g.LY 0,08+0,01 0,10+0,02 0,11+0,02

O objetivo desta etapa foi avaliar o impacto do aumento da temperatura na remocao
de nutrientes e de metais em solucdo, além da producdo de biomassa da comunidade mista
nativa de microalgas e bactérias.

Como o aumento da temperatura, ha uma tendéncia de aumentar as taxas de
crescimento e remogdo, e este experimento foi analisado como perfil diario de crescimento
e remocao de nutrientes.

Os resultados obtidos na Etapa 3 relativos a pH, alcalinidade, densidade Optica,
solidos em suspensdo, clorofila a, densidade celular, remocao de nutrientes (nitrogénio e
fosforo) e remogéo de metais séo discutidos nos itens de 5.3.1 até 5.3.5 e comparados com

as melhores condigdes obtidas na Etapa 1 (5% CO,) e na Etapa 2 (LED-média).
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5.3.1 pH e Alcalinidade

Os dados de monitoramento dos valores de pH para a Etapa 3 estdo apresentados na
Figura 23, juntamente com a melhor situacdo da Etapa 1 (5% CO,) e da Etapa 2 (LED-
média). O valor de pH e a dissociacdo do CO, em bicarbonato (HCO3) e carbonato (COz%)
sdo influenciados pela temperatura (MOHSENPOUR et al., 2021). Observando os valores
de pH obtidos no Experimento 6 (TEMP), percebemos um pequeno aumento em relacao
aos valores obtidos no Experimento 4 (LED-média), ambos com a mesma intensidade

luminosa e com ar comprimido enriquecido com 5% de CO,.

Figura 23 — Variagdo dos valores de pH em funcéo do tempo para a Etapa 3 em relacdo as melhores

condicOes das Etapas 1 e 2.
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O valor do pH tem impacto nos microrganismos, causando mudancas fisioldgicas.
Portanto, é importante manter o valor do pH entre 7,0 e 9,0, ideal para a maioria das
especies de microalgas, e esse controle pode ser feito variando a concentracdo de CO, no
ar comprimido adicionado a cultura, de modo que 0 aumento da concentragdo de gas
carbdnico tende a reduzir os valores de pH. Por outro lado, o crescimento microalgal e a
atividade fotossintética podem levar ao aumento do valor do pH, sendo, entdo, um
pardmetro importante de monitoramento e acompanhamento para o bom cultivo de culturas
mistas (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).
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Os valores de pH apresentados na Figura 23 estdo entre 6,0 e 7,0 apds o primeiro
dia do experimento, evidenciando que a condigdo que causou maior impacto na variagao
dos valores de pH foi o enriquecimento do ar comprimido com CO,, conforme discutido
no item 5.1.1. As alteracbes de intensidade luminosa e temperatura apresentaram uma
menor influéncia nos valores de pH em comparagéo ao acréscimo de CO..

Os valores de alcalinidade inicial e final para o experimento da Etapa 3 e melhores

condicdes das Etapa 1 e 2 estdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 — Valores de alcalinidade iniciais e finais para o experimento da Etapa 3 e as melhores condi¢Ges
das Etapas 1 e 2.

Alcalinidade (mg CaCOs.L ™)

Experimento Inicial Final

Etapa 1:

2

100,8+3,0 57,8+4,5
(5% CO»)

Etapa 2:

4

) 117,3+1,6 50,5+1,2
(LED-média)

Etapa 3:

6

153,0+ 2,6 76,0+ 2,5
(TEMP)

Todos os experimentos apresentados na Tabela 30 foram realizados com
suplementacdo de 5% de CO,, melhor condi¢do determinada na Etapa 1. Observamos,
portanto, 0 mesmo comportamento discutido no item 5.2.1, em que 0 consumo de
alcalinidade é semelhante entre os trés experimentos, 0 que indica que a variacdo da
temperatura também ndo produziu altera¢fes significativas no consumo de alcalinidade,
como a variacdo da intensidade luminosa (Etapa 2) também ndo produziu, pois a
alcalinidade est4 associada ao consumo de carbono inorgéanico pelas microalgas (SLOMPO
et al., 2020), conforme discutido nos itens 5.1.1 e 5.2.1.
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5.3.2 Densidade optica e Solidos em Suspensao Totais (producao de

biomassa)

O aumento da temperatura impactou na variacdo da densidade déptica em 530 nm,

680 nm e 750 nm, conforme valores apresentados na Figura 24.

Figura 24 — Variacédo dos valores médios da densidade éptica em comprimentos de onda de 530 nm, 680 nm

e 750 nm em funcdo do tempo para o experimento da Etapa 3 e as melhores condi¢des das Etapas 1 e 2.
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O aumento da temperatura conduziu ao aumento da atividade metabdlica e,
consequentemente, ao aumento da producdo de biomassa, aumentando também os valores
de densidade Optica em todos os comprimentos de onda até o terceiro dia. O aumento da
densidade oOptica em 750 nm ocorreu apenas até o segundo dia, seguindo o0 mesmo
comportamento do Experimento 4 (LED-média) apds o terceiro dia. No comprimento de
onda de 680 nm, os valores de densidade optica obtidos no Experimento 6 (TEMP) foram
superiores aos obtidos nas melhores condicGes das Etapas 1 e 2, porém os valores finais
obtidos para os comprimentos de onda de 530 nm e 750 nm na Etapa 3 foram muito
proximos aos da Etapa 2, mostrando que o aumento da temperatura ndo causou impactos

evidentes nesses comprimentos de onda.
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Os valores médios de sélidos em suspensdo totais, apresentados na Figura 25,
demonstra que o aumento da temperatura resultou em producéo de biomassa 6% maior em
relacdo ao Experimento 04 (LED-média), conforme previsto na literatura (DELGADILLO-
MIRQUEZ et al., 2016).

Figura 25 — Valores médios de solidos em suspensdo totais (SST) no inicio e no final para o experimento da

Etapa 3 e as melhores condic6es das Etapas 1 e 2.
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E importante destacar que, no Experimento 6 (TEMP), o tempo de duracéo da
batelada foi de quatro dias, pois, no sétimo dia, a cultura estava amarelada devido a baixa
disponibilidade de nutrientes, causando stress celular e morte da cultura.

Os valores da taxa de produtividade, calculados conforme Equacdo 1, foram de
0,07 g.L".d" para o Experimento 02 (5% CO,), 0,22 g.L™.d™ para o Experimento 04
(LED-média) e 0,29 g.L™.d* para o Experimento 06 (TEMP), com aumento da
temperatura — um aumento de 6% em relagdo a taxa obtida pelo Experimento 04 (LED-
média) —, confirmando que o aumento da temperatura fez crescer a taxa de produtividade
em relacéo a Etapa 2.

Cada espécie tem uma temperatura ideal de crescimento, que usualmente varia de
10 a 35 °C (LIU et al., 2017a). Embora o aumento da temperatura tenha promovido uma

maior atividade, que resultou em uma maior producdo de biomassa, para a cultura mista
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nativa de microalgas e bactérias usada neste estudo, os valores de s6lidos em suspenséao
totais (SST) para os Experimentos 04 (LED-média) e 06 (TEMP) nédo apresentam diferenca
significativa (p < 0,05).

A produtividade da biomassa também foi positivamente afetada pela temperatura
no estudo realizado por Delgadillo-Mirquez et al. (2016), usando uma cultura mista nativa
para tratar &guas residuais urbanas, na qual o melhor resultado foi obtido em 25°C, a maior

temperatura do experimento, apresentando um aumento de produtividade de cerca de 63%.

5.3.3 Densidade celular, clorofila a e calculo da taxa de crescimento

Os valores de densidade celular e clorofila a para o Experimento 6 (TEMP) da
Etapa 3, bem como as melhores condic¢Ges da Etapa 1 (5% CO5) e da Etapa 2 (LED-média)
estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 — Densidade celular e clorofila a em funcédo do tempo para A) 5% CO, — Etapa 1; B) LED-média — Etapa 2 e C) TEMP — Etapa 3.
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Segundo Mohsenpour et al. (2021), a concentracdo de clorofila nas células das
microalgas € utilizada para equilibrar a relacdo intensidade luminosa e temperatura.
Portanto, a0 aumentar a temperatura na Etapa 3 para a mesma intensidade luminosa
utilizada na Etapa 2, as células das microalgas tenderam a apresentar uma concentracao
maior de clorofila, como foi discutido no item 5.2.3 e é possivel observar na Figura 26, na
qual vé-se que o maior valor de clorofila a obtido no Experimento 4 (LED-média) foi de
4,5 mg.L™ e no Experimento 06 (TEMP) foi de 6,1 mg.L™.

As taxas de crescimento calculadas, conforme Equacdo 2, para as melhores
condicBes das etapas 1 (5% CO;) e 2 (LED-média), além dos valores referentes ao

Experimento 6 (TEMP), estdo demonstradas na Tabela 31.

Tabela 31 — Taxas de crescimento p (d™*) por dia para o experimento da Etapa 3 e para as melhores situacdes

das Etapas 1 e 2.

b (d?)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Tempo (dias) 2 ) - °
5% CO, LED-média TEMP
1 0,12+0,03 0,41+0,19 0,92+0,05
2 - - 2,07+0,26
3 0,66+0,12 1,87+0,04 0,21+0,25
4 0,94+0,02 0,18+0,17 0,11+0,18
7 0,36+0,09 -0,02+0,02 -

A maior taxa de crescimento foi obtida no dia 2 para o Experimento 6 (TEMP) e a
remocao atingiu valores superiores a 95%. A partir do dia 3, ha uma significativa reducdo
na taxa de crescimento dada a baixa disponibilidade de nutrientes, pois os valores de Nioal
e Pioar NO dia 3 foram de 2,03+0,12 mg.L™ e 0,18+0,02 mg.L™, respectivamente.

O estudo realizado por Fallahi et al. (2020) se deu com temperatura de 32°C e as
taxas de crescimento estdo apresentadas na Tabela 32, bem como a taxa de crescimento
global calculada para o Experimento 6 (TEMP) e as melhores condic¢des das etapas 1 (5%
CO,) e 2 (LED-media), considerando o final do experimento quando a remocdao de fosforo

total atingiu um valor superior a 95%.
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Tabela 32 — Taxas de crescimento globais calculadas para as melhores situac6es das Etapas 1 e 3 e para o

experimento da Etapa 3.

Experimento i (dia™ Referéncia
C. vulgaris 0,15+ 0,02 (FALLAHI et al., 2020)
S. obliquus 0,15+ 0,03 (FALLAHI et al., 2020)
Nannochloropsis sp. 0,20 +£0,04 (FALLAHI et al., 2020)
Cultura mista 0,19 £ 0,05 (FALLAHI et al., 2020)
2
0,59 + 0,06 Este trabalho
(5% COy)
4
o 1,38 +£0,08 Este trabalho
(LED-média)
6
1,50+0,10 Este trabalho
(TEMP)

Os valores de taxa de crescimento diaria obtidos no presente estudo foram
superiores aos obtidos por Fallahi et al. (2020), pois estes autores ndo utilizaram CO,,
intensidade luminosa de 104 pmol.m?s™ e temperatura de 32°C, enquanto nosso estudo
foi realizado com enriquecimento de 5% de CO, no ar comprimido — conforme discutido
no item 5.1 referente a Etapa 1 —, bem como pela intensidade luminosa de 211+3 pumol.m’
25! nos Experimentos 4 (LED-média) da Etapa 2 e 6 (Temp) da Etapa 3 e temperatura de
25+5°C no Experimento 4 (LED-média) da Etapa 2 e 38+5°C no Experimento 6 (Temp).

5.3.4 Remocgao de Nutriente e DQO

Segundo Kube et al. (2018) o efeito da temperatura sobre as algas varia entre as
espécies, sendo que, para varias espécies de algas, 0 aumento na temperatura resulta em
uma maior taxa de crescimento e de remocdo de nutrientes. No entanto, como a
temperatura tem um impacto diferente na remocéo de nitrogénio do que tem na remocao do
fosforo, este € um pardmetro importante a ser considerando quando tratamos de remogéo
simultanea de nutrientes.

Na Tabela 33, estdo apresentadas as concentracdes diérias de nitrogénio total (Niotar)

e de fosforo total (Piw) em mg.L™ para o experimentos da Etapa 3 e para as melhores
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condicGes das Etapas 1 e 2. O experimento da Etapa 3, que também recebeu ar enriquecido
com 5% de CO, e intensidade luminosa de 211+3 umol.m?s™, apresentou concentragdes
de nitrogénio e fosforo bastante reduzidas a partir do segundo dia de experimento, ja
atingindo o valor de remocdo de Py Superior a 95%. No sétimo dia, o reator estava
amarelado, o que pode ser um indicativo de stress e morte da cultura devido as baixas

concentragdes de nutrientes, portanto as analises deste dia ndo foram realizadas.

Tabela 33 — Concentragdes diérias de nitrogénio total e fésforo total (mg.L™) em solugo do experimento

da Etapa 3 e das melhores situacfes das Etapas 1 e 2.

Tempo (d) 0 1 2 3 4 7

Etapa 1

506 Niotal 33,80+1,13 28,70+2,69 - 11,69+4,26 4,13+1,48  0,77+0,55

€O, Protar 3,81+0,18  2,99+0,35 - 0,85+0,38  0,13+0,02  0,07+0,02
Etapa 2

LED- Niotal 34,73+0,91 30,87+4,85 - 1,43+0,05 1,31+0,09 1,49+0,11

média Protar 4,62+0,12  2,73+0,13 - 0,12+0,01  0,09+0,01  0,05+0,01
Etapa 3

Niotal 47,63+0,98 30,33+3,65 2,03+0,12 1,82+0,17 1,8840,32 -

Piotal 6,32+0,19  3,14+0,16  0,18+0,02 0,16+0,02  0,12+0,01 -

Os valores diarios de remocéo do nitrogénio total, em mg.L™, e as porcentagens de
remocao acumuladas para o experimento da Etapa 3, bem como as melhores situacfes das
Etapas 1 e 2, estdo ilustrados assim: Figura 27 A) para o Experimento 2 utilizando apenas
ar comprimido enriquecido com 5% de CO, (melhor situacdo da Etapa 1), Figura 27 B)
para 0 Experimento 04 (melhor situacdo da Etapa 2) utilizando 211+3 pmol.m?.s™* (LED-
média) e Figura 27 C) para o Experimento 06 com 38°C (TEMP).



Figura 27 — Valores de remogao do nitrogénio total em fungdo do tempo para A) com 5% de CO, — Etapa 1; B) LED-média — Etapa 2 e C) TEMP —Etapa 3.
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As taxas de remogao de Ny calculadas conforme Equagéo 3 foram 7,42 mg.L™.d*
para 0 Experimento 2 (5% CO,), melhor situacio da Etapa 1; 11,10 mg.L™.d™ para o
Experimento 4 (LED-média), melhor situacdo da Etapa 2 e 22,80 mg.L .d* para o
Experimento 6 (TEMP) da Etapa 3.

Segundo Von Sperling (2007), a temperatura influencia a volatilizacdo da amonia,
pois quanto maior a temperatura, maior a concentracdo de NHs, 0 que explicaria parte
desse significativo aumento na taxa de remocdo de N, para o Experimento 6, além das
maiores taxas de crescimento e producdo de biomassa, conforme discutido nos itens 5.3.2 e
5.3.3.

Delgadillo-Mirquez et al. (2016) estudaram a influéncia da temperatura e do
fotoperiodo na geracdo da biomassa e na remoc¢édo de nitrogénio e fésforo dissolvidos de
efluentes municipais por uma cultura mista nativa de microalgas e bactérias. Segundo 0s
autores, a taxa de remocgdo de NH;" foi maior em temperaturas mais altas e fotoperiodos
mais longos, resultado do maior crescimento microalgal e também de fatores abidticos,
como a volatilizacdo da amonia e a atividade das bactérias nitrificantes. As taxas obtidas

neste estudo e as obtidas pelos autores estdo apresentadas na Tabela 34.

Tabela 34 — Comparagdo entre as taxas de remogao de nitrogénio para o experimento da Etapa 3 e as

melhores condicdes das Etapas 1 e 2.

Intensidade Taxa de
Experimento Tem?oeé;;ltura luminosa remocdo de N Referéncia
(umol.m?s?  (mg.L™d?)
2.88 (DELGADILLO-
B15-12 15 200-250 . MIRQUEZ et al.,
NH, 2016)
7.68 (DELGADILLO-
B25-12 25 200-250 . MIRQUEZ et al.,
NH, 2016)
2 7,42
26+3 154 + 2 Este trabalho
(5% COZ) Ntotal
4 11,10
o 25%5 211+3 Este trabalho
(LED-média) Niotal
6 22,80

38+5 211+3 Este trabalho
(TEMP) Ntotal
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Segundo Delgadillo-Mirquez et al. (2016), entre 25 e 33% do nitrogénio total ndo
foi contabilizado ao final dos experimentos a 15 °C (B15-12) e a 25 °C (B25-12) com 12h
de fotoperiodo, respectivamente, sendo improvavel que tenha ocorrido desnitrificacdo, pois
as bateladas foram realizados em garrafas abertas e agitadas, condi¢bes similares as
realizadas neste estudo. Portanto, a associagdo feita pelos autores para o fendmeno de
perda de nitrogénio € a volatilizacdo da aménia, que depende do equilibrio gés-liquido na
solucdo, cujos coeficientes de Henry aumentam com a temperatura, favorecendo maior
volatilizacdo em temperaturas mais altas (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016).

Para o caso deste estudo, além da tendéncia de aumento da volatilizagdo da amonia
com a temperatura, o Experimento 6 (TEMP) também apresentou maior taxa de
crescimento, conforme discutido no item 5.3.3, além de maior produtividade de biomassa,
fatores que impactam positivamente na remocdo de nutrientes.

Os valores diérios de remogdo do fésforo total, em mg.L™, e as porcentagens de
remocao acumuladas para o experimento da Etapa 3, bem como as melhores situacfes das
Etapas 1 e 2 estdo ilustrados assim: Figura 28 A) para o Experimento 2 (5% CO,), melhor
situacdo da Etapa 1, Figura 28 B) para o Experimento 4 (LED-média), melhor situacdo da
Etapa 2 e Figura 28 C) para o Experimento 6 (TEMP).
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Figura 28 — Valores de remocgao do fésforo total em funcéo do tempo para A) com 5% de CO, — Etapa 1; B) LED-média — Etapa 2 e C) TEMP —Etapa 3.
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O tempo de duragdo da batelada com o aumento da temperatura foi de dois dias,
atingindo um valor superior a 97% de remogdo de fésforo total. As taxas de remogdo de
Pwta, Calculadas conforme Equacdo 3, foram: para o Experimento 2 (5% CO,), de 0,92
mg.L%.d%; 1,50 mg.L™ .d™ para o Experimento 4 (LED-média) e, para o Experimento 06
(TEMP), de 3,07 mg.L™".d™*, um aumento de 105% em relacéo ao Experimento 04 (LED-
média), comprovando o0 aumento na velocidade de remoc¢&o dos nutrientes.

A comparacdo entre as taxas de remocdo obtidas neste trabalho, quando o
experimento atingiu um valor igual ou superior a 95% de remoc¢do de fosforo total

dissolvido e o estudo realizado por Fallahi et al. (2020), esté apresentada na Tabela 35.

Tabela 35 — Taxas de remoc&o de fdsforo para as melhores situagtes das Etapas 1 e 2 e para 0 experimento

da Etapa 3.
Taxa de Taxa de
] Temperatura  remogao de remocao de o
Experimento C) fosforo nitrogénio Referéncia
(mg.Ltd™h) (mg.L™t.d™?)
: 17503 44003 (FALLAHI et al
C. vulgaris 32 "
(PO4-P) (NO3-N) 2020)
1,75+£0,3 4,80+0,2
. obliquus 32 (FALLAHI et al.,
(PO4-P) (NO3-N) 2020)
. 2,30£0,5 4,80+0,2 (FALLAHI et al
Nannochloropsis sp. 32 N
(PO4-P) (NO;s-N) 2020)
3,50+0,6 575%+0,5
Cultura mista 32 (FALLAHIetal.,
(PO4-P) (NO;-N) 2020)
2 0,92 7,42
26+3 Este trabalho
5% C02 (Ptotal) (Ntotal)
4 1,50 11,10
o 255 Este trabalho
(LED-medla) (Ptotal) (Ntotal)
6 3,07 22,80
385 Este trabalho
(TEMP) (Ptotal) (Ntotal)

Como ja discutido no item 5.2.4, as culturas mistas de microalgas e bactérias, além
de mais adaptadas ao tratamento de efluentes, tendem a apresentar maiores taxas de

remocao de nutrientes em relacdo as culturas puras, conforme estudo de Fallahi et al.
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(2020). O aumento da temperatura promoveu um aumento nas taxas de remocdo de
nitrogénio e fosforo no experimento 6 (TEMP) em relacdo as melhores condigdes das
Etapas 1 e 2 deste estudo, com valores proximos aos encontrados na literatura.

Fallahi et al. (2020) concluem que o uso de comunidades mistas de microalgas e
bactérias € uma forma sustentavel para aumentar a eficiéncia de remogéo de fosforo, uma
caracteristica importante da simbiose entre microalgas e bacteérias.

Na Figura 29, estdo apresentados os perfis de remoc¢éo da série de nitrogénio (NTK
e nitrato) e do fdésforo total (Piota) para Figura 29 A) o Experimento 2 (5% CO,), melhor
situacdo da Etapa 1, Figura 29 B) o Experimento 4 (LED-média), melhor situa¢do da Etapa
2 e Figura 29 C) para o Experimento 6 (TEMP).
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Figura 29 — Perfil de remocéo de nutrientes para A) com 5% de CO, — Etapa 1; B) LED-média — Etapa 2 e C) TEMP —Etapa 3.
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Na Tabela 36, estdo apresentados os valores iniciais e finais da razdo N:P massica
para a o experimento da Etapa 3 (TEMP) e as melhores condicGes da Etapa 1 (5% CO2) e
Etapa 2 (LED-média).

Tabela 36 — Relagdo N:P inicial e final para o experimento da Etapa 3 e as melhores condicdes das Etapas 1
e2.

Relag@o méssica Nigtar: Protar

Experimento Inicial Final
Etapa 1:
2
(5% CO,) 9 31
Etapa 2:
4
(LED-média) 8 12
Etapa 3:
6
(TEMP) 8 1

O fosforo também permaneceu como nutriente limitante para a Etapa 3, conforme
Tabela 36, em que estdo os valores finais de N:P>10. Todavia, com 0 aumento da
temperatura, a taxa de remocao de nitrogénio total cresceu, e a relacdo N:P alterou-se em
relacdo ao Experimento 2 (5% CO;), melhor condicao da Etapa 1.

Os valores iniciais e finais da DQO para o experimento da Etapa 3 e as melhores
condigcdes das Etapas 1 e 2 estdo demonstrados na Tabela 37. Com o aumento da
temperatura, a taxa de remocédo de DQO também aumentou, seguindo a tendéncia de maior
taxa de crescimento, conforme discutido no item 5.3.3, além de maior produtividade de
biomassa, fatores que impactam positivamente na remocdo de nutrientes, bem como na

tendéncia de aumento da volatilizagcdo da amonia.



109

Tabela 37 — Valores iniciais e finais de DQO para a Etapa 3 e as melhores condic6es das Etapas 1 e 2.

1 Taxa de remocgédo de
DQO (mg L") DQO (mg.LLd™)
Experimento Inicial Final
Etapa 1:
2
222,0+106,1 168,7£16,5 13,3
(5% CO,)
Etapa 2:
4
o 175,94£19,0 101,448,4 18,6
(LED-média)
Etapa 3:
6
2459+ 5,1 78,1+ 10,7 41,9
(TEMP)

No experimento com variagdo de temperatura executado por Delgadillo-Mirquez et
al. (2016), os autores associam a remoc¢ado de fosfato, com o acimulo na biomassa e com
adsorcdo na superficie celular, como principais mecanismos de remocdo de fosforo do
meio. Além disso, constatam uma desaceleracdo no crescimento da cultura com a
diminuicdo da concentracdo do nutriente. Segundo os autores, a remogéo de fosfato ocorre
principalmente pelos mecanismos de adsorcdo na superficie das células, de assimilacdo
pela biomassa e por precipitacdo quimica.

Considerando o aumento da temperatura do Experimento 6 (TEMP) em relacdo a
melhor condicdo da Etapa 2, no Experimento 4 (LED-média), ha uma maior concentragdo
de clorofila a, conforme discutido no item 5.3.3. Na Figura 30, estdo apresentados 0s

valores de pH e de fésforo total em solucéo, juntamente com os valores de clorofila a.
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Ao analisarmos a Figura 30, é possivel perceber que o aumento da temperatura
favoreceu a remocéo de fosforo, principalmente na reducdo da concentracdo entre os dias 1
e 3, bem como o aumento da concentracdo de clorofila a, conforme previsto por
Delgadillo-Mirquez et al. (2016). Em ambos 0s casos, € importante destacar a relacdo
baixa disponibilidade de fésforo e diminuicdo das taxas de crescimento, conforme
discutido nos itens 5.2.3 e 5.3.3.

5.3.5 Remocao de Metais Pesados

Os valores iniciais e finais dos metais em solugcdo para os dois experimentos da

Etapa 2 e para a melhor condicdo da Etapa 1 estdo apresentados na Tabela 38.

Tabela 38 — Valores iniciais e finais de metais em soluco para os experimentos da Etapa 1.

Metais Al Cu Fe
(mg.L™ (VMP 0,img.L™")  (VMP 0,009mg.L™) (VMP 0,3mg.L™)

Etapa 1:
t 0,150+0,067 0,002+0,000 0,068+0,002
5%
Co. ¢ 0.081%0,010 0,002+0,001 ND
Etapa 2:
LEp. B 0,309+0,008 0,008+0,003 0,077+0,000
média 0,291+0,027 0,007+0,002 ND
Etapa 3:
t 0,225+0,071 0,005+0,001 0,130+0,168
TEMP
t; 0,145+0,066 0,005+0,006 ND

Abreviaturas: VMP — Valor M&ximo Permitido (CONAMA, 2005); ND — n&o detectado;

to — tempo inicial; t; — tempo final.

As porcentagens de remocdo dos metais em solugdo obtidos na Etapa 3 estdo
apresentados na Figura 31, bem como as melhores condicdes das Etapas 1 e 2.
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Figura 31 — Valores de porcentagem de remocao de Al, Cu e Fe para o experimento da Etapa 3 e as melhores

condigBes das Etapas 1 e 2.
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A remocédo em massa de ferro no Experimento 6 (TEMP) aumentou em relacdo aos
Experimentos 2 (5% de CO2) e 4 (LED-media), pois a concentragdo inicial também foi
maior (0,130 mg.L™), conforme Tabela 38. N&o obstante é importante destacar que 0s
valores iniciais obtidos nesses experimentos ja eram inferiores ao limite maximo permitido
(CONAMA, 2005). A concentracao final de aluminio para os Experimentos 4 (LED-
média) e 6 (TEMP) permaneceram acima do valor maximo permitido, portanto o uso dessa
comunidade mista nativa de microalgas e bactérias nas condi¢des do experimento ndo se

mostrou como um tratamento adequado para remoc¢édo desse metal.

5.3.6 Consideracées Etapa 3

O aumento da temperatura teve pouco impacto nos valores de pH, causando apenas
um pequeno crescimento nos valores obtidos no Experimento 6 (TEMP) em relagdo aos
valores obtidos no Experimento 4 (LED-média), ambos com a mesma intensidade
luminosa e com ar comprimido enriquecido com 5% de CO, conforme discutido no item
53.1.

A variacdo da densidade Optica foi maior, nos trés comprimentos de onda
analisados (530 nm, 680 nm e 750 nm), com 0 aumento da temperatura. Ja para o caso da
producdo de biomassa na forma de solidos em suspensdo totais (SST), é importante

relembrar que a duracdo do Experimento 6 (TEMP) foi de quatro dias, uma vez que, no
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sétimo dia, a cultura estava amarelada devido a baixa disponibilidade de nutrientes.
Portanto, para uma comparagdo equivalente de SST, consideramos o quarto dia, sendo que
o Experimento 04 (LED-média) obteve 1,19+0,09 g.L™.d* para o quarto dia, e o
Experimento 06 (TEMP) obteve 1,27+0,08 g.L™".d™, tornando evidente que a elevacdo da
temperatura aumentou a producdo de biomassa.

A variacdo de temperatura tem consideravel impacto na remocao de nutrientes de
culturas mistas. Os resultados relatados na literatura apontam que as algas podem
promover alteracfes nas taxas de remocdo de nutrientes pelas bactérias (nitrificacdo,
desnitrificacdo e acumulo de polifosfato), e as bactérias podem interferir nas taxas de
crescimento das microalgas, alterando, portanto, a sua assimilacdo de nutrientes
(FALLAHI et al., 2021).

Para a Etapa 3, as altas taxas de remocdo de nitrogénio estdo associadas
principalmente a assimilacdo, nitrificacdo e desnitrificacdo por se tratar de uma cultura
mista. J& o processo de volatilizacdo da aménia tem baixo impacto dado o pH médio
inferior a 8,0 em todas as etapas (LIU et al., 2017a). O efeito tamponador da adigdo de
CO, reduz a volatilizacdo da amonia, a precipitacao do fésforo e promove um aumento da
producdo de algas, gerando mais biomassa e também podendo melhorar a remocdo de
nutrientes (PARK; CRAGGS; SHILTON, 2011).

Os bons resultados na reducdo do fdsforo total no efluente sdo importantes para
diminuir a eutrofizacdo em corpos hidricos, dado que o fésforo € o nutriente limitante para
a taxa de crescimento na maioria dos fitoplanctons (MOHSENPOUR et al., 2021).

O aumento da temperatura também induziu a um aumento na concentracdo de
clorofila a nas células das microalgas para uma mesma intensidade luminosa (comparacgao
entre as Etapas 2 e 3), de modo que o maior valor de clorofila a obtido no Experimento 4
(LED-média) foi de 4,5 mg.L™* e no Experimento 06 (TEMP) foi de 6,1 mg.L™. Contudo o
efeito da temperatura na fotoinibi¢do ainda ndo foi amplamente modelado, podendo ser
superestimado em alguns casos (DARVEHEI; BAHRI; MOHEIMANI, 2018).

O cultivo de microalgas em baixas temperaturas deve ser realizado também com
intensidades luminosas menores para minimizar a fotoinibicdo e também reduzir o
consumo de energia, tornando a operagdo mais sustentavel, além de outras vantagens de
temperaturas mais baixas, como maior solubilidade do oxigénio e menores taxas de
crescimento dos microrganismos concorrentes (MOHSENPOUR et al., 2021).

Os principais parametros obtidos na Etapa 3, comparados com as melhores

condicBes das Etapas 1 (5% CO,) e 2 (LED-média), estdo apresentados na Tabela 39.
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Tabela 39 — Principais pardmetros obtidos para os experimentos da Etapa 3 e melhores condic6es das Etapas

le2.
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
. Experimento 2 Experimento 4 Experimento 6
Parametro o
(5% CO,) (LED-média) (TEMP)
pH (final) 6,28+0,04 6,30+0,05 6,45+0,06
Densidade optica -
680 nm (final) 1,65+0,02 2,29+0,01 2,56+0,05
Densidade optica -
750 nm (final) 1,09+0,01 1,79+0,04 1,60+0,02
Taxa de producéo de
SST (g.LodY) " 0,07 0,22 0,29
Taxa de crescimento 0,59+0,06 1,38+0,08 1,5020,10
global (d™)
Taxa de remogéo de
15 ey * 7,42 11,10 22,80
Neowa (Mg.L™.d™)
Taxa de remocdo de
1Ty * 0,92 1,50 3,07
IDtotall (mgL l'd 1)
N:P” 311 12:1 11:1

Legenda: ~considerando o final do experimento quando a remog&o de Py atingiu 95%.

5.4 Balanco de massa

O balan¢o de massa é uma descri¢do quantitativa baseada na Lei de Conservacao de
Massa e define que, no estado de equilibrio para um volume escolhido, a quantidade de um
material acumulado deve ser igual a quantidade deste material que entra, menos a
quantidade que sai, mais a quantidade gerada, menos a quantidade que é consumida (VON
SPERLING, 2007).

O balanco de massa foi realizado para o fosforo por este elemento ser considerado
conservativo, ou seja, o fosforo total do inicio das bateladas, é teoricamente contavel
dentro das parti¢des do sistema (BREEN, 1990).

O mesmo néo foi realizado para o nitrogénio, pois a amoénia pode estar presente
tanto na forma ionizada (NH4") como ndo ionizada (NHs), sendo sua concentragdo
influenciada pelo pH e pela temperatura (ZIMMO; VAN DER STEEN; GIJZEN, 2004). O
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NH3; é um composto volatil, e 0 aumento do pH — resultado da atividade fotossintética —
potencializa esta volatilizacdo da aménia (ZIMMO; VAN DER STEEN; GIJZEN, 2004),
conforme discutido nos itens 5.2.4 e 5.3.4,

No estudo realizado por Lee et al. (2015), os autores afirmam que a remogéo de
fésforo total pode refletir indiretamente a quantidade de fosforo assimilado na biomassa.
Atraveés da elaboracdo do balanco de massa do fosforo total e da anélise detalhada do que
ocorre em cada uma das 3 etapas deste estudo, foi possivel estimar a quantidade de fésforo
presente na biomassa, com base no perfil de remocdo pela comunidade mista de microalgas

e bactérias, e a Figura 32 apresenta esquematicamente esse processo.

Figura 32 — llustracdo esquematica do balango de massa para o fosforo total em solugéo.

Saida:
massa total de fésforo
que ndo foi removida
do efluente

Entrada:
massa total
de fosforo

-
2

Al oYore)

L4 o :
AR22.50, ok Produzido:

: 1@ 97, crescimento da

. Sf biomassa removendo
fosforo do efluente

5.4.1 Balanco de massa Etapa 1

Os balangos de massa para 0s trés experimentos da Etapa 1 sdo apresentados a

sequir.
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Figura 33 — Balangos de massa dos experimentos da Etapa 1.

P'.U1E|: 3.52 mg.”_
S5T: 0,06 g/L

PIU'TEJ: D,DS‘ mgﬂ_
S5T:021glL

‘ Remaocdo Global:

3,44 MyP gl

Sem CO-

P 3,81 mgiL
SST: 0,08 glL

Piotar: 0,07 mg/L
55T: 0,54 g/L

‘ Remocéo Global:

3,74 mngtap"L

5% de CO;

Pl 2,95 mg/L
SST. 0,07 g/L

Pt 0,03 mg/L
SST: 0,11 g/L

‘ Remaocéo Global:
2, 89 mgP‘mme

Na Figura 33, as correntes de entrada, estdo os valores de fésforo total em solugédo

10% de CO;

presente no efluente usado no inicio de cada batelada e os valores dos sélidos totais em
suspensdo que sao os oriundos do préprio efluente, além do indculo da comunidade mista
nativa de microalgas e bactérias. Nas correntes de saida, estdo os valores de fosforo total
em solucdo remanescentes no efluente tratado e o valor de sélidos em suspenséo total apos
a realizacdo da batelada de cada um dos experimentos da Etapa 1.

A taxa de remocao do fésforo pode ser associada ao crescimento da comunidade
mista nativa. Portanto, é possivel correlacionar o0 aumento da biomassa representada pelo
valor de solidos totais em suspensdo com o valor do fosforo total removido para os trés

experimentos, conforme valores apresentados na Tabela 40.
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Tabela 40 — Correlagéo entre a producéo de biomassa e a remocao de fosforo.

Relacéo Biomassa produzida por Piga

Experimento removido (mg SST/mg P)

1
44,07
(Sem COy)
2
121,84
(5% de COy)
3
12,18
(10% de CO,)

O Experimento 2 (5% de CO2), como ja discutido no item 5.1, apresentou a maior
producdo de biomassa e atingiu a remocédo de fosforo de 95% em um intervalo de tempo

menor e, consequentemente, maior relacdo de biomassa por fésforo removido.

5.4.2 Balanco de massa Etapa 2

A Figura 34 apresenta as correntes de entrada e saida, com balango de massa para o

foésforo, referente aos dois experimentos da Etapa 2.

Figura 34 — Balangos de massa dos experimentos da Etapa 2.

Pt 4,62 mg/L e Piotar: 0,05 mgiL
SST. 0,10 gIL—>| | LED-media SST: 1,19 gL

‘ Remagao Global:

4, 56 'I’I"IgP[mau"L

P:Quﬂ: 4,96 mg.”._ - Pmtm: 0,0? mg.“_
SST.010gL ™ LED-alta | | ™ SST: 1,36 glL

‘ Remogao Glabal:

4,89 mngtap"L
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Na Tabela 41, estdo os valores das correlacGes entre 0 aumento da biomassa e o

fosforo total removido para os 2 experimentos da Etapa 2 e a melhor situacao da Etapa 1.

Tabela 41 — Correlagéo entre a producéo de biomassa e a remogdao de fosforo.

Relacéo Biomassa produzida por Piga

Experimento removido (mg SST/mg P)

2
121,84
(5% de COy)
4
. 239,17
(LED-média)
5
257,39
(LED-alta)

O aumento da producdo de biomassa associado ao aumento da intensidade
luminosa, até um determinado limite (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016; LEE; LEI,
2019a; LI et al., 2012; SILVA et al., 2019), também se reflete nos maiores valores da
relacdo com a remocdo de fosforo. Além desse aumento, 0s experimentos com maior

intensidade luminosa atingiram a remocao de 95% em um menor tempo.

5.4.3 Balanco de massa Etapa 3

Na Etapa 3, o impacto do aumento da temperatura foi avaliado, e a Figura 35

apresenta as correntes de entrada e saida e balanco de massa para o fésforo total.

Figura 35 — Balanco de massa do experimento da Etapa 3.

P 6,32 mgil Potar: 0,12 mgilL
SST. 011gl ™™ TEMP SST. 1,27 gL

‘ Remaocio Global:

6,20 mgPlU[a|fL




119

Na Tabela 42, estdo os valores das correlacGes entre 0 aumento da biomassa e 0
fosforo total, removido para o experimento da Etapa 03, e as melhores situacdes das Etapas
le2.

Tabela 42 — Correlagéo entre a producéo de biomassa e a remocao de fosforo.

Relacéo Biomassa produzida por Py

Experimento removido (mg SST/mg P)

2
121,84
(5% de CO,)
4
239,17
(LED-média)
6
187,02
(TEMP)

O aumento da temperatura ndo impactou positivamente a relacdo de producdo de
biomassa em relacdo a remocdo de fésforo total, como a intensidade luminosa, sendo o
melhor resultado obtido no Experimento 04 (LED-média), o que confirmou o previsto pela
literatura: 0 aumento da intensidade luminosa levou as melhores taxas de remocéo de
nutrientes (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).
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6 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

6.1 Principal

Com base nos resultados obtidos nas trés etapas, € possivel concluir que a cultura
mista nativa de microalgas e bactérias apresenta excelentes resultados de remoc¢do de
nutrientes em efluente anaerdbio, podendo ser uma alternativa para pos-tratamento. Ja os
resultados de remocao de metais ndo atenderam a legislacdo vigente (CONAMA, 2005)
para aguas doces classe 1, com destaque negativo para o desempenho na remocdo de
aluminio. Portanto, a comunidade usada na presente pesquisa ndo se mostrou uma

alternativa viavel nas condi¢es em que o experimento foi realizado.

6.2 Especificas

Dentre os parametros variados, o acréscimo de CO, apresenta um impacto
fundamental no desenvolvimento das microalgas, com destaque para o aumento da
producdo de biomassa, porém pode representar um custo adicional no caso de uma
operagdo em escala real. Ja a intensidade luminosa demonstrou um impacto positivo tanto
na remocdo de nutrientes como na producdo de biomassa, condicdo bastante favoravel para
aplicacBes no Brasil, dadas as caracteristicas de luminosidade e fotoperiodo. De forma
analoga a intensidade luminosa, 0 aumento da temperatura também se mostrou favoravel
para a cultura mista nativa usada no estudo.

Assim, podemos inferir que a cultura mista nativa de microalgas e bactérias do
efluente anaerodbio, apresenta bons resultados de remogéo de nutrientes, boa toleréncia as
variacoes de temperatura e intensidade luminosa.

Ja para o caso de remocédo de metais, nas condi¢Ges do experimento, a cultura ndo

se mostrou eficiente na remocéo de aluminio, de modo que o aumento da intensidade
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luminosa e o aumento da temperatura ndo contribuiram de forma eficiente para que a
concentracdo obtida no efluente final atendesse a Resolucdo CONAMA (2005) para aguas
doces de classe 1. A cultura mista nativa de microalgas e bactérias apresentou capacidade
de remocdo de ferro. Entretanto o Experimento 5 (LED-alta) merece especial destaque,
pois nele a concentracéo inicial foi de 0,865+0,005 mg.L™ e o valor final de 0,261+0,008
mg.L?, muito préximo do valor méximo permitido de 0,3 mg.L™, demostrando que
concentragdes de ferro iniciais acima de 0,8 mg.L™, nas condicdes do experimento, podem

conduzir ao ndo atendimento da legislagéo vigente no efluente final.

6.3 Recomendacoes

Os resultados obtidos na concretizacdo deste trabalho permitem a sugestdo de
realizacdo de trabalhos futuros. Pesquisas buscando, por exemplo, a identificacdo das
espécies presentes na comunidade mista nativa de microalgas e bactérias, o que pode
possibilitar um melhor entendimento dos mecanismos funcionais entre as espécies
presentes na comunidade mista nativa e a correlacdo entre os aspectos bioldgicos e 0s
parametros operacionais com foco na remocao de nutrientes.

Os bons resultados em escala laboratorial indicam que ha possibilidade de sucesso
no uso dessa comunidade para experimentos em escala piloto e implementacdo em
associacdo com as operacdes unitarias da estacdo de tratamento de efluentes.

E importante a realizacdo da analise da biomassa, principalmente em relacdo a
concentracdo de aluminio, para realizacdo do balanco de massa real, confirmando as
remocdes discutidas nos itens 5.1.5 e 5.4 para o caso do fosforo.

A biomassa produzida também pode ser usada para estudos futuros como substrato
para produtos de interesse biotecnoldgicos com vistas ao uso na agricultura ou producao de
biocombustiveis, dependendo da acumulacédo de lipidios, que deve ser avaliada.
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