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RESUMO

Agregados de microalgas e bactérias (AMAB) destacam-se como uma solugao
promissora para o tratamento de esgotos e a producédo de biodiesel de alta
qualidade. Este trabalho avaliou o desempenho de uma lagoa de alta taxa (LAT)
em escala piloto (2.400 L) operada em regime de batelada sequencial (BS),
utilizando esgoto doméstico pré-tratado anaerobicamente como meio de cultivo.
Foram analisadas a remocédo de nutrientes, a dindmica dos géneros de
microalgas, a sedimentabilidade do lodo, o rendimento lipidico por diferentes
metodologias de extragao e a qualidade do biodiesel produzido. A operagdo em
BS iniciou no 20° dia, apds a formagao da biomassa. Com um tempo de detencao
hidraulica (TDH) de 4 dias e troca volumétrica de 50% a cada 2 dias, observou-
se a substituicdo do género Desmodesmus sp. por Cyclotella sp., que se tornou
predominante (80%) entre os dias 66 e 128, influenciada pelas condigdes
operacionais e pela composi¢cao do esgoto. A presenca de Cyclotella sp. resultou
em um valor pH proximo a neutralidade, o que favoreceu a proliferagcao de
zooplanctons (Daphnia sp.), impactando a eficiéncia do tratamento nos dias
finais. Ainda assim, a LAT obteve remocdes expressivas de nitrogénio amoniacal
(90.0%) e DQO total (66,6%). O rendimento lipidico foi avaliado por trés
metodologias: Soxhlet (SO), Folch, Lees e Stanley (FO) e Bligh e Dyer (BD). O
método SO apresentou o maior rendimento (12,2%), e tanto SO quanto FO
geraram perfis mais estaveis de acidos graxos (C16:0, C18:1 e C18:2), ideais
para biodiesel. O biodiesel produzido apresentou numero de cetano acima dos
limites minimos do Brasil (48) e da Unido Europeia (52), além de valor de iodo
abaixo do maximo permitido pela ANP (120 gl,/100g). Os resultados indicam que
a operacgao de uma LAT em BS é uma alternativa eficiente para a biorremediacao
de esgotos domésticos e a produgédo de biocombustiveis. O sistema produziu
biomassa sedimentavel e lipidios de alta qualidade, embora a proliferagao de
zooplanctons aponte a necessidade de estratégias de controle para garantir a

estabilidade do sistema no longo prazo.

Palavras-chave: Agregados microalga-bactéria; microalgas; Lagoas de Alta
Taxa; Lipidios; Efluentes; Nutrientes.



ABSTRACT

Microalgae-bacteria aggregates (AMAB) stand out as a promising solution for
wastewater treatment and the production of high-quality biodiesel. This study
evaluated the performance of a pilot-scale (2,400 L) high-rate algal pond (HRAP)
operated in a sequential batch (SB) regime, using anaerobically pre-treated
domestic sewage as the cultivation medium. Nutrient removal, the dynamics of
microalgae genera, sludge sedimentability, lipid yield extract from different
methodologies and the quality of the biodiesel produced were analyzed. The BS
operation began on the 20th day after the biomass was formed. With a hydraulic
detention time (HRT) of 4 days and a volume change of 50% every 2 days, the
genus Desmodesmus sp. was replaced by Cyclotella sp., which became
predominant (80%) between days 66 and 128, influenced by the operating
conditions and the composition of the medium. The presence of Cyclotella sp.
resulted in a pH value close to neutral, which favored the proliferation of
zooplankton (Daphnia sp.), impacting the efficiency of the treatment in the final
days. Even so, the HRAP achieved significant removals of ammoniacal nitrogen
(90.0%) and total COD (66.6%). The lipid yield was assessed using three
methodologies: Soxhlet (SO), Folch, Lees and Stanley (FO) and Bligh and Dyer
(BD). The SO method showed the highest yield (12.2%), and both SO and FO
generated more stable fatty acid profiles (C16:0, C18:1 and C18:2), ideal for
biodiesel. The biodiesel produced had a cetane number above the minimum limits
for Brazil (48) and the European Union (52), as well as an iodine value below the
maximum allowed by the ANP (120 gl,/100g). The results indicate that the
operation of a LAT in BS is an efficient alternative for the bioremediation of
domestic sewage and the production of biofuels. The system produced high-
quality sedimentable biomass and lipids, although the proliferation of zooplankton
points to the need for control strategies to ensure the long-term stability of the

system.

Keywords: Microalgae-Bacteria Aggregates; Microalgae; High-Rate Algal Ponds;
Lipids; Effluents; Nutrients.
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1. INTRODUGAO

As atividades humanas e o consumo intensivo de combustiveis fosseis
elevaram as concentragcdes dioxido de carbono atmosférico aos maiores niveis
registrados em 2 milhdes de anos. Caso o efeito estufa decorrente ndo seja contido
em um limite de 1,5 °C até 2050, segundo o sexto relatério do IPCC (2023), os
resultados no clima da terra seréo catastroficos. Por isso, € imprescindivel ndo apenas
reduzir as emissdes para um limite de 510 gigatoneladas de CO2, mas também
implementar com urgéncia tecnologias de captura de carbono, como a producgéo e uso
de biocombustiveis (IPCC, 2023).

A primeira geracao de biocombustiveis baseia-se nas culturas agricolas de
larga escala, como milho e cana-de-agucar. Embora eficientes, essas culturas
competem com a producao de alimentos (Bharti et al., 2021). A segunda geragao, por
sua vez, utiliza biomassa lignocelulésicas, como grama e residuos agricolas, mas
também enfrenta desafios logisticos e técnicos. Aterceira geragao tenta superar todas
essas limitagdes ao fazer uso de microalgas, organismos que ndo necessitam de agua
de qualidade nem grandes extensdes de terra férteis e apresentam alta produtividade.
Tais propriedades tornam as microalgas uma das matérias-primas mais promissoras
e estudadas para a producao sustentavel de biocombustiveis (Wang et al., 2024).

O termo “microalga” abrange um amplo grupo de procariontes e eucariontes
unicelulares ou coloniais, cosmopolitas e fotossintetizantes (Borowitzka, 2018;
Levasseur; Perré; Pozzobon, 2020). Esses organismos consomem grandes
quantidades de nutrientes, como nitrogénio e fésforo que, se presentes em excesso
no ambiente, podem causar eutrofizacdo. Entretanto, quando aplicadas de maneira
controlada, as microalgas tratam efluentes, prevenindo os efeitos deletérios do
descarte inadequado de esgotos no ambiente, um dos problemas mais desafiadores
das metropoles do século 21 (Debeni Devi et al., 2023; Dos Santos Neto et al., 2021).

A biomassa algal é rica em compostos de alto valor agregado, como
carboidratos, proteinas, enzimas, aminoacidos, lipidios, acidos graxos (Okeke et al.,
2022). Dentre as formas de cultivo de microalgas mais eficiente e versatil destacam-
se as lagoas de alta taxa (LAT), que utilizam calhas onde hélices mantém a
homogeneizacdo e movimentacdo da massa liquida interna (Lizzul; Allen, 2017).

Esses sistemas se destacam pelo baixo custo, simplicidade operacional e amplo

17



conhecimento técnico e cientifico acumulados, tornando-se a opgao mais econémica
para a producao de bioenergia (Maliha; Abu-Hijleh, 2023; Pandey et al., 2024).

Entretanto, altas repulsdes eletrostaticas dificultam a agregagédo das células
algais o que faz da etapa de colheita o processo mais oneroso, respondendo por 20 a
30% do custo de producéo (Mata; Martins; Caetano, 2010). Uma solugao eficiente € o
cultivo simbiéntico com bactérias, o que induz a produgao de uma matriz gelatinosa
de polimeros catidnicos capaz de neutralizar as cargas e formar agregados de
microalgas e bactérias (Keshinro et al., 2024). Esse consércio, apresenta maior
sedimentabilidade e possui a capacidade de tratar esgotos de diferentes tipos mais
completamente, gragas ao oxigénio fornecido a respiragao heterotréfica (Satiro, 2021).

A aplicagao de agregados AMAB em lagoas de alta taxa se mostra altamente
promissora na producado de bioenergia. Os 6leos extraidos das microalgas podem
passar por reacdes de transesterificagdo, originando ésteres de acidos graxos e
alcoois de cadeias curtas, um biodiesel facilmente aplicavel nos motores atuais
(Pandey et al., 2024; Tuccar; Aydin, 2013). Entretanto, ainda existem lacunas no
conhecimento da aplicagdo de agregados microalga-bactéria em LAT, tais como as
variagdes que ocorrem nos lipidios ao longo do tempo em sistemas piloto e reais.

Outro fator relevante é o regime hidrodindmico de operagcdo. Normalmente, as
LAT funcionam em fluxo continuo, mas estudos indicam que o regime descontinuo,
também chamado de batelada sequencial, pode oferecer ganhos na produtividade.
Nesse regime, o crescimento das algas € mantido em fase exponencial por mais
tempo, reduzindo as perdas por autossombreamento (Tan et al., 2014). Apesar de ser
apontada como economicamente viavel quando aplicada a producéo de bioenergia,
ainda sao poucos os dados encontrados na literatura sobre seu desempenho, em
especial em sistemas em escala piloto e real (Ho et al., 2014).

Em resumo, a aplicagcdo de sistemas de lagoas de alta taxa € altamente
promissora no tratamento de efluentes tratados ou brutos. Além disso, a biomassa de
agregados alga-bactéria melhora a colheita, facilitando a obtencédo de subprodutos
energéticos como os lipidios, insumos do biodiesel. A adogéo do regime de batelada
sequencial pode ampliar o alcance desses sistemas. Porém, sdo necessarios estudos
que avaliem sua viabilidade pratica, o que inclui o acompanhamento dos perfis

lipidicos e o desempenho do tratamento ao longo do tempo.
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2. OBJETIVOS

Nesta segao, sdo apresentados os objetivos gerais e especificos da presente
pesquisa.
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho de agregados microalga-bactéria cultivados a partir de

lodo ativado em uma lagoa de alta taxa (LAT) em escala piloto sob regime

hidrodinamico de batelada sequencial (BS), tendo em vista o tratamento do esgoto

usado como meio de cultura e a producéo de biodiesel a partir dos lipidios extraidos

da biomassa.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a remocéo de nutrientes do esgoto doméstico na LAT ao longo de 171

dias, permitindo verificar a resiliéncia do tratamento em BS;

Verificar as dinamicas de género ocorridas na lagoa de maneira a melhor
compreender a simbiose ocorrida no agregado alga-bactéria em sistema LAT

sob batelada sequencial;

Verificar o desempenho de diferentes metodologias de extragao de lipidios da
biomassa ao longo do periodo de monitoramento, tal que se avaliem os

melhores resultados sob o tempo de estudo;
Avaliar os acidos graxos obtidos a partir das metodologias de extracéo e o
desempenho do biodiesel produzido em termos de numero de cetano e valor

de iodo;

Verificar parametros de sedimentabilidade da biomassa e clarificacdo do esgoto

usado como meio de cultura.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

Em razdo da crescente taxa de urbanizacdo, sobretudo em paises em
desenvolvimento, a geracéo de residuos liquidos de carater doméstico e industrial &
uma das questdes mais desafiadoras do século 21. A escassez de matérias-primas,
fertilizantes e energia impulsiona pesquisas na area de saneamento ambiental a fim
de baratear a remediacio de efluentes e recuperar recursos. Apesar de tratamentos
aerobios e anaerobios desempenharem papel fundamental no tratamento do esgoto
domeéstico ao redor do mundo, o atendimento as normas de langamento ainda requer
um aprimoramento nas técnicas mais usadas.

Uma das alternativas mais promissoras sdo as microalgas - seres capazes de
remover grandes quantidades de nutrientes e acumular moléculas de alto valor
agregado e potencial energético. Porém, existe um leque de possibilidades ainda a
ser explorado, o que inclui formas de cultivo, espécies empregadas, reatores, meios
de cultura, colheita entre muitos outros. Um estudo aprofundado do tratamento do
esgoto e das especificidades das microalgas é indispensavel para a otimizagéo dessa

tecnologia de biorremediagao e prospecgao de subprodutos energeéticos.

3.1  SISTEMAS CLASSICOS DE TRATAMENTO

O efluente doméstico é produto do descarte liquido de residéncias e
estabelecimentos comerciais. Apresenta DBO em torno de 47,0 - 466,0 mgOa2.L-, pH
6,3 - 8,1, nitrogénio total 1,7- 34,3 mg.L" e fésforo total 0,11-22,8 mg.L-". Em corpos
hidricos, a matéria organica € degradada por bactérias heterotroficas, reduzindo os
niveis de oxigénio a zero. Os nutrientes agem como bioestimulantes, induzindo o
crescimento descontrolado de produtores primarios que, diante do esgotamento dos
nutrientes, morrem em massa e liberam mais matéria organica. Além disso,
patogénicos, medicamentos, surfactantes, metais pesados e outros compostos
também agem para degradar a qualidade do corpo hidrico (Metcalf & Eddy, 2014).

Desde o inicio do século 20, aplicam-se diversos métodos de redugdo do
potencial deletério dos esgotos ao meio ambiente. Processos aerdbios, em especial,
mostram elevado desempenho em aplicagdes de nivel doméstico e industrial.

Processos anaerébios, por sua vez, sdo baratos e mais faceis de operar, se mostrando
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ferramentas poderosas na remediagdo de problemas ambientais associados ao

descarte de esgotos em condi¢gdes menos exigentes.

3.1.1 Processos aerobios — Lodo Ativado

Os processos aerobios de tratamento do esgoto fazem uso do oxigénio gasoso
como aceptor de elétrons na conversdo de matéria organica a compostos simples e

biomassa segundo a equacao 1 (Show; Lee, 2017).

COHNS + Oz + aerdbios - CO2 + H20 + NHs + Outros produtos + energia (1)

O método de tratamento de esgoto mais comum e que faz uso do metabolismo
aerobio € o processo de Lodos Ativados, desenvolvido por Edward Allen e Willian
Locket no inicio do século passado. Sua configuragdo mais usual inclui dois tanques
onde, no primeiro, ocorre a inser¢cdo de ar por difusdo ou agitagdo mecanica. O
objetivo é realizar o tratamento secundario do esgoto, removendo o maximo de
matéria organica possivel por meio da heterotrofia bacteriana (Bitton, 2011).

No segundo tanque, também chamado de clarificador ou sedimentador, o liquor
misto passa por uma separacgao fisica. O esgoto tratado e decantado é direcionado
para as proximas etapas do tratamento enquanto o lodo sedimentado divide-se para
ser descartado do processo ou para retornar ao primeiro tanque e manter a
concentracado de micro-organismos ativos (Bitton, 2011).

A quantidade de bactérias ativas no reator € de suma importancia no
tratamento, de maneira que, diante das grandes proporgdes, 0 parametro escolhido
para seu monitoramento sdo os Sdlidos Suspensos no Liquor Misto (SSLM). Além
disso, o retorno de lodo faz com que o tempo de detencgao hidraulica seja muito maior
que o de retengao de soélidos (Metcalf & Eddy, 2014).

A composigao do Lodo Ativado varia desde células de bactérias de dimensdes
menores que 1 um, até flocos de bactérias e outros micro-organismos aglomerados
de 1000 um. O oxigénio varia ao longo do floco, chegando a zero em seu interior e
permitindo conversdes andxicas (ver seg¢ao 3.1.3.1). Os géneros de bactérias mais

comuns no Lodo ativado sao as gram-negativas Zooglea, Pseudomonas,
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Flavobacterium, Alcaligenes, Achromobacter, Comomonas, Acinetobacter e Bacillus
sp. e as gram-positivas Corynebacterium e Brevibacterium (Metcalf & Eddy, 2014).

Sabe-se que a formacéo de flocos se da em funcéo estresse nutricional e ao
agruparem-se, as bactérias tendem a fazer um uso mais eficiente dos nutrientes. Esta
floculagdo ocorre pela excrecao do chamado EPS, sigla em inglés para material
polimérico extracelular. Sdo carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipidios etc., que
preenchem o vazio entre as células e se ligam as cargas elétricas das paredes
celulares das bactérias. E essencial que o tempo de retencéo de sélidos seja maior
que o TDH para promover o estresse indutor do EPS (Bitton, 2011).

Tem-se, portanto, um sistema capaz de tratar diferentes tipos de esgoto com
eficiéncia. Porém, o custo da aeracao ainda € um empecilho a sua utilizacdo, o que
estimula a substituicdo por processos anaerébios (Mathew et al., 2022). Além disso,
a alta producgao de lodo € um desafio ambiental. O descarte em aterros sanitarios ou
a biodigestao em reatores anaerobios sao possibilidades reais, mas que adicionam

outra camada de complexidade ao processo (Guo et al., 2013; Liu; Tay, 2001).

3.1.2 Processos anaerobios — UASB

Um complexo conjunto de bactérias anaerdbias restritas e/ou facultativas é
capaz de realizar o processo de conversdo da matéria organica via rota anaerobia.
Resumidamente, considera-se que esse processo se dé em 4 passos, a saber: (i)
hidrélise, onde macromoléculas como amido, proteinas e lipidios sdo convertidos a
compostos mais simples por meio da acao de enzimas; (ii) acidogénese, em que esses
produtos séo convertidos a hidrogénio, CO2(g), acetato e outros acidos graxos volateis;
(iii) Acetogénese, onde o leque de acidos é convertido a acetato e (iv) metanogénese,
em que a matéria organica sera estabilizada com a consequente producao de COz()
e CHay(g) (Kato; Florencio, 2001; Show; Lee, 2017).

Dentre os métodos que se utilizam do metabolismo anaerdbio, destaca-se o
Reator Anaerébio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo. Desenvolvido por meio de
pesquisas na Holanda em meados da década de 70, se compde de um reator tubular
dividido em 4 zonas. No fundo, se localiza uma camada de lodo densa, com alta
velocidade de sedimentacao e responsavel pela maioria das reacbes. Acima, uma

camada de lodo coloidal e, em seguida, uma zona de anteparos permite a
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sedimentagao do lodo capturado pela produgéo de biogas. Ao fim, localiza-se uma
zona de separagao trifasica, permitindo a coleta do biogas (Kato; Florencio, 2001).

A concentragdo de biomassa dos reatores UASB é alta, permitindo bons
desempenhos mesmo diante de altas cargas orgénicas, além de apresentar boa
adaptabilidade aos paises tropicais como o Brasil. Alguns autores situam a remog¢ao
de matéria organica pelo UASB entre 65 a 80% (Van Haandel; Lettinga, 1994), outros,
entre 40 e 70% (Chernicharo et al., 2015). Além disso, esse tipo de reator apresenta
baixa remocé&o de nutrientes. Saliba e Von Sperling (2017) acompanharam durante 4
anos uma estacao de esgoto doméstico composta por 6 reatores UASB, verificando
remocdes médias de 34,8 % de nitrogénio organico e 6,3 % de fésforo total.

Diante dessas debilidades, é possivel realizar a complementacéo do tratamento
em lagoas. Nesse caso, grandes areas promovem o crescimento de organismos
fotossintetizantes que consomem os nutrientes, enquanto processos aerobios e
anaerobios removem a matéria organica residual (Campos, 1999; Kato; Florencio,
2001). A dificuldade de implementagcdo em areas urbanas desse tipo de pos-
tratamento se deve ao espaco restrito encontrado nessas regiées (Khan et al., 2011).

Outra possibilidade € o uso de processos aerdbios. No trabalho ja mencionado
de Saliba e Von Sperling (2017), as seis unidades de UASB se seguiam a um sistema
de lodos ativados, aumentando de 58 para 83 % a remog¢ao de matéria organica,
significando uma eficiéncia global de 93%. Porém, processos que necessitem de
insercdo de oxigénio demandam capital de investimento, manutengdo e operagao

incompativeis com a realidade de paises em desenvolvimento (Tufaner, 2020).
3.1.3 Outros processos de tratamento de esgoto

Nitrogénio e fésforo causam a proliferacdo de fotossintetizantes em corpos
hidricos - a chamada eutrofizagdo (Bhandari et al., 2023). Adiante, sao discutidos os
meétodos classicos de remocgao desses compostos em estacdes de tratamento.

3.1.31. Nitrificagao e Desnitrificagao

No Lodo ativado podem ser encontradas bactérias quimioautotréficas que usam

oxigénio gasoso como aceptor de elétrons e nitrato (NO3’) e nitrito (NO2) como
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substratos. No primeiro caso, as bactérias nitrosomonas convertem nitrogénio
amoniacal (NH4*) a nitrito, enquanto as nitrospiras convertem o nitrito a nitrato,

conforme as equacdes 2 e 3 descritas abaixo (Metcalf & Eddy, 2014).

2NH4* + 302 > 2NO2 + 4H* + 2H20 (2)
2NO2 + O2 2 2NO3 (3)

Esse processo, chamado nitrificagcdo, € o primeiro passo da remocido de
nitrogénio dos esgotos em sistemas de lodos ativados. Como as bactérias autotréficas
necessitam de maiores periodos para se desenvolver, a idade do lodo frequentemente
deve ser aumentada para viabilizar a nitrificacdo. Além disso, a nitrificagcdo consome
alcalinidade, parametro que deve ser fornecido por outros tratamentos (Bitton, 2011).

O nitrato também pode funcionar como aceptor de elétrons no metabolismo
denominado andxico. Nesse caso, a matéria organica servira de substrato e o produto
das reagbes metabdlicas sera o nitrogénio gasoso, como descrito na equagéo 4 a
seguir, onde o metanol é oxidado. Essa conversao é chamada de desnitrificagéo e é
o ultimo passo na remocgao de nitrogénio, frequentemente presente em sistemas de
lodos ativados (Bitton, 2011; Metcalf & Eddy, 2014).

6NO3" + 5CH30H - 3N2 + 5CO2 + 7H20 + 60H" (4)

Como observado, € necessaria a presenca de matéria organica e, diante da
escassez gerada pelo tratamento aerobio secundario, algumas alternativas podem ser
tomadas. Pode-se adicionar matéria organica facilmente biodegradavel, tal como
metanol ou acetato no reator de desnitrificacdo quando este se localiza apds o
tratamento aerébio (Desnitrificacdo pds-andxica). Também é possivel tratar o efluente
em um tanque de desnitrificacdo prévio ao lodo ativado, recebendo matéria organica

facilmente biodegradavel do esgoto bruto (pré-andxica) (Metcalf & Eddy, 2014).

3.1.32. Remocéo Biolégica de Fésforo (RBF)

Lodos ativados também sao ricos em bactérias do tipo PAO, sigla em inglés

para organismos acumuladores de fosfato. S&o bactérias que, em um primeiro reator
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anaerobio, assimilam matéria organica rapidamente biodegradavel (DBOn),
principalmente acidos graxos volateis (AGV), como acético e propidnico, convertendo-
os a polihidroxialcanoatos (PHA) e liberando reservas de polifosfato e glicogénio. Em
um segundo reator aerdbio, as reservas de PHA sdo oxidadas e usadas no
crescimento celular, 0 que gera uma assimilagao superavitaria quando comparada a
liberagao anterior. Assim, tem-se a chamada Remocao Biologica de Fésforo Assistida
(RBFA) e a produgao de um lodo rico em fosforo (Bitton, 2011; Metcalf & Eddy, 2014).

Figura 1 - Esquemas dos tratamentos de esgoto classicos. Na ordem: Sistema aerdbrio (A),
Reator anaerdbio de fluxo ascendente (B), Sistema se nitrificacao/desnitrificagao e (D)
Sistema anaerdbio/aerébio de RBF.
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Fonte: Adaptado de Bitton (2011) e Metcalf e Eddy (2014).

No entanto, algumas peculiaridades dos processos de desnitrificacdo e RBF
dificultam a remog¢ao de ambos os nutrientes em uma mesma ETE. Em primeiro lugar,
em razao do primeiro passo da remog¢ao de nitrogénio depender de bactérias
autotroficas, seu crescimento lento demanda maiores idades de lodo, o que reduz a
compatibilidade com as PAO, que apresentarem metabolismos mais rapidos. Além
disso, o descarte do lodo é fator fundamental na efetiva remocao de fésforo, reduzindo
os valores aceitaveis de retencao de sélidos, fundamentais para a manutencao da
etapa de nitrificagao/desnitrificagéo (Metcalf & Eddy, 2014; Zhang et al., 2017).

Tanto desnitrificagdo quanto a remogéao biologica de fésforo necessitam de
matéria orgéanica rapidamente biodegradavel (DBOmw), parametro frequentemente
limitado a valores em torno de 100 mg.L" em esgotos domésticos. Por fim, a
recirculacdo de lodo dos tanques de nitrificagdo tem a tendéncia de prejudicar de
forma significativa a RBF em razdo da acao do nitrato sob a assimilacdo de fésforo
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das PAO, sobretudo quando os valores de AGV sao baixos (Bitton, 2011; Zhang et al.,
2017).

3.2 MICROALGAS

A um vasto grupo polifilético de organismos unicelulares e fotossintetizantes
da-se o nome de microalgas. Apresentando linhagens altamente diversificadas,
podem ser procariéticos, como as cianobactérias, ou eucarioticos, como as algas
verdes (cloroficeas). Sdo encontradas em todos os ecossistemas da terra, incluindo
ambientes terrestres e o numero de espécies pode chegar a mais de 50 mil (Barkia;
Saari; Manning, 2019; Borowitzka, 2018; Mata; Martins; Caetano, 2010). Além disso,
desempenham papel fundamental no sequestro do carbono, sobretudo nos oceanos

e lagos, respondendo por 50% da assimilagcao desse elemento (Paul et al., 2021).

Figura 2 - Esquema basico de célula de microalga.

9/
o Parede celular
e Membrana

Citosol plasmatica

Bicandid [,i —— Cloroplasto
irendide —

Mitocondria ——{ \
Complexo de T
golgi

Goticulas de
lipidios

Ticalodide
(Clorofila e B-
caroteno)

Amido

Nucleo

Vacuolo

Fonte: Adaptado de Chhandama et al. (2021).

Apesar da utilizagao da biomassa de microalgas para fins de nutricdo remontar
a séculos atras, apenas nos ultimos 140 anos esse grupo de micro-organismos

passou a ser estudado mais atentamente (Borowitzka, 2018; Kselikova et al., 2022).

3.2.1 Classificagcao das microalgas

A classificagdo das microalgas € complexa e representa um desafio para os

especialistas. A mais aceita define oito filos, sendo sete pertencentes ao dominio
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Eucariota (Euglenozoa, Cryptista, Haptophyta, Heterokontophyta, Glaucophyta,
Rhodophyta, Clorophyta) e um ao dominio Procariota (Cianobacteria) (Levasseur;
Perré; Pozzobon, 2020). Cada filo apresenta sua divisdo e as classes mais
abundantes sdo: Bacillariophyceas, ou Diatomaceas (Filo Heterokontophyta),
Clorophyceae e Trebouxiophyceae (filo Clorophyta), Chrysophyceae, as algas
douradas, e Cyanophyceae (Filo Cyanobacteria) (Borowitzka, 2018).

As cianobactérias sdo procariontes gram-negativos fotossintéticos e
autotréficos. Caracterizam-se por uma estrutura celular simples, mas grande
diversidade morfolégica, apresentando filamentos, col6nias, células individuais ou
ainda filamentos coloniais agregados facilmente observados a olho nu. O principal
representante é Arthrospira platensis, conhecida como Spirulina, microalga explorada
comercialmente por sua biomassa rica em proteina e vitamina B12. Também pode ser
mencionado o género Microcystis, que engloba varias espécies responsaveis por
causar florescimentos e produzir as microcistinas, heptapeptideos monociclicos com
alto poder de toxicidade a seres humanos (Borowitzka, 2018; Lee, 2018).

A classe Bacillariophyceae, conhecida como diatomaceas, sdo as microalgas
mais ricas em numero de espécies. Além disso, a grande maioria apresenta vida
bentdnica, se localizando presa ou deslizando sobre sedimentos. Sao claramente
reconhecidas pela composigao e aparéncia de suas paredes celulares em que o silicio
esta presente em grande quantidade (Borowitzka, 2018; Lee, 2018).

O filo Chlorophyta inclui algas 90% de agua doce e 10% marinhas, além de
possuir a clorofila a e b como pigmentos fotossintéticos. Um integrante que ilustra os
debates filogenéticos é o género Desmodesmus sp., que surge de uma separacao de
Scenedesmus sp. e inclui todas as espécies deste género que apresentam espiculas,
espinhos nas extremidades dos grupos de 2, 4, 8 e 16 células (An; Friedl; Hegewald,
1999; Gressler, 2011; Rosini; Sant’Anna; Tucci, 2013). Além disso, a classe varia
conforme a fonte, estando hora incluido em Clorophyceae, hora em Trebouxiophyceae
(Borowitzka, 2018; Lee, 2018; Ruggiero et al., 2015).

As classes Clorophyceae e Trebouxiophyceae incluem uma grande variedade
de géneros de interesse biotecnolégico. Dunaliella sp. é fonte de carotenoides por
acumular B-caroteno como resposta a ambientes estressantes. Dunaliella salina
cresce em meios hipertdbnicos ao acumular glicerol como regulador da presséao

osmotica e € a principal fonte de B-caroteno natural do mundo (Borowitzka, 2018).
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Chlorella sp., uma integrante de Trebouxiophyceae, foi o primeiro género de
microalgas isolado no mundo, e é capaz de acumular até 50% do peso em proteinas
durante fase exponencial de crescimento, tornando-se um importante suplemento
alimentar humano e animal. Botryococcus sp. possui a notavel capacidade de expelir
uma matriz extracelular que envolve as colbnias de células e € composta de
carboidratos de até 34 carbonos, semelhantes a 6leos de petrdleo cru. O género é
fonte de estudo visando a chamada “ordenha”, a extracdo nao destrutiva de
compostos energéticos por meio de solventes bio-compativeis (Borowitzka, 2018).

Figura 3 - Exemplos de microalgas tipicas, como a diatomacea céntrica Thalassiosira alleni
(A), a euglendide Phacus curvicauda (B), células de Botryococcus braunii envoltas em
matriz organica de hidrocarbonetos extracelulares (C) e célula de Dunaliella salina (D).

7) J R

Fonte: Adaptado de Borowitzka (2018).

3.2.2 Biologia e metabolismo de microalgas

A principal rota metabdlica de sintese celular das microalgas é a autotrofica,
caracterizando-se pela assimilacdo da radiagao fotossinteticamente ativa e conversao
de CO2qg) ou HCOs(aq) em matéria carbonacea, isto &, transformagdo da energia

luminosa em quimica (Su, 2021; Xie et al., 2022). Os elétrons armazenados na forma
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de ATP sao utilizados no ciclo de Calvin para a produgédo de agucares. As equagdes

4,5 e 6, a seqguir, representam o processo simplificado em sequéncia.

2H20 > O2 + 4H* + 4e 4)
CO2 + 4H* + 4e- > [CH20] + H20 (5)
CO2 + H20 + Luz - [CH20] + Oz2 + calor residual (6)

Na célula de microalga, o nitrogénio é utilizado na sintese de proteinas,
aminoacidos, enzimas, acidos nucleicos e outros. Microalgas eucaridticas tendem a
preferir a assimilacdo desse nutriente na forma de NH4* em razdo do menor gasto
energético quando comparado com a assimilagdo de NO3s™. No primeiro caso, a agéao
das enzimas glutamina sintetase e glutamina oxoglutarase amidotransferase agem no
nitrogénio amoniacal produzindo o glutamato, substancia usada na produgao de
carboidratos e lipidios a posterior. Na rota de assimilacdo de nitrato, ainda é
necessaria a agao das enzimas nitrato e nitrito redutases a fim de produzir a molécula
de NH4" necessaria ao processo de sintese de glutamato (Su, 2021).

O fésforo € um macronutriente essencial a sintese de acidos nucleicos, ATP,
fosfolipidios e outros. As formas preferenciais na assimilagao por parte das microalgas
sdo os fosfatos inorganicos, a saber HPO4%, HoPO4 e PO4%. Porém, polifosfatos
também sao assimilaveis. Transportados por enzimas até o citoplasma, as diversas
formas de fésforo sdo convertidas a polifosfatos insoluveis nos vacuolos e proteinas,

acidos nucleicos, DNA e RNA nos cloroplastos (Su, 2021).
3.2.3 Metabolismo do carbono nas microalgas

A producdo de acgucares via fotossintese € o principal processo de
armazenamento energético presente nas microalgas. Por isso, o seu aprofundamento
permite um melhor entendimento das dinédmicas ocorridas em sistemas algais.

3231 Captura de carbono e energia

O cloroplasto é a principal organela envolvida na captagdo de energia nas

microalgas e se compde de sacos em formato de disco (tilacoides) envoltos em um
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liquido (estroma). A conversao luz-dependente de CO2 em carboidratos ocorre nas
membranas dos tilacoides, sendo viabilizada por estruturas como antenas,
fotossistemas | e I, citogroma b6/f e ATP sintetase. Os fotossistemas | e Il s&o
supercomplexos de pigmentos proteicos que absorvem a luz e iniciam a cadeia de
transporte de elétrons a fim de reduzir o NADP* a NADPH:2 (Daneshvar et al., 2022).

A fotossintese comega quando fétons absorvidos séo dirigidos para os centros
reacionais do fotossistema Il. Um dimero da clorofila absorve energia no maximo
comprimento de onda de 680 nm, sendo indicado por P680 e se foto-oxidando
segundo a reagao 7, e liberando elétrons, consequentemente. Os elétrons seguem
complexas cadeias do sistema fotossintético até atingir o NADP* e o ADP, que serao

reduzidos segundo a equagao 8 (Daneshvar et al., 2022).

P680 + foton - P680* + e (7)
2NADP + H20 +3ADP + 3Pi - 2NADPH: + 3ATP + Oz (8)

ATP e NADPH:2 sao usados em reacdes nao dependentes da luz no ciclo de
Calvin-Benson que ocorre no estroma. O CO:2 é adicionado a ribulose 1,5-bifosfato
(RuBP), produzindo um composto instavel que se separa em duas moléculas de acido
3-fosfoglicérico. Esse passo é chamado carboxilagcédo e sua realizacéo é dependente
da atividade da enzima Ribulose 1,5-bifosfatato carboxilase/oxidase (RuBisCO). O
acido 3-fosfoglicérico & fosforilado pelo ATP, sendo em seguida transformado em
gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) pelo NADPHz2. Boa parte do GA3P é convertido de volta
a RuBP, enquanto outra parte € armazenada na forma de amido nos cloroplastos
(Colman et al., 2002; Daneshvar et al., 2022; Zhou et al., 2017).

O CO2 também pode ser incorporado em moléculas como proteinas, lipidios,
acidos organicos e outros, o que depende das condi¢cdes de cultivo (luz, concentragcéao
de CO2 e meio de cultura). Portanto, € razoavelmente conhecido que o produto

primordial da fotossintese sao os carboidratos (Daneshvar et al., 2022).

3.2.3.2 Mecanismo de concentragéao de carbono (MCC)

A dissolugédo de CO2 forma H2COs, que se dissolve em HCOs e H* (Kassim;

Meng, 2017). Existem trés formas de carbono inorganico dissolvido (CID) na agua:

30



diéxido de carbono (COz2), bicarbonato (HCOz3") e carbonato (CO3%). Ambas existem

em equilibrio dependente do pH segundo as equacgdes abaixo (Tran et al., 2017),

CO2 + H20 s H2COs3 9)
H2COs s H* + HCO3 (10)
HCOs s H* + CO3% (11)

Aintroducdo do CO2 reduz o pH e desloca o equilibrio no sentido da presenca
maior de COz e bicarbonato em desfavor dos niveis de CO3?%". Sob uma presséo parcial
constante de CO2, se o pH for elevado, a quantidade de CID sera aumentada,
enquanto a proporgcdo CO2@q):HCO3 decresce. A forma mais disponivel de CID é
relevante para manter niveis aceitaveis de taxa de fotossintese (lhnken et al., 2014).

A maioria das microalgas crescem bem em ambientes de pH entre 6,0 a 8,5,
condigdes em que o carbono inorganico se encontra na maior parte na forma de HCO3"
, enquanto o CO2 dissolvido atinge niveis menores que 1%. Além disso, a difusdo do
diéxido de carbono pode ser 10000 vezes menor na agua que no ar. Ha, portanto,
uma limitagéo natural no suprimento de CO2 (Colman et al., 2002; Ihnken et al., 2014).

A afinidade do CO:2 pela RuBisCO é relativamente baixa, além do gradiente de
pH entre o citosol e 0 meio nio favorecer o processo de difusdo através da célula
(Colman et al., 2002). Em razédo disso, produtores primarios aquaticos como as
microalgas desenvolvem o chamado mecanismo de concentragao de carbono (MCC).
Esse processo é capaz de aumentar os niveis de dioxido de carbono nos sitios da
RuBisCO, suprimindo a fungdo oxigenase e estabelecendo vantagens em condi¢des
de CO2 inadequadas (Daneshvar et al., 2022; Spalding, 2007; Zerveas et al., 2021).

Essa aquisigdo de CO:2 pode se dar de 3 formas: um transporte ativo de HCO3"
, transporte ativo de CO: e por atividade da enzima carbono anidrase (CA) no exterior
da membrana plasmatica. No primeiro, o bicarbonato é acumulado no citoplasma,
onde passa por hidrolise por agcao da CA, que converte HCO3s a CO:2 e hidroxila
(Kassim; Meng, 2017). No transporte ativo de COg, transportadores desconhecidos
coletam o CO:2 circundante. Por fim, no processo restante a enzima carbono anidrase
€ excretada e atua elevando o nivel de COz2, absorvido de forma ativa ou por difuséo
(Colman et al., 2002; Daneshvar et al., 2022; Spalding, 2007; Zerveas et al., 2021).

31



Em resposta ao MCC, as concentragdes de CO2 no citosol podem aumentar
em 180 vezes para microalgas eucarioticas e entre 800 e 900 vezes para
cianobactérias (Singh; Sundaram; Kishor, 2014). Aspectos fisico-quimicos,
nutricionais, propriedades dos gases adicionados e tipos dos reatores do cultivo de
microalgas séo capazes de afetar a eficiéncia do aporte de CID. Por exemplo, a adigao
de gases industriais com concentracao de CO2 acima de 10% frequentemente danifica
os sitios da RuBisCO, inibindo o crescimento (Daneshvar et al., 2022).

A preferéncia por formas assimiladas varia entre as espécies. Microalgas como
Scenedesmus olbliquus, Clamydomonas reinharditi e Chlorella pyrenoidosa
apresentam atividade da Carbono anidrase interna, o que as permite absorver tanto
COz2, quanto HCOs™ (Ihnken et al., 2014; Zerveas et al., 2021). Outras, possuem MCC
extremamente eficientes na captagdo de uma ou de outra forma (Daneshvar et al.,
2022; Zhou et al., 2017). Algumas espécies também exibem a capacidade de se

aclimatar as formas de carbono inorgéanico (Spalding, 2007).

3.2.3.3 Alcalinizacao fotossintética

O termo alcalinidade é uma abstracdo utilizada como medida inversa da
concentracao de doadores fortes de prétons em uma solucéo (Tran et al., 2017). Um
efeito associado a captacdo de carbono por produtores primarios € o aumento da
alcalinidade do meio, fator observado em diversas microalgas, cianobactérias e
mesmo cloroplastos de plantas superiores (Shiraiwa; Goyal; Tolbert, 1993). Nas
microalgas, esse efeito ja foi reportado pela absor¢éo de CO2, aumento da quantidade
de carbonato, bicarbonato e hidroxila e decréscimo das concentracbes de CO:2
durante a fotossintese (Kassim; Meng, 2017).

O MCC permite as microalgas assimilarem CO2 e HCOs", aumentando o pH por
mecanismos diversos (Tran et al., 2017). Em altos valores de pH, a forma
predominante € bicarbonato (HCOz3") e carbonato (COz37) e a alcalinizagdo se deve a
conversao do HCOs™ externo, por atividade da CA, em CO2 e OH-, seguida de uma
rapida absorcao de CO2. Areacao ocorrida € a equacgao 12, muito observada em algas
verdes unicelulares (Shiraiwa; Goyal; Tolbert, 1993).

HCOs s CO2 + OH- (12)



Se tratando da alcalinizagdo via absor¢cdo de CO2, ha que se notar que as

equacodes 9 e 10 podem ser condensadas na seguinte reacao:

CO2 + H20 5 H* + HCO¥ (13)

Ao retirar um componente do lado esquerdo da reagao, o transporte ativo ou
difuso do COz2 desloca o equilibrio nessa diregéo, reduzindo as quantidades de protons
H*. Em um estudo recente, Zerveas et al. (2021) concluiram que é possivel que o
processo fotossintético também demande prétons H*, reduzindo o pH por sua retirada
direta. Mudangas no pH durante o crescimento algal dependem do tipo de CID,
luminosidade e assimilagaéo. Porém, é razoavelmente conhecido que o pH aumenta a
medida que CID é consumido durante a fotossintese. Apesar da respiragao noturna
reduzir o pH, n&o é capaz contrabalancear o efeito (Tran et al., 2017).

Os efeitos da alcalinizacdo nos cultivos envolvem a elevagao do pH que, por
sua vez, prejudica crescimento das células. Além de gerar estresse oxidativo, danoso
as células, o cultivo em pHs alcalinos dificulta o acesso ao COz, visto que em valores
acima de 9,0, sua quantidade € quase insignificante (Kassim; Meng, 2017; Shiraiwa;
Goyal; Tolbert, 1993).

Na natureza, o CID é reabastecido pela dissolugdo do carbono atmosférico, o
que também é capaz de normalizar o pH apds um longo tempo. Em sistemas algais
de biorremediacao, a alcalinizacio representa um desafio a ser transposto. Uma das
estratégias mais comuns, € o suprimento gases do fluxo industrial que, por sua

natureza, por vezes possui niveis téxicos de CO2, SOx e NOx (Daneshvar et al., 2022).

3.2.4 Aplicagoes das microalgas

Como observado, por meio de um conjunto complexo de rotas metabdlicas,
macro e micronutrientes e carbono sao convertidos em biomassa algal. Esta se
caracteriza pela presenca de uma variedade de carotendides, proteinas, carboidratos,
lipidios, enzimas e diversos outros compostos (Barkia; Saari; Manning, 2019). Na
atualidade, é fonte crescente de estudos o barateamento e aprimoramento da
chamada biorrefinaria algal, o processo integrado de conversdo da biomassa de

microalgas em subprodutos de baixo ou alto valor agregado (Chandra et al., 2019).
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3.24.1 Biorrefinaria algal

O conceito de biorrefinaria pode ser definido como a utilizagdo integrada da
biomassa renovavel com enfoque energético e na produgdo de compostos
demandados pelo mercado (Olguin et al., 2022). Nesse sentido, a biomassa de
microalga € uma matéria-prima com grande potencial de aplicagdo, ao ponto de serem
conhecidas como “fabricas verdes”. De fato, sdo 3 a 10 vezes mais eficientes na
realizacao da fotossintese que as plantas superiores, produzindo uma série de
metabdlitos de alto valor energético e comercial (Olguin et al., 2022; Sun et al., 2023).

Aponta-se que microalgas sao capazes de fixar até 1,83 kg de COz(g) por quilo
de biomassa produzida. A biomassa resultante pode ser rica em carboidratos,
substancias passiveis de serem digeridas em reatores anaerdbios, produzindo
metano (CHa(g)), hidrogénio gasoso (Hz(g)), sulfeto de hidrogénio (H2S(g)) e compostos
organicos volateis. O biogas produzido pode ser purificado originando o metano puro
ou uma mistura com o hidrogénio que melhora a eficiéncia e reduz a quantidade de
subprodutos indesejaveis apds a queima (Bhandari et al., 2023).

Além disso, a fermentacgao alcéolica dos carboidratos algais produz o bioetanol
de terceira geragao, enquanto cepas de algas modificadas geneticamente podem ser
induzidas a produzir um bioetanol de quarta geracao (fotofermentacao). A pirdlise da
biomassa a 800 — 1000 °C ainda resulta no gas de sintese, mistura de didxido de
carbono, hidrogénio, metano e outros gases que atua como insumo na produgéo de
diversos subprodutos energéticos (Okeke et al., 2022). O conteudo lipidico das
microalgas atua como insumo do biodiesel e sera discutido na sec¢ao 3.6.

Espécies como Arthrospira platensis, também conhecida como Spirullina, e
Chlorella sp. apresentam teores altos de proteinas, podendo ultrapassar 50% (Okeke
et al., 2022). Além disso, produzem vitaminas, compostos nao sintetizados pelo corpo
humano e precursores de cofatores de enzimas. Os produtos de alto valor agregado
incluem também os carotendides, como o [(-caroteno, fitoesterdis, antibidticos,
anticorpos monoclonais, substancias hepatotdxicas e neuroldgicas, hormoénios,
enzimas, dentre outros (Okeke et al., 2022; Olguin et al., 2022; Sun et al., 2023).

34



Figura 4 - Esquema simplificado de biorrefinaria a base de microalgas.
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Fonte: Adaptado de Okeke et al. (2022).

Vé-se que a biorrefinaria a base de microalgas possui um amplo espectro de
possibilidades de produtos a serem extraidos. Porém, fatores como contaminagao dos
cultivos, consumo energético, alto investimento em maquinario, dificuldade de colheita
e paredes celulares recalcitrantes dificultam a producédo de biomassa algal em larga
escala a custos competitivos com outras matérias-primas. Chandra et al. (2019)
apontam que é imprescindivel o barateamento dos custos dos meios de cultivo e

diante disso, o0 uso de efluentes se mostra a alternativa mais viavel a disposicao.
3.24.2 Tratamento de efluentes domésticos

Em razdo dos volumosos requisitos nutricionais, um meio de cultivo algal
abundante e rico em compostos especificos € necessario. Estudos com meios de
cultivo sintético, apesar do melhor controle da produtividade celular, esbarram na
dificuldade financeira de prover nutrientes que se assemelham a fertilizantes utilizados
na agricultura. Assim, o barateamento da biorrefinaria algal passa por uma etapa
obrigatdria de encontrar matérias-primas econdmicas (Chandra et al., 2019).

A mais promissora é o esgoto doméstico por sua abundéancia de substancias
como nitrogénio amoniacal (NH4"), fosfatos inorganicos e micronutrientes, sendo um
meio de cultivo extremamente atraente. De fato, em um estudo recente, Lee et al.

(2022) isolaram cepas de microalgas em esgotos domésticos e agricolas de maneira
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a obter as mais eficientes no tratamento dos esgotos em reatores tubulares aerados.
A espécie Chlorella sorokiniana JD1-1 removeu 89,2% do nitrogénio total e mais de
99% do fosforo total, apresentando também uma deple¢cdo mais acelerada quando
comparada com o meio de cultivo BG-11.

Em outro estudo laboratorial, Silambarasan et al. (2021) implementaram o
cultivo simultaneo dos géneros de algas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. em esgoto
doméstico diluido a uma concentracdo de 75%, obtendo alta concentracdo de
biomassa (1,78 g.L") e contetdo lipidico (34,83% no peso seco). Além disso, o
consorcio removeu 98% de N-NH4*, 83% de DQO e 95% de fosforo total.

Sistemas mistos, isto €, sem o controle de espécies, também nao carecem de
resultados promissores. Dos Santos Neto et al. (2021) operou lagoas de alta taxa em
escala de bancada alimentadas com efluente doméstico e encontrou remocodes de
nitrogénio amoniacal de 83 + 9% na fase de estabilidade do sistema. Além disso,
Satiro (2021) promoveu o crescimento de microalgas em lagoas de alta taxa em escala
piloto com e sem adig&o de lodos ativados, obtendo remogdes acima de 88% e 77%
para nitrogénio amoniacal e nitrogénio total, respectivamente.

Além do meio nutricional, o método de cultivo assume importancia significativa
na producao algal, tornando seu estudo a fundo uma atividade necessaria para a

otimizacao da biorrefinaria.

3.3 METODOS DE CULTIVO DE MICROALGAS

O cultivo de microalgas de maneira otimizado deve levar em conta uma série
de fatores, como a espécies desejadas, forma de aplicagédo de luz e COz2, além do
meio de cultura empreendido. Tendo isso em mente, uma série métodos de producao
de microalgas foram desenvolvidos ao longo da histéria dos estudos na area, cada

qual satisfazendo necessidades locais e econémicas.

3.3.1 Sistemas fechados

Os sistemas de cultivo algal do tipo fechado fazem uso do isolamento fisico
entre o ambiente e a cultura. Esses sistemas sdo chamados de fotobiorreatores, e se

caracterizam pela flexibilidade, alta produtividade e controle confiavel de temperatura,
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pH, OD e espécies desenvolvidas (Paul et al., 2021). As condigdes internas e externas
podem ser otimizadas a fim de suprir as necessidades bioldgicas e fisicas das
espécies cultivadas, podendo entregar produtividades tdo altas quanto 0,63 a 0,74
g.L".d" (Tan et al., 2014; Yang; Ding; Zhang, 2008). Poeira e contaminantes nao s&o
inseridos, o que facilita a produgédo centrada em um tipo de espécie de microalga,
otimizando a extragao de bioderivados e energia (Paul et al., 2021).

Em geral, cultivos fechados podem ser divididos em trés tipos: tubo vertical,
placas e tubo horizontal. Os tubos verticais sado fotobiorreatores em que a altura
costuma ser entre 2 e 10 vezes a largura. A insergao de CO2g) costuma ser facilitada
e feita por um difusor na parte inferior, além de ser o fator primordial considerado na
construcdo. Tal qual qualquer reator fechado, o acumulo de oxigénio pode vir a
prejudicar a producgdo, visto que altas concentragdes afetam negativamente a
producao. Arelacao area/volume € alta, o que facilita a iluminagao (Chew et al., 2018).

Nos fotobiorreatores de placas, o cultivo flui em cascata por entre duas placas
e CO2 é injetado em difusores. Apesar da alta relagéo area/volume e 6tima penetragéo
de luz, sofre com bioincrustracdo e estresse hidrodinamico, que pode danificar as
células (Ananthi et al., 2021; Chew et al., 2018). Por fim, os reatores de tubos
horizontais sdo grandes tubos com diametros de 60 a 100 mm e grandes relagdes
area/volume. Otimas misturas radiais sdo alcancadas, porém pode haver acumulo de
oxigénio e a ampliacdo da escala é bastante dificil (Ting et al., 2017).

De uma maneira geral, reatores fechados tendem a ser mais caros em sua
construgdo, operacdo e manutencdo. Ao custo de operar em escalas menores, é
possivel obter uma biomassa algal de carater mais puro. Atualmente, espécies como
Dunaliella salina, Chlorella vulgaris e Arthrospira platensis sao cultivadas em larga

escala para a suplementagdo humana (Paul et al., 2021; Ting et al., 2017).

3.3.2 Sistemas abertos

Sistemas abertos de cultivo algal sdo os mais antigos e simples em operagao
por ndo colocar barreira fisica entre o cultivo e 0 ambiente. Em raz&do da configuragao,
o controle do valor de pH, temperatura e OD ¢ dificil, enquanto a pureza do cultivo
beira o impossivel, a depender das escalas trabalhadas. O ganho se da com o baixo

custo de investimento e operagao, além da tecnologia envolvida estar faciimente a
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disposigao (Paul et al., 2021). Podem ser de trés tipos: Lagoa simples, lagoa circular
e lagoas de pistas, também conhecidas como lagoas de alta taxa (LAT).

Lagoas simples sdo sistemas abertos e, geralmente, escavados no chdo a uma
profundidade maxima de 50 cm, onde o meio de cultivo € colocado e as células se
desenvolvem sem quase nenhum controle. A agitagao é praticamente impossivel em
escalas maiores e a eficiéncia de penetracédo de luz dependera da area disponivel. A
vantagem desses sistemas € o baixo custo de investimento. Porém, sua produtividade
€ a mais baixa possivel, em torno de 8,5 a 21 g.m?2.d" (Xiaogang et al., 2022).

Lagoas circulares sao sistemas de cultivo bastante populares nos paises
asiaticos para a producao de Chlorella vulgaris visando a alimentagdo humana. Sao
lagoas circulares de 0,2 a 0,3 m de profundidade e 0,4 a 0,5 m de didametro. Possuem
um agitador central, o que evita o autossombreamento, e sdo mais eficientes que

lagoas comuns, embora ainda sujeitas a contaminagao (Suparmaniam et al., 2019).

3.3.3 Lagoas de alta taxa (LAT)

Lagoas de pista, ou lagoas de altas taxas (LAT), sdo métodos de cultivo
desenvolvidos na década de 50 por Oswald e colaboradores com o objetivo de
maximizar a producao algal e o consumo da matéria organica (Lizzul; Allen, 2017).
Como mostrado na Figura 5, € um sistema de canaleta e inclui um ou mais difusores
centrais e uma hélice motorizada para a agitacédo. Podem ser feitas de concreto ou
plastico e pode haver a injegéo de COz2(g) a fim de evitar a limitagéo de carbono (Young;
Taylor; Fallowfield, 2017).

Figura 5 - Esquema basico de uma lagoa de alta taxa para o cultivo de microalgas.
Defletor central

Saida de colheita
Entrada de

alimentagao

L

/

Roda de pas

Fonte: Vassalle et al. (2020).
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Estudos variam quanto a produtividade das LAT, alguns apontando 0,18 a 0,25
g.L-'.dia" (Lizzul; Allen, 2017), outros girando em torno de 0,29 a 0,36 g.L-'.dia"
(Sutherland et al., 2015). E consenso que o meio de cultura mais economicamente
viavel para o cultivo de microalgas em LAT é o esgoto, sobretudo o de natureza
doméstica, o que pode vir a influenciar a qualidade da biomassa e os subprodutos.
Esse tipo de cultivo destina-se, principalmente a produgdo de bioenergia e ragao
animal, mas a empresa Cyanotech produz Astaxantina em LAT cultivando
Haematococcus pluvialis (Lizzul; Allen, 2017).

Lagoas de Alta taxa atraem grande atengao em razao dos baixos custos de
investimento e operagdo necessarios (~ R$ 106,74/m?) e baixo consumo de energia
(0,12 — 1 W.m3reator), tornando-se competitivas para comunidades de baixo e médio
porte (Alcantara et al., 2015). Segundo Lizzul e Allen (2017), a produgao de bioenergia
a partir da biomassa algal s6 pode ser viabilizada com a ampla implantagado das LAT
como sistema de cultivo em fungdo de suas vantagens. A compreensao dos fatores

fisicos, quimicos e bioldgicos é fundamental para sua a previsibilidade e otimizagao.

3.331 Parametros quimicos

O principal fator quimico que influencia o crescimento e tratamento em LAT é o
pH e, como qualquer sistema algal, pode sofrer com a elevacdo fotossintética,
chegando a 11 em dias ensolarados. Como ja discutido, nesse patamar a taxa de
fotossintese decai e o0 metabolismo das bactérias sofre séria inibicdo. Além disso, as
formas HCOz3- e CO3? s&o favorecidas em detrimento do CO2(g), preferéncia das algas.
Reduz-se a taxa de crescimento e o consumo de nutrientes ndo atinge o seu maximo
possivel. De maneira geral, valores proximos de 7,8 sdo adequados a maioria das
microalgas de agua doce em LATs (Sutherland et al., 2015; Uggetti et al., 2018).

A estratégia de controle do pH mais comum ¢é a adicdo de COz(g), seja puro ou
misturado ao ar. A adigéo de gases de chaminés de industrias tem sido estudada com
afinco afim de atrelar o tratamento de esgoto e producgéo algal a melhoria direta da
qualidade do ar. No entanto, a diluicdo necessaria para a aplicagao nas lagoas por
vezes tem ficado na casa de 1%, tornando o processo impeditivo financeiramente.
Além disso, o transporte de gases e a purificagdo para retirada de contaminantes

toxicos sao bastante custosos (Su, 2021; Sun et al., 2023; Uggetti et al., 2018).
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Com respeito a composi¢cao do meio, o esgoto doméstico fornece quantidades
adequadas de nitrogénio e fésforo, mas pode ser pobre em matéria organica. Além
disso, a razdo N/P é capaz de limitar o crescimento em valores acima de 30 ou abaixo
de 10. O carbono é fator limitante comum por se encontrar na razao C/N de 6:1 na
biomassa algal e 3:1 no esgoto, sendo um sinal dessa limitagao os altos valores de

pH diurnos cujos maleficios ao cultivo ja foram discutidos (Sutherland et al., 2015).

3.3.32 Parametros fisicos

Por se tratar de um sistema aberto, a penetragcado de luz na Lagoa de alta taxa
€ o parametro de maior importancia para a producédo da biomassa. A altura da lamina
d’agua, portanto, desempenha um papel critico de equilibrar o volume de tratamento
€ maximizar o acesso a radiagdo ao maior numero possivel de micro-organismos
ativos (Arashiro et al., 2019). Além disso, o empilhamento de cloroplastos das células
causa um declinio da irradiagcdo. E o chamado autossombreamento na lagoa, que
reduz a eficiéncia fotossintética por unidade de massa de pigmento e ira depender da
quantidade de clorofila das células (Sutherland et al., 2015).

Outro parametro fisico de crucial importancia é a temperatura, que, como em
qualquer sistema bioldgico, desempenha papel seletor dos grupos de organismos,
além de influenciar na solubilidade dos gases Oz2e COz2. LAT s&o sistemas conhecidos
por operar bem em altas temperaturas. Porém, a variabilidade das espécies
enddgenas associada a variagdes climaticas aumenta a incerteza atrelada a produgao
de uma biomassa previsivel (Ho; Goethals, 2020; Sutherland et al., 2015).

Em um acompanhamento nas 4 estagdes do ano na Coréia do Sul, Cho et al.
(2015) verificaram que o aumento da temperatura teve agao direta na produtividade

algal, variando de 0,250 g L' d-' no vero até 0,029 g L' d".

3.3.3.3 Parametros bioldgicos

O fator biolégico de maior importancia e intrinseco ao cultivo de lagoas é a
presencga virtualmente constante micro-organismos contaminantes. Agua da chuva,
vento e o préprio influxo do efluente afetado pela sazonalidade e origem, geram um

perfil misto cujo controle de espécies ainda € uma incégnita na literatura. A inoculagao
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de espécies, manutencdo do TDH, niveis de carbono e a recirculagdo da biomassa
sdo estratégias estudas, porém ineficientes, para a delimitagdo desejada (Park;
Craggs; Shilton, 2011; Renuka et al., 2016; Young; Taylor; Fallowfield, 2017).

Além disso, a fauna aquatica planténica também é responsavel por influenciar
a biomassa final nas lagoas de alta taxa. Nesses ambientes, os zooplanctons mais
comuns sao os rotiferos, cladéceros, copépodes e ostracodes. Destes, Cladéceros e
rotiferos se sobressaem como os herbivoros mais impactantes na operagéao de LAT.
Por meio do chamado “pastoreio”, esses seres reduzem drasticamente as
quantidades de biomassa em menos de uma semana. Entretanto, técnicas de
pastoreio seletivo podem ser aplicadas para a manutengdo de uma cultura de
zooplancton que consuma microalgas menores, favorecendo a sedimentagdo mais

eficiente (Montemezzani et al., 2015; Montemezzani; Van Wagenberg; Craggs, 2023).

3.3.4 Tipos de regimes de operagao

Cultivos algais podem ser operados de 3 maneiras mais comuns: em batelada,
semi-continuo ou continuo. A literatura apresenta vasta quantidade de dados acerca
do cultivo em batelada, em que as células recebem aporte de nutriente e sao deixadas
para crescer sem alimentacdo adicional até a etapa de colheita. Trata-se de uma
tecnologia madura, utilizada para espécies como Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp.,
Nannochloropsis salina e Cyclotella sp. (Zhu, 2015).

Entretanto, niveis de irradiagao e nutrientes ndo sao constantes nesse tipo de
operacao em razao do crescimento das células. Enquanto os nutrientes se esgotam,
o autossombreamento no reator aumenta, represando o desenvolvimento. Em razao
disso, sistemas em batelada ndo sdo capazes de oferecer uma producdo adequada
de biomassa, embora estejam associados a bons rendimentos de subprodutos
energéticos e uma maior flexibilidade (Ho et al., 2014; Tan et al., 2018).

Nos sistemas continuos e semi-continuos, o cultivo é submetido a uma primeira
fase de batelada a fim de desenvolver um nivel adequado de matéria organica
biologicamente ativa. No sistema continuo, uma parcela do liquor misto € retirada
constantemente com igual adigdo de meio fresco (Zhu, 2015). As taxas de efluente e
afluente sdo mantidas quando a fase estacionaria é atingida e o desenvolvimento de

novas células fica igual a taxa de morte celular (Ho et al., 2014).
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Entretanto, a baixa produtividade no patamar estacionario e a possibilidade de
contaminagao tornam a operagao continua menos preterida em escala industrial. Além
disso, o cultivo ao ar livre sofre com a lavagem noturna da biomassa pelo crescimento
lento (Ho et al., 2014). Sua principal vantagem reside na facilidade do controle de
nutrientes e pH e o fato de serem sistemas baratos (Ho et al., 2014; Tan et al., 2018).

No sistema semicontinuo, também chamado batelada sequencial (BS), uma
porcentagem do cultivo no reator € retirada a cada ciclo de operagédo, sendo
substituida por meio nutriente, enquanto parcela do cultivo anterior serve de inéculo
do processo seguinte. Nesse tipo de operacgao, portanto, € possivel manter um inoculo
de qualidade em constante fase exponencial, de maneira a garantir altas taxas de
crescimento especificas no reator (Tan et al., 2018).

A operagao em batelada sequencial € um processo mais praticavel, simples e
efetivo que o cultivo em batelada para a producao de bioenergia. Sao atenuados os
problemas de autossombreamento e baixas taxas de crescimento. Esse regime
mostra ser capaz de operar a longo prazo, podendo ser renovado por varios ciclos,
enquanto a retirada da fase lag resultara em altas produtividades (Tan et al., 2018).

Outra vantagem da operacao do reator de microalgas em regime de BS é o
curto tempo necessario para o estabelecimento de um pH elevado nas lagoas, o que
facilita a remocao dos nutrientes, através da precipitacao do fosfato e volatilizacao da
amoénia. Se o objetivo for o tratamento do esgoto, havera uma redugéo significativa no
TDH necessario e uma diminuigdo na demanda por area (Albuquerque, 2021).

Em diversos estudos, tanto o sistema continuo quanto o semi-continuo
demonstram superioridade frente ao sistema de batelada em quesito de remocéao de
nutrientes, taxas de crescimento e produgéo de bioenergia. Por exemplo, Benvenuti
et al. (2016) compararam o regime semi-continuo e batelada em termos de
produtividade de triacilglicer6is em reatores tubulares horizontais cultivando
Nannochloropsis sp. CCAP 211/78. Embora tenham sido observados menores teores
de lipidios no regime semi-continuo quando comparado ao de batelada (22% contra
35%), houve um ganho em produtividade de biomassa no primeiro tipo de operacgao.

Além disso, no mesmo estudo de Benvenuti et al. (2016) os sistemas piloto
sofreram menos estresse quando operados em fluxo semi-continuo em razao da
maior disponibilidade de nitrogénio com relagéo a luz disponivel. Os autores propdem

que a operacao em fluxo semi-continuo poderia tornar a producao de lipidios barata,
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embora necessite de mais otimizagdo em escala piloto e real. Por exemplo, no estudo
houve a adigdo de COz2 para controle do pH, atividade por demais onerosa.

He, Yang e Hu (2016) testaram em LATSs, sob fluxo semi-continuo e continuo,
5 cepas de microalgas oleaginosas. Menores pregos de produgéo para as espécies
foram encontrados quando aplicadas no regime semi-continuo. Mhedhbi et al. (2020)
cultivaram, em batelada sequencial, um consoércio algal-bacteriano a partir de
Nanochloropsis gaditana, obtendo remogdes de 78% para NTK e 53% para DQO a
partir de esgoto rico em N-NH4* e matéria organica. Além disso, Van Den Hende et al.
(2016) demonstraram que o efluente de uma industria alimenticia poderia ser tratado
em LAT com TDH de 2 dias sob batelada sequencial havendo tratamento prévio.

Dados sugerem que a operagao em regime semi-continuo € uma estratégia
razoavel para a produgdo de microalgas e acumulagcédo de carboidratos e lipidios,
importantes subprodutos de carater nutricional e energético. Entretanto, em raras
vezes foram reportados estudos em escalas piloto e real, submetidas as intempéries
do clima. Ho et al. (2014) sugerem que o uso de processos semi-continuos para a
producdo de biodiesel de microalgas deve passar por mais estudos para a

comprovacao da sua viabilidade.

3.4 AGREGADOS MICROALGA-BACTERIA

O tratamento do efluente e a recuperacado da biomassa, com seus produtos de
valor agregado, s6 se concretizam apds a separagao entre o lodo formado e o liquido
tratado. Embora seja capaz de remover nutrientes eficientemente, as células algais
possuem colheita dificultosa. E pensando nisso, que o cultivo simbiéntico com
bactérias a partir de lodo ativado foi proposto a fim de formar uma biomassa rica em
material mucilaginoso, que sedimenta mais facilmente na forma de um floco chamado

“agregado microalga-bactéria”, ou simplesmente “AMAB” (Ummalyma et al., 2017).

3.4.1 Desvantagens dos sistemas algais

A etapa de colheita da algal em tratamentos de esgoto produz a biomassa rica
nos inumeros derivados ja discutidos (Gonzalez et al., 2021). Entretanto, as células

de microalgas apresentam grupos organicos de cargas negativas na parede celular,
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como aminas e acidos carboxilicos. Esses grupos formam uma camada ibnica, a
camada elétrica dupla, cuja espessura € medida pelo potencial zeta, em mV. Quanto
maior o valor absoluto do potencial zeta, maior a repulsédo entre as células e mais
dificil € a densificacdo da biomassa. (Li et al., 2022; Park; Craggs; Shilton, 2011).

A fim de superar essas dificuldades, diversos sao os métodos propostos para
colher a biomassa algal. Um deles, a centrifugacédo, € eficaz ao custo de altas
quantidades de energia. A coagulagdo com compostos inorganicos como alumen e
cloreto férrico gera uma biomassa potencialmente contaminada. (Li et al., 2022) A
flotacdo € um processo promissor, mas inviavel em grande escala. Em razao disso, a
literatura estima uma parcela atual de 30 a 50% no valor final da biomassa referente
a colheita (Mata; Martins; Caetano, 2010). A viabilizagdo da biorrefinaria algal

necessita, invariavelmente, de técnicas mais eficientes. (Li et al., 2022).

3.4.2 Autofloculagao e biofloculagao

Duas das técnicas mais estudadas e ecologicamente promissoras para a
colheita de microalgas sédo a autofloculagao e biofloculagdo. Ambas se baseiam na
dispersao das cargas elétricas das células algais por meio dos polimeros catiénicos
conhecidos como EPS. Sua agao reduz o valor absoluto do potencial zeta tal que as
forgas de van der waals excedem as repulsdes eletrostaticas, causando a coagulagéo
da biomassa (Jimoh; Keshinro; Cowan, 2019; Li et al., 2022).

Figura 6 - Mecanismos ponte (A) e preenchimento (B) para a captura das células de
microalgas pelo EPS.

Particulas carregadas
negativamente Particulas carregadas
negativamente

Cargas positivas

Fonte: Adaptado de Babiak e Krzeminska (2021).

De maneira geral, a produ¢cdo de EPS das microalgas é baixa, assumindo

relevancia em casos de pH alcalinos (>9,0), quando as células excretam polimeros
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como forma de defesa ao ambiente estressante. A autofloculagdo, como € conhecida,
€ a sedimentagédo da biomassa por acédo natural e algumas espécies apresentam tal
capacidade, podendo ser usadas tanto isoladamente quanto em conjunto com outras
algas de interesse comercial (Ummalyma et al., 2017; Xiao; Zheng, 2016). Exemplo
disso é o conjunto das microalgas Ettilia texensis, capaz de autoflocular (-18,9 a -12,1
mV), e Chlorella vulgaris, incapaz de flocular (-38,4 mV) (Salim et al.).

Visando sanar as baixas produgdes de EPS pelas microalgas, nos ultimos anos
tem sido proposta a biofloculagdo, coagulagado da biomassa por meio da agao conjunta
com outros micro-organismos como fungos e bactérias. Além dos grupos funcionais
externos as células serem diferentes e levarem a um balanceamento do potencial
zeta, certos tipos de micro-organismos sao ricos na produg¢ao de EPS. Em especial, 0
uso de lodos ativados leva a formagdo de consorcio conhecido como agregados
microalga-bactérias (AMABs) (Babiak; Krzeminska, 2021; Zhang et al., 2020).

3.4.3 Biologia e metabolismo dos AMAB

Os agregados microalga-bactéria representam um tipo diferenciado de
sobrevivéncia quando comparado com as formas planctbénicas. As variaveis que
desencadeiam sua formagao ainda nao sao satisfatoriamente conhecidas, mas sabe-
se que fatores bidticos e abidticos desempenham papel consideravel (Jimoh;
Keshinro; Cowan, 2019). O EPS que age como suporte dessa estrutura € rico em
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios, substancias humicas, acido
urénico e outros. Essa matriz polimérica pode também atuar protegendo as células
contra substancias toxicas e metais pesados por adsor¢ao (Ummalyma et al., 2017).

Os AMAB se compdem na maior parte de microalgas, bactéria e parcelas
menores de células mortas, protozoarios, rotiferos, ciliados, precipitados e ions
quelados. Sao estruturas porosas, compressiveis e irregulares, variando de 100 a
5000 um. Em LAT, a movimentacao da roda de pas favorece a mistura e a captura das
células na matriz gelatinosa (Jimoh; Keshinro; Cowan, 2019; Keshinro et al., 2024)

A principal forca motriz na manutencao do agregado alga-bactéria é a troca
mutualistica de gases entre fotossintetizantes e heterotroficos. O oxigénio produzido
pelas microalgas é capaz de superar a saturagdo da agua, sendo uma maneira

eficiente de aeracdo. As bactérias produzem CO:2 durante a quebra de compostos
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reduzidos para a obtencao de energia. O COz, por sua vez, € utilizado na fotossintese,
facilitando a estabilidade do sistema (Zhang et al., 2020).

Além disso, outros compostos também sao trocados, como vitaminas,
quelantes e fitormonios. A saturagcdo de oxigénio, fator que inibe a fotossintese, é
evitada, aumentando a eficiéncia do sistema. Estruturalmente, a matriz gelatinosa
porosa de EPS facilita a permeabilidade dos gases, aproxima os organismos ativos e
atua como uma barreira entre os micro-organismos e compostos externos com

atividade inibidora, toxica ou antibiotica (Babiak; Krzeminska, 2021).

3.5 APLICACOES DE AGREGADOS MICROALGA-BACTERIANO TRATAMENTO
DE EFLUENTES

Como ja mencionado, as estacbes classicas de tratamento de esgoto
necessitam do emprego de consumo heterotrofico da matéria orgéanica, nitrificacéo,
desnitrificagdo e remocéo avangada de fésforo (Metcalf & Eddy, 2014). Por vezes, a
utilizacdo simultdnea gera incompatibilidades e custos elevados. Tecnologias mais
econdmicas sao objeto de pesquisa constante ao redor do mundo (Zhang et al., 2017).

A biomassa de AMAB traz as propriedades de alto consumo de nutrientes e
producédo de Oz e biocompostos das microalgas, e o0 consumo de matéria organica e
producdo de EPS e CO:2 das bactérias. Atrelado a isso, a sedimentagao de flocos
AMAB é espontanea e ocorre a taxas de 8,3 m/h, gerando uma biomassa 20 a 100
vezes mais concentrada (Jimoh; Keshinro; Cowan, 2019). Portanto, os AMAB sao
candidatos ao posto de tratamento de esgoto aplicavel em larga escala.

Sabe-se que as taxas de remoc¢ao de nutriente estdo associadas as taxas de
crescimento e a literatura ja conhece uma grande variedade de meios pelos quais o
desenvolvimento algal é beneficiado pelo bacteriano em simultaneo. Exemplos s&o as
vitaminas e fitohorménios, como auxinas, que aceleram o crescimento algal (Fallahi
et al., 2021). A fotossintese promovida pelas microalgas no consércio AMAB é capaz
de oferecer 74% do suprimento de oxigénio necessario ao metabolismo das bactérias
heterotréficas, enquanto a agitagao forneceria o restante (Wang et al., 2016).

A eliminagcao de amdnia observada nos consércios algal-bacterianos pode se
dar de 3 maneiras: Assimilagao na biomassa, nitrificacao e volatilizagao (Fallahi et al.,
2021; Zhang; Li; Ho, 2021). Além disso Bankston, Wang e Higgins (2020) observaram
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uma remocao de N-NH4* 2 vezes maior em culturas algais em presencga de lodo
ativado. Sabe-se também que em quantidades baixas de amobnia, a competicao
gerada tende a ser prejudicial as nitrificantes. De maneira controlada, essa
competicdo pode levar a remogdes de 100% de amodnia (Fallahi et al., 2021; Sepehri;
Sarrafzadeh; Avateffazeli, 2020).

A remocao do nitrito/nitrato em consércios AMAB esta associada a assimilagao
e desnitrificagdo. Microalgas sdo capazes de assimilar nitrito e nitrato, mas ndo séo
nutrientes preferenciais e a remogao observada ocorre em menor velocidade quando
comparada as bactérias (Su, 2021). Apesar do nitrato ser o aceptor de elétrons em
condi¢gbes andxicas, o oxigénio fotossintético pode vir a prejudicar a desnitrificacéo
em consorcios alga-bactérias (Bitton, 2011).

Diante disso, sabe-se que a remocao eficiente de nitrito e nitrato em sistemas
AMAB representa um desafio a ser superado. Visto que a oxigenagao do consorcio é
reduzida em periodos de escuro, algumas pesquisas sugerem a operagao em
batelada sequencial para a indugéo de uma fase andxica de desnitrificagdo (Chen et
al., 2019). Rezvani et al. (2018) demonstraram que microalgas mixotroficas poderiam
ser utilizadas para a remogao de matéria organica durante periodos noturnos,
reduzindo a quantidade de OD e favorecendo a ocorréncia da desnitrificagcao.

A precipitacdo quimica e a assimilagdo sao as principais rotas de remocéao de
fésforo na biomassa de AMAB (Zhang; Li; Ho, 2021). A interagdo entre os micro-
organismos pode vir a otimizar a assimilagdo, como observado no estudo de Higgins
et al. (2018), em que vitaminas secretadas por bactérias agiram como cofatores do
crescimento das microalgas associado a remogao de 100% de fésforo total.

O estudo de Rezvani, Sarrafzadeh e Oh (2020) também mostrou ganhos na
remocgao de fésforo em cultivos alga-bactéria (6,34 mg.L-') quando comparados com
cultivos algais (4,5 mg.L™"). Os pesquisadores demonstraram que a assimilagéo é o
processo de remogao mais significativo, superando a precipitagdo quimica. Além
disso, outros estudos mostram que PAOs s&o capazes de estabelecer simbioses ao
liberar fosfato diretamente assimilado pelas microalgas (Valverde-Pérez et al., 2016).

Apesar de varios artigos indicarem razdes de indculo alga/bactéria que variam
de 10:90, 5:1 e 1:1, foi provado em um artigo recente de Dos Santos Neto et al. (2021)

que o inéculo de microalgas néo se mostra necessario dentro de sistemas de lagoas
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de alta taxa. Nesse caso, tem-se em mente a formacgao de flocos a partir de microalgas
endogenas do esgoto e ambiente da estagao.

O custo de tratamento de lagoas de alta taxa com agregados microalga-
bactéria em escala piloto foi estimado em 0,25 a 0,5 euros.m3, mostrando similaridade
com tecnologias convencionais de tratamento. O custo de produgao da biomassa vai
variar de acordo com o meio de cultivo utilizado, ficando em torno de 5,26 a 8,07
Euros. kg'sst segundo Vulsteke et al. (2017). Cabe mencionar que poucos estudos
de custo da biomassa focam na realidade brasileira.

Na tabela 1 é apresentada uma compilacdo de estudos cujo foco se encontra

na melhoria da eficiéncia do tratamento empreendido pela biomassa AMAB.
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Tabela 1 - Estudos do uso de agregados microalga-bactéria no tratamento de efluentes.
Tipo do reator Condigdes do agregado  Condi¢des de operacéo Desempenho do Observagdes Referéncia
tratamento
Remocgéo de carbono Lodo algal-bacteriano

demonstrou melhor
performance sob recirculagao
comparado a lodo bacteriano

organico dissolvido, TN e
TP: 40%, 60% e 15% Ahmad et al., 2019

(recirculagéao); 100%, 98%

Esgoto sintético sob

Fotobiorreator em escala de Lodo alga-bactéria granular . < <
recirculagéo e aeragéo

bancada a partir de lodo ativado ) .
intermitente
e 64% (aeragéo) aerébio
Esgoto primério e Alta concentragao di.
- biomassa de 2,2 g.L?; - L .
secundario. Taxa de < A analise cinética estimou a
- . >99% de remocao de ~ I o
Lagoas de alta taxa em escala Flocos alga-bactéria a carregamento organico . L. remocao completa dos Biliani; Manariotis,
; . o . nutrientes e matéria g
de bacada (5,5 L) partir de lodo ativado variavel; TDHs de 5,5; 2,2 organica. Biomassa nutrientes em 2023
elld. Op;g;ao por 130 sedimentavel em 10 aproximadamente 12 horas
: minutos
Consorc!os Ch_lorella _ N Remogao de sDQO,TDP e Substancias "quorum sensing
vulgaris-Bacillus Diferentes razdes . . trocadas por Chorella e
Reatores em batelada em . . - o . TDN: 86,55%; 80,28% e : : . .
licheniformis (CB) e alga/bactéria. Cultivo em i . Bacillus induziram a uma Jietal, 2018
escala de bancada X X . L 88,95% (CB); 65,62%; <
Microcystis aeruginosa- Esgoto sintético melhor producéo de EPS e
: ; ) . 70,82% e 21,56% (MB)
Bacillus licheniformis (MB) tratamento do esgoto
Maiores producdes de

biomassa (0,21-0,23 g.L?)
e remocao de nutrientes
sob alimentacdo semi-

A alimentacdo em regime

Regimes de alimentacéo
semi-continuo mostrou Serejo et al., 2020

Lagoas de alta taxa em escala (Scengggiﬁ,rﬁ'sosalgil 98%) de 24,12 e 0,1 h.d™
de bacada (21 L)  SP- = Esgoto real contendo continua (TN: 74-76%; vantagens frente & operagéo
e lodo ativiado : ~ . p
surfactantes. TP: 80-86%). Remocéo de classica continua.

surfactantes acima de
90% em todos os regimes.
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Lagoas de alta taxa em escala
de bancada (31,26 L)

Consorcio alga-bactéria
cultivado a partir dos
esgotos em estudo

Razdes C/N "6timas" (=6),
deficitarias (<6) e em
excesso (>6) de carbono
partir da mistura entre
esgotos de abatedouros e
cervejarias

Boa adaptacgédo do
consorcio as diferentes
razbes C/N. Maiores
remogdes de 62% (C/N
>7,4),59% (C/N =4,1)
58% (C/N = 4,1)

Remocgéo de fésforo e
nitrogénio foram mais efetivam
em alto déficit de carbono. Alta

disponibilidade de carbono
gerou alta remocao dele.

Gama et al., 2023

Lagoas de alta taxa em escala
piloto (250 m3)

Consorcio algal-bacteriano
endégeno

Comparagéo entre
agitacdo cessada por 10
dias e mantida
continuamente

Agitacdo descontinua ndo
afetou remocéo de
Escherichia coli e DBOS.
Lagoa descontinua
apresentou maiores niveis
de NO% e NO®-.

A performance de remocao
nao sofreu grandes alteraces
em razdo da interrupcéo da
agitacdo por 3 dias.

Butterworth;
Fallowfield, 2024

Fotobiorreatores em escala de
bancada (1 L)

Scenedesmus sp. e lodo
aerébio aclimatado a
esgoto de celulose

Melhor razéo
alga/bactéria para o
tratamento em esgoto de
industria de celulose

Melhores remocgdes:
NH4+: 86,81% (a/b 1:5);
PO43- (a/b 3:1); Remocgao
de matéria organica e
eficiéncia de floculacao a
90%: a/b 5:1;

Em propor¢es mais ricas em
algas, houve melhor remogéo
de fésforo. Em maior presenca
de bactérias, houve remocéo
mais eficiente de nitrogénio e
matéria organica

Satiro et al., 2022

Sistema hibrido em escala de
bancada de reator de biofilme e
lagoa de alta taxa

Consorcio algal-bacteriano
nativo desenvolvido em
esgoto doméstico

Tratamento de esgoto
doméstico com sistema
hibrido de lagoa de alta
taxa e reator de biofilme

como concentrador de

biomassa

Produtividade de
biomassa 2,6x maior.
Eficiéncia de colheita de
61% frente a 22% do
sistema convencional.
Aumento da diversidade
de micro-organismos.
Perfil lipidico e remocéo
de nutrientes de acordo
com o tratamento
convencional

Hibridizacéo do sistema levou

a ganhos elevados de colheita

e producéo, indicando grande
potencial do tipo de sistema

Assis et al., 2020
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3.6 BIODIESEL ALGAL

Enquanto a demanda por energia aumenta incessantemente, as catastrofes
climaticas associadas ao aquecimento global podem tornar-se 4 vezes mais
frequentes se a elevagao da temperatura global atingir 1,5 °C até 2050. Esse e outros
cenarios alarmantes s6 poderao ser atenuados caso as emissdes de gases do efeito
estufa sejam significativamente freadas (IPCC, 2023). Ha décadas as microalgas s&o
conhecidas fontes em potencial de bioenergia e sua aplicagdo em larga escala tem o
potencial de auxiliar a humanidade na construgdo de um futuro ecologicamente

correto (Mata; Martins; Caetano, 2010).

3.6.1 Crise energética, mudancgas climaticas e biocombustiveis

Até 2016, 81% da energia global foi atendida por carvéao, petréleo e gas natural
enquanto o ano de 2021 viu um aumento de 5,8% na demanda energética primaria.
Porém, significativa exaustdo desses combustiveis pode se dar nos proximos 50 anos.
Além disso, o CO2 emitido na queima em industrias e veiculos absorve radiagao solar
e impede a reflexdo do calor do sol, de tal maneira que até o ano de 2023, ja se
observou um aumento de 1,1 °C na temperatura média global (Lv et al., 2019).

O aquecimento global ndo poupa sinais: o nivel de CO2 € o maior dos ultimos
2 milhdes de anos; o aquecimento dos oceanos € o mais rapido desde a ultima era do
gelo; a década de 2010 foi a mais quente dos ultimos 125 mil anos e a cobertura de
gelo no verdo do Artico é a menor dos Gltimos mil anos. As pesquisas sdo categdricas
ao afirmar que sdo mudancgas sem precedentes na histéria recente (IPCC, 2023).

A fim de estimar o menor dano humano e material, a Organizagédo das Nagdes
Unidas (ONU) estabeleceu um aumento limite de 1,5 °C até 2050. Para tanto, até
2030, as emissdes de carbono na atmosfera devem cair 43%, até 2035, em 60%, e
até 2040, em 69%; com relagao ao pico de 59 gigatoneladas de carbono equivalente
emitidos em 2019. Os pesquisadores do grupo de trabalho |l do IPCC também afirmam
que o cumprimento das metas depende da redugcao em 95% do uso do carvao, 60%
do petréleo e 45% da gasolina. Além disso, tecnologias de captura de carbono como

arvores e microalgas sé&o critérios obrigatorios, ndo op¢des alternativas (IPCC, 2023).
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E visando a substituicdo do petréleo por fontes menos agressivas ao clima e
mais abundantes que se encontram em desenvolvimento e aprimoramento os
biocombustiveis. Essas fontes de energia tem a capacidade de serem menos
poluentes, renovaveis e dependerem de varias matrizes, ndo apenas do petroleo.
(Wang et al., 2024). De acordo com as suas matérias-primas, podem ser classificados

em quatro geragdes, como observado na figura 7.

Figura 7 - Geracdes de biocombustiveis.
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Fonte: O autor (2024).

- Primeira geragao: Sdo combustiveis derivados de culturas alimenticias como
o biodiesel de soja. Possuem a vantagem de serem provenientes de fontes bem
estabelecidas e conhecidas. Porém, a competi¢ao por terras agricultaveis e agua gera
um paradoxo com relagdo a seu uso em larga escala (Saladini et al., 2016).

- Segunda geracgao: Os combustiveis derivados de matérias lignoceluldsicas,
como grama e feno. Ndo séo fontes alimenticias, apesar de concorrer com terras
moderadamente agricultaveis. Além disso, requerem processos de pré-tratamento,
como é o caso da hidrélise de cascas de madeira (Bharti et al., 2021).

- Terceira geracao: Dentre as principais matérias-primas dos combustiveis de
terceira geragéo, as microalgas figuram como protagonistas. Podem crescer em terras
ndo agricultaveis, possuem altas taxas de crescimento, eficiéncia fotossintética e
acumulo de biomassa, e podem ser cultivadas nos mais diversos meios, nao
competindo por agua potavel (Wang et al., 2024).

- Quarta geragéo: Trata-se de um aprimoramento da terceira geragéo por meio

da engenharia genética (Wang et al., 2024).
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As propriedades singulares das microalgas fazem com que elas se
sobressaiam entre as demais fontes de bioenergia. Além dos principais subprodutos
energeéticos, elas sintetizam e armazenam lipidios que podem ser transformados em
um biodiesel de notavel facilidade de aplicagdo nos motores diesel e excelente
desempenho, sendo, até o momento, o biocombustivel algal mais promissor (Alishah
Aratboni et al., 2019; Wu; Miao, 2014).

3.6.2 Lipidios de microalgas

As microalgas acumulam lipidios no reticulo endoplasmatico, cloroplasto e
citosol, de onde podem ser extraidos e posteriormente convertidos a biodiesel. Podem
apresentar funcao estrutural e de reserva energética, se dividindo em lipidios polares
(glico e fosfolipidios) e neutros, como os triacilglicerdis, ilustrados na figura 8, abaixo.
Lipidios neutros respondem por 20 a 50% do peso seco da célula e sdo a matéria-

prima ideal para o biodiesel (Pandey et al., 2024).

Figura 8 — Estrutura basica de um triacilglicerol e seus tipos de acidos graxos formadores

possiveis.
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Fonte: Himawan; Starov; Stapley (2006).

Triacilglicerois (TAG) sao os mais relevantes lipidios neutros e sdo constituidos
de acidos graxos saturados, mono, di ou poli-insaturados. Compostos poli-insaturados
como os acidos a-linolénico (18:3n-3) e eicosapentondico (20:5n-3) possuem
elevadas propriedades nutricionais, em especial como antioxidantes. Entretanto, o
melhor desempenho do biodiesel algal esta associado a um equilibrio entre acidos

monoinsaturados e saturados (Mehrabadi; Craggs; Farid, 2016).
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A producao de TAG nas células pode se dar no cloroplasto ou no reticulo
endoplasmatico. No primeiro, moléculas de glicose sao convertidas a piruvato na rota
glicolitica, e posteriormente a acetil-coenzimaA na presenga de luz e piruvato-
dehidrogenase. Na auséncia de luz, o ciclo de calvin produz 3-fosfogliceratos que
entram em uma complexa rota metabdlica que culmina na produgao de acidos de
cadeia longa com 16 a 18 carbonos. Apos isso, trés acidos graxos sao armazenados

junto a uma molécula de glicerol-3-fosfato, originando os triacilglicerideos.

Figura 9 — Sintese de Triacilglicerdis nas organelas celulares das microalgas via rota
autotrofica.
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Fonte: Pandey et al. (2024)

Quando comparadas a outras culturas oleaginosas, o teor de lipidios
encontrado nas microalgas tende a ser muito mais elevado, como pode ser observado
na tabela 2, abaixo. Além disso, todo o carbono emitido na queima do biodiesel algal
foi proveniente da atmosfera e capturado via fotossintese. Isso significa que o uso
desse biocombustivel contribui sobremaneira para os compromissos de carbono zero

dos paises e empresas (Chhandama et al., 2021).
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Tabela 2 — Teor lipidico encontrado em alguns tipos de microalgas.

Espécie de microalga Teor lipidico total (Y%om/m)
Botryococcus braunii 44,97
Chorella vulgaris 28,07
Clamydomonas sp. 15,07
Desmodesmus brasiliensis 17,99
Scenedesmus obliquus 16,73
Botryococcus terribilis 49,00
Chlorella emersonii 18,60

Fonte: Adaptado de Chhandama et al. (2021).

A producao lipidica nas microalgas esta, em primeiro lugar, associada a espécie
em questdo. Cianobactérias, por exemplo, possuem deficiéncia de triacilglicerdis,
enquanto algas verdes possuem, em média, 25,5% em massa na forma de TAG. Ha
que se notar também que, em muitas cepas, a alta produtividade de biomassa nao
esta atrelada a altos teores lipidicos, e vice-e-versa, sendo necessario um equilibrio
entre os dois para uma producao de biodiesel mais econémica (Wang et al., 2024).

Além disso, o regime nutricional ao qual as células algais estdo sujeitas e o
estresse nutricional sdo conhecidas ferramentas que induzem ao acumulo de TAG.
No caso do nitrogénio, o estresse induz a redugao do crescimento e ao aumento do
teor lipidico provavelmente em razdo da quebra dos compostos nitrogenados e da
clorofila (Negi et al., 2016; Wang et al., 2024). Condicdes limitadas de fésforo, por sua
vez, reduzem as rotas energéticas enquanto aumentam agdes metabdlicas como a
quebra de proteinas e a sintese lipidica, porém em menor quantidade que a deficiéncia
de nitrogénio (Feng et al., 2012).

A condigao ambiental também tem influéncia sobre a acumulagao de TAG. A
luz, por exemplo, tende a estimular a produgao de lipidios polares quando em baixa
intensidade e de lipidios apolares, quando em alta intensidade. Entretanto, sabe-se
que tanto a escassez quanto a sobrecarga de luz tém a possibilidade de danificar o
mecanismo fotossintético, prejudicando crescimento e teor lipidico. O fotoperiodo
parece necessitar de etapa escura a fim de evitar a degradagdo dos pigmentos
fotossintéticos, ficando o ideal entre 12:12 e 14:8 de claro:escuro. (Bhandari et al.,
2023).
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A temperatura, outro fator de importancia, frequentemente é espécie-
dependente, necessitando de estudos especificos do perfil algal de interesse, mas
geralmente gira em torno de 25 a 30 °C. O COg, por sua vez, € crucial para a
fotossintese e niveis adequados devem ser fornecidos para uma sintese de TAG
relevante. Além disso, o NaHCOs também pode ser usado como fonte de carbono e

exercer influéncia na acumulacéao de lipidios (Wang et al., 2021).

3.6.3 Biodiesel algal e transesterificacao

A aplicacdo do biodiesel de microalgas ndo necessita de mudangas nos
motores diesel nem na infraestrutura associada & distribuicdo. E um combustivel
biodegradavel, ndo toxico e possui 15% em massa de oxigénio. Esse fator faz com
que o seja emitido muito menos mondéxido de carbono na sua queima, embora uma
certa elevacao nos niveis de NOx pode ser observada (Chhandama et al., 2021; Mata;
Martins; Caetano, 2010; Tuccar; Aydin, 2013).

Além disso, também sédo emitidos niveis muito menores de enxofre e materiais
particulados na atmosfera. Em diversos estudos, o biodiesel algal ja demonstrou
atender a padrbes de qualidade, como o numero de Cetano e o ponto de
congelamento (Francisco et al., 2010; Wu; Miao, 2014). O desempenho se deve ao
fato dos TAGs serem formados por acidos graxos C16 e C18 com baixos indices de
insaturagdo, em sua maioria. (Chhandama et al., 2021).

A transesterificagao, reacédo de obtencao do biodiesel, € a conversdo de uma
molécula de triacilglicerdis em ésteres de acidos graxos e glicerol. Em geral, usa-se
um catalizador acido ou basico e metanol como alcool, originando os chamados metil
ésteres de acidos graxos (FAME) (Pandey et al., 2024).

Figura 10 - Reacao de transesterificagédo utilizada na produgao do biodiesel algal.
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Fonte: Pandey (2014)
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Na catalise acida, o carbono protonado do grupo carbonila reage com o grupo
hidroxila (-OH) do alcool, criando um intermediario tetraétrico. Na catalise basica, um
alcoxido nucleofilico é criado com o grupo -OH alcéolico e reage com o grupo -C=0
dos triglicerideos. Apesar de ser mais barata e aproximadamente 4000 vezes mais
rapida que a rota acida, a catalise basica pode causar saponificacéo pela reacao do
catalizador com acidos graxos livres (Chisti, 2007; Halim; Danquah; Webley, 2012).

Uma necessidade a aplicagédo do biodiesel algal em maior escala é a demanda
por meios de cultivo econdmicos e acessiveis. A associacdo entre a produgcao de
bioenergia algal e o tratamento de esgoto doméstico € considerada a estratégia mais
viavel até o presente momento. As especificidades de cada tipo de efluente devem ser
estudadas, visto que concentracao de carbono e razao N:P s&o cruciais a acumulagao
de lipidios. Além disso, deve ser estudado um protocolo padrédo de controle da pureza
da biomassa, ja que a contaminacao reduz o rendimento lipidico (Pandey et al., 2024).

Outra questao ¢ a colheita que, como mencionado é um fator que encarece a
producdo de biomassa. Enquanto métodos como a centrifugagdo sao custosos, a
floculagdo depende da adigdo de floculantes quimicos (Chandra et al., 2019).
Estratégias ecologicamente sustentaveis como a biofloculagdo encontradas nos
AMAB, sao essenciais para tornar a colheita econédmica (Ummalyma et al., 2017).

Além disso, técnicas de pré-tratamento da biomassa como ultrassom, choque
osmotico, moagem por esferas e estresse oxidativo sdo importantes ferramentas que
visam diminuir as quantidades de solventes organicos necessarios para a extragéo
(Han et al., 2019; Sierra; Dixon; Wilken, 2017). Quanto aos catalizadores, a

problematica principal reside na eficiéncia e recuperacao (Pandey et al., 2024).

Figura 11 — Esquema do processo de producdo padrao do biodiesel algal.
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Fonte: Pandey (2014).
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3.6.4 Microalgas como fonte de Biodiesel - LAT+AMAB

Dentre as diversas formas de energia limpa, o biodiesel se mostra como sendo
a unica a ter o potencial de substituir completamente o petrodiesel (Dutta; Davies;
Ikumi, 2018). Além disso, 183 toneladas de CO2 sao necessarios para cada tonelada
de biomassa algal produzida, contribuindo para a captura eficiente do principal gas do
efeito estufa (Chisti, 2008). Espécies como Chlorella vulgaris, Nannochloropsis
oceanica, Dunaliella salina, Botryococcus sp., Desmodesmus sp., Neochloris sp.,
Scenedesmus sp. e Tetraselmis sp. foram capazes de produzir em laboratério um
biodiesel que atendesse as normas ASTM (Wang et al., 2024).

Do ponto de vista produtivo, o método de cultivo das microalgas exerce
influéncia sob o rendimento da biomassa, lipidios, subprodutos e tratamento do meio.
Portanto, a escolha deve passar por uma rigorosa avaliagdo. Maliha e Abu-Hijleh
(2023) apontaram que o custo por tonelada da biomassa algal seca gira em torno de
$1225 em média, tendo o método consideravel participacdo no valor. Os autores
apontam que fotobiorreatores tendem a produzir biomassas com custo médio de
$1737 por tonelada de biomassa seca, enquanto lagoas de alta taxa produzem a um
custo de $494 por tonelada.

Apesar de varios dos desafios impostos quanto a contaminagao e dificuldade
de controle de parametros, as lagoas de alta taxa sdo preferiveis em razdo do seu
custo-beneficio e por oferecer grandes areas superficiais, fator crucial ao cultivo algal
(Pandey et al. 2024). Por exemplo, Sharma et al. (2021) produziram uma biomassa
predominantemente de Chlorella minutissima em LAT de 1500L com teor lipidico de
19,98% e os ésteres metilicos foram capazes de atender todos os padrdes das normas
ASTM D6751 e EM 14214.

A produtividade de biomassa e subprodutos em sistemas abertos é uma
questao frequentemente levantada e avaliada. Zhang et al. (2018) estimaram uma
producéo de 7,47 a 10,10 ton.ha'.ano™ de lipidios extraidos da biomassa oriunda de
uma lagoa de alta taxa com biofilme vertical. A produgao de biodiesel ficaria em 0,57-
1,15 ton.ha'.ano, enquanto o volume de biogas produzido a partir da biomassa
extraida seria 21.471 a 29.139 m3.ha'.ano™.

Bell et al. (2016) verificaram que os principais fatores de correlagédo com a

permanéncia da microalga inoculada (Chlorella sp.) em uma lagoa de alta taxa de 200
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L foram o nivel de fosfato e o controle do pH. A pesquisa demonstrou que € possivel
manter a pureza de cultivos abertos acima de 90% utilizando as estratégias corretas.
A qualidade dos lipidios mostrou excelente desempenho na pesquisa de
Jarungkeerativimol et al. (2023), onde a biomassa de Anjistrodesmus sp. em uma
lagoa de alta taxa de 100 L demonstrou perfil semelhante ao 6leo de palma.

Por fim, o tratamento do efluente, tdo importante no barateamento do biodiesel,
nao parece ser um empecilho quando se operam em lagoas de alta taxa associadas
a extragao de Odleos. Arora et al. (2020) trataram agua fluvial poluida com o objetivo
de uso na aquicultura e produgao de lipidios, vindo a obter remogdes de NTK de 97%
e fésforo total de 95%. Além disso, a lagoa de alta taxa de 75 L inoculada com Chlorella
sorokiniana foi capaz de produzir uma biomassa com teor lipidico de 31%.

Condicdes de escassez de CO2 podem inibir o acumulo de lipidios e, portanto,
o suprimento adequado é essencial (Wang et al., 2024). E bem conhecido que a
relagdo simbidntica entre bactérias e microalgas pode vir a manter niveis sempre
adequados do CO2, evitando decaimentos na produtividade de biomassa e
subprodutos energéticos. Portanto, € de se esperar que agregados alga-bactéria
sejam objeto de estudo como fonte de biodiesel.

He et al. (2022) utilizaram efluente pré-tratado de cervejaria em fotobiorreatores
no cultivo de AMAB a partir de Clorella sorokiniana e lodo ativado. A remocgao de
amonia do estudo alcangou 96%, enquanto o teor de lipidio alcangou o nivel excelente
de 34,9%. Ao utilizar esgoto e lixiviado de aterro Hernandez-Garcia et al. (2019) foram
capazes de remover 82% de N-NH4" e 43% de ortofosfato, com agregados de
Desmodesmus sp. e lodo ativado, obtendo 20% de teor lipidico.

A proporcédo entre microalgas e bactérias ja demonstrou ser um fator de
importancia. Satiro et al. (2024) verificaram a influéncia das proporgdes de start-up em
um fotobiorreator tubular para o tratamento de esgoto de industria de papel. Os
autores observaram que os maiores teores lipidicos foram encontrados na proporgao
inicial de 100:500 de algal:bactéria, enquanto a melhor interacdo simbibntica foi
observada na proporgao de 100:100. Em outro estudo, Satiro (2021) observou que
grandes porgbes de inoculagdo de lodo - na faixa de 0,5 g.L' - ocasionam
autossombreamento em lagoas de alta taxa, dificultando a colonizagéo de microalgas.

Xu et al. (2016) confirmaram a escassez nutricional como ferramenta para a

producdo lipidica no caso da operagdo com agregados-microalga bactéria. Na
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pesquisa, o consorcio Chlorella vulgaris e lodo ativado evidenciou melhoras na
sedimentabilidade e acumulo lipidico de 17,1%. Além disso, o controle do pH em
valores préximos a 7,0 novamente demonstrou influéncia na melhoria do teor lipidico
na pesquisa de Bélanger-Lépine et al. (2018).

A unido da operacao de lagoas de alta taxa com agregados microalga-bactéria
(LAT-AMAB) pode incluir, além da produtividade, ganhos nos teores lipidicos, como
observado no estudo ja citado de Satiro (2021). O autor operou 3 lagoas de alta taxa
de alturas uteis variaveis. A Lagoa sem adicao de lodo ativado e altura de 0,3 m obteve
9,55%, enquanto as lagoas com agregados e alturas de 0,3 m e 0,5 m alcangaram
11,5% e 18,4% de lipidios, respectivamente.

Dados sugerem que a operagao em regime semi-continuo € uma estratégia
aplicavel para a producdo de microalgas e acumulagédo de lipidios. Entretanto, em
raras vezes foram reportados estudos em escalas piloto e real, submetidas as
intempéries do clima. Ho et al. (2014) sugerem que o uso de processos semi-continuos
para a produgao de biodiesel de microalgas deve passar por mais estudos para a
comprovagéao da sua viabilidade.

Van Den Hende et al. (2014) afirmam que em escala industrial, deve-se cultivar
agregados microalga bactéria sob batelada sequencial em lagoas de alta taxa por tais
reatores serem os mais baratos, faceis de instalar e operar e apresentar cultivos de
microalgas mais duraveis. Além disso, o fornecimento de CO:2 pelas bactérias
heterotréficas durante picos de aporte de matéria organica, no inicio de cada batelada,
pode ser uma estratégia para a remediagao dos impactos da alcalinizagao dos cultivos
de microalgas.

Entretanto, o perfil lipidico dos agregados microalga-bactéria encontrados
durante a operagao em lagoas de alta taxa ao longo de grandes periodos de operagéo
ainda € de escasso conhecimento. As intempéries de clima e contaminagao externa
necessitam de melhor compreenséo para sua otimizagao. Entretanto, a resiliéncia e
produtividade satisfatoria ndo serao suficientes se os lipidios produzidos gerarem um
biodiesel cuja qualidade n&o contribua para a transigao energética.

Portanto, um entendimento do perfil lipidico dos agregados microalga-bactéria,
suas propriedades e respostas ao longo da operagao em lagoas de alta taxa sob
batelada sequencial, se faz necessario, tendo em vista ser esse um processo de

producao ecologicamente alinhado as demandas do clima.
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4, METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido em uma lagoa de alta taxa localizada na
estacdo de tratamento de esgoto Mangueira (ETE-Mangueira), de propriedade da
Companhia Pernambucana de Saneamento (COMPESA) e administrada pela BRK
ambiental. A estacdo se localiza na cidade de Recife, nas latitudes 8°04°40.22” ao sul
e longitude 34°55°29.39” ao oeste, e trata esgoto doméstico dos bairros da Mangueira,
San Martin.

4.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O esquema de alimentacéo da lagoa ja instalado nas dependéncias da estacao,

e o procedimento experimental da pesquisa estao ilustrados na figura 12, abaixo.

Figura 12 - Fluxograma de alimentagao de esgoto na lagoa e procedimento experimental seguido.
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Fonte: O autor (2024).

O efluente pré-tratado por reator anaerébio era deslocado para um tanque de
equalizagao e bombeado para uma caixa de distribuicdo, de onde seguia para a lagoa.

No dia zero de operacgao, foi inoculado no sistema lodo ativado e dado inicio a fase de
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formagao da biomassa algal-bacteriana, durando 20 dias. Verificada a formacéo, foi

iniciada a etapa de bateladas sequenciais, que durou 151 dias.

4.2. PARAMETROS DA LAGOAE DE MISTURA

A lagoa de alta taxa em escala piloto utilizada (figura 13) foi construida em
composito a base de fibra de vidro e resina plastica e faz parte de um sistema
experimental operado e estudado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de

Saneamento Ambiental. As dimensdes correspondentes sdo encontradas abaixo.

Figura 13 - Lagoa de alta taxa operada durante o estudo.

Fonte: O autor (2024).

Tabela 3 - Parametros construtivos da lagoa de alta taxa utilizada.

Caracteristica Valor
Comprimento (m) 6,0
Largura (m) 1,4
Comprimento da chicana (m) 5,6
Espessura da chicana (m) 0,1
Altura da chicana (m) 0,9
Altura (m) 0,9
Altura maxima da lamina d“agua (m) 0,7
Area superficial total (m?) 8,0
Volume util maximo (mq) 5,6
Volume total (m3) 7,2

Fonte: O autor (2024)
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Para a movimentagcdo da massa liquida ao longo do cultivo, foi utilizado um

sistema motor-redutor instalado na lagoa e com os parametros descritos na tabela 4,

abaixo.
Tabela 4 — Pardmetros operacionais do sistema de agitagéo.
Caracteristica Grandeza
Marca e modelo dos redutores GREMIA GS63
Marca e modelo dos motores WEG W22
Marca e modelo dos inversores de frequéncia WEG CFW08
Poténcia do motor-redutor 1 cv com reducéo de 1:40
Comprimento da mesa de apoio do motor-redutor (m) 0,3
Largura da mesa de apoio do motor-redutor (m) 0,3
Altura da mesa de apoio (m) 0,85
Diametro do eixo do motor (m) 0,02
N° de pas do rotor 4
Diametro do eixo do rotor (m) 0,04
Comprimento do eixo do motor + rotor 1,7
Distancia do rotor ao fundo da lagoa (m) 0,15
Distancia do rotor as bordas da lagoa (m) 0,05
Distancia da chicana para o eixo do rotor (m) 0,98
Diametros dos rotores (m) 1,4

Fonte: O autor (2024).

4.3. CARACTERIZAGCAO DO INOLUCO

Para a formacado dos agregados alga-bactéria foi utilizado lodo doado pela
empresa de tratamento de esgotos Suape Empreendimentos Ambientais (SEAL),
localizada no Cabo de Santo Agostinho, PE. A estagao tem capacidade para tratar 100
m3/h de esgoto industrial e doméstico e conta com o tratamento de Lodos Ativados,
do qual proveio o lodo, coletado apds o descarte de fundo do decantador secundario.

Na tabela 5, encontram-se as caracteristicas do lodo floculento.

Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos do lodo utilizado na formagao da biomassa AMAB

Parametro Média
DQO (mg/L) 11775,8
NTK (mg/L) 2342
Fésforo Total (mg/L) 88,0
SSV (mg/L) 7756,7

Fonte: O autor (2024).
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4.4, CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

A LAT estudada recebeu como substrato o esgoto doméstico pré-tratado por
reator anaerdbio de fluxo ascendente da estagdo mangueira. O reator se compde de
8 madulos que, juntos, operam em vazao diaria de projeto de 31,86 L.s™!, TDH de 8
horas e vazdo maxima horaria de operagcdo 51,10 L/s. As caracteristicas médias
obtidas a partir de estudo anterior encontram-se descritas na Tabela 6. As efetivas

concentragdes foram medidas ao longo do estudo conforme sera descrito.

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos do efluente pré-tratado por UASB.

Parametro Unidade Média

pH - 7,25+ 0,33
Oxigénio Dissolvido mg/L 0,27 £ 0,34
Temperatura °C 29,20+ 1,12
Condutividade puS/cm 1242,00 + 71,26
Salinidade % 0,52 + 0,08
Alcalinidade total mg/L 243,51 + 58,36
DQO mg/L 160,51 £ 96,11
DBO mg/L 80,00 £ 42,43
NTK mg/L 35,25 + 6,58
N-NH4* mg/L 24,45+ 7,43
Fésforo Total mg/L 5,40 + 1,33
Sdlidos Suspensos Volateis mg/L 60,33 + 54,14

Fonte: Satiro (2022).

4.5. FASE 1-FORMACAO DA BIOMASSA

O experimento da pesquisa se dividiu em 2 fases. Na primeira, foi feita a
inoculagao da lagoa para a formagao dos agregados durante uma batelada unica, o
que durou 20 dias. Apds isso, iniciou-se a fase em operacédo em batelada sequencial,
que durou 151 e teve o objetivo de verificar o tratamento do efluente, caracteristicas
da biomassa, produtividade de lipidios e FAMES.

Como recomenda a literatura, a fim de desenvolver os flocos de microalga-
bactéria, o lodo ativado foi adicionado a LAT no dia 0 de operacéo, iniciando-se a fase
1 (Arcila; Buitron, 2017; Dos Santos Neto et al., 2021). Em trabalho prévio usando o
mesmo sistema e origem do lodo da presente pesquisa, Satiro (2021) verificou que

64



valores préximos a 500 mgSSV.L'' de lodo causaram autossombreamento,
dificultando a formagao da biomassa. Na ocasidao, chegou-se uma faixa operavel de
180 mgSSV.L-! na lagoa somando-se lodo e efluente.

Portanto, no dia 08 de fevereiro de 2023 iniciou-se a fase 1 ao serem inoculados
180 mg.L"! de lodo ativado na LAT em estudo, o que representou 55,73 L de lodo. O
volume da lagoa foi completado até atingir a altura util de 30 cm, totalizando um
volume util de 2,4 m3. Iniciou-se também os monitoramentos que serdo descritos
adiante e tiveram o objetivo de verificar a formacéo, integridade e desempenho das

especies de microalgas e do AMAB.

4.6. FASE 2 - OPERACAO EM BATELADA SEQUENCIAL

Apos 20 dias de operagao em batelada unica, verificou-se a formagao do
agregado microalga-bactéria com sucesso, iniciando-se a fase 2 de operagdo em
batelada sequencial, que durou 151 dias. No 20° dia de operagdo, cessou-se a
agitacéo dos rotores da lagoa, permitindo a biomassa um periodo de sedimentacéo
de 30 minutos. Apds isso, secou-se 50% do conteudo por meio de valvula instalada
na lagoa, o que permitiu que apenas o sobrenadante clarificado fosse retirado,
enquanto os flocos concentrados de AMAB permaneceram no fundo.

ApOs a descarga, foi ligada a agitagcao préximo ao maximo a fim de garantir a
homogeneidade da préxima batelada, normalizando-se apods alguns segundos no
valor estipulado de 0,5 m/s. Em seguida, o enchimento de 50% com esgoto p6s-UASB
foi iniciado, totalizando 1200 Litros, processo que tomou 2 horas e 30 minutos. O
processo descrito foi repetido a cada 2 dias ao longo da operagdo da Fase 2,
totalizando um TDH de 4 dias. O valor de troca volumétrica de 50% foi estipulado com
base em pesquisas prévias de microalgas e agregados microalga-bactéria em regime
de bateladas sequenciais utilizando fotobiorreatores tubulares, tendo em vista o baixo
numero de estudos desse tipo de regime hidrodinamico que foquem em lagoas de alta
taxa (Otero; Fabregas, 1997; Sales et al., 2022).

Em razao das flutuacdes e sazonalidades dos parametros do esgoto afluente
ao longo dos dias, foi desenvolvido o esquema de coleta de amostras ilustrado na
figura 7, abaixo. No primeiro dia util de cada semana que incluisse troca volumétrica

(inicio da primeira batelada da semana), eram retiradas amostras do esgoto afluente,
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adiante chamadas AF, logo na sua entrada na lagoa. Apés 2 dias, na troca volumétrica
subsequente, eram coletadas amostras do liquor misto da lagoa logo na chegada a
estagao. Durante o processo de descarte, era coletada a amostra de efluente tratado.

Liquor misto e efluente serdo adiante chamados de LM e EF, respectivamente.

Figura 14 - Esquema de coleta amostral da LAT durante a operagcdo em batelada
sequencial (Fase 2).
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Fonte: O autor (2024).

A subtragao entre os valores de AF e EF permitiram a estimativa do tratamento
do efluente, isto é, a remogao de nutrientes e matéria organica. Analises da biomassa
foram realizadas, em sua maioria, das amostras de LM. Cada troca volumétrica era

feita entre 9 e 10 horas da manha dos dias correspondentes

4.7. METODOS ANALITICOS

Adiante, sao descritas as analises do Afluente, Efluente e Liquor misto.

4.9.1. Parametros in situ

Na Tabela 7, encontram-se os parametros fisico-quimicos in situ analisados,
bem como o método utilizado e frequéncia de realizagdo em cada uma das fases. Na
fase 2, as analises eram realizadas antes da troca volumétrica e, em ambas as etapas
da pesquisa, em torno das 8:30 da manha.
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Tabela 7 - Parametros in situ medidos na lagoa.

Parametro Método Frequéncia (Fase 1) Frequéncia (Fase 2)
pH
Oxigénio Dissolvido Potenciométrico
Potencial Redox (Multiparédmetro 3x por semana Semanal
Condutividade HACH CO HQ40d)
Salinidade
Radidmetro (PAR)
Radiacao Semanal Semanal
HD 2102.2

Fonte: O autor (2024).

4.9.2. Remog¢ao de matéria organica e nutrientes

Na tabela 8, abaixo, sdo elencadas as analises quimicas realizadas na fase 1
e 2 do experimento. Na fase 1, as amostras foram coletadas diretamente na lagoa
durante o processo de batelada unica com frequéncia de 2 a 3 vezes por semana. Na
fase 2, o esquema da figura 14 foi obedecido, indicando analises de afluente (esgoto

p0s-UASB) e efluente tratado pela LAT com frequéncia semanal.

Tabela 8 - Dados fisico-quimicos analisados nas fases 1 e 2.

Parametro Método
DQO Colorimétrico — Método 5220-C
NTK Titulométrico Método 4500 Norg - B
N-Amoniacal Titulométrico 4500 NH3-B e C
Nitrito Cromatografia ibnica
Nitrato Cromatografia ibnica
Fosforo Total Colorimétrico — Método 4500 P- C
Alcalinidade Titulométrico — Método 2320-B

Fonte: (APHA; AWWA; WEF, 2012).

4.8. FORMACAO DA BIOMASSA

Adiante sao descritas as anadlises realizadas com o intuito foi observar o
desempenho da biomassa, seu desenvolvimento e caracteristicas microbioldgicas.
Todas foram realizadas a partir do liquor misto da lagoa. Porém, na fase 1 apenas

realizaram-se as analises de solidos suspensos volateis (SSV), microscopia Clorofila-
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a e materiais poliméricos extracelulares (EPS) com frequéncia de 2 a 3 vezes por

semana. Na fase 2 todas as analises foram realizadas e a frequéncia foi semanal.
48.1. Solidos Suspensos Volateis (SSV)

Foram realizadas as analises de sélidos suspensos volateis na lagoa a fim de
determinar o crescimento e manutencdo da biomassa durante o periodo de
experimento. A metodologia utilizada foi a padrdo para este tipo de amostra,
encontrada no Standard Methods for Analisation of Water and Wastewater (APHA;
AWWA; WEF, 2012). O procedimento foi feito em triplicatas e as amostras foram
coletadas em seguida ao rotor de mistura da lagoa. Utilizaram-se os dados de SSV

para o calculo da produtividade por meio da equagao obtida de Dos Santos (2023)

SSV (%) x Vol. do reator (m3)
m
Area sup. (m2) x TDH (d)

Produtividade (g.m2.d™") = (14)

482. ldentificagao e quantificagao celular

A partir do liquor misto da lagoa, foi realizada a analise visual das microalgas
por identificacdo em microscépio comum Leica DMIL em ampliacdo de até 40x. A
identificacdo dos géneros foi fundamentada por meio da descricdo taxondmica
descrita em Bicudo e Menezes (2000) e associada a literatura. A abundancia relativa
foi avaliada em microscopio invertido Leica 1500, usando uma camara de Utermohl
de 2 ml, tempo de sedimentacdo minimo de 2 horas e resolucao de 40x. Calculou-se
a densidade total e especifica de acordo com (Alveal Villena et al., 1995), de acordo

com as equacdes 15 e 16 abaixo .

— Ng
D=1 (15)
AtV
Vc= Tt (16)
Onde:

D = Densidade especifica de células (cel.mL™);

Nc = Numero de células contadas de um mesmo género;
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V¢ = Volume de amostra contada;
Ac = Area contada;
V = Volume da amostra sedimentada em camara de Utermohil;

A: = Area total da camara de Utermohl:

O calculo da abundancia relativa foi realizado com base na contribuicdo
percentual de cada género utilizando a metodologia de Lobo e Leighton (1986),

descrita na equacao 17, abaixo, sendo “n” o numero de individuos em cada taxon e

“Nt” o numero total de individuos em todos os taxons.

n x100

Abundancia (%)= N
t

(17)

Quando necessario, as amostras foram preservadas com solugdo de lugol a
5% (Brandao et al., 2011). A dominancia dos géneros se classifica em: 1) dominante
(abundancia maior que 50%); 2) abundante (abundancia relativa entre 30 e 50%; 3)
pouco abundante (entre 10 e 30%) e 4) rara (menor que 10%).

No dia 135 foi realizada contagem de zooplanctons na lagoa, realizada por meio
da filtracdo de 100 mL do liquor misto em peneira de aco Mesh 48. A biomassa retida
foi suspendida em solugao de formol com sacarose, como indica Brandao et al. (2011).
Por fim, avaliou-se a abundancia relativa de zooplanctons em camara de Sedgewick-

rafter de 1 mL e microscopio Leica DMIL.

483. Clorofila-a

Monitorou-se o desenvolvimento das microalgas de forma isolada ao agregado
microalga-bactéria por meio da analise de clorofila-a. A metodologia utilizada se
baseou no procedimento descrito em (Leong et al., 2018).

Na frequéncia ja descrita, um volume de 40 mL das amostras de liquor misto
era centrifugado a 4000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante era descartado, ao que
se adicionava 20 mL de acetona 90% e 0,05g de CaCOs. Os tubos eram envoltos em
papel aluminio e postos ao abrigo da luz em congelador por 24h. Apds o tempo,
novamente centrifugavam-se as amostras a 4000 RPM por 10 minutos e eram feitas

leituras do sobrenadante, em espectrofotometro, nos comprimentos de onda de 750
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nm, 663 nm, 645 nm e 633 nm. Os resultados de absorbancia foram aplicados na

seguinte equacao a fim de indicar o valor de clorofila-a.

_ [(11,64(ABS663-ABS750)-2,16 (ABS645-ABS750)+0,10(ABS630-ABS750)]xV1 (1 8)

Clorofila-a (mg/L) v

Onde:
V = Volume de amostra utilizado;

V1 = Volume de acetona 90% adicionado;
484. Granulometria

A analise de granulometria foi realizada para verificar a distribuigdo de tamanho
dos flocos desenvolvidos. A avaliagéo foi feita em dias especificos ao longo da fase 2
do experimento a partir do liquor misto segundo Bin et al. (2011) e incluiu a passagem
de 100 mL da amostra por 3 peneiras de ago de diametro de poro 1,0 mm, 0,5 mm,
0,25 mm. Apds isso, cada peneira foi lavada com agua deionizada, coletando-se a

biomassa. Cada fragao foi averiguada segundo a metodologia de SSV.
485. IVL30

O indice volumétrico de lodo é um importante fator associado a sedimentagao
de um lodo. Assim, em associagdo com o valor de concentragao de solidos, quanto
menor o valor de IVL30, maior sera a sedimentabilidade e compactabilidade do lodo.
Portanto, € um parametro essencial para caracterizar a facilidade de separacao do
AMAB do meio de cultura, propriedade essencial a valoracdo da biomassa hora
produzida.

O procedimento foi realizado semanalmente a partir das coletas de LM da fase
2, seguindo o descrito no trabalho de Schwarzenbeck, Erley e Wilderer (2004). Um
litro de liquor misto era aferido em provetas de vidro de 1000 mL, aguardando-se 30

minutos para a leitura do IVL30. O valor medido foi aplicado na equacgao 19, abaixo.

_ VLS %1000
Wlao= —5e7

(19)
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Onde:

VLS = Volume de lodo sedimentado em 30 minutos;

SST = sdlidos suspensos totais.
486. Eficiéncia de floculagao

Outro parametro adequado para medir a sedimentabilidade do lodo é a
eficiéncia de floculacdo, medida mais direta da clarificacdo do efluente apds o
tratamento. A analise foi realizada nas amostras de liquor misto da fase 2 e consistiu,
primeiro, na homogeneizacgao e leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de A =650 nm. Apds isso, a aliquota era deixada para repousar por 20 minutos. Apés
o periodo, o sobrenadante tinha sua densidade 6ptica medida nas mesmas condigoes.
A eficiéncia de floculagao foi obtida a partir da equacao 20, abaixo, onde “F” é a

absorbancia da amostra ndo homogeneizada e € a absorbancia da amostra

homogeneizada, ambas em A = 650 nm.
Eficiéncia de Floculagao=( 1 - |E)><100 (20)

48.7. Substancias poliméricas extracelulares

Como ja foi tratado, as substancias poliméricas extracelulares sao polimeros
catibnicos relacionados com a neutralizagdo dos grupos funcionais anidnicos
presentes nas paredes celulares das microalgas. Portanto, esse fator é
intrinsecamente ligado a formagao dos agregados AMAB, sendo necessaria sua
avaliagao constante.

Em primeiro lugar, foi realizada a etapa de extragdo do EPS segundo Arcila;
Buitron (2017). Um volume de 40 mL de liquor misto da fase 2 era centrifugado a 4000
RPM por 20 minutos. Apoés isso, o sobrenadante era descartado e o pelet de biomassa
AMAB recebia 15 mL de solugao NaCl 0,9%, sendo homogeneizado em vortex em
seguida. O tubo plastico era entdo posto em banho maria a 90 °C por 60 minutos.
Apods esse procedimento, a amostra era novamente centrifugada por 20 minutos a

4000 RPM. O sobrenadante era filtrado em membranas de fibra de vidro de diametro
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de poro 1,2 um e direcionado as analises de polissacarideos, segundo DuBois et al.
(1956), e proteinas, segundo Lowry et al. (1951) e Walker (2009).

4871. Polissacarideos

A analise de polissacarideos seguiu a metodologia descrita por DuBois et al.
(1956). A analise consistiu na medicéo de 0,5 mL do filtrado obtido na etapa anterior
de extracdo do EPS em tubos de vidro rosqueaveis de 15 mL. Seguiu-se a adicédo de
0,5 mL de solugao de fenol a 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado, realizando-
se 0 mesmo procedimento para um branco com agua deionizada. As amostras eram
postas ao abrigo da luz para o complemento da formagao da cor, definido no momento
de normalizagdo das temperaturas das amostras.

As amostras eram entao lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 490 nm. Os resultados de absorbancia foram aplicados em curvas analiticas
realizadas para o conjunto equipamento e solugéo de fenol 5%, resultando em mg/L
de EPS do tipo carboidrato.

48.7.2. Proteinas

O EPS do tipo proteina foi determinado segundo a metodologia de Lowry et al.
(1951) e Walker (2009) a partir do extrato de EPS obtido no procedimento descrito no
toépico 4.8.7. Para cada amostra, aliquotas de 1 mL eram adicionadas em tubos de
vidro rosqueaveis de 15 mL. Em seguida, preparava-se uma solugdo combinada a
partir de 50 mL de Na2COs 2% em NaOH 0,1N, 0,5mL de CuS04.5H20 1% e 0,5 mL
de tartarato de sédio e potassio 2%. Os volumes poderiam ser variados respeitando a
proporcao 100:1:1, respectivamente. Media-se, entdo, 2 mL desse reagente
combinado e adicionava-se em cada uma das amostras, permanecendo 10 minutos a
fim de permitir a formagao do complexo colorido.

Apo6s o tempo indicado, adicionava-se 0,5 mL solucdo de Folin 1N, feita a partir
da diluigao 1:1 do reagente Folin comercial. As amostras eram postas ao abrigo da luz
por 30 minutos para efetiva formacdo da cor. Terminado o tempo, media-se a
densidade oOptica em espectrofotometro no comprimento de onda de 660 nm. O valor

de EPS proteina em mg/L era obtido a partir da aplicagéo dos valores de absorbancia
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em curva analitica com albumina bovina e preparada para o conjunto de solugdes de

complexagao, solugao de Folin formadora de cor e espectrofotdmetro.

4.9. AVALIACAO LIPIDICA

A avaliagao lipidica € a uma das etapas mais importantes na produ¢ao de uma
biomassa com perspectiva de uso na produgcao de biodiesel. A primeira etapa para
este fim foi a coleta e preparagéo da biomassa algal-bacteriana, que seguiu frequéncia
semanal durante a coleta de LM e EF, e foi feita no lodo AMAB acumulado no fundo
durante a fase de sedimentacgéo da lagoa. O nivel da lamina d’agua em 50% permitiu
a coleta manual de 100 a 200 mL de flocos concentrados, que foram centrifugados a
3000 RPM por 10 minutos. Os pellets de biomassa eram, entdo, secos em estufa de
circulagao de ar a 60 °C por 24h.

ApOs a secagem, a biomassa era pulverizada em moinho willey com peneira
Mesh 30. Residuos ndo adequadamente pulverizados eram macerados manualmente
com almofariz e pistilo. Ao final, toda a biomassa era novamente peneirada em peneira
de aco Mesh 50, adiante chamada de biomassa seca, que foi armazenada em
congelador a —20 °C (Grima et al., 1994) até ser utilizada nos processos de extracao

e quantificacao dos lipidios produzidos durante o experimento.

411.1. Extragcoes e quantificagao lipidicas

Foram utilizadas trés metodologias de extracdo da biomassa algal-bacteriana
a fim de se comparar os desempenhos ao longo do tempo. O primeiro método a ser
citado € o de Bligh e Dyer (1957) (BD), metodologia comumente utilizada para
microalgas. Em primeiro lugar, amostras de biomassa seca entre 100 e 200 mg foram
pesadas em tubos Falcon de 50 mL com balanga analitica. Adicionava-se, entdo, 4
mL de agua deionizada, nos tubos, homogeneizando-se a suspensao. Pipetava-se 10
mL de metanol e 5 mL de cloroférmio, nesta ordem, e o tubo era fechado e
homogeneizado em vortex por 2 minutos. Apds isso, adicionava-se mais 5 mL de
cloroférmio e 5 mL de agua deionizada, homogeneizando em vortex por 30 segundos

a cada adicdo. A suspensao do tubo era, entao, filtrada em papel qualitativo e posta
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em funil de separacgéao para a particao do liquido, coletando-se a fase inferior, rica em
lipidios.

A segunda metodologia de extragéo de lipidios € encontrada em Folch; Lees e
Stanley, (1957) (FO) e parte da pesagem de 100 a 200 mg de biomassa seca em
Erlenmeyer. Adicionava-se 40 mL de solugdo de cloroférmio:metanol 2:1,
permanecendo sob agitagcao e ao abrigo da luz por 30 minutos. Desenvolvida para a
analise de tecidos humanos, a metodologia originalmente sugere uma proporgéo de
20 mL de solugao extratora para cada grama de amostra, considerando 3,25% de
lipidios para musculo humano. Entretanto, teores algais tendem ser 10 vezes maiores.
Assim, optou-se por aumentar as propor¢des dentro dos valores ja apontados.

Em seguida a agitacdo, a amostra recebia 8 mL de agua, sendo agitada por 30
segundos, filtrada em papel qualitativo e posta em funil de separacao para a particéo
em 2 fases. A fase inferior, rica em lipidios e cloroférmio, era coletada.

A terceira e ultima metodologia foi a extragcdo da biomassa em tubo Soxhlet
(SO) (Halim; Danquah; Webley, 2012; He; Yang; Hu, 2016; Qu; Miao, 2021). Entre 100
e 200 mg de biomassa seca eram pesadas em cartuchos de celulose, postas em
equipamento Soxhlet com mistura extratora de cloroférmio:metanol 2:1 e aquecida a
90°C por 6 horas.

Os trés extratos produzidos pelas metodologias acima descritas passaram pelo
mesmo processo de quantificagdo dos lipidios totais. Foi feita a secagem com
rotoevaporador e vacuo sob temperatura de 60°C. O baldo de vidro utilizado foi limpo,
seco em estufa a 105 °C e tinha seu peso registrado antes e apds a secagem do

solvente, permitindo o calculo do teor de lipidios totais por meio da equacao 21.

(Me-Ms)
m

Teor lipidico (%)= x100 (21)
Onde:

Ms = Massa do bal&o seco;

Me = Massa do baldao com o extrato lipidico;

m = massa de p6 seco de AMAB medida para a extracao.

Apos a quantificacdo, os baldes recebiam 2 mL de cloroférmio grau
cromatografico e a solugao lipidica transferida para tubos de vidro rosqueaveis de 15
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mL e armazenados até sua derivatizagao e analise cromatografica por no maximo 30
dias. Areducgao do headspace, protegao contra o oxigénio e luz e baixas temperaturas

visam proteger os lipidios poli-insaturados de ataques oxidativos (Medina et al., 1998).

Figura 15 - Etapas da extracao de lipidios da biomassa AMAB: Colheita (A), concentragao
(B), secagem e moagem (C), extragao por BD ou FO (D) e Soxhlet (E) e rotaevaporagao do
extrato.

C..

Fonte: O Autor (2024).
411.2. Derivatizagao e analise cromatografica

A analise dos lipidios por cromatografia gasosa permite a identificacdo dos
acidos graxos que compde o extrato. Antes, porém, a derivatizagdo das amostras é
necessaria, ja que muitos acidos se encontram na forma de tri, di ou monoacilglicerais.

A derivatizagao escolhida se encontra descrita por Indarti et al. (2005) e se deu
a partir dos extratos armazenados conforme descrito no tépico anterior. Ja contendo
os extratos dos lipidios dissolvidos em 2 mL de cloroférmio para cromatografia, os
tubos receberam 2 mL de solugao 10% H2S0O4 em metanol. Foram entao rosqueados,
agitados em vortex por 1 minuto, envoltos em papel aluminio e adicionados em bloco

digestor a 100 °C por 30 minutos.
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Ao final do tempo, os tubos foram retirados e adicionou-se 1 mL de agua
deionizada apods atingirem temperatura ambiente. Apds mais 2 minutos de agitagao
em vortex, o conteudo do tubo se separava em 2 fases, uma inferior, organica e rica
em metil ésteres de acidos graxos (FAME) e cloroférmio, e uma superior, aquosa e
rica em metanol, agua e acido sulfurico. Com pipeta de pasteur, cuidadosamente
retirava-se aproximadamente 1 mL do conteudo da fase inferior sem contaminagao da
fase superior, adicionando-se o volume tomado em vials para cromatografia.

Todas as amostras foram identificadas por cromatografia gasosa com detector
de ionizagao por chama (FID). O modelo de cromatégrafo utilizado foi o Agilent 7890A.
Ainjecao utilizada foi do tipo Split de 1 uL com temperatura do injetor a 250 °C e razéo
de split 5:1. O gas de arraste foi hidrogénio na vazao de 1 mL.min"'. A temperatura
inicial da coluna analitica foi de 50 °C por 5 minutos, seguida de elevagéo a taxa de
10 °C.min"" até 200 °C e, imediatamente, aumentando a 5 °C.min"" até 240 °C, ficando
por 10 minutos nessa temperatura, o que totalizou 38 minutos para cada corrida. A
coluna usada foi a Agilent® J&W GC Column DB-Wax de 30 metros de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e espessura de filme 0,25 um, tendo polietilenoglicol
como fase estacionaria (MCCURRY; AGILENT TECHNOLOGIES, 2012).

A identificacdo dos acidos graxos se deu baseada em curvas analiticas
preparadas a partir de 21 padroes de FAME, observados na tabela A1 e foram
adquiridos em kits da MERK®-Sigma Aldrich. As concentragdes em mg/L obtidas com
as curvas analiticas foram utilizadas nas equacgdes abaixo para estimar a massa de
cada tipo de FAME, seu teor no extrato e teor na biomassa. Para tanto, estimou-se
que apos o tempo reacional, adicao de 1 mL de agua e agitacao em Vortex, toda a

fase inferior era composta pelo cloroférmio adicionado, isto é, 2 mL.

MF = ¢ (22) x 2 (mL) x —— (22)

TFE = (%) x 100 (23)

TFB = (7) x 100 (24)
Onde

MF = Massa de FAME total extraida;
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C = Concentragao de FAME obtida a partir dos dados cromatograficos;

TFE = Teor de FAME no extrato lipidico;

TFB = Teor de FAME na biomassa;

m = massa de biomassa AMAB seca e pulverizada utilizada na extragao da

amostra correspondente.

411.3. Analises de numero de cetano e numero de iodo

Dentre os parametros mais comumente utilizados na avaliagao da qualidade do
biodiesel, numero de cetano (NC) e o valor de iodo (VI) figuram entre os dois principais
dados a serem considerados. O NC varia de 0 a 100 e, quanto mais elevado, menor
sera o tempo entre a injecao do diesel e a combustao no interior do motor. Ja o VI esta
associado a abundancia de ligagdes duplas nas cadeias do biodiesel, o que faz com
que este seja suscetivel ao ataque de oxidantes, modificando suas propriedades no
intervalo entre a refinaria e a bomba. Utilizou-se a metodologia de Wu e Miao (2014)

para a determinacéo de ambos os valores a partir das seguintes equacdes empiricas.

SVo= Tt (25)
i 254 x D x TFE,

VIa= oy = (26)

NG, =46,3 + == - (0,255 xVI) (27)
Onde:

VSa = Valor de saponificagdo de uma amostra “a” qualquer;

i = Numero de FAMES detectados na amostra “a”;

TFEi = Teor do FAME “x” com relagao ao extrato;

Mi = Massa molar do FAME “x”;

Vla = Valor de iodo da amostra “a”;

D = Numero de ligagdes duplas presentes na cadeia carbdnica do FAME “x”;

[{peet)

NCa = Numero de cetano da amostra “a”.
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4.10. VARIACOES METEOROLOGICAS

Tendo em vista que o sistema operado foi do tipo aberto, os perfis
pluviométricos sdo importantes informagdes a serem coletadas. Dessa maneira, os
dados foram obtidos a partir de repositério on-line da Agéncia Pernambucana de Agua
e Clima, optando-se pela escolha da estacdo Recife/Santo Amaro, administrada pela

Coordenadoria de Defesa Civil de Pernambuco.
4.11. METODOS GRAFICOS E ESTATISTICOS

Para a elaboragao dos fluxogramas e ilustragdes, foram utilizados os softwares
Microsoft Powerpoint® e Microsoft Paint® e o site /ucidapp.com. Utilizou-se a
modalidade paga do repositério flaticon.com para a obtencdo de ilustragdes
vetorizadas. Os gréaficos foram desenhados no software Originlab Pro®. Teste t de
student e normalidade segundo Shapiro-wilk a 5% foram realizados com o software

Jamovi.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na

pesquisa.

5.1. DADOS METEOROLOGICOS

Os dados referentes ao acompanhamento climatico ao longo do estudo séo
apresentados na figura 16, abaixo. A incidéncia de chuvas foi obtida por meio da
estagdo 16, mais proxima da ETE e com dados mais atualizados. A temperatura,
medida no liquor misto da lagoa sempre as 9:00 da manh3, oscilou entre 25,7 e 32,6
°C. Segundo Rehman et al. (2022), embora a temperatura de crescimento algal seja
especifica para cada cepa, o intervalo entre 20 a 30 °C ¢é conhecido por ser a faixa
6tima. Por sua vez, o acumulado de chuvas ficou em 1383 mm, com presencga de
picos acima de 50 mm, caracterizando eventos extremos (Nobrega; Farias; Santos,
2015). Chuvas extremas em dias especificos podem estar associados a diluicdo do

cultivo da biomassa e carreamento das células de carater mais planténico.

Figura 16 - Perfil de precipitacédo, temperatura e radiagdo durante o experimento (Fev/2023
a Jul/2023), obtidos a partir de estagao meteoroldgica e in situ.
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Fonte: O Autor (2024).
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Exceto 2 pontos, tomados em dias de chuva, a incidéncia de luz manteve-se
acima de 1500 uymol.m=2.s™, tipico valor diurno. Sistemas artificiais tipicamente operam
entre 200 a 500 uymol.m=.s' (Montemezzani; Van Wagenberg; Craggs, 2023; Rehman
et al., 2022). Considera-se, portanto, que o suprimento de radiagao foi adequado.

Em suma, o suprimento de luz e radiagdo, essenciais a fotossintese, foi
considerado adequado ao longo do experimento, tornando o meio propicio para o

desenvolvimento da biomassa algal-bacteriana.

5.2. FASE 1 - FORMAGCAO DOS AMAB

Os parametros de controle no inicio e fim da fase 1 se encontram descritos na

tabela 9, abaixo.

Tabela 9 - ParAmetros de controle do esgoto afluente e no inicio e final da Fase 1 do

experimento.
Parametro Unidade Afluente Inicio (Dia 0) Final (Dia 20)
pH - 6,98 7,02 10,40
oD mg.L? 0,95 1,69 17,25
Condutividade uS.cm? 1001 898 601
Temperatura °C 29,4 29,3 32,6
N-Amoniacal mg.L? 28,01 £ 0,06 19,56 + 0,22 0,52 +£ 0,01
N-Nitrito mg.L? 0 0,291 + 0,029 0,845+ 0,001
N-Nitrato mg.L? 0,237 +0,010 0,278+ 0,145 4,988 + 0,083
Fosforo total mg.L? 437 +0,19 437 +0,19 1,16 + 0,08
DQO Bruta mg.L? 186,31 £ 39,33 401,18 +9,16 384,71 + 29,43
DQO Soluvel mg.L? 75,50 + 8,27 75,50 + 8,27 27,70 + 14,48
Alcalinidade Total mgCaCOs.Lt 203,89+591 184,63 + 8,28 50,23 + 5,80
Alcalinidade Parcial mgCaCOs.L* 0 0 21,99 + 1,48
SSV mg.L? 96,33+21,87 279,33+ 14,72 149,00 + 25,07
Clorofila-a mg.L? 0,043 +0,019 0,044 +0,011 0,52+0,13
C-a/SSV mg.gSSV 0,15 + 0,07 0,17 + 0,04 3,46 + 1,59
Eficiéncia de floculagéo % - 78,27 71,43
IVL30 mL.g? - 388,89 67,11
EPS prot mg.g? - 30,38 17,71

EPS carb mg.g? 37,34 27,15

Fonte: O Autor (2024).

No inicio, o valor de pH de 6,98 é condizente com o tipo de efluente utilizado e

se localiza em uma faixa adequada ao crescimento do fitoplancton (lhnken et al., 2014;
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Metcalf & Eddy, 2014). Apds o periodo de 20 dias, é possivel notar a elevacgao drastica
do pH. Como ja descrito, o processo fotossintético microalgal eleva o pH, apesar de
possuir rotas distintas.

Além do observado no pH, o oxigénio dissolvido também se eleva a partir de
um efluente notadamente anaerébio. Cabe mencionar que para a temperatura de 32
°C, medida no do dia 20, a saturagao do oxigénio na agua girou em torno de 7,28
mg.L"". Ou seja, a estratégia de inoculagio gerou uma supersaturagéo de oxigénio em
mais de 2 vezes, indicando a presenca do desenvolvimento fotossintético.

A remocao de nitrogénio amoniacal observada na lagoa englobou uma série de
fatores. Em primeiro lugar, no pH no dia 20, mais de 80% do nitrogénio amoniacal se
encontrou na fase gasosa, facilitando sua liberacdo o que se considera um tipo de
remogao empregada nas lagoas de alta taxa. Além disso, a incorporagao do nitrogénio
na biomassa deve ser considerada, apesar de haver um decréscimo nos sélidos
suspensos volateis, como sera discutido adiante. Por ultimo, notou-se a produgao de
aproximadamente 5 mg.L"" de nitrato, provavelmente fruto da atividade de bactérias
nitrificantes que, em razdo da abundancia de oxigénio, ndo encontraram competigao
pelo aceptor de elétrons com as bactérias heterotroficas.

Associada a dinamica observada na lagoa, a deplecdo de fdsforo
provavelmente se deu em raz&o da incorporagéo na biomassa e precipitagao quimica.
No pH elevado observado ao fim da fase 1, o fésforo forma precipitados insoluveis
como fosfato de calcio, fosfato de magnésio e estruvita (Su, 2021). A remocgao de
cations por precipitacao auxiliaria a explicar o decréscimo na condutividade do liquor
misto da lagoa apds o periodo de 20 dias.

Na auséncia de dados de DBO, a remoc¢ao de DQO soluvel se associa em
maior grau a remogao de matéria organica por parte das bactérias heterotroficas. Os
dados revelam uma reducgao de 63,3% entre os dias 0 e 20. O valor foi considerado
baixo quando comparado com outros estudos como Arcila e Buitron, 2016; Satiro,
2021), estudos que encontraram remog¢des na fase de adaptagao acima de 80%. Esse
dado sugere um estresse ocasionado pelo alto pH (10,27) no dia 20 que pode
prejudicar microalgas e bactérias heterotroficas, causando baixas remogdes de DQO.

Outros fatores que podem indicar um estresse causado pelo pH alcalino sdo os
valores de EPS do tipo carboidrato e proteinas. De acordo com a tabela 10, observa-

se um decréscimo entre o inicio da operagdo da lagoa e o término da fase 1.

81



Entretanto, os dados do dia 14 atingiram 57,87 e 94,69 mg/gSSV de EPS
polissacarideos e proteinas, respectivamente. Sabendo que o valor de pH no dia 14
atingiu 8,83, € possivel supor que a elevagéo brusca a um patamar estressante para
microalgas e bactérias pode ter prejudicado a biomassa a partir do dia 14.

Os dados de clorofila-a por grama de sélidos suspensos volateis indicam uma
participacdo microalgal na biomassa e, de forma semelhante aos dados de EPS, uma
oscilagdo decrescente entre os dias 14 e 20, indo de 6,0 para 3,5 mg.gSSV-'. Observa-
se um claro crescimento da parcela fotossintetizante na biomassa quando se compara
com o inicio do processo. Porém, considerando os valores de SSV de 133 e 149 mg.L"
', para os dias 14 e 20, respectivamente, percebe-se um decaimento dessa parcela
de fitoplancton no periodo. De maneira analoga ao EPS, o efeito na clorofila-a
corrobora o efeito deletério observado em razao da elevagao brusca do valor de pH.

Os solidos suspensos volateis da lagoa, ja mencionados, demonstram uma
queda entre o valor inicial de 279 mg.L" e o valor encontrado no dia 20, de 149 mg.L-
. Essa queda ja foi observada no estudo de Dos Santos Neto et al. (2021), pioneiro
na demonstracdo da capacidade de formagdo da biomassa de AMAB a partir tao
somente de lodo ativado e esgoto domeéstico, ndo necessitando de indculo algal.
Entretanto, no estudo, o decréscimo se da até o sétimo dia, a partir do qual a biomassa
como um todo, medida em sadlidos suspensos volateis, passa a aumentar.

Os autores acima citados partem de um indculo de 153 mg.L™!, enquanto o
trabalho de Satiro (2021), na qual se baseou a presente pesquisa, partiu de um SSV
total de 183 mg.L-! na fase mais efetiva de crescimento do AMAB no mesmo sistema
de lagoas de alta taxa. Para garantir adequada quantidade de biomassa heterotrdfica,
optou-se por adicionar 180 mg.L"" de lodo ativado na lagoa, totalizando 279 mg.L-" ao
incluir o esgoto. E possivel supor que em sistemas de LAT com agregados microalga-
bactéria, haja um decaimento natural da biomassa até valores entre 100 e 200 mg.L"
' adequados a penetragdo de luz e desenvolvimento das espécies algais.

Como observado, o IVL30 assumiu valores excelentes, sabendo que uma
biomassa considerada bem sedimentavel possui IVL abaixo de 100 mL.g™.
Entretando, a eficiéncia de sedimentagao foi abaixo do esperado, ficando em 71%.
Visto que no dia 14 o valor se encontrava em 90,3%, isso pode se dever a associacao

crescimento de microalgas de vida livre e a possivel degradagao dos sélidos, efeitos
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do alto pH e queda no EPS, gerando turbidez no sistema. Entretanto, como pode ser

observado na figura 17, a biomassa apresentou boa sedimentabilidade.

Figura 17 - Liquor misto da lagoa apds 30 minutos de sedimentagao no inicio (a) e fim (b)
da Fase 1 de operacéo.
m |

= 7’80

yaves

Fonte: O Autor (2024).

A consideravel redugao da alcalinidade ocorrida na fase 1 € outro indicativo da
formagdo adequada de uma biomassa algal-bacteriana. Como ja explicado, a
absorcao de carbono pode se dar a partir tanto de CO2 como de bicarbonato. De
acordo com a teoria quimica da analise de alcalinidade, nas condi¢coes do dia 0 e do
efluente, toda a alcalinidade total é devida ao bicarbonato. No dia 20, por sua vez, a
alcalinidade se divide em 6,25 e 43,98 mgCaCOa.L! para bicarbonatos e carbonatos,
respectivamente (APHA; AWWA; WEF, 2012). Claramente houve uma redugao
notavel, indicando um crescimento algal satisfatério.

Em associagdo com os dados de solidos, clorofila, EPS, nitrogénio, pH, OD e
alcalinidade, o crescimento das microalgas € corroborado pelos registros

microscépicos do acompanhamento da fase 1, encontrados na figura 18, abaixo.
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Figura 18 - Registros microscopicos da Fase 1 de operagdo. Na ordem: Lodo ativado de
indculo (a); aparecimento (b) e desenvolvimento (c) das primeiras microalgas filamentosas,
atuantes no suporte do floco; células de Gomphonema sp. (d) e Desmodesmus sp. (e);
agregado microalga-bactéria bem desenvolvido ao final de 20 dias (f)

b) ; ’ . 1

Fonte: O Autor (2024)

Como observado na figura 18a, a biomassa predominante na lagoa no inicio do
periodo de adaptacgéo se caracteriza por lodos floculentos. Apds 5 dias, observou-se
o crescimento de microalgas filamentosas, como as registradas nas figuras 18b e 18c.
Ja é razoavelmente conhecido que o suporte inicial do crescimento do agregado alga-
bactéria se da em funcao das filamentosas (Dos Santos Neto et al., 2021).

Apos 9 e 12 dias de inicio da Fase 1, ja se nota um elevado aumento na
complexidade do perfil algal, que vem a incluir Gomphonema sp. (Figura 19d) e grupos
de 2 e 4 células de Desmodesmus sp. (Figura 18e). Apos 20 dias, a biomassa
apresentou visualmente agregados esféricos com microalgas filamentosas
sustentando células de cloroficeas, em especial Desmodesmus sp., € biomassa que
se supbe ser composta de EPS e bactérias heterotroficas. O registro desse tipo de
estrutura pode ser encontrado na figura 18f.

Apesar da queda nos valores de clorofila-a, SSV e EPS, nao se considerou que

a biomassa sofreu danos irreversiveis. Além disso, os valores se encontraram em
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faixas proximas as operadas em estudos prévios (Dos Santos Neto et al., 2021; Satiro,
2021). Em adigao aos valores de pH e OD, os dados de IVL30 e microscopicos
atestaram a formagdo de um agregado microalga-bactéria de propriedades

satisfatorias, optando-se por dar seguimento a fase 2 de operagao.

5.3. FASE 2 - OPERAGCAO EM BATELADA SEQUENCIAL

Na secdo adiante sao apresentados os dados relativos ao acompanhamento

da lagoa de alta taxa durante os 171 dias da fase 2.

5.2.1. Identificagao e quantificagcao dos géneros de microalgas

Na figura 19, sdo apresentados os dados de abundancia relativa de géneros de

microalgas referentes as fases 1 e 2 do Experimento.

Figura 19 - Abundancia relativa de géneros algais ao longo das Fases 1 e 2 do
experimento.
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Fonte: O Autor (2024).
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Como esperado, na fase 1 nota-se um perfil misto de microalgas que
representa a surgimento dos primeiros géneros. Apesar de possuirem elevados
tamanhos, as filamentosas foram rapidamente superadas em numero por um
consorcio que culmina em uma predominancia de quase 90% do género
Desmodesmus sp., uma cloroficea. Estudos apontam esse género como um
colonizador comum de LATs nos cultivos com e sem adicio de lodos ativados.

ApOs o inicio da operagdao em batelada sequencial, o género Desmodesmus
sp. atingiu um pico de dominancia e foi gradualmente substituido pelo género
Cyclotella sp., uma diatomacea. A despeito de flutuacdes ocorridas nos periodos entre
os dias 44 e 50, em que Scenedesmus sp. apresentou um rapido crescimento,
Cyclotella sp. permaneceu entre os dias 66 e 128 exercendo dominancia entre 80 e
90%. Esse periodo de predominancia s6 € interrompido a partir do dia 135, no qual foi
notado um ataque de zooplancton na lagoa que sera estudado em mais detalhes
adiante. Na figura 20, sao encontrados registros fotograficos de Desmodesmus sp. e

Cyclotella sp. encontrados na lagoa.

Figura 20 - Cg’!u)lis de D@g{je._smus sp. (a) e Cyclotella sp. (b, circuladas em vermelho).
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Fonte: O Autor (2024).

Em sistemas abertos, as variagdes de clima e temperatura e a insercdo de
espécies invasoras e predadoras dificultam a previsibilidade e produtividade, de tal
maneira que a extracao de compostos especificos € uma tarefa ardua. Por exemplo,
ao cultivar AMAB no mesmo sistema da presente pesquisa mas sob regime continuo,
Satiro (2021) obteve um maximo periodo de predominancia de 15 dias para o género

Clorella sp. Além disso, em um estudo em escala de bancada com e sem controle de
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pH em LAT com AMAB, ao final de 69 dias, Dos Santos Neto (2021) nao verificou
nenhuma predominancia significativa entre géneros. O que se observa na figura 20 é
nao apenas um periodo de 60 dias de predominancia de um género em especifico,

mas também uma previsibilidade no perfil algal, como observado na figura 21.

Figura 21 - Abundancia relativa média dos géneros algais dominantes no periodo dos dias
66 a 128.
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A relagdo proporcional de microalgas € um fator que influenciara nas
quantidades e tipos de subprodutos encontrados na biomassa. Entretanto, como se
trata de um consércio, a relagdo entre microalgas e bactérias também ira exercer
influéncia, visto que a parcela bacteriana também contribui para aumentar ou reduzir
o rendimento dos derivados algais. Como se observa na figura 22, a relagao clorofila-
a/SSV se mantém constante e ndo houve diferenca estatistica dos dias 20 a 66 e 66
a 128. Ja nos dados de solidos, houve uma diferenga significativa dos dias 20 a 66 e

66 a 128, cabendo ressaltar que apos isso a lagoa sofreu pastoreio por zooplanctons.
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Figura 22 - Dados de Sdlidos Suspensos Volateis (SSV) e teor de clorofila-a por grama de
SSV obtidos ao longo do experimento.
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Fonte: O Autor (2024).

A relagao constante entre clorofila-a e SSV permite intuir uma contribuicéo
equivalente das microalgas a biomassa. Junta-se a esse fator a propor¢ao constante
entre géneros de algais e tém-se um cenario de notavel previsibilidade em um sistema
vulneravel como as lagoas de alta taxa.

Em adigao, os dados de SSV revelam picos de produtividade logo ap6s o inicio
da fase em batelada sequencial, visto que se iniciou o aporte de nutrientes e matéria
organica, escassos ao final da fase 1. No estudo ja mencionado de Satiro (2022), o
mesmo sistema com igual altura e operando em regime continuo foi capaz de
acumular um maximo de 250 mg.L' de SSV, valor consideravelmente inferior ao
observado na presente pesquisa. Esse fator pode indicar que, de fato, a operacdo em
batelada ofereceu melhor condicdes a manutencdo de uma fase exponencial de
crescimento, elevando a produtividade. Entretanto, € possivel também que a operacgao
em batelada tenha selecionados géneros algais mais produtivos, hipotese que sera
discutida na segéo 5.2.4.

A produtividade média da Fase 2 até o dia 128 foi apontada em 30,57 £ 8,16
g.m2.d", considerada alta para os padrdes de lagoas de alta taxa, tendo em vista os

valores de Sodlidos Suspensos Totais (SST) de dos Santos (2023), quando foram
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encontrados valores entre 16,5 e 30,7 g.m2.d"! em sistemas alga-bactéria de lagoas

de alta taxa em escala piloto operando em regime continuo.

5.2.2. pH, OD e pastoreio Zooplanténico

Na figura 23, encontram-se os dados relativos ao pH e oxigénio dissolvido (OD)

da lagoa estudada nas Fases 1 e 2.

Figura 23 - Valor de pH e oxigénio dissolvido medidos in situ na LAT nas Fases 1 e 2.
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Fonte: O Autor (2024).

Como ja explicado, o valor do pH da lagoa se elevou ao longo da fase 1 em
razao do crescimento dos micro-organismos fotossintéticos. Apds o inicio da operagao
em batelada sequencial, notou-se um decaimento do pH e oxigénio dissolvido,
acompanhado pela reducdo de Desmodesmus sp. na abundancia relativa. Sabe-se
que cloroficeas possuem a clorofila-a como pigmento primario. Ja diatomaceas, como
Cyclotella sp. possuem a fucoxantina como principal pigmento fotossintético (Lee,
2018). E possivel que fatores como esse tenham causado uma diminuigdo no valor
de pH a medida que Cyclotella sp. foi sendo selecionada como género mais bem
adaptado a operagao em batelada sequencial.

Apesar da ja discutida alcalinizagc&o fotossintética do meio estar associada a
uma remogao de patdgenos eficiente, também é causadora de baixas produtividades

e estresse oxidativo nas células. Sistemas como lagoas de polimento podem fazer
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bom uso, desse efeito. Mas sistemas que visam produzir bioderivados frequentemente
precisam utilizar a adigdo de CO2 a fim de suplementar o carbono inorganico e reduzir
o valor do pH (Daneshvar et al., 2022).

Os dados encontrados aqui podem indicar que o regime hidrodinamico usado
nao so6 foi capaz de produzir um perfil de biomassa previsivel em microalgas e razao
alga/bactéria. Também conseguiu esse desempenho em condigbes cada vez mais
préoximas da neutralidade, culminando nos dias 100 e 114, com valores de pH de 7,21
e 7,34, respectivamente, medidos as 10 horas da manha, periodo de pleno pico
fotossintético. Os mecanismos que podem ter levado a selecdo dos géneros e os
resultados de pH serdo mais bem discutidos no topico 5.2.4.

Apos o dia 128, o ataque de zooplanctons na lagoa causou uma dramatica
mudanga na biomassa e nos parametros da lagoa. Em primeiro lugar, notou-se uma
drastica elevagao tanto no valor de pH quanto no oxigénio dissolvido. Além disso,
como observado na figura 22, os soélidos suspensos volateis da lagoa decairam
significativamente, enquanto a razdo clorofila-a/SSV aumentou. Ou seja, a parcela
algal mais rica em clorofila-a cresceu em participagdo apds o ataque de zooplancton
a medida que outra parte, menos rica ou ausente (no caso das bactérias
heterotréficas) diminuiu.

Como ja observado, Desmodesmus sp. foi o género rico em clorofila-a que
melhor se adaptou as condi¢des da lagoa, mesmo sob quantidades reduzidas frente
a Cyclotella sp. Em pesquisas anteriores, o pastoreio por zooplanctons ocasionava
uma reducao global na parcela de contribuicao fotossintética, isto €, o ataque nao era
direcionado (Dos Santos, 2023). Como observado na figura 20, as células de
Desmodesmus sp. desenvolvem espiculas nas células das extremidades dos grupos
de 2, 4, 8 e 16 células. Associados a tamanhos celulares maiores, essas estruturas
pontiagudas dificultaram a predacao por zooplanctons como claddceros, copépodes
e outros.

Em contrapartida, células de Cyclotella sp. sdo pequenas e esféricas ou
quadriculadas, tornando-se presas mais favoraveis a predacdo. Além disso, no
periodo de dominancia de Cyclotella sp., embora os valores de pH proximos da
neutralidade que foram alcangados tornem o tratamento menos danoso a biomassa,
também geraram um ambiente altamente propicio ao crescimento de zooplanctons

(Montemezzani et al., 2015). De fato, apds os dias de maior redug¢ao no valor de pH,
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a presenca de pastoreio foi detectada. No dia 135 foi notado a perda substancial da
biomassa, realizando-se uma analise de perfil de zooplanctons cujo resultado

encontra-se na figura 24.

Figura 24 - Perfil de géneros de zooplanctons encontrados no dia 135 apds o inicio do
pastoreio.
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Fonte: O Autor (2024).

Percebe-se que o principal agente de pastoreio das algas foram representantes
do género Daphnia sp. Trata-se de integrantes do filo Cladocera, pequenos crustaceos
de tamanho variando entre 0,2 mm e 5,0 mm. S&o predadores frequentes em lagoas
de alta taxa e podem ingerir particulas de tamanho variando de 1 a 80 um. Ja
Ostracodes sao predadores onivoros, capazes de se alimentar de microalgas,
bactérias, detritos, entre outros (Montemezzani et al., 2015). A associagao entre os
dois certamente foi capaz de reduzir a biomassa tanto algal quanto bacteriana.

Tendo em vista os dados de clorofila-a/SSV e microscopia, € possivel concluir
que o pastoreio teve como alvo preferencial as microalgas diatomaceas do género
Cylotella sp., menores e sem estruturas de defesa. Apesar da biomassa como um todo
sofrer uma reducgao, a parcela de Desmodesmus sp. sobreviveu mais e foi capaz de
contribuir no aumento da clorofila na biomassa e no pH e OD, como observado. Os
mecanismos de elevacao do pH por parte de Desmodesmus sp. serdo discutidos na
secao 5.2.4, adiante. Apdos o dano causado na biomassa pela proliferagcdo do
zooplancton, a lagoa ndo mais se recuperou e exibiu um perfil de instabilidade,

optando-se por encerrar o experimento no dia 171.
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5.2.3. Desempenho do tratamento

Nesta secdo sao apresentados os resultados de remocdo de nutrientes
encontrados ao longo das Fases 1 e 2 da lagoa, o que incluiu Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) soluvel, Fésforo Total e Nitrogénio nas formas amoniacal, total, nitritos
e nitratos. Na fase de batelada sequencial, as remoc¢des apresentadas estao atreladas
a diferenca de concentragao entre o afluente (AF) e efluente (EF) da LAT no primeiro

ciclo de batelada de cada semana.

5.2.3.1. Remogao de Carbono

Na auséncia de dados de Demanda bioquimica de oxigénio, a medida de
demanda quimica de oxigénio soluvel (DQO-S) pode ser um dos indicadores da
remogao de matéria organica por parte do consércio alga-bactéria. Na figura 25, sao
apresentados os dados de DQO soluvel para o afluente e efluente durante todo o

periodo experimental.

Figura 25 - Perfil de remocao de DQO soluvel ao longo das Fases 1 e 2.
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Fonte: O Autor (2024).

A Fase 2 de operacao demonstrou um perfil de remocao de DQO oscilante,
sem padrao claro e com desempenho consideravelmente menor que sistemas
semelhantes. No estudo de Buitrén e Coronado-Apodaca (2022), o teste de 3 tempos
de retencao de solidos em LATs de escala de bancada e com agregados alga-bactéria,
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resultou em uma remocgado média DQO-S de 86,9 + 9,5 %. Verificando a diferenca
entre esgoto primario e secundario no desempenho de LATs em escala de bancada
com AMAB, Biliani e Manariotis (2023) encontraram valores de remoc¢&o de DQO-S
minimos de 95,9 + 0,2% com substrato semelhante ao deste estudo.

Entretanto, no estudo de Biliani e Manariotis (2023) foi utilizado um esgoto
primario de DQO total de 205 + 10 mg.L™! e soltvel de 188 + 15 mg.L!; enquanto o
esgoto secundario teve DQO total de 54 + 5 mg.L"' e DQO soltvel de 48 mg.L™".
Adicionalmente, o efluente utilizado por Buitron e Coronado-Apodaca (2022) foi
passado em peneiras Tyler de Mesh 65, ou seja, 0,212 mm de diametro de poro.
Portanto, nessas pesquisas ha uma clara deficiéncia, em maior ou menor grau, de
material particulado no substrato dos sistemas de lagoas, fator comum na operagao
em escala piloto e real. Vé-se, portanto, que a comparacao de sistemas piloto com
sistemas de bancada em termos de DQO soluvel pode ser enviesada.

Em sistemas continuos, a remogao em termos de DQO total € costumeiramente
descartada por englobar também a biomassa algal ou algal-bacteriana. Porém, a
operacdo em batelada sequencial funciona como reator e sedimentador.
Considerando, nesse caso, um sistema fechado de entrada e saida do liquido, o
efluente que ira, em teoria, ser descartado na natureza sera mais bem descrito por
sua DQO total e o tratamento também deve levar em conta a remocéao desta. Portanto,

sdo apresentados na figura 26, dados de remogao de DQO total.

Figura 26 - Perfil de remocao de DQO total ao longo das Fases 1 e 2 do experimento.
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Neste caso, observa-se um claro periodo de mais elevada remog¢ao de DQO
total que se alinha com precisao ao intervalo de maior dominancia de Cyclotella sp.
sob a abundancia relativa, o que vai do dia 66 a 128. Como ja observado, embora n&o
tenha havido diferenga estatistica relevante até o ataque de zoopléancton, foram
encontrados também nesse periodo os maiores valores de sélidos suspensos volateis.
Portanto, durante esse periodo de dominancia de Cyclotella sp., a lagoa encontrou
seu melhor desempenho em termos de remocgéo de DQO total.

E provavel que as células de Desmodesmus sp. tenham apresentado maior
tendéncia a vida planténica, enquanto Cyclotella sp. pode ter indicado preferéncia pela
aderéncia nos flocos de AMAB. Assim, menos células foram descartadas no efluente,
0 que também pode ter otimizado o acumulo de biomassa ativa na LAT. Além disso,
bactérias e microalgas podem ter estabelecido relagbes mutualisticas mais eficazes
de maneira a produzir em maior quantidade enzimas que degradam o material
particulado, o que explicaria as remogdes menos eficientes de DQO soluvel.

Entretanto, a partir do dia 135 a lagoa sofreu o ja mencionado pastoreio por
zooplanctons. Em ambos os dados das figuras 24 e 25, vé-se uma queda nesse dia,
delimitando a perda de eficiéncia do sistema. Isso se deve, provavelmente, a uma
degradagao dos flocos AMAB por predacdo, seguido de liberacdo de moléculas
soluveis de EPS, células livres e residuos celulares.

No dia 142, o aumento da eficiéncia na remocdo de DQO total deve ter
acontecido em razdo da atividade de Desmodesmus sp., sobrevivente principal do
pastoreio. O género foi capaz de realizar fotossintese e manter os niveis de oxigénio
acima de 11 mg.L”', como apontado na figura 22, o que deve ter estimulado o
crescimento de bactérias heterotroficas e elevado a remogédo de matéria organica.
Além disso, essa atividade fotossintética elevou o pH acima de 10, o que pode ter sido
o suficiente para estimular a autofloculacdo da biomassa, induzindo uma maior

remocao de particulados do efluente apds a etapa de sedimentacao.

5.2.3.2. Remocgao de Fdsforo

Os dados de fosforo total englobam fosfatos dissolvidos e materiais fosfatados
particulados ou coloidais no meio. Adiante, sdo apresentados os resultados para o

acompanhamento deste parametro ao longo das fases 1 e 2.
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Figura 27 - Perfil de remocgao de fosforo total ao longo das Fases 1 e 2 do experimento.
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Fonte: O Autor (2024).

As eficiéncias de remocido do dia 20 ao dia 50 e do dia 66 ao dia 128
demonstraram diferenca estatistica significante e médias de 19,5 + 10,43 % e 40,1
7,31 mg.L-'. Portanto, novamente se vé uma elevagéo no desempenho atrelada ao
periodo de estabilidade na biomassa. Apesar de ainda baixas com relacdo a outros
trabalhos em lagoas de alta taxa, o tratamento durante os dias 66 e 128 encontrou os
valores de pH mais préximos da neutralidade.

Como se sabe, a remocgao de fosforo em sistemas alga-bactéria em grande
parte se da por precipitagdo quimica em altos valores de pH. Embora seja eficiente do
ponto de vista do tratamento, a biomassa é deixada em segundo plano quanto ao
acumulo do nutriente, dificultando seu reuso em aplicagbes agricolas. No presente
estudo, os tratamentos mais eficientes se deram sob pH que foram de 7,3 a 9,0, o que
indica a rota de assimilacdo na biomassa como mecanismo principal.

Apo6s o dia 135, a biomassa sofre com o pastoreio, mas nao apresentou
diferencga estatistica na remocao de fésforo total, alcangando um valor de 46,10 + 8,01
mg.L-'. Embora haja a perda de biomassa, o processo fotossintético encabegado por
Desmodesmus sp. manteve o pH em valores acima de 10, favorecendo a precipitagao
quimica do fésforo. Portanto, a remocao se manteve semelhante por um mecanismo

distinto do observado no periodo dos dias 66 a 128.

95



52.3.3. Remocao de Nitrogénio

Os dados de remocédo de nitrogénio amoniacal (N-NH4") e nitrogénio total (N-

NT) se encontram descritos nas figuras 28 e 29, abaixo.

Figura 28 - Perfil de remocao de nitrogénio amoniacal ao longo das Fases 1 e 2 do

experimento.
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Figura 29 - Perfil de remogéao de nitrogénio total ao longo das Fases 1 e 2 do experimento.
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Apo6s o inicio da Fase 2, as remogbes de nitrogénio amoniacal
progressivamente se elevam, até atingir patamares ao redor de 90% na faixa dos dias
de predominancia de Cyclotella sp. Cabe mencionar que o dia 114 se apresentou
como oultlier por conta de quedas de energia na estagdo de esgoto, 0 que causou a
parada da rotagao da hélice por algumas horas.

Dos Santos Neto et al. (2021), por exemplo, alcangcaram remogdes de
nitrogénio amoniacal de 83% em LAT-AMAB de bancada com recirculagdo de solidos
e fluxo continuo. Em um sistema semelhante, Biliani e Manariotis (2023) obtiveram
remocodes de 87,6 + 11,5 % sob o menor tempo de detengdo hidraulica de 5,5 dias.
Verificando o efeito da razdo de indculo de microalgas em fotobiorreatores AMAB
tubulares, Satiro et al. (2022) obteve 86,81% de remogdo de N-NH4*. Portanto,
considerando que o presente sistema é de escala piloto e do tipo aberto, as remocdes
desse nutriente foram satisfatérias.

Por outro lado, a analise do perfil de remog¢ao do nitrogénio total revelou baixas
eficiéncias, em especial nos dias 66 a 128, ndo excedendo 55%. Visto que o nitrogénio
total considera ndo s6 o Nitrogénio total de Kjedahl, mas também as espécies nitrito e
nitrato, € preciso analisar as concentragdes desses ions para melhor entender como
elas refletiram no comportamento de remogao de NT. Os dados de ions nitrito e nitrato

se encontram na figura 30.

Figura 30 - Perfil de nitritos de nitratos ao longo das Fases 1 e 2 do experimento.
= NOZ-(AF) o NOZ-(EF) A NO3-(AF) 4 NOS-(EF)
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Fonte: O Autor (2024).
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Na primeira fase, ja se observou a elevagao dos niveis de ambos os ions,
provavelmente decorrente da escassez de matéria organica biodegradavel no sistema
durante a batelada unica. Os niveis de nitrato voltam a decair pouco antes do dia 20
e se mantém baixos, até o dia 66 da Fase 2. Apds isso, é possivel notar que houve
um acumulo de ions nitrato, do dia 66 a 128. O nitrito por sua vez, aparece em picos,
entre os dias 20 e 38 e 42 e 66.

Até o dia 66, o género algal predominante era Desmodesmus sp. Em um estudo
de Xie et al. (2017), a produtividade da variedade Desmodesmus sp. F51 sob
diferentes formas de nitrogénio e suplementagao de carbono inorganico foi avaliada.
Os autores verificaram que o cultivo com ion nitrato e adicdo de 2,5% de CO:2 sé
apresentou eficiéncia inferior aos cultivos com ion aménio com 2,5% de CO:z e
bicarbonato e ion aménio com 2,5% de CO2 e controle de pH. Além disso, 0 mesmo
tratamento com NO4+CO2 demonstrou superioridade ao tratamento NH4*+COz2.

Esses resultados podem indicar que Desmodesmus sp. tem uma capacidade
acima da média de consumir nitrato como forma de nitrogénio, chegando mesmo a
ser a forma preferencial, a depender das situagdes. Isso poderia explicar a razao da
queda do nitrato a partir do dia 14, sendo observada sua elevagao apenas a partir do
dia 66, quando Cyclotella sp. passa a ser a microalga dominante. Em adicao, apds o
ataque de zooplancton os niveis de nitrato voltam a cair, enquanto Desmodesmus sp.
volta a assumir dominancia em razao do pastoreio direcionado.

A presencga de picos de nitrito e a grande fase de acumulo de nitrato dos dias
66 a 128 indica que pode ter havido altos indices de nitrificagdo na lagoa. Para
investigar essa hipotese, parte-se do estudo de Soroosh, Otterpohl e Hanelt (2023)
que, por meio de calculos estequiométricos, apontaram que a biomassa de AMAB em
atividade balanceada necessita de 15,94 mg de DQO biodegradavel para eliminar 1
mg de N-NH4*. Em baixas C/N o metabolismo mais lento das nitrificantes se sobressai
e a sua quantidade pode ser 10 vezes maior (Sepehri; Sarrafzadeh, 2018).

Durante toda a Fase 2, a razdo DQO/N-NH4* foi de 5,62 + 0,75, considerada
baixa, o que deve ter induzido um meio favoravel a atividade das bactérias
nitrificantes. Esse fator colabora para a explicacdo das baixas remogdes de matéria
organica, visto que o oxigénio, sobretudo nos dias 66 e 128, deve ter sido em parte
utilizado para oxidar NH4* a NOgs". Tal fato leva a crer que a remogao de nitrogénio

amoniacal até o dia 135, foi fruto da atividade de nitrificantes e microalgas.
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Mais do que isso, a competicao por N-NH4* pode induzir a fase lag na biomassa
de AMAB, o que pode ter causado a estabilizagdo nos dados de Clorofila-a e solidos
suspensos volateis durante o periodo dos dias 66 a 128. Outro fator importante sao
os altos niveis de sdélidos, como observado na figura 22, que tendem reduzir a
penetracdo de luz na lagoa, tornando o meio ainda mais favoravel as bactérias
nitrificantes (Soroosh; Otterpohl; Hanelt, 2023).

ApoOs o ataque de zooplancton a lagoa apresentou remogédo de nitrogénio
amoniacal acima de 90%, o que se deu em razao da elevacao fotossintética do pH
originada pela maior participagcao de Desmodesmus sp. na biomassa. Apesar da perda
de biomassa na forma de SSV, incluindo nitrificantes e Cyclotella sp., altos pH séo
capazes de induzir a volatilizagdo da amdnia, mantendo a eficiéncia de remocéo alta

até o ultimo ponto onde o declinio da biomassa tornou-se insustentavel.

5.2.4. Dinamica de sucessao ecoldgica

Como ja observado, o sistema apresentou uma interessante estabilidade a
nivel de géneros algais, razao clorofila-a/SSV e remocao de nitrogénio amoniacal,
total e DQO total. Além disso, foi durante o periodo dos dias 66 e 128 que se encontrou
uma tendéncia a neutralidade do pH do meio, eliminando problemas como o estresse
oxidativo e queda na produtividade. Esse resultado, que engloba mais de 60 dias, se
deu em um sistema aberto, que além de ser sujeito a entrada de chuvas, ventos,
poeiras, folhas, insetos e passaros, se encontra vulneravel a sazonalidade de
temperaturas e iluminagdo. Portanto, o efeito ocorrido na lagoa durante todo o
processo e, em especial, nos dias 66 a 128, é tema desta secio.

Em primeiro lugar, o pH médio do esgoto afluente, de aproximadamente 7,02,
mantém o equilibrio do CO2 em condi¢gdes de uma maior presenga de bicarbonatos
(Colman et al., 2002). Em um estudo das formas de captura fotossintética do carbono
inorganico (Cl), Colman e Rotatore (1995) demonstraram que o género Cyclotella sp.
apresenta atividade intracelular da enzima Carbono Anidrase, indicando uma
assimilagao ativa de Cl na forma de bicarbonato. Ou seja, por meio do mecanismo de
concentracao de carbono, Cyclotella sp. pode transportar HCO3™ para o interior da

célula, onde a CArealiza a reagao 12.
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Por outro lado, Xie et al. (2017) realizaram o cultivo de Desmodesmus sp. sob
diferentes formas de nitrogénio e carbono e verificaram a elevada superioridade da
suplementagédo com CO2, chegando a produtividades de 1,1 g.L-'. No estudo, o uso
de bicarbonato de sédio e cloreto de amoénio resultaram em apenas 0,1 g.L-! de
biomassa algal. Como em outros géneros, € possivel que Desmodesmus sp. possua
uma capacidade ativa e preferencial de assimilacédo de Cl na forma de CO2. Além
disso, em uma grande revisao de 60 anos de pesquisas, 317 artigos cientificos e 35
géneros algais, Granata (2017) concluiu que microalgas diatomaceas, incluindo
Cyclotella sp., possuem taxas de crescimento superiores as cloroficeas em todos os
casos, constatacdo em concordancia com Williams e Laurens (2010).

Deve-se mencionar também que em cada inicio de batelada, o que ocorreu em
dias alternados durante a operagao na Fase 2, era feita uma mistura ativa na lagoa, o
que incluiu a agitacdo da pa em velocidade maxima e raspagem suave dos flocos
AMAB mais distantes da hélice. E possivel supor que essa mistura ativa causou a
suspensao de microalgas mais sedimentaveis, como Cyclotella sp. em razdo de sua
parede celular rica em silica (Jimoh; Keshinro; Cowan, 2019).

O acesso a luz ja mostrou ser essencial a assimilagao de bicarbonato por
Cyclotella sp., e a homogeneizagao induzida supriu esse requisito, permitindo que as
maiores taxas de crescimento ja reportadas fossem efetivadas. Operando o mesmo
sistema da presente pesquisa em semelhantes condigdes, Satiro (2020) verificou
baixa presenca de diatomaceas, o que pode indicar que em sistemas continuos em
escala piloto, a baixa movimentacdo global do liquido € um fator de selecdo da
biomassa. Cabe ressaltar que, nesses sistemas, a massa liquida nao sofre variacées
bruscas de volume seguidas de efetiva homogeneizagdo, como o que ocorreu com a
presente LAT em estudo. Na figura 31, segue um esquema comparativo das

diferencas de operacao entre sistemas continuos e em batelada sequencial.
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Figura 31 - Suposicao do comportamento de lagoas de alta taxa perante microalgas com
tipos diferentes de sedimentabilidade: (A) Operagdo em regime continuo; (B) Inicio de cada
ciclo de operacdo em Batelada sequencial.

A

\\ Y

° ® ® o
e%°%e Cyclotella sp. ::::. Desmodesmus sp.
[

Fonte: O Autor (2024).

Como resultado, o MCC intracelular de Cyclotella sp. pode induzir as reagdes
10 e 11 para o lado direito por retirada do bicarbonato do meio, o que tende mudar o
pH no sentido da acidificacdo. Além desse fator, a baixa razdo carbono nitrogénio
notadamente favoreceu as bactérias que realizam a nitrificacdo, reagao consumidora
de alcalinidade (Soroosh; Otterpohl; Hanelt, 2023). Outros autores como Perez-Garcia
et al. (2011) mencionam também que o consumo de nitrogénio amoniacal por
microalgas é capaz de reduzir o pH do meio, embora essa acidificacao por si s6 nao
seja capaz de balancear a alcalinizagao produzida pela fotossintese (Xie et al., 2017).

Embora, como ja mostrado no estudo de Xie et al. (2017), Desmodesmus sp.
demonstre elevada produtividade ao usar nitrato como forma de nitrogénio, a baixa
eficiéncia da heterotrofia no sistema pode ter reduzido a concentracao disponivel de
COg, forma de CID preferencial. Em outras palavras, apesar dos altos niveis de nitrato,
a limitacdo da forma de carbono biodisponivel e a competicdo por nutrientes e luz com
microalgas de produtividade mais eficiente devem ter mantido a abundéncia de
Desmodesmus sp. sob controle durante os dias 66 a 128.

Portanto, esse periodo pode ter visto uma redug¢ao no pH em razdo da oposicao
entre a atividade interna da CA nas células de Cyclotella sp., atividade das nitrificantes
e assimilacao algal de amoénio contra o metabolismo fotossintético de Desmodesmus

sp., esta em menor numero. O equilibrio foi mantido gragas as constantes misturas
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ativas até o ataque de zooplancton. Como ja demonstrado, o pastoreio foi direcionado
preferencialmente a Cyclotela sp. e, em um menor nivel, a biomassa como um todo.
Diante da falta de competidores, Desmodesmus sp. p6de ter um acesso mais
facilitado a luz e nutrientes e a biomassa assumiu um perfil consumidor preferencial
de CO:z. Visto que o mecanismo de concentragéo de carbono de cloroficeas é capaz
de acumular até 180 vezes a quantidade de carbono do meio externo (Singh;
Sundaram; Kishor, 2014), é de se supor que a reagado quimica HCO3 5 CO2 + OH- foi
vigorosamente induzida para o lado direto, provocando a hidrélise do bicarbonato
proveniente do esgoto. Presume-se que, apos o ataque de zooplancton, o meio so
ndo atingiu valores de pH préximos de 11 em razdo da atividade das bactérias

nitrificantes.

Na figura 32, é apresentado um esquema das interagdes propostas para o
sistema.

Figura 32 - Proposicéo das interagdes ocorridas na LAT operada em batelada sequencial e
que levaram a manutengao de um perfil algal constante do dia 66 a 128.
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Portanto, os principais fatores indutivos de uma biomassa previsivel e um
tratamento préximo da neutralidade foram a agitagdo em cada ciclo de batelada e as
condigdes nutricionais do esgoto afluente. Embora seja um resultado promissor, as
eficiéncias de remogao de matéria organica foram insatisfatérias, houve acumulo de
nitrato e a biomassa tornou-se vulneravel a um ataque de zooplanctons. Além disso,
pode ter havido competicdo por nitrogénio amoniacal com as bactérias nitrificantes.

O primeiro passo de melhoria possivelmente seria a elevacdo da razao C/N,
atrelada a um tratamento anaerdbio neste caso. E possivel pensar em sistemas de
tratamento semelhantes ao sistema unico de crescimento de lodo, que divide o esgoto
afluente da estacao para a realizagdo da oxidacao heterotrofica e nitrificacdao (Metcalf
& Eddy, 2014). Assim, a jungdo de parte do esgoto bruto com o esgoto pés-UASB
poderia elevar a razao C/N, permitindo uma producédo mais relevante de COoa.

A elevagao da matéria organica no esgoto de alimentagdo da lagoa também
auxiliaria na reducao da nitrificagdo. Se a remocgao de fosforo e nitrogénio se desse
em valores de pH menores e sem a interferéncia da nitrificacédo, o sistema encontraria
um delineamento ideal para a recuperagao dos nutrientes na biomassa. Uma outra
possibilidade seria 0 uso de duas lagoas de alta taxa em série sob operagdo em
batelada sequencial. O efluente clarificado da primeira lagoa conteria microalgas em
suspensao de maneira que o nitrato como unica forma de nitrogénio disponivel.

O combate ao zooplancton é uma atividade dificil que ainda ndo encontrou
solugao definitiva. Niveis altos de nitrogénio amoniacal sao toxicos para muitos tipos,
mas os aportes do equivalente a 50% da lagoa em esgoto p6s-UASB rico em N-NH4*
ndo pareceram induzir uma resisténcia relevante. E possivel que a reducdo
momentanea para um TDH de 2 ou 1 dia durante alguns ciclos, quando verificado o

inicio do pastoreio, possa lavar e intoxicar os predadores (Montemezzani et al., 2015).
5.2.5. Material Polimérico Extracelular (EPS)
Na figura 33, adiante, sdo apresentados os dados de EPS em concentragéo no

liquor misto da lagoa apds a extracdo e o quociente com a biomassa total, medida
pelos solidos suspensos volateis.
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Figura 33 - Perfil do EPS tipo polissacarideos e proteinas e seus respectivos quocientes
com relagdo aos valores correspondentes de SSV.
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Apesar dos dias 66 a 128 apresentarem menores concentragdes relativas a
biomassa, vé-se que este € o periodo em que ha uma maior consisténcia de altas
concentragbes de EPS. Esse fenbmeno se da em razédo das altas concentragdes de
sélidos ocorridas ao longo do periodo de predominancia de Cyclotella sp. Assim,
mesmo mais elevadas em valor absoluto, as concentragdes de EPS relativas a
biomassa se mostram reduzidas. A combinagao desses dois fatores deve ser avaliada
concretamente com base em valores de sedimentabilidade, apresentados adiante.

Os valores indicam também uma maior concentragado de EPS do tipo proteina,
frequentemente associado a uma melhor estabilidade e sedimentabilidade do
agregado. Em um estudo de Zhao et al. (2018), foi verificada a influéncia negativa
exercida por razdes DQO/N afluentes menores que 4, o que vem a prejudicar a
estabilidade dos flocos AMAB. Apesar do valor de DQO/N-NH4" do esgoto afluente na
presente pesquisa se encontrar préximo, nao se verificou tal efeito com clareza. Ao
contrario, a manutengao da concentracao de EPS, em especial do tipo proteina,
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seguiu constante até o fim do periodo operacional, o que pode indicar que a biomassa
heterotréfica ndo foi diretamente atacada pelos zooplanctons, mas o desequilibrio

causado por esses prejudicou os produtores de EPS a longo prazo.
5.2.6. IVL30 e Eficiéncia de Floculagao

Na figura 34, abaixo, se encontram descritos os dados de IVL30 e eficiéncia de

sedimentacgao.

Figura 34 - Acompanhamento de IVL30 e Eficiéncia de sedimentacao do lodo AMAB
produzido na LAT ao longo do experimento.
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Como observado na figura 34 da Fase 1, a lagoa partiu de um alto IVL30 de
quase 400 mL.g". A ja comentada redugdo na concentragdo de solidos suspensos
volateis associada a uma concentragdo estavel de EPS produzido, geraram um
aumento da quantidade de EPS relativo a biomassa, o que deve ter facilitado a
formacgao dos flocos e, consequentemente, reduzido o IVL30 ao longo da Fase 1. A
Fase 2 apresenta uma média de IVL30 de aproximadamente 76 + 14 mL.g™, valor
consideravelmente mais alto que outras como (Dos Santos Neto et al., 2021), que
obtiveram 61 + 15, 51 + 3 e 32 + 5 mL.g"" em bateladas Unicas e fluxo continuo de
LATs de bancada além de Satiro (2021), cujo cultivo de AMAB em LAT sob fluxo
continuo resultou em um IVL30 de 19,83 + 28,54 mL.g'. Entretanto, € bem
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estabelecido que um valor abaixo de 100 mL.g™" ja define um lodo bem sedimentavel
segundo os parametros de IVL30, limite atendido pela presente pesquisa.

Adicionalmente, a eficiéncia de floculagdo assume um desempenho
consistente e alto no periodo dos dias 66 e 128. A tendéncia dos primeiros dias da
fase 2 foram de queda e se alinham com o periodo de dominancia de Desmodesmus
sp. Em contrapartida, durante a dominancia de Cyclotella sp., microalga mais
sedimentavel devido a sua parede celular silicosa, a tendéncia € de aumento da
eficiéncia. Ainterrupcao sé ocorre apo6s o ataque de Daphnia sp., o que provavelmente
aumenta o nivel de detritos, células mortas e células desagregadas.

A média para o periodo de 66 a 128 foi de 92,3 + 2,0 %, semelhante a sistemas
continuos em escala de bancada como o de Dos Santos Neto et al. (2021), que obteve
78 £ 6 %. Além disso, Vandamme et al. (2012) verificou a autofloculagdo de Chlorella
vulgaris apenas em pH 11 e com eficiéncia de 75%. A combinagcéo dos fatores

discutidos levou aos resultados mostrados na figura 35.

Figura 35 - Sedimentacgio do liquor misto da LAT apés 30 minutos nos dias 30 (A), 44 (B), e
100 (C) e comparagéo do efluente (EF) com agua potavel nos dias 44 (D) e 100 (E).
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Fonte: O Autor (2024).
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Como ¢é possivel observar, em ambas se vé que o desempenho da
sedimentabilidade da biomassa encontrou seu apice no periodo de predominancia de
Cyclotella sp. Enquanto a biomassa demonstra alta capacidade de compactacao e
sedimentacao, a clarificagdo empreendida atingiu niveis comparaveis a da agua da
torneira disponivel pelo sistema de abastecimento. A sedimentagdo, como discutido,
permite a plena separagao sélido-liquido apds o tempo reacional. Este € o cerne do
tratamento de efluentes e permite também o melhor aproveitamento da biomassa
produzida. Tendo em vista a viabilizagao da biorrefinaria de microalgas e sabendo que
a colheita € a etapa atualmente mais custosa, os resultados dessa pesquisa
demonstram que existem técnicas de otimizagao ainda nao exploradas.

Em suma, a associa¢ao da operacdo em batelada sequencial, da maneira como
foi feita, com as condi¢des do esgoto utilizado como meio de cultivo, induziu um perfil
constante e previsivel de microalgas na biomassa, o que também esteve associado
com a sedimentabilidade mais eficiente. Portanto, a otimizacdo da técnica hora

apresentada tem potencial de entregar um desempenho promissor.

5.2.7. Granulometria do Flocos Microalga-Bactéria

Os dados de granulometria em dias especificos ao longo do experimento se

encontram exibidos na figura 36, abaixo.

Figura 36 - Variagcdo de granulometria do AMAB encontrado no liquor misto da lagoa ao
longo do experimento.
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A formagéao de granulos esta, em geral, associada a um lodo sedimentavel e
facilmente extraivel. Para fins praticos, considera-se uma biomassa como granular
quando esta possui 50% de sua granulometria acima de 0,2 mm (Daudt et al., 2019).
Como é possivel observar, dos dias 66 a 128 esse requisito foi atendido com
tranquilidade, corroborando todos os outros dados ja apresentados. Um perfil de
microalgas mais rico em diatomaceas (i. e.: Cyclotella sp.) pode ter mantido o sistema

em um equilibrio que otimizou os parametros de sedimentabilidade e granulometria.
5.4. PERFIL DE LIPIDIOS E DESEMPENHO DO BIODESEL

Nesta secdo, sdo apresentados os dados de extracdo de lipidios da biomassa
algal-bacteriana. Avaliou-se o rendimento entre trés metodologias de extragdo e seus
perfis de metil ésteres de acidos graxos, principal componente do biodiesel, com base
nos acidos formadores. Esse perfil foi utilizado para calcular o numero de cetano e o

valor de iodo, permitindo a comparagao com legislagdes vigentes no mundo.
5.3.1. Teor de Lipidios versus metodologias de extragao

Na figura 37, se encontram os dados de teor lipidico na biomassa seca, obtido

com as trés metodologias utilizadas.

Figura 37 - Teor de lipidio obtido por meio das 3 metodologias operadas. BD - Bligh; Dyer
(1957); FO - Folch; Lees; Stanley (1957); SO — Soxhlet.
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E possivel observar que a metodologia de extragdo de Soxhlet apresentou um
desempenho que se sobressaiu entre os demais. Tal metodologia opera por um
esgotamento da biomassa com o solvente por varias horas e tem a caracteristica de
entregar rendimentos tipicamente altos. Entretanto, € uma metodologia custosa em
energia e o calor do aquecimento tende a degradar os lipidios di e tri-insaturados da
amostra. Embora estes sejam indesejaveis no biodiesel, possuem alto valor
nutricional, como € o caso do dmega-3 e 6mega-6.

As médias obtidas foram de 7,58 + 0,78 % (BD); 8,05 % £ 0,83 (FO) e 12,17 &
1,79 % (SO) e as extragdes de SO e BD se mostraram estatisticamente semelhantes.
Em um sistema LAT de 1500 L cultivando a espécie algal Chlorella minutissima,
(Sharma et al., 2021) obtiveram um teor lipidico de 19,89% por meio da metodologia
de Soxhlet. Tendo em vista a co-cultura com bactérias e o perfil misto de microalgas,
a reducao observada nos dados da extracdo em Soéxhlet da presente pesquisa foi
considerada dentro do esperado.

Além do teor de lipidios global, cabe ressaltar que um dado mais importante
ainda é o teor de FAME no extrato, compostos que de fato contribuirdo para um

biodiesel de qualidade.

5.3.2. Perfil de Metil Esteres de Acidos Graxos (FAMES)

O acompanhamento do perfil de FAMES a partir dos extratos lipidicos se

encontram na figura 38, abaixo.
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Figura 38 - Perfil de acidos graxos ao longo do experimento obtidos a partir das
metodologias de Bligh; Dyer (1957) (A), Soxhlet (B) e Folch; Lees; Stanley (1957) (C).
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Fonte: O Autor (2024).

E perceptivel uma predominancia do acido palmitato (C16:0) e, em menor grau,
do acido estereato (C18:0) nos perfis temporais. Acidos graxos saturados, como o
caso de ambos, ndo possuem ligagdes duplas, pontos atacados por oxidantes, o que
causa a degradacgédo do biodiesel da refinaria a bomba e sua maior presenca esta
associada a um biodiesel de melhor qualidade. Nota-se que as extragdes de FO e SO
apresentaram menos variabilidade e teores mais altos nas concentragcdes desses
acidos. Assim, a contribuicdo dos FAME no extrato lipidico se mostrou mais elevada
para FO e SO. Em suma, as extracées de Folch; Lees; Stanley (1957) e Soxhlet
demonstraram uma maior seletividade de lipidios.

Segundo Mehrabadi; Craggs; Fari (2016), um biodiesel algal de qualidade deve
possuir, necessariamente, os lipidios do tipo C16:0, C18:1 e C18:2. Nas tabelas do
Anexo 1, encontram-se a porcentagem de contribuicdo de cada acido graxo sob cada

extragdo ao longo do periodo de monitoramento. A partir dos dados, as médias de
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contribuicdo dos fames C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2 foram estimadas em suas

meédias para cada método de extragdo, como indica a tabela 10, abaixo.

Tabela 10 - Teor médio de FAMEs de interesse obtidos a partir das 3 metodologias

avaliadas.
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2
BD 625+155% 219+31% 55+£3,6% 21+£16 %
FO 35059 % 277+122% 68+33% 9,7+3,0%
SO 357+4,8% 210£10,0% 8,8+24% 76+£22%

Fonte: O Autor (2024).

Em estudos como o de Hernandez-Garcia et al. (2019), o cultivo de
Desmodesmus sp. em lixiviado resultou em uma parcela dos acidos graxos C16:0,
C18:1 e C18:2 de 16, 0 e 9 % no total de FAME. Outro estudo de Jarungkeerativimol
et al. (2023) apontou as fragdes de 36,7%, 7,9% e 7,7%, para os respectivos acidos.
Apesar da biomassa da presente pesquisa se compor de um consorcio misto algal-
bacteriano, a proporgéo de acidos graxos especificos de interesse demonstrou estar
alinhado com resultados de culturas puras, mais controladas e selecionadas.

Além disso, a contribuicdo média elevada de C16:0 apresentada pela extragao
BD pode estar mascarada por extracbes em que pequenas quantidades desse acido
graxo foram as unicas encontradas no extrato. Supde-se que essas amostras tenham
sofrido degradacao em seus lipidios, restando somente o C16:0, o que fez com que a
contribuicdo atingisse 100%, elevando a média observada. Como se observa no
apéndice C, isso ocorre nos dias 128, 135, 146 e, em menor grau, 114.

Ressalta-se, entretanto, que a proporcédo entre os FAME deve ser tao levada
em consideragado quanto a porcentagem de FAME no extrato e o rendimento lipidico
em si. A combinacao desses trés fatores, a principio, estara associada a viabilidade
do biodiesel, visto que se deve buscar a combinagdo entre rendimento total,
rendimento de FAME e rendimento de acidos graxos especificos de interesse.
Enquanto vé-se que SO tem melhor rendimento total, FO tem um melhor rendimento
de FAMES totais e BD tem um melhor desempenho em fames especificos
(considerando-se os efeitos suspeitos ja mencionados). Portanto, esses dados

indicam que a aplicagdo de uma metodologia de extracdo deve ser feita com um
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estudo aprofundado do desempenho frente a biomassa em estudo, comparando-se

com outras disponiveis.

5.3.3. Desempenho do Biodiesel

Apesar do perfil de lipidios dar indicios da qualidade do biodiesel, calculos sao
necessarios para levar a um melhor entendimento do combustivel produzido. O
principal fator nesse sentido € o numero de cetano, parametro associado ao atraso do
diesel no motor e estabelecido por legislagdes rigidas ao redor do mundo. Na figura
39, abaixo, encontram-se os dados de numero de cetano para as trés metodologias

utilizadas no estudo.

Figura 39 - Numeros de Cetano do Biodiesel obtido a partir das metodologias de extragao
avaliadas.
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Fonte: O Autor (2024).

Os dados sao claros em mostrar que, ao longo do experimento, todos os
extratos atenderam as normas de exigéncia. Fora o outlier do dia 44, a extragdo em
Sohxlet atendeu sempre a Resolucao 968 de 30/04/2024 da ANP para o diesel S10,
mais exigente e usado nas cidades. Ja a extragao de Folch atingiu um patamar minimo
para a norma europeia, ainda mais criteriosa, chegando a alcangar os niveis de diesel
premium. Por fim, a extracdo de BD alcangou por 60 dias o surpreendente patamar

de NC 70, encontrado no biodiesel produzido pela empresa Finlandesa Neste Oij.
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Outro parametro também importante € o valor de iodo, associado a estabilidade
oxidativa do biodiesel e fixado em um limite maximo de 120 g de lodo molecular para
100 gramas de biodiesel. Os resultados encontrados na figura 40, abaixo, indicam a
continuidade do atendimento as normas, exceto pelo outlier de FO do dia 44. Em
suma, esses dados indicam que praticamente nenhum lipidio extraido da LAT ao longo
dos 151 dias da fase 2 se mostrou particularmente vulneravel ao ataque de oxidante.
Cabe ressaltar que os dados sao fruto das analises cromatograficas e as oxidagdes
sugeridas para os dias selecionados da extragdo BD pode ter ocorrido, se houveram,

antes da analise em si.

Figura 40 - Valor de lodo do Biodiesel obtido a partir das trés metodologias avaliadas.
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Fonte: O Autor (2024).

Até onde se sabe, esta é a primeira descrigao do atendimento as normas de
qualidade do biodiesel produzido ao longo de quase 6 meses a partir de uma biomassa
algal-bacteriana granular oriunda de lodo ativado e cultivada em LAT de escala piloto.
Cabe ressaltar que o grande desafio de sistemas abertos € o impacto da variabilidade
no cultivo sob os compostos bioderivados. Ao menos dentro da metodologia de cultivo
utilizada nesta pesquisa, os dados mostram que o atendimento a qualidade por lipidios
de biomassa AMAB nao é um desafio. O foco deve ser guiado para a confirmagéao

desses dados e a otimizacdo do rendimento lipidico sem perda das propriedades

satisfatdrias hora encontradas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos ao longo do estudo evidenciam o potencial dos
agregados microalga-bactéria (AMAB) cultivados em lagoas de alta taxa (LAT)
operadas em batelada sequencial (BS) para o tratamento de esgoto e a produgao de
biodiesel. As principais conclusdes sao:

. Apo6s 14 dias, a inoculacdo resultou na formagdo bem-sucedida de uma
biomassa agregada. No entanto, dados de s6lidos suspensos volateis (SSV),
clorofila-a e EPS (substancias poliméricas extracelulares) sugeriram sinais de
estresse celular apds esse periodo, destacando a necessidade de ajustes
operacionais.

. Entre os dias 66 e 128, a ressuspensao promovida pelo regime de batelada
facilitou o acesso a luz para as microalgas do género Cyclotella sp., que
predominaram devido a forma de carbono inorganico do esgoto. Esse fator
levou a uma comunidade microalgal mais estavel e previsivel, favorecendo o
desempenho do sistema.

. Arazao carbono/nitrogénio (C/N) de 5,62 + 0,75 do esgoto propiciou a formagao
de comunidades nitrificantes, resultando no acumulo de nitrato. Este fato
sugere a necessidade de estratégias para o controle de fontes de carbono que
possam favorecer a assimilagdo completa do nitrogénio.

. A presencga de Cyclotella sp. resultou em uma menor alcalinizagdo do meio
(valor de pH entre 7,21 e 7,34), o que, embora menos prejudicial as células,
permitiu a presenga de Daphnia sp., zooplancton que atacou preferencialmente
as células de Cyclotella sp., menores e menos protegidas em comparagao a
outras espécies, como Desmodesmus sp.

. Os dados de remogao de amdnia (90%) e de demanda quimica de oxigénio
(DQO total) (66,59 + 7,64%) foram satisfatorios. Embora a remogéo de fosforo
tenha ficado abaixo do esperado, o pH neutro observado indica que parte do
fésforo foi incorporada na biomassa microalgal, o que reforga a importancia da
assimilagao biolégica nesse processo.

. O regime de batelada sequencial promoveu a producéo de biomassa altamente
sedimentavel, com caracteristicas granulares. Essa propriedade é fundamental

para reduzir custos de colheita e facilitar o manejo operacional do sistema.
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. Dentre as metodologias avaliadas, a extragdo por Soxhlet (SO) foi a mais
eficiente, com um rendimento de 12,17%, seguida pela extracao por Folch;
Lees; Stanley (1957) (FO) e por Bligh; Dyer (1957) (BD). As extra¢des por SO
e FO geraram perfis de ésteres de acidos graxos metilicos (FAME) mais
estaveis ao longo do tempo, especialmente para os acidos graxos C16:0, C18:1
e C18:2, que sao os principais precursores de biodiesel de alta qualidade.

. O biodiesel produzido a partir da biomassa AMAB satisfez os requisitos das
normas europeias para qualidade do biodiesel em grande parte dos pontos de
medic¢ao. O valor de iodo, utilizado como parametro de estabilidade oxidativa,
permaneceu dentro das exigéncias da ANP (Agéncia Nacional do Petroleo, Gas
Natural e Biocombustiveis) em praticamente todos os pontos monitorados.

De forma geral, pode ser concluido que a operagdo em regime de batelada
sequencial se mostrou eficaz para o tratamento de esgoto doméstico pré-tratado por
reator UASB e a producgao de biodiesel em lagoa de alta taxa em escala piloto. O
desempenho ao longo do tempo foi satisfatorio e consistente com os melhores
resultados reportados na literatura. O sistema demonstrou potencial para a producao
de biomassa sedimentavel e lipidios de alta qualidade, evidenciando que ajustes
operacionais e a compreensao das dindmicas microbianas podem maximizar a

eficiéncia.
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7. RECOMENDAGCOES PARA ESTUDOS FUTUROS

A partir das conclusdes inferidas a partir desta pesquisa, sugerem-se os pontos
adiante para melhor elucidar os efeitos ocorridos.
. Elevar a carga orgénica aplicada na LAT a fim de aumentar a razao
carbono/nitrogénio e favorecer o crescimento das heterotroficas em detrimento das
nitrificantes;
. Testar o sistema de LAT em série sob batelada sequencial para verificar a
remocgao das formas residuais de nitrogénio (nitrito e nitrato) e fésforo;
. Verificar a validade de estratégias para o controle do zooplancton, como é o
caso da redugédo do TDH, o que pode causar uma lavagem e choque com altas
concentragdes de nitrogénio amoniacal;
. Estudar, por meio de sequenciamento genético, a variabilidade de espécies de
microalgas que compdem o0s géneros encontrados. Dessa forma, verificar a
possibilidade do isolamento de microalgas de desempenho mais significativo para a

sua possivel inoculagao no sistema;
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APENDICE A — METIL ESTERES DE ACIDOS GRAXOS AVALIADOS

Nome IUPAC

Nome informal

N° Carbonos

Hexanoato de metila

Octanoato de metila

Decanoato de metila

Dodecanoato de metila

Tetradecanoato de metila

(2)-tetradec-9-enoato de metila

Hexadecanoato de metila

(Z)-hexadec-9-enoato de metila

Octadecanoato de metila

(2)-octadec-9-enoato de metila
(Z)-octadec-11-enoato de metila
(9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato de metila
(9Z2,12Z2,152)-octadeca-9,12,15-trienoato de metila
Icosanoato de metila

(Z)-icos-11-enoato de metila
(52,82,11Z,14Z)-icosa-5,8,11,14-tetraenoato de metila
Docosonoato de metila

(Z)-docos-13-enoato de metila

Tetradecosonoato de metila
(Z)-tetracos-15-enoato de metila
(42,72,102,132,16Z,19Z)-docosa-4,7,10,13,16,19-

hexaenoato de metila

Caproato
Caprilato
Caprato
Laurato
Miristato
Miristoleato
Palmitato
Palmitoleato
Estereato
Oleato
Cis-vacenato
Linoleato
Linolenato
Araquidato
Cis-11-eicosenoato
Araquidonato
Behenato
Erucato
Lignocerato
Nervoato
Cis-4,7,10,13,16,19-

docosahexaenoato

C6:0
c8:0
C10:0
C12:.0
C14:.0
C14:1
C16:0
C16:1
C18:1
C18:1n9c
C18:1n7c
C18:2n6¢
C18:3n6
C20:0
C20:1n9
C20:4n6
C22:0
C22:1n9
C24:0
C24:1n9
C22:6n3
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APENDICE B - TESTES ESTATISTICOS DA FASE 2

Tabela B1 — Teste t de Student para as médias de remocéo de fosforo entre os dias
20 a 66 e 66 a 128 da Fase 2 de operacao.

Estatistica gl p

Remocéao de Fosforo Total (%) t de Student -3.26 11.0 0.008

Nota. Ha [ d20-d66 # | d66-d128

Tabela B2 — Médias de remocao de fésforo total entre os dias 20 a 66 e 66 a 128.

Desvio- Erro-
Grupo N Média Mediana
padrao padrao
d20-d66 5 19.5 18.5 11.9 5.32
Remocao de
. d66-
Fosforo Total (%) 8  40.1 38.6 10.6 3.73
d128

Tabela B3 — Testes t de Student entre as médias de extragao lipidica de BD e FO

Estatistica gl p

Teor lipidico t de Student -0.807 28.0 0.426

Nota. Ha 8D # U Fo

Tabela B4 — Médias entre as extracoes lipidicas BD e FO

Grupo N Média Mediana Desvio-padrao Erro-padrao

Teor lipidico BD 15 7.58 7.43 1.53 0.396
FO 15 8.05 7.65 1.65 0.426
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APENDICE C - PARCELA DE FAMES ESPECIFICOS OBTIDOS

Tabela C1 — Perfil de FAMES no extrato obtido pela extragdo de SO.

Parcela de Metil Ester de Acido Graxo (%)

Palmitato Palmitoleato Petroselinico Linoleato Linolenato Estereato Miristoleato Caprilato

Dia (C16:0) (C16:1) (C18:1) (C18:2) (C18:3) (C18:0) (C14:1) (C8:0)
28 37,50 0,00 0,00 0,00 0,00 62,50 0,00 0,00
36 40,09 0,00 9,58 3,14 1,28 45,92 0,00 0,00
44 30,33 9,48 10,72 17,92 25,56 4,86 1,13 0,00
50 32,84 10,54 11,63 0,00 27,47 0,00 0,07 17,45
66 30,22 17,09 4,78 11,76 12,58 19,39 0,00 4,17
73 25,30 8,19 9,16 9,70 9,77 37,88 0,00 0,00
79 31,65 13,58 11,38 8,79 8,88 25,73 0,00 0,00
85 30,88 14,23 9,64 9,06 7,55 28,63 0,00 0,00
93 27,71 16,06 4,83 10,02 10,51 27,15 0,00 3,74
101 25,34 14,40 2,79 7,68 6,97 39,49 0,00 3,34
114 29,33 20,76 3,87 8,27 9,19 23,62 0,00 4,97
120 58,78 19,99 4,93 9,67 0,00 0,00 1,47 5,16
128 41,43 23,66 5,58 11,24 12,04 0,00 0,27 5,80
135 48,39 0,00 17,18 13,25 21,02 0,00 0,16 0,00
143 46,31 24,08 8,02 10,85 10,74 0,00 0,00 0,00
Tabela C2 — Perfil de FAMES no extrato obtido pela extragao de BD.
Parcela de Metil Ester de Acido Graxo (%)
Dia Palmitato Palmitoleato Petroselinico  Linoleato  Linolenato Estereato Miristoleato
(C16:0) (C16:1) (C18:1) (C18:2) (C18:3) (C18:0) (C14:1)
24 29,95 0,36 2,51 0,00 0,00 67,18 0,00
28 33,47 3,78 5,11 1,34 0,00 56,30 0,00
36 66,47 12,72 13,55 6,15 1,11 0,00 0,00
44 33,92 6,16 8,83 5,24 2,89 41,38 1,58
49 61,72 16,85 13,86 5,13 2,44 0,00 0,00
50 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
66 31,51 0,00 0,00 0,00 0,00 68,49 0,00
73 26,75 0,00 0,00 0,00 0,00 73,25 0,00
79 86,70 13,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
93 68,82 7,04 19,73 3,15 1,26 0,00 0,00
114 96,57 3,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
128 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
143 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
163 38,53 16,59 13,53 8,97 22,38 0,00 0,00
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Tabela C3 — Perfil de FAMES no extrato obtido pela extragao de FO.

Parcela de Metil Ester de Acido Graxo (%)
Palmitato Palmitoleto Petroselinico Linoleato Linolenato Estereato Caprilato Cis-vacenato

Dia (C16:0) (C16:1) (C18:1) (C18:2) (C18:3) (C18:0) (C8:0) (18:1)
24 35,67 5,44 6,91 2,15 0,50 49,33 0,00 0,00
28 33,77 6,25 13,93 7,04 2,81 36,20 0,00 0,00
50 16,96 1,90 5,97 151 0,00 73,66 0,00 0,00
79 37,45 12,65 17,06 5,18 0,49 27,17 0,00 0,00
85 52,04 18,19 18,76 7,00 4,01 0,00 0,00 0,00
93 35,78 14,93 4,80 4,50 1,94 33,34 0,00 4,72
101 23,09 11,58 3,45 2,56 0,92 55,29 0,00 3,12
114 43,27 25,62 7,15 5,30 3,18 8,53 0,00 6,97
120 25,30 8,19 9,16 9,69 9,80 37,87 0,00 0,00
128 41,80 23,66 12,55 5,59 3,43 12,97 0,00 0,00
135 47,59 22,68 13,85 7,52 7,35 0,00 0,00 0,00
143 19,42 14,15 0,00 25,46 0,00 10,77 22,13 8,07
171 43,26 16,57 12,54 5,26 7,91 14,46 0,00 0,00
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