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RESUMO

A escassez de agua e poluicdo dos corpos hidricos é uma preocupacao relevante na
atualidade. A utilizacdo de microalgas é uma tecnologia promissora para o refino dos
processos de tratamento de esgoto doméstico e producdo de compostos de interesse como
lipideos, carotendides e pigmentos. Durante a fase do tratamento tercidrio de efluentes o uso
de microalgas tem como objetivo, principalmente a remocgdo direta de nutrientes como
fésforo e nitrogénio por meio da assimilacao direta para producdo de biomassa. Ainda existem
diversos obstaculos que impedem a integralizacdo do uso de microalgas em estacdes de
tratamento de esgoto. O presente estudo teve como objetivo avaliar e aprimorar o
fotobiorreator da empresa C4 Cientifica com foco em otimizar a remogao de nutrientes e a
producdo de biomassa. Foram realizadas bateladas de sete dias a dez dias, com diferentes
esgotos e condi¢cOes luminosas para mensurar a remocdo de nitrogénio, fésforo e carbono
totais, além da producdo de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana. Alcancou-se uma
remocao de nitrogénio total de 85 % e fosforo total de 90 %, além concentracdo maxima de
325 mglL! de biomassa seca apds a modificacdo do fotobiorreator. Foi alcancada a remog¢3do
de 99 % das unidades formadoras de col6nia de E. coli. O aprimoramento apds a modificacao
do fotobiorreator gerou aumento de 36 % na concentragdo final de biomassa, diminui¢ao da
fase LOG e melhor padronizacdo nas eficiéncias de remocao Fosforo total e Nitrogénio total.
A adigdo de 5 % (V/V) de CO2 ndo apresentou melhora nos parametros produtivos ou na
remocao maxima de nutrientes. O Fotobiorreator demonstrou capacidade de remocdo de
nutrientes acentuada podendo ser utilizado para polimento do esgoto, tornando os efluentes

elegiveis para descarte nos corpos hidricos apds tratamento.

Palavras-chave: Chlorella sorokiniana; Saneamento; Remocao de nutrientes.
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ABSTRACT

Water scarcity and contamination of water bodies are relevant concerns in the present
time. The utilization of microalgae represents a promising technology for enhancing domestic
wastewater treatment processes and the production of compounds of interest such as lipids,
carotenoids, and dyes. During the tertiary phase of effluent treatment, the use of microalgae
primarily aims at the direct removal of nutrients such as phosphorus, nitrogen, and carbon
through assimilation for biomass production. However, there are several obstacles that hinder
the full integration of microalgae usage in wastewater treatment plants.

This present study aimed to assess and enhance the photobioreactor developed by C4
Cientifica, with a focus on optimizing nutrient removal and biomass production. Batch
experiments were conducted over periods ranging from seven to ten days, using different
sewage sources and light conditions to quantify the removal of total nitrogen, phosphorus,
and carbon, as well as the biomass production of the microalga Chlorella sorokiniana. The
modification of the photobioreactor led to a total nitrogen removal of 85% and a total
phosphorus removal of 90%, along with a maximum biomass concentration of 325 mgL? of
dry biomass. Furthermore, a 99% removal of colony-forming units of E. coli was achieved.

The enhancement following the photobioreactor modification resulted in a 36%
increase in biomass production, a reduction in the LOG phase, and improved consistency in
the rates of total phosphorus and total nitrogen removal. The addition of 5% (V/V) CO2 did
not show improvement in productive parameters or nutrient removal efficiency. The
Photobioreactor exhibited a pronounced nutrient removal capacity and can be employed for
wastewater polishing, making the effluents suitable for disposal into water bodies after

treatment.

Keywords: Chlorella sorokiniana; Sanitation; Nutrient Removal.
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1. Introdugao

1.1 Esgoto sanitario

A crescente escassez global de dgua, combinada com o rapido crescimento populacional
na ultima década, gera preocupacdo sobre praticas apropriadas para manejo de recursos
hidricos, como é reconhecido por organizagdes importantes como Banco Mundial. O modelo
atual de manejo de efluentes urbanos é baseado no descarte do efluente tratado, mas deve
ser transformado em processo sustentavel baseado na recuperagao de dgua e dos nutrientes
ali presentes (JANHSI; MISHRA, 2013).

O mundo ird enfrentar um déficit hidrico de 40 % até 2030, o que é um grande desafio
para o desenvolvimento socioecondmico (SUN et al., 2016). Esse déficit deve ser proveniente
da crescente demanda hidrica, contaminacao das fontes de dgua e falta de tecnologia para
recuperar os recursos hidricos (KUMAR; PAL, 2015). Nutrientes como o nitrogénio e fosforo
estdo naturalmente presentes no ambiente aqudtico, seja pelo escoamento superficial ou
proveniente do solo e dguas subterraneas. Entretanto, atividades antropogénicas intensificam
a carga de nutrientes presentes nos corpos d’dgua, como o esgoto sanitario ndo tratado e
fertilizantes agricolas (RUHLAND; PATERSON; SMOL, 2008). Grandes quantidades de esgoto
contendo niveis excessivos de nutrientes sdo gerados por atividades urbanas, industriais e
agricolas, resultando na eutrofizacdo dos ambientes aquaticos (SUKACOVA; TRTILEK; RATAJ,
2015).

A eutrofizacdo é um processo natural, porém quando causado em grande intensidade
por raz0es humanas, gera uma série de alteracdes no ecossistema, como boom de algas,
cianobactérias e macréfitas aquaticas devido a alteracdo nas concentracdes dos nutrientes.
Ocorrendo diminuigdo das taxas de oxigénio dissolvido no periodo escuro, devido a respiracao
celular, causando diminuicdo da diversidade ecolégica. (KWON; OH; YANG, 2013)

A eutrofizacdo pode afetar também o consumo humano da agua proveniente do local
pela presenca de gosto e/ou odor desagradavel, aumento da turbidez e liberacdo de gases
como metano e amonia devido a decomposi¢cdo da matéria organica no fundo do corpo hidrico
(KWON; OH; YANG, 2013).

Segundo a Associac¢do Brasileira de Normas e Técnicas — ABNT — (1986), norma técnica
brasileira NR 9648, esgoto pode ser definido como: “despejo liquido constituido de esgotos

domeéstico e industrial, agua de infiltracdo e a contribuicdo pluvial parasitaria”
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1.2 Microalgas

Microalgas sdao organismos fotossintéticos predominantemente aquaticos com
simples estrutura — sem raizes, folhas ou hastes. Ndo formam um Unico grupo monofilético e
por isso ndo podem ser facilmente definidas. A estrutura interna das algas varia de grupo para
grupo, porém ndo apresenta estrutura multicelular como as macrodfitas aquaticas. Algas
Eucaridticas sdo compostas de nucleo e cloroplastos, além de mitocéndria, complexo de Golgi,
reticulo endoplasmatico e outras organelas (KWON; OH; YANG, 2013).

As microalgas contribuem com cerca de 50 % da produgdo fotossintética do planeta
Terra, acontecendo majoritariamente nos oceanos (FALKOWSKI; KNOLL, 2007). Fotossintese
é o processo de conversdao na qual seres fotoautotrdficos convertem compostos inorganicos
e energia luminosa em matéria organica. Essa reacao é dividida em duas fases, fase clara e
fase escura. Na fase clara, a energia luminosa é transformada em energia quimica nas
membranas da célula, produzindo NADPH; e ATP. Na fase escura esses compostos sao
utilizados na reducdo bioquimica do CO, em carboidratos no estroma (MASOJDDEK;
TORZILLO; KOBLDZEK, 2013).

A microalga escolhida para utilizagao no trabalho foi a espécie Chlorella sorokiniana.
O nome Chlorella refere a qualquer alga do género Chlorella, sdao células esféricas ou
elipsoidais com tamanho variando entre 2 e 10 micrémetros de diametro. Estdo presentes em
diversos ambientes como agua doce, salgada, solo ou em associacdes com liquens e
protozodrios. A reproducao do género Chlorella é por reproducao assexuada por processo de
producdo de esporos. O processo envolve trés fases, crescimento, maturacdo e divisao, no
qual a célula cresce de tamanho, produz substancias para a mitose e se divide. Cada ruptura
produz de dois a dezesseis novas células (MORIMURA, 1959).

O género em questao tem potencial para ser utilizado para diversos fins. O uso como
substituto nutricional para humanos e animais é o mais utilizado devido a grande quantidade
de proteina presente na célula — cerca de 70 % do peso seco. Além disso, a espécie é rica em
vitaminas, minerais e carotendides. Em ambiente de estresse, como alta luminosidade e
restricdo de nitrogénio, pode sintetizar grande quantidade de lipidios — cerca de 50 % do peso
seco — principalmente o Triacilglicerol (TAG). Estes fatores tornam a microalga do género
Chlorella uma étima candidata a base de biocombustiveis. (LIU; HU, 2013)

A utilizacdo de microalgas para a produgdo de biocombustiveis utilizando esgoto como

meio de cultura e gases provenientes de industrias a base de queima de combustivel féssil
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como suplemento de carbono inorganico tem um grande potencial no tratamento desses
efluentes hidricos e gasosos, além da diminuicao do custo de produgao desses biocompostos.
Ainda, a microalga pode produzir compostos quimicos de alto valor agregado como

carotendides e proteinas sob condi¢Ges especificas (LIU; HU, 2013).

1.3 Fotobiorreatores (PBR)

A cultura de microalgas ndo é um processo simples, mas sim uma complexa relagao
entre diversos fatores bidticos, abidticos, parametros de operacdo e respostas bioldgicas de
todo o sistema. Influéncia de diversos fatores, como temperatura, pH, nivel de nutrientes,
engenharia do fotobiorreator, entre outros, faz com que o cultivo de microalgas em
fotobiorreatores seja uma tecnologia complexa e que demanda uma gama de conhecimento
interdisciplinar completo (NEVES, 2013).

Devido a grande complexidade de fatores e tecnologia necessaria, o desenvolvimento
de fotobiorreatores para cultivo de microalgas é um tema muito estudado na atualidade.
Apesar disso, o cultivo em grande escala nos dias de hoje é em grande parte de culturas
extremofilas em tanques abertos, com baixa produtividade e pouco ou nenhum controle dos
fatores ambientais. Porém devido as vantagens e possibilidades do cultivo de microalgas,
como a producado de diversos compostos de interesse, principalmente para producdo de
biodiesel, as pesquisas com foco no estado da arte dos fotobiorreatores tem grande
investimento em todo o mundo, buscando altas produtividades, baixa contaminagdo e
principalmente viabilidade econémica (LEGRAND; ARTU; PRUVOST, 2021).

O cultivo de microalgas pode ser dividido em dois grandes modelos, o cultivo em

sistemas abertos ou fechados. Representados na figura 1.
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Figura 1. Sistemas de cultivo de microalgas abertos e fechados. Adaptado e traduzido de Khor et al. (2022).

Os sistemas abertos mais simples sao utilizados a mais de 2.000 anos por populac¢des
antigas e geralmente consistem em tanques escavados, com tamanhos até 250 ha. Nesses
cultivos aplica-se baixo uso de tecnologia e apresenta grande dependéncia dos fatores
ambientais externos, como temperatura, precipitacao, quantidade e qualidade de luz solar
entre outros (LEGRAND; ARTU; PRUVOST, 2021). Os tanques abertos apresentam dificuldades
como baixa difusdo de nutrientes e alta contaminagdo (FAO, 2009).

Ainda dentro dos sistemas abertos, encontram-se os sistemas tipo Raceway e sistemas
circulares. Apesar de serem cultivos ja com uso de tecnologia, ainda sdo sistemas muito
simples, porém contém algum método de agitagdo, com uso de pds rotativas por exemplo.
Sao construidos em concreto ou em tanques escavados revestidos com geomembrana.
Apresentam melhor produtividade devido a agitacdo do sistema e ainda baixo custo quando

comparados com sistemas de producdo fechados (NEVES, 2013).
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Quando se trata de sistemas fechados de cultivo de microalgas, pode-se encontrar uma
vasta gama de tecnologias e métodos. Os fotobiorreatores podem ter diversas fontes de luz,
design, configuracdes, suplementacdes e meios de cultura. Devem buscar minimizar o efeito
da sedimentagdo e incrustacao “Fouling” das microalgas dentro do sistema, maximizar a
relacdo de area iluminada/area “escura” e operar sob complexas condi¢cdes (ZHOU et al.,
2020).

Os fotobiorreatores fechados podem ser classificados quanto ao tipo do misturador,
posicdo dos tubos, tipo da estrutura, entre outros. Os principais tipos de fotobiorreatores
fechados sdo os Tubulares verticais ou horizontais, flat panel (Painel plano) e de coluna.

Os fotobiorreatores tubulares sdo compostos por tubos de material translucido como
vidro ou plastico, dividido em uma parte de tubulacdo onde o crescimento fotossintético
acontece e uma area de mistura, onde a cultura recebe tratamento, remocdo de oxigénio e é
bombeada pelo sistema com bombas hidraulicas. Sistema muito utilizado com iluminacgao
natural em areas externas buscando diminuir o custo de producdo. Os tubos podem ser
posicionados de maneira vertical ou de maneira horizontal (SIROHI et al., 2022).

Fotobiorreatores do tipo flat panel sdo compostos de uma ou mais superficies planas,
feita de material transparente, podendo estar na posicao vertical ou horizontal. Apresentam
alta relacdo superficie/volume, o que faz com que esse modelo de fotobiorreator apresente
alto aproveitamento da iluminacdo, seja natural ou artificial. Um dos grandes gargalos desse
tipo de fotobiorreator é a mistura da solugdo, principalmente nos modelos verticais que
apresentam grande coluna de dgua (SIROHI et al., 2022).

Por fim, os fotobiorreatores de coluna sdao compostos por cilindros verticais feitos de
material translicido, muito utilizados materiais plasticos ndo rigidos, como “sacos”,
misturados por ar atmosférico ou com suplementa¢dao de CO,, por meio de dispositivos na
parte inferior das colunas. Apresentam uma étima otimizacdo da transferéncia de massa dos
gases para a cultura, baixa utilizacdo de energia e grande controle dos fatores fisico-quimicos
(KHOR et al., 2022).

O uso de sistemas hibridos também é possivel, misturando aspectos menos custosos
com tecnologia de forma que o melhor de cada sistema seja aproveitado, como por exemplo,
o uso de raceways com sistemas tubulares fechados para melhor aproveitamento de espaco
e maior producdo de biomassa, alcancando maior produtividade com um menor custo

financeiro (SIROHI et al., 2022).
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Quando comparados os sistemas fechados e abertos, nota-se que os sistemas abertos
apresentam menor custo de implementagdo e operacdo, porém nao possibilitam controle dos
parametros ambientais, recebem grande quantidade de contaminacdo e apresentam menor
produtividade. Ja os sistemas fechados necessitam de um maior investimento financeiro para
implementacdo, complexa operacdo e maior custo de producdo, porém apresentam grande
produtividade, alto controle dos fatores ambientais — possibilitando a produgdo de compostos
de interesse especificos — baixa contaminacdo além da possibilidade de utilizacdo de areas
ndo proéprias para producdo de alimento ou compostos comuns, como nos desertos (NEVES,

2013) (ZHOU et al., 2020) (KHOR et al., 2022) (CHERNICHARO; VON SPERLING, 2005).

1.4 Tratamento de esgoto com microalgas

Atualmente o tratamento de esgoto realizado nas esta¢des de tratamento de esgoto
(ETE) é composto por duas ou trés fases, sendo elas o tratamento preliminar (1), tratamento
primario (2) e tratamento secundario (3), podendo em poucos casos realizar o tratamento
terciario ou polimento do esgoto (4). Cada fase tem um objetivo (DAS et al., 2019):

1. Remover de sélidos grosseiros por meio de processos fisicos como
gradeamento e/ou com caixas de areia;

2. Remover de sélidos sedimentaveis;

3. Remover matéria organica por meio de processos biolégicos, com remocao
parcial de nutrientes;

4. Remover compostos especificos de acordo com a necessidade da ETE, como
nutrientes, metais pesados, farmacos ou outros poluentes, podendo ser
empregados métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos de acordo com as
necessidades da ETE.

A resolucao brasileira que dispde sobre as condi¢des e padrdes de lancamentos de
efluentes é a resolucdo 430 de 13 de maio de 2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
— CONAMA -, que complementa e altera a resolugdao nimero 357 de 17 de marcgo de 2005.
Para os parametros avaliados neste trabalho, a disposicdo estabelece uma concentracdao
maxima de despejo de 20 mgL? de nitrogénio amoniacal total e para fésforo o 6rgdo
ambiental responsdvel podera definir padrdes especificos para corpos receptores com

registros histéricos de floracdo de cianobactérias.
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O tratamento de esgoto com microalgas se encaixa no tratamento tercidrio ou
polimento do esgoto, podendo ter diferentes objetivos como a remogao de nutrientes como
fésforo e nitrogénio, até a remoc¢do de metais pesados ou farmacos por diferentes vias
metabdlicas das microalgas (KWON; OH; YANG, 2013) (KWON; OH; YANG, 2013) (MASOJDDEK;
TORZILLO; KOBLDZEK, 2013).

O uso de microalgas em processos de biorremediacdo de esgoto pode retirar
nutrientes como fdsforo e nitrogénio do esgoto e manter o nivel de oxigénio dissolvido alto,
auxiliando na redugao de patdgenos e bactérias fecais (CHAI et al., 2021). Podendo utilizar de
diferentes vias metabdlicas, as microalgas realizam a remog¢do de metais pesados, farmacos,
coloracdo e pesticidas de maneira efetiva (QUIJANO; ARCILA; BUITRON, 2017).

A utilizacdo de microalgas para o tratamento de esgoto tem dois principais objetivos,
a remocao direta de contaminantes e nutrientes e o beneficio do consércio entre microalgas
e bactérias (Figura 2). O consodrcio de culturas de microalgas e bactérias é benéfico para ambos
0s microrganismos, as microalgas fornecem O; proveniente da fotossintese para a assimilacdo
de matéria organica pelas bactérias, que por sua vez liberam CO, neste processo, que é
utilizado pelas microalgas em seu ciclo, apds os processos a biomassa é removida, resultando
em efluente tratado e biomassa para uso comercial. Esse consdrcio diminui diretamente os

custos de tratamento de esgoto (FERNANDEZ; GOMEZ-SERRANO; FERNANDEZ-SEVILLA, 2018).

Microalga

Matéria
orgénica

Esgoto

Matéria
inorgénica

E>
Separacdo tratado

Bactérias

Biomassa

Figura 2. Consdrcio microalga X bactéria para tratamento de efluentes. Adaptado e traduzido de Acién Fernandez et al., 2018

(SIROHI et al., 2022).

1.5 Problematicas e tendéncias futuras
A utilizacdo de microalgas é uma técnica consolidada no tratamento de esgoto e tem
papel importante no fortalecimento da economia circular, produzindo biomassa e compostos

de interesse, como lipideos, proteinas e corantes de alta qualidade. Dessa forma, diminuindo
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o custo de tratamento de esgoto e melhorando a qualidade do mesmo (WOLLMANN et al.,
2019). Porém ainda sdo encontradas barreiras financeiras e metodolégicas para a ampliagao
do processo e utilizacdo em larga escala. Os principais objetivos dos estudos relacionados ao
tratamento de esgoto com microalgas tém como foco a padronizagdo dos processos,
confiabilidade e eficiéncia do tratamento e diminuicdo do custo de operacdo do mesmo
(MOHSENPOUR et al., 2021) (CALLEGARI et al., 2020).

A combinacdo de processos de cultivo de microalgas juntamente com o tratamento de
esgoto pode diminuir o custo da producdao de biocombustiveis de terceira geragdo. Por
exemplo o cultivo de microalgas com tratamento de esgoto, apresenta a maior taxa de fixacao
de carbono atmosférico — 1,83 kg de CO, para 1 kg de biomassa —, a maior produtividade entre
0s processos de biorestauragdao e a maior degrada¢ao de contaminantes quando comparado
com plantagbes no solo. (LI;LI;HO, 2022)

De forma pratica, a operagdo de ETE com utilizagcdo de microalgas é dificultada pois
diferentes fontes de esgoto podem conter fatores que inibem o crescimento de microalgas,
como zooplanctons predadores, concentragées proibitivas de nutrientes e/ou metais pesados
ndo tolerados pelas microalgas (OSUNDEKO et al., 2014).

Encontrar solugBes sustentdveis e financeiramente vidveis para o tratamento de
esgoto sdo necessarias e complicadas ao mesmo tempo. A implementacdo de forma geral
desse processo ainda é economicamente e ambientalmente desfavoravel. Os principais
fatores que tornam o processo invidavel sdao custo de separagao de biomassa, estudos ainda
em pequena escala, baixa producao de metabdlitos de interesse e contaminacao da biomassa
por metais pesados (CHIA et al., 2018).

Para que se torne economicamente vidvel o processo de tratamento de esgoto com
microalgas, técnicas de produc¢do de multiplos beneficios devem ser utilizadas, os chamados
co-processos ou co-produtos, que sdo essenciais para o aumento da produtividade dos
processos. Como a producao de biocompostos através da biomassa da microalga produzida
no processo (DERNER et al., 2006). Além disso um co-processo muito importante nas estacoes
de tratamento é a cooperacdo entre microalgas e bactérias aerdbicas, exemplificada na figura
2, no qual as microalgas fornecem oxigénio para as bactérias pela fotossintese que pode usar
luz natural como fonte de energia, diminuindo nesses casos, o custo do uso de sopradores de

ar ou injecdo de oxigénio puro nos sistemas. (SIROHI et al., 2022)
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2. Justificativa

O processo de tratamento de esgoto com microalgas demonstra grande potencial no
combate a escassez de dgua e poluicao dos corpos hidricos enquanto fortalece a economia
circular produzindo metabdlitos de interesse e recuperando nutrientes. Estudos ainda sao
necessarios para que o processo se torne vidvel e acessivel a todos. A producdo de
fotobiorreatores de pequena escala para tratamento in-loco do efluente pode ser uma
alternativa. Este trabalho foi realizado com o intuito de avaliar o fotobiorreator de imersao
tempordria e adaptd-lo para o tratamento de efluentes e produgdo de microalgas em regime
de imersao total, por meio de mudangas nas configuragdes luminosas e padrdes de cultivo do

mesmo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O Objetivo geral dessa dissertacdo de mestrado foi avaliar e otimizar o desempenho
do fotobiorreator de imersao tempordaria visando a remocdo de nutrientes do esgoto sanitario

pré tratado, o aumento da produgdo de microalgas e a redugao de bactérias patogénicas.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as condi¢Oes luminosas do biorreator mediante da medigao com aparelhos;

e Avaliar remocdo de nutrientes na configuracgao inicial do aparelho;

e Avaliar o crescimento da microalga Chlorella sorokiniana no biorreator nas condicdes
iniciais de iluminacdo e aeracdo;

e Propor mudancas nas caracteristicas técnicas do equipamento, visando a melhoria do
mesmo apos a andlise dos dados gerados nos experimentos iniciais;

e Avaliar o resultado das mudangas luminosas no equipamento mediante medicdes e
anadlises quantitativas das bateladas realizadas, no que diz a produg¢do de microalgas,
remogao de nutrientes e diminuigdo de coliformes totais;

e Avaliar a influéncia da adicao de carbono inorganico na forma de CO2 no crescimento

da microalga e/ou na remocdo de nutrientes.
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4 Material e métodos
As técnicas analiticas foram de determinagao de remocgao total de nutrientes, uma vez
que o interesse maior é a remocao e reciclagem dos mesmos.
Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia e Parasitologia —
LMP — do Departamento de Morfologia e Patologia — DMP — da Universidade Federal de Sao

Carlos — UFSCar — localizada em S&o Carlos, SP.

4.1 Fotobiorreator

O fotobiorreator foi utilizado em diversas bateladas, e em 3 configuragdes diferentes.
A primeira foi a configuracdo em que o fotobiorreator foi recebido, a segunda configuracao
luminosa foi recomendada apds algumas bateladas de operacgdo e a ultima foi utilizada apenas
no Experimento 5, no qual houve adi¢do de carbono inorganico na forma de CO2 no sistema.

O Fotobiorreator foi mantido em sala fechada com controle luminoso e térmico de 24
°C + 2, para mitigar a influéncia dos fatores externos.
4.1.1 Fotobiorreator inicial

O Fotobiorreator (Figura 3) foi cedido pela empresa C4 Cientifica. Seu projeto inicial foi

concebido como um Biorreator de Imersdo tempordria para crescimento de mudas de

vegetais superiores, com imersao temporaria de meio de cultura (Figura 4,5, 6 e 7).

Figura 3. Fotobiorreator C4 Cientifica para tratamento de efluentes e cultivo de microalgas. Foto do autor.
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Figura 7. Biorreator de imersdo tempordaria C4 Cientifica para vegetais superiores. Foto cedida pela empresa.

Para o experimento 1 a 3 a maquina contou com 10 mddulos de cultivo, com galGes
transparentes de Polietileno tereftalato (PET) de 15,5 cm de diametro e 29,7 cm de altura,
com 5 L de capacidade total sendo 3 L uteis. Contou com uma faixa de LED centralizada na
parte superior do aparelho e 5 focos de LED branco na parte anterior do equipamento,
apontados para a parte posterior do equipamento. Contou com compressor de ar com 32
Lmin! de vaz3o. E temporizador programavel para luz. Devido a disposi¢do das lampadas no
equipamento, a iluminacdo era pouco homogénea, criando trés diferentes regides luminosas.
Frente e Fundo com menor incidéncia luminosa e uma area central (Meio) com maior
iluminacdo, descritas na tabela 3 na sessdo de 4.4.2 condicdes especificas.

4.1.2 Fotobiorreator modificado

Apds os 3 primeiros experimentos foram delineadas mudancgas na configuracao
luminosa do fotobiorreator, buscando melhor padronizacio do mesmo e maior
produtividade/remocdo de nutrientes.

Apds a alteragao realizada para os experimentos 4 e 5, o fotobiorreator contou com 4
faixas de led colorido (36 W com espectro 660nm + 440nm + branco), 2 frontais e 2 traseiras
em conjunto com 10 spots de led branco (Espectro de luz completo). Além disso, foi possivel
utilizar as luzes de forma alternada, visto que os disjuntores das luzes foram separados. Como

demonstrado nas figuras 8 e 9.
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Figura 8. Esquema — Vista superior - disposi¢do de lampadas LED no interior do Fotobiorreator apés mudangas recomendadas.

Unidade de medida em metros. Esquema do autor.

Figura 9. Disposi¢cdo das lampadas LED no interior do Fotobiorreator apds mudangas recomendadas. Foto do autor.

4.1.3 Fotobiorreator com adi¢cdo de carbono inorganico

Para o experimento 5 a disposi¢cdo luminosa ndo mudou, porém foi adicionada injecdo

de carbono inorgéanico no fotobiorreator, por meio de do borbulhamento de CO; juntamente

com a aeracgao, apenas na fileira traseira. Para isso foi instalado um cilindro de 20 kg de CO;

puro na parte externa do fotobiorreator e por intermédio de fluxémetro foi controlada a

adicdo de CO; com taxa de 5 % (V/V) de bombeamento da aeracdo — 0,8 Lm?* -. O

bombeamento de CO; foi realizado apenas no periodo “Claro” do sistema, ou seja, 12 horas

por dia.
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Na saida do cilindro de CO; foi instalada uma vdlvula de pressdao, um fluxdmetro foi
utilizado para controlar a vazao, apés o fluxémetro uma valvula solendide com temporizador.
Saindo da vdlvula solendide o sistema é alimentado na fileira traseira, juntamente com a

aeracao. Como representado no esquema da figura 10.

Cilindro
CO, g

Valvula de
pressdo (5

Fluxdmetro 3

Viélvula
solenoide ()

Figura 10. Foto e esquema da adaptagdo para bombeamento de CO, com identificagdo. Foto do autor.

4.2 Efluente
Para os experimentos foram testadas diferentes fontes de efluentes tratados, visto que
diferentes ETE e localidades podem apresentar diferentes caracteristicas fisico-quimicas do
efluente, que podem viabilizar ou ndo o cultivo de microalgas, dessa forma foram utilizadas 4
fontes diferentes.
1. ETE de Candeia da cidade de Bauru — SP;
2. ETE Monjolinho da cidade de S3o Carlos — SP;

3. ETE de Agua Vermelha da regido de Agua Vermelha na cidade de S3o Carlos, SP;
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4. ETE de Santa Euddxia da regido de Santa Euddxia na cidade de Sao Carlos, SP;

O efluente proveniente da ETE de Bauru — Identificado com BA — foi utilizado nos
experimentos iniciais, 1 e 2. J4 os efluentes Monjolinho (MJ), Agua Vermelha (AV) e Santa
Euddxia (SE) foram utilizados no experimento 3 e comparados, foi-se entdo decidido pelo uso
do efluente MJ para os experimentos 4 e 5 devido a maior concentracao final de biomassa
seca, remocao de nutrientes e concentracdo celular maxima.

Os efluentes foram coletados e armazenados em galGes opacos de 20 L e mantidos
congelados em freezer horizontal a -18°C. Para serem utilizados, foram descongelados a
temperatura ambiente e aerados por 6 horas para extravasar a espuma proveniente da
proliferacdo de microrganismos filamentosos dormentes no sistema, juntamente com a
matéria organica, que devido a aeracdao formam uma rede que gera espuma, evitando assim
gue o extravasamento aconteca ja dentro do fotobiorreator.

O efluente BA foi coletado na ETE Candeia na cidade de Bauru —SP, a ETE atende cerca
de 50.000 habitantes e o efluente passa por pré-tratamento, tratamento primario e
secunddrio (Gradeamento + caixa de areia e UASB respectivamente) sendo coletado para os
experimentos no extravasor tratamento secundario.

O efluente MJ foi coletado na ETE Monjolinho, localizada na cidade de S3o Carlos — SP,
a ETE trata parte do esgoto gerado na cidade de S3o Carlos, tratando cerca de 457 Ls'. O
efluente foi coletado apds tratamento secundario, na saida do reator UASB (Figura 11-1).

O efluente AV foi coletado na ETE de Agua Vermelha, distrito da cidade de S3o Carlos —
SP, a ETE de pequeno volume conta com tratamento preliminar, primario e desinfeccdo do
efluente e descarte no Rio Araras. O efluente foi coletado na saida do reator UASB (Figura 11-
2).

O efluente SE foi coletado na ETE de Santa Euddxia, também distrito da cidade de Sao
Carlos —SP, e atende cerca de 4.800 habitantes da zona urbana, a ETE conta com tratamento
preliminar, lagoa de anaerdbia e lagoa facultativa. O efluente foi coletado na saida da lagoa

anaerdbia (Figura 11-3).
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Figura 11. Locais de coleta dos efluentes. (1) Saida reator UASB Monjolinho, (2) Saida reator UASB Agua Vermelha e (3) Lagoa

anaerdbia e facultativa de Santa Euddxia. Fotos do autor.

A tabela 1, abaixo, traz um comparativo das ETE e uma breve caracterizacdo do esgoto

sanitario proveniente das mesmas.

Tabela 1. Caracterizagdo dos esgotos sanitérios utilizados nos experimentos.

ETE Bauru ETE MJ ETE AV ETE SE
Localizagdo Bauru - SP Sdo Carlos - SP Sdo Carlos - SP Sdo Carlos - SP
Tratamento Tratamento Tratamento
Tratamento
preliminar, preliminar, preliminar,
preliminar,
Processos primario, primario, lagoa anaerdbia
primario e
secundario e secundario e e lagoa
secunddrio
desinfecgao desinfecgao facultativa
Saida lagoa
Local de coleta Saida UASB Saida UASB Saida UASB
anaerdbia
Habitantes 50.000 258.451 (2015) 5.000 4.800
Vazdo média 60a 100 Lst 457 s 8Ls? 15Lst
Nitrogénio total 15,56 mgL™? 15,83 mgL? 33,38 mgL? 26,04 mgLt
Fosforo total 4,88 mgL"1 2,03 mgL‘1 7,53 mgL‘1 5,74 mgL"1
Carbono total - 86,28 mgL'1 - -
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4.3 Microalga

A obtenc¢do da microalga escolhida Chlorella sorokiniana, identificada pelo fornecedor
como UTEX1230, foi por meio da colecdo de culturas de algas da University of Texas (UTEX)
em Austin, no Estados Unidos da América. A cepa isolada foi adquirida pela Universidade
Federal de Sao Carlos (USFCar) e mantida no banco de cepas do Laboratério de Microbiologia

e Parasitologia — UFSCar — em meio de cultura BG11 (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do do meio de cultura BG11.

Componentes Concentracdo (mglL™?)
NaNOs; 1500
K;HPO4.3H,0 40
MgS04.7H,0 72
Na,COs3 20
CaCl, 27
Acido Citrico Monoidratado 6
Citrato Férrico de amoénio 6
NaEDTA 1
Tragos de solugdo de metal*! 1
Fonte: (RIPPKA, R. 1979)
Tabela 3. Composicdo tracos de solugdo de metal™?
Componentes Concentrac¢do (mgL?)
HsBOs 2860
MnCl,.4H,0 1810
ZnS04.7H,0 222
NaMoO, 390
CuS04.5H,0 79

CO(NO3)2.6H20 0,0494
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4.4 CondigGes ambientais

4.4.1 Condicdes gerais

Os experimentos foram realizados em sistema de batelada Unica com duragao de 7 a 10
dias, abrangendo todas as fases de crescimento das microalgas, da fase LAG a fase de
mortalidade. Para indculo, as microalgas foram aclimatadas em esgoto autoclavado com 2
repiques de 7 dias cada, para adaptacao aos fatores abiéticos do efluente e as condicdes de
alta luminosidade. Dessa forma as microalgas tém plenas condi¢cbes de competir com os
outros fatores bidticos do efluente - Fungos, outras microalgas, bactérias entre outros - de
forma igualitaria pelos nutrientes. Apds a aclimatagdo, as microalgas foram inoculadas nos
frascos dos experimentos em concentracdo inicial de 3 x 10*a 5 x 10* célulasxml! em cada
unidade com efluente real ndo autoclavado.

O fotoperiodo foi de 12:12 (claro: escuro) controlado de forma automatizada com uso
de timer eletrénico.

A luminosidade e temperatura foram medidas a cada 5 minutos em LUX com o
equipamento HOBO “pendant temperature/light 64k data logger” e uma vez por
experimento, visto que a variacdo didria era baixa, em PAR — photosynthetically active
radiation units - com o equipamento LI-COR “LI-250A light meter” na posicao dos frascos,
porém em dagua proveniente da torneira, para evitar contamina¢do do equipamento. Ja a
temperatura ambiente foi controlada em 24,5°C (+ 3 2C) com aparelho de climatizacdo de ar

comum. Os frascos foram mantidos sob aeracdo constante, 3,2 Lmin* em cada frasco.

4.4.2 Condigdes especificas

Nos experimentos preliminares, EXP1-EXP2-EXP3, as condi¢des luminosas foram
iguais, sendo o fotobiorreator separado em trés zonas luminosas, intituladas como Frente,
Meio e Fundo. Foram utilizadas simultaneamente lampadas LED de espectro branco e
colorido.

Ja no experimento EXP4, dividido em trés bateladas, o fotobiorreator foi constituido
por uma Unica zona luminosa homogénea. Em cada batelada foi utilizado um regime luminoso
diferente, na Batelada 1 foram utilizados os LED brancos + coloridos, na Batelada 2 apenas os
LED brancos e na Batelada 3 apenas os LED coloridos. No experimento 5 foi utilizada apenas a

iluminacdo colorida, da mesma maneira que o EXP4 tratamento Colorido.
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Durante o periodo escuro ambos os experimentos apresentaram luminosidade igual a

zero LUX.

Os dados de luminosidade do periodo claro estdo discriminados na tabela 3.

Tabela 4. Detalhamento da intensidade luminosa na fase clara dos experimentos.

Média PAR Faixa de cor
Experimento Zona Média Lux
(umols) predominante

Frente 480 40 3.176 £ 666 Mista
EXP1 —EXP2 -

Meio 817 +47 9.910+£435 Colorida
EXP3

Fundo 687 £ 115 4.083 £478 Branca
EXP4 (Batelada 1) Unica 1.122 £ 111 10.736 £ 2.798 Mista
EXP4 (Batelada 2) Unica 335+12 5.332 + 2.407 Branca
EXP4 (Batelada 3) Unica 799 £ 73 10.210 £ 2552 Colorida
EXP5 Unica 79973 10.210 + 2552 Colorida

4.5 Coletas experimentais e métodos analiticos

Durante cada experimento os dias foram identificados de DO (dia zero) a D7 (dia sete) ou
D10 no EXP5, sendo o indculo realizado em DO. As coletas foram realizadas em hordrio padrao,
uma vez por dia, foram coletadas de 15 mL a 65 mL dependendo das andlises que seriam
realizadas no dia, através de seringa e tubo de vidro.

As andlises realizadas foram contagem de células (CONT), leitura da absorbancia (ABS) em
540 nm, 680 nm e 750 nm, fluorescéncia (FLUO), peso seco (BS), fésforo total (PT) e nitrogénio
total (NT). No EXP5 ainda foi realizado quantificacdo de Carbono Total, Carbono Organico,
Carbono Inorganico, acompanhamento do pH e contagem de bactérias.

No experimento 3 excepcionalmente foi realizada analise de metais pesados no efluente
bruto. As analises foram feitas nos dias demonstrados na tabela 4 para os EXP 1 a 4 e na tabela
5 para o EXP5. Os experimentos 1 a 3 foram realizados em triplicatas, enquanto as bateladas

do experimento 4 e o experimento 5 foram realizadas em quintuplicatas.
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Tabela 5. Ensaios laboratoriais EXP1 A EXP4.

Andlise DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
CONT X X X X X X
ABS X X X X X X
FLUO X X X X X X
BS X X
PT X X X
NT X X X

Tabela 6. Ensaios laboratoriais EXP5.

Analise DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
CONT X X X X X X X X X X X
ABS X X X X X X X X X X X
FLUO X X X X X X X X X X X
BS X X X
pH X X X X X X X X X X X
PT X X X X X
NT X X X X X
Carbono X X X X X
Bactérias X X X X X

Nos EPX1 a EXP4 nos D1 e D2 nao foram realizadas coletas nem analises, apenas
monitorado o sistema contra qualquer falha, vazamento ou problemas possiveis, isso se deve
ao periodo de LAG do sistema, em que as microalgas estdo se adaptando aos fatores bidticos

e abidticos do sistema, resultando em pouco crescimento e remogao de nutrientes.

4.5.1 Contagem de células

Para a contagem de células foram utilizadas aliquotas diarias de 900 pL adicionadas a
100 pL de fixador (10 % V/V de formol acrescido de 5 % de glicerol), quando necessario as
amostras eram diluidas em agua de osmose reversa para possibilitar a contagem.

A contagem foi realizada na camara de Fuchs-Rosenthal, seguindo a metodologia
padrdo de contagem. A camara de contagem é preenchida com amostra e entdo aguarda-se
cerca de 4 minutos até as células assentarem na parte inferior da cdmara. Dessa forma entdo

foram contados 16 setores ou 64 setores na diagonal em cada compartimento da camara,
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dependendo da quantidade de células, e a média obtida era multiplicada por 78,125. Dessa

maneira calcula-se a média de célulasmL™.

4.5.2 Absorbancia total

A absorbancia total foi realizada com uso do equipamento Espectrofotémetro
Nanocolor VIS | da marca MN. As analises foram realizadas logo apds coleta no sistema,
homogeneizadas por meio de agitagdao manual e as leituras foram realizadas em cubetas de
vidro com caminho dptico de 10 mm nos comprimentos de onda de 540 nm, 680 nm e 750

nm.

4.5.3 Espectrofotometria de Fluorescéncia azul
A andlise de Espectrofotometria de fluorescéncia azul foi realizada com o aparelho

Fluorémetro Trilogy da marca Turner Designs.

4.5.4 Peso seco

O peso seco foi medido mediante avaliacdo de sélidos suspensos totais — SST -. Para
realizacdo da andlise foram pesados filtros de fibra de vidro com poros de 0,45 um e entdo
filtrados 50 ml de amostra em filtro a vacuo. O material filtrado foi seco durante 24 h a 60 °C
e entdo seco por 1 h a 105 °C. Apds esse processo, os filtros foram colocados em dessecador
até atingir temperatura ambiente e entdo foram pesados e o processo repetido novamente
por 1 h a 105 °C até estabiliza¢cdo do peso.

Para o cdlculo foi realizada uma medida zero em DO e entdo subtraido dos valores de
SST das amostras. Nao foram encontrados valores relevantes de outros sélidos suspensos

totais.

4.5.5 Verificacao pH

A verificacdo de pH foi realizada diariamente em dois momentos, logo antes do inicio
da fase clara e logo antes do inicio da fase escura. Para que os valores extremos de pH fossem
alcancados. O pH foi verificado com o pHmetro de bancada modelo QX1500 da marca
Qalxtron. O aparelho foi calibrado diariamente com as solu¢des padrdes antes da primeira

medicdo do dia.
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4.5.6 Quantificacdo de Fosforo Total

A quantificacdo de fosforo total foi realizada conforme protocolo Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater (EATON et al., 2005) cédigo 4500-P E ascorbic acid
method. O protocolo prevé a digestdao das amostras em autoclave a 105 °C durante 30 minutos
para conversdo dos compostos de fésforo — organico e inorganico — em ortofosfato (POas-3)
que por sua vez pode ser determinado pelo método colorimétrico de redugdao com acido
ascorbico (CeHsOs) e aferido mediante de curva padrdo realizada com fosfato monobasico de

potassio (KH2POa4) (EATON et al., 2005).

4.5.7 Quantificacdo de Nitrogénio Total

A quantificacdo de nitrogénio total foi realizada conforme protocolo disponivel pelo
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (EATON et al., 2005) cédigo
4500-N C persulfate method. O protocolo prevé digestdo das amostras para conversao do
nitrogénio organico em nitrato (NOs’). Apds a digestdo, o nitrogénio total na forma de nitrato,
é mensurado mediante leitura no espectrofotometro e curva padrdo realizada com acido
glutamico (CsHoNOa).

Para este protocolo foi utilizado kit de quantificacdo de nitrogénio Spectroquant

nitrate test da marca Merk.

4.5.8 Quantificacdo de Carbono

A quantificacdo de carbono total foi realizada pelo Laboratério de Tratamento
Avancado de Reuso de Aguas — LATAR — da Universidade de S0 Paulo — USP — e foi mensurado
por meio do método da combustdo a alta temperatura para Carbono total e Carbono
inorganico total. O carbono organico total foi inferido pelo balanco de massas. (EATON et al.,

2005).

4.5.9 indices produtivos
Para célculo dos indices produtivos de velocidade especifica de crescimento (d!) (CE)

e Tempo de duplicacdo (d) (TD) foram usadas as equacdes abaixo.
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CE = Equacdo 1. Velocidade especifica de crescimento.

Onde:
Co = Contagem de célulasmL™ no inicio da fase LOG;
Cx = Contagem de célulasmL™ ao final da fase LOG;

T = Duracgao da fase LOG em dias.

_In2

E Equacgdo 2. Tempo de duplicagdo.

Onde:

CE = Velocidade especifica de crescimento.

4.5.10 Metais pesados

A analise de metais pesados foi realizada pela empresa SG Soluc¢des Cientificas. Para as
determinac¢des de Chumbo, Cddmio, Cromo, Mercurio, Arsénio, Selénio, Bario, Cobre e Ferro
nas amostras foi utilizado técnica de espectrometria de emissao 6tica com plasma acoplado

indutivamente (/nductively coupled plasma optical emission spectrometry, ICP OES).

4.5.11 Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Para contagem da bactéria Escherichia coli (E. coli) foi utilizado protocolo de coliformes
totais para analise de esgoto com técnica de “Spread plate” (OLIVEIRA, 2012). Para realizacdo
dos ensaios foi utilizado o meio de cultura Chromocult Coliform Agar da marca Merk. O meio
de cultura foi inoculado e incubado por 24 horas a 37 °C.

Este método apresenta crescimento tanto de coliformes totais como especifico para E.
coli, dessa forma as col6nias com coloracao vermelha foram consideradas como coliformes e
as coldnias violeta como E. coli. Para o termo Coliformes totais foram contabilizadas as
contagens de coliformes somadas a contagem de E. coli. O resultado foi expresso em Unidades

formadoras de coldnias por mL— UFCmL™.

4.6 Estatisticas
Para testes de médias dos tratamentos foi utilizado teste ANOVA, quando encontradas

diferencas significativas foi utilizado o teste de Tukey para comparacdo entre médias, ambos
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com intervalo de confianca de 95 %. As estatisticas foram feitas no Software aberto “R Project”
versao 4.2.2. Os graficos foram gerados pelo software Origin 8, versdao Origin 8.5.0 SR1 da

empresa OriginLab Corporation.

5. Resultados

5.1 Consideracgdes preliminares

E importante destacar que o calendario experimental foi dividido em duas fases, a
primeira, contendo os experimentos 1 a 3, foi considerada uma fase exploratéria, utilizada
para compreender fatores limitantes do sistema e mediante analises quantitativas e
qualitativas e percepg¢des empiricas, propor mudancas no fotobiorreator. Os experimentos 1
a 3 apresentam uma breve conclusdao individual para que a linha de pensamento das
mudancas do fotobiorreator seja compreensivel. Discussdo e conclusdes mais elaboradas
serdo encontradas nas sessdes seguintes.

A segunda fase foi constituida pelo experimento 4, divido em trés bateladas, no qual
apos alteracbes na parte relacionada a iluminacdo do fotobiorreator foram testados trés
diferentes tratamentos luminosos e pelo experimento 5 em que foi testada a adi¢cdo de

carbono inorganico na forma de CO; no cultivo.

5.2 Fase Exploratéria

5.2.1 Experimento 1

Para o primeiro experimento, o fotobiorreator foi dividido em 3 tratamentos, fileira
Frente, fileira Meio e fileira Fundo, todos em triplicata. E a hipdtese era de que o tratamento
Meio apresentava melhor crescimento e remocao de nutrientes devido a melhor exposicdo a
luz.

Em relacdo ao crescimento, o tratamento Meio foi o que apresentou maior
concentracdo de célulasmL™ ao final dos sete dias de experimento, como observado na figura

12.
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Figura 12. Concentragdo celular no dia 7 do EXP1 nas diferentes posi¢des dentro do fotobiorreator. Letras diferentes

representam diferenca estatistica (>95 % de confianga). N amostral/tratamento = 3.

O tratamento do meio apresentou média de 4,5 x 107 célulasmL?, sendo
estatisticamente diferente, enquanto os tratamentos frente e fundo apresentaram 2,12 x 10’
célulasmL™' e 2,08 x 107 célulasmL™ respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica
entre eles.

A remocdo de fosforo total (Figura 13) dos sistemas apresentou resultado similar ao
do crescimento, tendo o tratamento Meio apresentando diferenca estatistica, retirando 88 %
do fésforo total, enquanto os tratamentos Frente e Fundo retiraram 46 % e 50 %

respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica.
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Figura 13. Remogao de fosforo total no dia 7 do EXP1 em %. Letras diferentes representam diferenca estatistica (>95 % de

confianga). N amostral/tratamento = 3.

Para a remocgdao do Nitrogénio total, apresentada na figura 14, o tratamento Meio

retirou 81 %, tratamento Frente 49 % e o tratamento fundo 33 %.
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Figura 14. Remogdo de nitrogénio total no dia 7 do EXP1 em %. Letras diferentes representam diferenga estatistica (>95 %
de confianga). N amostral/tratamento = 3.
Conclusdes Parciais referentes ao Experimento 1
O cultivo de microalgas em efluente de esgoto mostrou-se viavel na configuracao

inicial do fotobiorreator, porém diferencas significativas de crescimento e remocdo de
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nutrientes foram encontradas, sendo o tratamento Meio responsavel pelo maior crescimento,
4,5 x 107 célulasmL? e maior remog3o de fésforo e nitrogénio, respectivamente 88 % e 81 %
da remogado total desses nutrientes. Pode-se concluir que existe uma diferenga significativa

entre as posi¢des dos frascos dentro do fotobiorreator.

5.2.2 Experimento 2

Para o experimento 2, pensou-se em testar as mesmas condi¢cdes do Experimento 1,
porém apenas com os tratamentos Frente e Fundo, para identificar se o tratamento Meio
exercia influéncia sobre os outros, como sombreamento e afins. A hipdtese era de que nao
haveria diferenca entre os tratamentos.

Desta forma foram analisados crescimento celular, remogao de nutrientes totais e
biomassa seca dos dois tratamentos. Nao foi possivel encontrar diferenga estatistica entre os
dois tratamentos.

Para o crescimento celular, representado na figura 15, ndo houve diferenca estatistica.
A concentracdo celular final do Tratamento Frente foi de 3,3x107 célulasmL™? e do tratamento

Fundo 2,1x107 células/mL™.

—&— Frente (a)
—e— Fundo (a)

108

107 /

10°

105 . /

10%

Concentragdo celular por dia (Células mL?)

1 03 //// I 1

Dias
Figura 15. Curva de concentragdo celular EXP2 por dia. Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica. N
amostral/tratamento = 3.
Em relacdo a Biomassa seca — ndo realizada no experimento 1 — os tratamentos

também obtiveram concentracdo final semelhante. O tratamento frente produziu 149 mgL™*
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de biomassa seca. J& o tratamento Fundo produziu 148 mgL™* de biomassa seca. Como pode

ser observado na figura 16.
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Figura 16. Biomassa seca no dia 7 do EXP2 em mglLl Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica. N

amostral/tratamento = 3.

A remocdo de nutrientes também foi estatisticamente igual, tanto para Nitrogénio

total, como para Fésforo Total. Dados apresentados na figura 17.
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Figura 17. (A) Remogdo de nitrogénio total no dia 7 do EXP2 em %. (B) Remogado de fésforo total no dia 7 do EXP2 em %.
Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica. N amostral/tratamento = 3.
Conclusdes Parciais referentes ao Experimento 2

As posicoes Frente e Fundo do Fotobiorreator apresentaram resultados semelhantes
aos do Experimento 1, novamente ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os
tratamentos no que diz respeito a crescimento celular e remocgdo de nutrientes. Entende-se
que o tratamento Meio do Experimento 1 ndo exercia influéncia sobre os resultados

encontrados nos tratamentos Frente e Fundo.
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5.2.3 Experimento 3

No experimento 3 foi realizado teste de esgoto tratado de trés diferentes Estagdes de
tratamento de esgoto, conforme descrito nos materiais e métodos.

O objetivo desse experimento foi encontrar o efluente mais propicio para uso como
meio de cultivo, visto que o efluente proveniente da ETE da cidade de Bauru - SP havia
acabado e seria pouco pratico depender do fornecimento deste efluente devido a distancia
entre as cidades.

Dessa forma foram testados 3 efluentes de trés Estacdes de Tratamento de esgoto da

cidade de Sao Carlos — SP.

Tabela 7. Concentragdo de metais pesados nas amostras de efluentes do Monjolinho, Santa Eudéxia e Agua Vermelha.

Quantidades em mgLZ.

Amostra Pb Cd Cr Hg As Se Ba Cu Fe

Monjolinho (MJ) ND* ND* ND* ND* ND* ND* 0,043 ND* 0,057
Santa Eudoxia (SE) ND* ND* ND* ND* ND* ND* 0,027 ND* 0,676
Agua Vermelha (AV) ND* ND* ND* ND* ND* ND* 0,049 0,092 1,380

ND* = Ndo detectado.

O tratamento que utilizou efluente de Agua vermelha n3o apresentou crescimento e
nem remocao de nutrientes significativos. O efluente apresentou alta concentragdo de Cobre,
0,092 mgL?. Segundo a literatura, concentracdes de cobre a partir de 0,002 mgL! causam
diminuicdo nas taxas de crescimento. Foi encontrada diminuicdo nos parametros de
crescimentos de Kirchneriella obesa de acordo com o aumento da concentracdo de cobre
(DEXTRO, 2019). Foi demonstrado que o metal causa danos oxidativos nas células devido ao
aumento da produc¢do de espécies reativas de oxigénio, levando ao decréscimo da divisao
celular e concentracdo de clorofila a (PINTO, 2003).

Para o crescimento celular no dia 7, o tratamento MJ apresentou média de 2,1x10’7
célulasmL™? e o tratamento SE 1,4x107 célulasmL™, n3o apresentando diferenca estatistica

entre os tratamentos. Apresentado na figura 18.
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Figura 18. Curva de concentragdo celular EXP3 em célulasmL. Esgoto proveniente Agua Vermelha (AV), Esgoto proveniente
Monjolinho (MJ) e Esgoto proveniente Santa Eudodxia (SE). Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95%

confianga). N amostral/tratamento = 3.

Representada na figura 19, a microalga apresentou concentracdo final de 239 mgL* de
biomassa seca no tratamento MJ, enquanto o tratamento SE alcancou 119 mglL?! e o
tratamento AV 9 mgL™. Foi encontrada diferenca estatistica nas produc¢des de biomassa seca

entre os tratamentos.
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Figura 19. Biomassa seca dia 7 EXP3 em mgL™. Esgoto proveniente Agua Vermelha (AV), Esgoto proveniente Monjolinho (MJ)

e Esgoto proveniente Santa Eudodxia (SE). Letras diferentes apresentam diferenga estatistica (>95% de confianga). N

amostral/tratamento = 3.
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A remocgao de nutrientes foi diferente entre os tratamentos, tendo o tratamento MJ
apresentado a melhor taxa de remog¢do de ambos os nutrientes, sendo 83 % e 79 % para
remocdo de Fésforo total e remocdo de Nitrogénio total respectivamente. O tratamento SE
apresentou remogdao maxima de 38 % e 46 % para remogdo de Fosforo total e remogdo de

Nitrogénio total respectivamente. Resultados apresentados na figura 20.
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Figura 20. (A) Remocgdo de nitrogénio total no dia 7 do EXP3 em %. (B) Remocdo de fésforo total no dia 7 do EXP3 em %.
Esgoto proveniente de Monjolinho (MJ), esgoto proveninente de Santa Eudéxia (SE) e esgoto proveniente de Agua Vermelha

(AV). Letras diferentes apresentam diferenga estatistica (>95% de confianga). N amostral = 3.

5.3 Fase Analitica
5.3.1 Consideracdes iniciais

Apds a realizacao dos trés experimentos exploratérios, foi decidido em reunido com a
empresa fornecedora do equipamento o ajuste do fotobiorreator em relacdo a iluminacdo e
funcionamento do mesmo.

A disposicdo das lampadas foi alterada, tornando o ambiente mais homogéneo, ja ndo
mais com trés zonas foto luminosas, além disso, foi feita a separacdo elétrica das lampadas
LED brancas e coloridas, possibilitando o funcionamento de ambas simultaneamente ou em
regimes separados.

Dessa forma, foi realizado o experimento 4, dividido em trés bateladas, cada uma com
10 frascos por tratamento, aumentando a confiabilidade dos dados. Batelada 1 com todas as
luzes do fotobiorreator — Branca + Colorida —(B+C), Batelada 2 apenas com os LEDs Brancos
(Branco) e Batelada 3 com apenas os LEDs coloridos (Colorido).

Além disso, o melhor resultado do Experimento 4 foi comparado com os resultados

obtidos no experimento 3, tratamento MJ, para que fosse possivel comparar os efeitos das

mudancas sugeridas no fotobiorreator.
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Foi também testada a adi¢cdo de carbono inorganico na forma de CO; no sistema no

experimento 5.

A discussdo desses experimentos estd separada na sessao discussdo deste trabalho.

5.3.2 Experimento 4

Em relacdo ao crescimento celular (Figura 21), a maior concentracdo celular foi
atingida pelo tratamento Colorido no dia 6, no qual ja havia alcancado a fase estacionaria.
Porém no dia 7 os tratamentos Colorido e Branco — 4,95x107 célulasmL™ e 4,07x107 célulasmL
! respectivamente - ndo apresentaram diferenca estatistica na concentragdo celular, porém o

tratamento Branco ainda estava em fase LOG.
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Figura 21. Curva de concentragdo celular no EXP4 por dia. Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco)

e tratamento Colorido (Colorida). Letras diferentes apresentam diferenga estatistica (>95% de confiang¢a). N amostral = 10.

Apesar de ndo apresentarem diferenca na concentragao celular, quando analisado a
Biomassa seca é possivel encontrar diferencas significativas nos parametros de crescimento
entre os tratamentos. O tratamento B+C ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao tratamento Colorido como representado na figura 22. O tratamento Colorido
apresentou a maior quantidade de Biomassa Seca, 325 mgL!, tratamento B+C apresentou 247
mgL! e a menor concentracdo de Biomassa Seca foi proveniente do Tratamento Branco, com

157 mgL2.
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Figura 22. Biomassa seca dia 7 EXP4 em mgLL. Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco) e tratamento

Colorido (Colorida). Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral = 10.

Ainda sobre indices Produtivos, o Tratamento Colorido foi o que apresentou melhores
valores de Velocidade especifica de crescimento e Tempo de Duplicagdo relacionados a fase
LOG das bateladas que apresentaram 4 dias no Tratamento B+C, 7 dias no Tratamento Branco

e 5 dias no Tratamento Colorido. Demonstrados na figura 23 e tabela 7.
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Figura 23. (A) Boxplot indice de Velocidade especifica de crescimento em d1 EXP4 ao final da fase LOG. (B) Boxplot tempo de
duplicagdo em dia EXP4 ao final da fase LOG. Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco) e tratamento

Colorido (Colorida). Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral = 10.
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Tabela 8. Compilagdo de indice de velocidade especifica de crescimento e tempo de duplicagdo do EXP4 ao final da fase LOG.
Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco) e tratamento Colorido (Colorida). Letras diferentes

apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral = 10.

Velocidade especifica de
Tratamento Tempo de duplicagdo (d)
crescimento (d)

B+C 1,33+0,14 8 0,52 +0,06 B
Branco 1,01 +0,04 ¢ 0,68 +0,03°¢
Colorido 1,48+0,107 0,46 + 0,03 A

A concentracdo inicial de nitrogénio total do experimento 4 foi de 17,09 mgL?. Em
relacdo a remocdo de Nitrogénio total, o tratamento Colorido e Branco apresentaram as
melhores remogdes mdaximas, 85 % e 78 % respectivamente, sem diferenca estatistica entre
os tratamentos, enquanto o tratamento B+C apresentou 67 %. Resultados demonstrados na
figura 24. Desse modo o tratamento B+C apresentou uma quantidade residual de 5,65 mgL?
de nitrogénio total, enquanto o tratamento Branco apresentou 4,07 mgL?! e o tratamento

Colorido apresentou 2,51 mgL™.

C+B (b)
100 Branco (a)

I Colorida (a)

90

| . —

80 -

70

60 -

Remogao Nitrogénio Total (%)
—

50 T T T
C+B (b) Branco (a) Colorida (a)

Tratamento

Figura 24. Remocdo de nitrogénio total no dia 7 EXP4. Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco) e
tratamento Colorido (Colorida). Letras diferentes apresentam diferenga estatistica (>95% de confianga). N amostral = 10.

O Experimento 4 apresentou concentracdo inicial de fésforo total de 4,11 mgL™. Para
remocao de Fdsforo total (figura 25), os tratamentos Colorido e B+C apresentaram os

melhores indices de remogdo, 90 % e 88 % respectivamente. E o tratamento Branco
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apresentou 77 % de remocdo de Fdsforo total. Dessa forma a quantidade residual de fosforo
total foi de 0,72 mgL? para o tratamento B+C, 1,36 mgL? para o tratamento branco e 0,41

mgL?! para o tratamento colorido.
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Figura 25. Remocdo de fésforo total no dia 7 EXP4. Tratamento Colorido+branco (C+B), Tratamento Branco (Branco) e

tratamento Colorido (Colorida). Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral = 10.

5.3.3 indices produtivos e de remocio pré x pds alteracdes no Fotobiorreator
Os indices produtivos (Tabela 8) comparados nesta secdo sdo referentes ao tratamento

MJ do experimento 3 com o melhor tratamento do experimento 4 — Colorido -.

Tabela 9. Compilagdo Parametros produtivos entre os tratamentos MJ (EXP3) x Colorido (EXP4). Concentragdo celular final,
biomassa seca, remogdo de nitrogénio total, remogdo de fésforo total, velocidade especifica de crescimento e tempo de
duplicagdo.Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral = 3 para tratamento

Monjolinho e 10 para tratamento colorido.

Parametro Monjolinho (EXP3) Colorido (EXP4)
Concentracgao Celular D7
2,10x107 + 1,35x107 A 4,95x10 + 2,25x107 A

(CélulasmL™)
Biomassa seca (mgL™?) 238+ 654 325+ 844
Remocado Nitrogénio Total

79,01% +8,5%* 84,92 % +5,6 %"
(%)
Remocgdo Fésforo Total (%) 83,27% +6,6 %A 90,01% *+3,8 %"
Velocidade especifica de

1,03 +0,08 8 1,48 + 0,107

crescimento (d1)

Tempo de duplicacdo (d) 0,67 +0,05°8 0,46 + 0,034
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Os indices produtivos de concentracdo celular e Biomassa seca apesar de ndo
apresentarem diferencga estatistica (Figura 26), quando em uma visdao produtiva do sistema,
apresentou um aumento total de aproximadamente 36 % na média de Biomassa seca final no

tratamento colorido em relagdo ao tratamento MJ.
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Figura 26. Biomassa seca dia 7 tratamentos MJ (EXP3) x Colorida (EXP4). Tratamento Monjolinho do Experimento 3 (MJ) e
tratamento Colorida do Experimento 4 (Colorida). Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N

amostral/tratamento = 3 no EXP3 e 10 no EXP4.

Os indices produtivos de Velocidade especifica de crescimento e Tempo de Duplica¢cao
(Tabela 8) foram estatisticamente diferentes. O tratamento colorido apresentou Velocidade
especifica de crescimento de 1,48 + 0,10 por dia e tempo de duplicacdo 0,46 + 0,03 dia. Ja o
tratamento MJ apresentou Velocidade especifica de crescimento de 1,03 + 0,08 por dia e
tempo de duplicacdo 0,67 £ 0,05 dia. Tratamento Colorido atinge o fim da fase LOG antes

(Figura 27), em 5 dias — Colorido — contra 6 dias no tratamento MJ.
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Figura 27. Curva de concentragdo celular por dia tratamentos MJ (EXP3) x Colorida (EXP4). Tratamento Monjolinho do
Experimento 3 (MJ) e tratamento Colorida do Experimento 4 (Colorida). Letras iguais ndo apresentam diferenga estatistica

(>95% de confianga). N amostral/tratamento = 3 no EXP3 e 10 no EXP4.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica na remoc¢ao de nutrientes, na figura 28
é possivel perceber que a remocao de nutrientes no Tratamento Colorido é mais regular. Além
disso, é possivel notar certa tendéncia de melhor remogao no tratamento Colorido devido ao

menor tamanho do “box” apresentado no boxplot da figura 25.
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Figura 28. (A) Remocdo de nitrogénio total no dia 7 dos tratamentos MJ (EXP3) x Colorida (EXP4) em %. (B) Remogdo de
fosforo total no dia 7 dos tratamentos MJ (EXP3) x Colorida (EXP4) em %. Letras iguais ndo apresentam diferencga estatistica
(>95% de confianca). N amostral/tratamento = 3 para o tratamento MJ (EXP3) e 10 no tratamento Colorida (EXP4).

5.3.4 Experimento 5

Para os parametros de crescimento de microalgas os tratamentos ndo demonstraram

diferenca estatistica na concentracao celular no inicio da fase de estacionaria e apresentaram
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mortalidade similar na fase de mortalidade. J& o tratamento controle demonstrou uma fase

LOG ligeiramente mais acentuada como apresentado na figura 29.
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Figura 29. Curva de concentragdo celular por dia Experimento 5. Tratamento controle e tratamento com injegdo de CO; (5%
V/V). N amostral/tratamento = 5.

Para a biomassa seca o resultado corrobora com os dados de concentracao celular, foi
encontrada diferenca significativa apenas no dia 5, com o tratamento controle produzindo
248 mglL?! de biomassa seca, enquanto o tratamento CO, produziu 136 mglL?, como

apresentado na figura 30.
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Figura 30. Biomassa seca Experimento 5 no dia 5 em mgL. Tratamento controle e tratamento com inje¢do de CO; (5% V/V).

Letras diferentes apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral/tratamento = 5.

Porém a partir do dia 7 a diferenca estatistica deixou de existir e os tratamentos
apresentaram um total de 264 mgL™? no tratamento Controle e o tratamento CO; 204 mgL™2.
No dia 10 o comportamento seguiu o padrao da concentragao celular, diminuindo a biomassa
seca para 106 mglL?! e 114 mgL? os tratamentos controle e CO; respectivamente. Resultados

apresentados na figura 31.
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Figura 31. Biomassa seca Experimento 5 no dia 10 em mgL™. Tratamento controle e tratamento com inje¢do de CO, (5% V/V).

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral/tratamento = 5.
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J4 em relacdo aos indices produtivos, os tratamentos ndo apresentaram diferenca
estatistica. O tratamento controle resultou em uma taxa de Velocidade especifica de
crescimento de 1,34 dia™ e o Tratamento CO; atingiu 1,29 dia*. Para o tempo de duplicac3o,
o tratamento controle teve um tempo de 0,52 dias e o tratamento CO, 0,54 dias. Os resultados
sdo dispostos na figura 32 — Boxplot a esquerda representa Taxa de Velocidade especifica de

crescimento e Boxplot a direita representa tempo de duplicagao.
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Figura 32. (A) Taxa de Velocidade especifica de crescimento experimento 5 em d! ao final da fase LOG. (B) Tempo de
duplicacdo experimento 5 em Dias ao final da fase LOG. Tratamento controle e tratamento com inje¢do de CO; (5% V/V).

Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral/tratamento = 5.

Quando analisados os parametros de remog¢ao de nutrientes, os tratamentos nao
apresentaram diferenca estatistica para remoc¢do de nutrientes totais.

A remocgado de Fosforo total foi de 91,58 % para o tratamento controle, enquanto o
tratamento CO; atingiu uma média de remocdo de fésforo total de 90,71 %. Apresentado na
figura 33. A concentracdo inicial de fosforo total foi de 1,87 mgL* e foi diminuida para 0,16

mgL?! para o tratamento controle e 0,17 mgL™ para o tratamento CO,.
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Figura 33. Remogao de Fdsforo total em % experimento 5 no dia 10. Tratamento controle e tratamento com injegdo de CO,
(5% V/V). Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95% de confian¢a). N amostral/tratamento = 5.

A concentracdo inicial de nitrogénio total foi de 29,43 mgL™* e a quantidade residual no
fim da batelada foi de 2,46 mgL! para o tratamento controle e 1,12 mgL? para o tratamento
CO;. Para a remocao total de nitrogénio também ndo houve diferenca estatistica, com o
tratamento controle atingindo 91,65 % de média de remocdo e o tratamento CO; 96,20 %.

Dados apresentados na figura 34.
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Figura 34. Remogao de nitrogénio total em % no experimento 5 no dia 10. Tratamento controle e tratamento com injegdo de

CO, (5% V/V). Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95% de confianga). N amostral/tratamento = 5.

Para a remocdo de Carbono, os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica.

Nas analises de carbono total, carbono organico e carbono inorganico os tratamentos
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seguiram o mesmo padrao de diminuicdo de remocao a partir do dia 7 como apresentado na

tabela 9.

Tabela 10. Compilagdo da remogdo de carbono total e carbono inorganico em % e valores totais em mgL? nos dias 0, 5, 6, 7

e 10. Tratamento controle e tratamento com injegdo de CO; (5% V/V). N amostral/tratamento = 5

Carbono Total Carbono
Tratamento Tratamento
Dia Tratamento Inorganico
Controle CO,
Controle Tratamento CO;
Dia 0 0% 0% 86,28 mglL™? 86,28 mglL?
Dia 5 29% 23 % 61,42 mglL? 66,31 mglL!
Dia 6 36 % 36 % 55,48 mglL? 55,23 mglL™?
Dia 7 40 % 27 % 52,05 mglL 63,16 mglL
Dia 10 25 % 19 % 64,54 mglL? 70,10 mgL™?

Na figura 35 sdo apresentados os resultados de remocdo de carbono orgénico e

inorganico.
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Figura 35. (A) Remocdo de Carbono inorganico durante o experimento em % relativa ao dia 0 (100%). (B) Remogdo de Carbono

organico durante o experimento em % relativa ao dia 0 (100%). Tratamento controle e tratamento com inje¢do de CO; (5%

V/V). N amostral/ tratamento = 5.

O pH ndo apresentou diferenca significativa durante o intervalo do experimento,

ficando estavel entre 7,45 £ 0,45 para o fim do periodo claro no tratamento controle e 7,31

0,57 para o tratamento CO,. Ja no fim do periodo escuro o tratamento controle atingiu média

de 7,17 £ 0,48 e o tratamento CO, média de 7,03 £ 0,55.

A diminuicdo de contagem da bactéria E. coli ndo apresentou diferenca estatistica, a

diminuigao média das unidades formadoras de col6nia do tratamento controle foi 99,51 % +
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0,22 % enquanto o tratamento CO; apresentou uma média de 98,28 + 2,39 %, como
demonstrado na figura 36.
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Figura 36. Diminuigdo na contagem de unidades formadoras de col6nias de bactérias E. coli em % no dia 10 do experimento
5. Tratamento controle e tratamento com inje¢do de CO, (5% V/V). Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica (>95%

de confianga). N amostral/tratamento = 5.

6. Discussao

Nesta sessdo serdo discutidos apenas os dados do Experimento 4, do tratamento MJ
do Experimento 3 em relagdo ao tratamento colorido do Experimento 4 e do experimento 5.
Visto que as discussdes e conclusdes parciais dos experimentos 1 a 3 estdo descritas no final
de cada sessao.

E importante ressaltar que ao trabalhar com esgoto doméstico como meio de cultivo
é bastante dificil estabelecer um padrao comparativo entre experimentos e resultados. Isso
se deve ao fato de que cada amostra de esgoto apresenta um perfil de nutrientes, metais
pesados e caracteristicas fisico-quimicas Unicas.

E possivel encontrar variacdes sazonais no perfil de esgoto proveniente de uma mesma
ETE, devido aos habitos de consumo humano em diferentes épocas do ano. No verdo, época
de maiores volumes de chuvas e com aumento do consumo de agua, é possivel encontrar um
efluente mais diluido (TERNES, 1998). Foi encontrada também uma maior concentracdo de
lipideos no esgoto doméstico no periodo de inverno, no qual os padrdes de alimentacao,

exposicdo ao sol, atividade fisica e temperatura sdo diferentes, resultando em maior
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concentracdo de lipideos nos excrementos humanos, coletados pelos sistemas de esgoto
domeéstico (YU; WU; CHANG, 2013).
6.1 Parametros ambientais

A microalga Chlorella sorokiniana apresenta amplo intervalo de temperatura para
crescimento, de 23 °C a 40 °C (LIZZUL et al., 2018).

O crescimento e consequentemente as remog¢des maximas de nutrientes dentro do
fotobiorreator é dependente do processo de fotossintese em um sistema majoritariamente
fotoautotréfico. Além da intensidade luminosa, é importante também a zona de comprimento
de luz presente. A concentragao final de biomassa, além de compostos de interesse esta
diretamente relacionada ao comprimento de onda utilizado, visto que a energia é absorvida
pelos pigmentos na zona de menor excitagdo do mesmo (KHALILI et al., 2015).

A intensidade luminosa dos experimentos variou de 2.488 LUX — menor intensidade
luminosa tratamento MJ no Experimento 3 —a 10.878 LUX no tratamento B+C do Experimento
4. As melhores condi¢des de crescimento e remog¢do de nutrientes foram obtidas no
tratamento Colorido do Experimento 4, que apresentou intensidade luminosa média de
10.490.

O melhor crescimento de Chlorella sorokiniana foi encontrado na intensidade de 7.500
LUX, seguido de 10.000 LUX, esse dado corrobora com o padrao apresentado nos
experimentos (CHIA et al., 2018).

Esse dado é influenciado também pelo caminho dptico da luz. Por estar sendo cultivada
em meio turvo, a luminosidade real € menor do que a relatada pelo aparelho. A diminuigdo
do caminho ético dentro do recipiente ainda é acentuada com o aumento da concentracdo
celular, resultando no recebimento intermitente de luz pelas células. Culturas com baixo
caminho dptico, interno ao frasco, se beneficiam de ambientes com altas luminosidades,
devido a maior frequéncia do periodo Claro-Escuro causado pelo auto sombreamento
(MASOJDDEK; TORZILLO; KOBLDZEK, 2013).

A absorcao de energia por organismos fotossintéticos é dependente da natureza quimica
dos pigmentos que a constituem, a maioria dos pigmentos responsaveis pelos processos
metabdlicos das microalgas sdo as clorofilas, ficobilinas e os carotenoides (CARVALHO et al.,
2011). Esses compostos absorvem energia principalmente nos comprimentos de luz azul (450
— 495 nanémetros) e vermelho (620 — 750 nandmetros) (MATTHIIS et al., 1996). A faixa de luz

branca apresenta todos os comprimentos de onda, porém a intensidade de luz azul é abaixo
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do nivel étimo para crescimento microalgal (KHALILI et al., 2015). A faixa azul ndo tem funcao
energética, mas sim de regulacdao de processos enzimaticos e na regulacdo do metabolismo
de carbono (MATTHLUS et al., 1996).

O complexo de intensidade luminosa e bandas de comprimento luminoso apresentado
nos experimentos corroboram com a literatura, nos quais os melhores parametros foram
obtidos em tratamento com alta luminosidade 10.490 LUX e LED misto de cores vermelha,
azul e branca. Dessa forma, todos as necessidades luminosas e de temperatura foram
atingidas para bom funcionamento do sistema.

Apesar dos tratamentos B+C e Colorido do Experimento 4 apresentarem pouca diferenca
entre as médias de LUX (+10.730 e +£10.210, respectivamente) a diferenca das medidas em
PAR (Radiacdo Fotossinteticamente ativa) que é a porcao do espectro luminoso absorvida
pelos pigmentos fotossintéticos das microalgas é maior — verificar tabela 3 -, causando

provavel fotoinibicao no tratamento B+C.

6.2 Parametros produtivos

A concentracdo celular maxima obtida nos experimentos variou de 2,10x107 célulasmL? a
4,95x107 célulasmL? (Tratamento MJ e Colorido respectivamente). Os resultados de
concentracdo maxima sao similares ao encontrado na literatura com utilizacao de Chlorella
sp. no tratamento de efluente proveniente de industria de couro que atingiu a marca de
4,10x107 célulasmL? (BOBADILLA et al., 2021) e concentracdo celular maxima de 1,92x10’
célulasmL™ de Chlorella vulgaris em esgoto doméstico sem adi¢do de carbono (BLANCO et al.,
2022). Porém em tratamento de efluentes com suplementacdo de carbono orgénico e injecdo
de CO, foi encontrada concentracdo maxima de 3,15x10% célulasmL'para Chlorella
sorokiniana (ESCAPA et al., 2015).

A concentracdo final de biomassa seca variou de 157 mglL! (Tratamento Branco
Experimento 4) a 325 mgL? (Tratamento Colorido Experimento 4). O resultado é menor do
que o encontrado na literatura de 1.050 mgL* para Chlorella sp. em bateladas alimentadas de
21 dias, 1.054 mgL* de Chlorella sorokiniana em efluente secunddrio em 8 dias para bateladas
alimentadas (TERNES, 1998) (CHIA et al., 2018). Concentracao final maxima de 1.830 mgL* de
Chlorella sorokiniana em esgoto, com adi¢cdo de carbono ainda é relatada (ESCAPA et al.,

2015).
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Resultados que corroboram com os encontrados nos ensaios realizados também podem
ser encontrados, como concentracao final de 220 mgL™* de Chlorella sorokiniana em efluente
sem suplementacdo de carbono organico ou CO; (YU; WU; CHANG, 2013).

Apos tratamento secundario € comum que a relagdo C/N do efluente esteja abaixo do ideal
segundo a regra de ouro — Redfield - para cultivo de microalgas 106:16:1 C:N:P (KWON; OH;
YANG, 2013), fazendo com que processos de que sejam de dependentes de carbono sejam
prejudicados (RYU; KANG; LEE, 2009) (SU, 2021). O Carbono é nutriente essencial para o
processo de fotossintese das microalgas, podendo ser utilizado na forma inorganica CO; para
producdo de biomassa de forma fotoautotréfica ou na forma organica (Agucares, alcoois e
acidos) por meio de processos heterotréficos. Dessa forma a limitagcdo de carbono no meio é
diretamente ligado a baixa produtividade do sistema (SU, 2021).

Outro fator em comum com todos os experimentos referenciados acima é a duracdo da
batelada, tendo todos sido realizados entre 14 e 21 dias. Apesar de rapidamente esgotar os
nutrientes, as microalgas tém a capacidade de “remocdo de luxo”, ou seja, retirar e estocar
para posteriormente usar, podendo atingir produgdes até 50 % maiores apds a deplegdo total
dos nutrientes (MCGINN et al., 2012). Posto isto, é possivel que mesmo apds o inicio da fase
estaciondria—em relagdo a duplica¢do de células — nos experimentos 3 e 7 ocorresse aumento
na biomassa total, devido ao crescimento unitario das células. Interrompido pelo final das
bateladas de 7 dias (FIGURAS 12, 15 E 18).

A Velocidade especifica de crescimento obtido nos experimentos condiz com as
informacgdes presentes na literatura atual, com uma fase LOG de 4 a 6 dias (Ll et al., 2011). O
género Chlorella sp. apresenta uma alta Velocidade especifica de crescimento e baixo tempo
de duplicacdo devido a grande capacidade de conversdo de energia em crescimento
(MOHAMMADI et al., 2018).

As remocBes maximas do presente estudo sdo condizentes com a literatura quando se
trata de efluentes de esgoto apds tratamento secundario, variando de 77 % a 93 % da remogao
total de fosforo e 67 % a 85 % da remocado total de nitrogénio (DAS et al., 2019) (ASADI; RAD;
QADERI, 2019) (MOHAMMADI et al., 2018) (MCGINN et al., 2012) (DELGADILLO-MIRQUEZ et
al., 2016) (CHOI; LEE, 2015).

O nitrogénio apresenta papel chave na sintetizacdo de aminodcidos, acidos nucleicos e
pigmentos (KWON; OH; YANG, 2013). A forma preferencial de absorcdo do nitrogénio é na

forma de NH4* devido ao baixo custo energético da reacdo, mas também pode assimilar nas
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formas de nitrito e nitrato (CHOI; LEE, 2015). O fdésforo é necessdrio para diversas atividades
metabdlicas, producdo de lipideos, transferéncia de energia e sintese de DNA (KWON; OH;
YANG, 2013).

As relagGes N/P encontradas no presente estudo foram baixas, variando de 1,25 a 2,65. A
relacdo ideal entre N/P tanto para producdo de biomassa, como para remocgdo de nutrientes
varia entre 5 e 30, sendo otimizada entre 11 e 20 (CHOI; LEE, 2015). Baixas proporgdes entre
N/P geram acumulo de lipideos, como o triacilglicerol (TAG), componente utilizavel para a
producdo de biodiesel e outros biocombustiveis, demonstrando que a utilizagdo de microalgas
em esgoto doméstico secunddrio é uma possivel fonte para produ¢dao de bioenergia apesar
da baixa produtividade encontrada (MCGINN et al., 2012) (HU et al., 2008). Baixas proporcdes
entre as concentragdes de N/P priorizam a remocao de nitrogénio total do sistema (DAS et al.,
2019) (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016) (CHOI; LEE, 2015). Porém nos experimentos
realizados essa relagcdo nao foi verdadeira, no qual se encontrou maior remocao de fosforo
total, como é possivel perceber nas figuras 10, 11, 14, 17, 21, 22, 25,30 e 31.

A fotossintese e consequente remogao de CO; do sistema, causa aumento de pH e é um
indicador de atividade de microalgas durante a fase clara, nos experimentos 3 e 4, por ndo
serem suplementado com CO; ou outra fonte de carbono 4cida, é possivel que o pH do sistema
tenha subido (ca. 9) e causado perdas abidticas desses nutrientes. A perda do Nitrogénio de
forma abidtica acontece por meio da elevacao do pH e reducdo dos ions de H* para equilibrio
quimico. Dessa forma o nitrogénio em sua forma gasosa é expelido do sistema pela aeracao.
O fenbmeno é conhecido como air stripping (DELDUQUE et al., 2017).

Ja a perda abidtica do Fdsforo é causada pela precipitacdo na forma de sal. Ao aumentar
o pH o fosfato tende a se misturar com o calcio e o magnésio para formar fosfato de célcio
[Ca3(P0a4);] e fosfato de magnésio ([Mg3(POa4).] e precipitar. Foi encontrada correlagao entre
aumento do pH e remoc3o de fosfato com R? 0,9712 em sistema tradicional de tratamento de
esgoto (YI; LO, 2003).

As perdas abidticas nos experimentos 3 e 4 tem carater hipotético, pois nesses
experimentos ndo foi realizado aferimento de pH. J& no experimento 5, no qual houve
acompanhamento do pH é entendivel que as perdas abidticas de fésforo e nitrogénio foram
baixas.

O experimento 5 apresentou baixa variacdo de pH, cultivos mixotréficos apresentam

menor varia¢do de pH devido a utilizagdo do CO; através de vias metabdlicas autotrdficas que
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sao compensadas pela liberagdo de CO, através de vias metabdlicas heterotrdéficas dos
microrganismos ali presentes (LI et al., 2012). O esgoto doméstico tratado é rico tanto em
carbono organico e inorganico, como apresentado nos resultados do experimento 5. Além
disso, ao utilizar o esgoto tratado sem processos de esterilizagdo como meio de cultura, sao
encontrados microrganismos da microbiota nativa que tem preferéncia por processos
heterotréficos.

Para crescimento das microalgas no experimento 5, com suplementacdo de CO; por meio
de aeragao, com taxa de 5 % do volume total, ndo foi encontrada diferenca significativa nos
resultados de concentragdao celular ou biomassa produzida. Os resultados divergem do
encontrado na bibliografia (NEVES, 2013) (ESCAPA et al., 2015) (NAYAK; KAREMORE; SEN,
2016) (COSTA; COLLA; DUARTE, 2004) (ZIGANSHINA et al., 2020).

Estudos demonstram maior concentracdo celular de cultivos de Chlorella sorokiniana com
suplementacio de 0,5 % a 2 % de CO;, atingindo 1,2-1,4 x 10% célulasmL com suplementagdo
contra 6 x 107 célulasmL? no tratamento sem suplementac¢do de CO, (NAYAK; KAREMORE;
SEN, 2016). Porém, alguns estudos também demonstram que nao foi encontrada diferenca na
concentracao final de biomassa seca em cultivos de microalga suplementados com 5 % de
CO,, em relagao aos ndo suplementados (NEVES, 2013).

Estudos demonstram que a baixa suplementacdo de CO; pode trazer resultados positivos
como a maior produtividade de biomassa, adiantamento da fase LOG no cultivo, melhores
indices produtivos como maior taxa de Velocidade especifica de crescimento e menor tempo
de duplicacdo, além de aumentar a remocdo de nutrientes. Porém esses estudos também
demonstram que uma suplementacao acima do necessdrio pode causar diminuicao dos
mesmos parametros aqui citados (NEVES, 2013) (COSTA; COLLA; DUARTE, 2004) (ZIGANSHINA
et al., 2020). A utilizacdo de materiais de baixa precisdo na adaptacdo do sistema de
suplementacdo de CO; pode ter afetado a suplementac¢do de CO; no Experimento 5, fazendo
com que os resultados esperados fossem distorcidos através de uma suplementagao de CO;
acima do desejado.

Como demonstrado na figura 26 e 32, a partir do dia 7 existe uma diminuicdo consideravel
da concentragao celular, como também da massa seca no dia 10 e na remog¢dao mdaxima de
carbono inorganico. Ao atingir uma alta concentracdo celular, comecam a ocorrer os efeitos
do auto sombreamento e da formacao de biofilme, reduzindo a quantidade de luz — energia —

que atinge as células, prejudicando a biofixagdao do CO, (AL-GHEETHI et al., 2017). Além dos
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efeitos da deplecdo quase total dos nutrientes e entrada na fase de mortalidade. O que pode
explicar o aumento da concentracdo de carbono total e inorganico no sistema a partir deste
momento.

Esgoto tratado doméstico pode apresentar uma grande gama de microrganismos, como
coliformes e E. coli ,que contribuem para a dissemina¢ao de doencas. O experimento 5 atingiu
remocgao de cerca de 99 % de E. coli para ambos os tratamentos. Os resultados corroboram
com os resultados encontrados na literatura (CHAI et al.,, 2021) (MEZRIOUI et al.,
1994)(SHAIMA et al., 2022). A remogao desse patdgeno é principalmente devido a produgdo
de formas téxicas de oxigénio e ao aumento do pH (CHAI et al., 2021) (SHAIMA et al., 2022).
A liberacdo de Oz no processo fotossintético, juntamente com a alta luminosidade causam
danos foto-oxidativos as células dos patégenos, resultando na eliminacdo do mesmo. A alta
iluminagao pode causar também dano a estrutura de DNA, destruindo as organelas da
bactéria (CHAl et al., 2021) (MEZRIOUI et al., 1994).

Outro mecanismo de remocado de patogenos é a excrecao de metabdlitos inibitérios pelas
microalgas, que buscam competir por nutrientes com as bactérias. Foi encontrada alta
remocao de Vibrio cholerae devido a secrecao de compostos téxicos pela microalga do género

Chlorella sp. (SHAIMA et al., 2022).

7 Conclusoes

O fotobiorreator ainda em fase experimental se demonstra promissor no tratamento de
efluentes para remocdo de nutrientes, porém ainda apresenta baixa concentracdo final de
biomassa de Chlorella sorokiniana quando comparado com a literatura.

As modificacdes luminosas propostas e realizadas tornaram o ambiente interno do
fotobiorreator homogéneo e aumentaram a concentragao final de biomassa de Chlorella
sorokiniana em 36 % quando comparado com o melhor resultado pré modifica¢des.

A escolha do efluente é de extrema importancia para funcionamento do fotobiorreator,
visto que as caracteristicas do efluente podem ser diferentes de uma fonte a outra ou até
mesmo da mesma fonte em momentos diversos. Podendo conter contaminantes ou
concentragdes inibitdrias para o crescimento das microalgas. O esgoto proveniente da ETE
Monjolinho da cidade de S3o Carlos — SP se provou o mais adequado para producdo de

Chlorella sorokiniana no fotobiorreator.
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O fotobiorreator se mostrou eficiente na remoc¢do de nutrientes, removendo 85 % do
nitrogénio total e 90 % do fosforo total no esgoto proveniente da ETE Monjolinho, tornando
o efluente elegivel para descarte em corpos de dgua segundo a legislacdo brasileira.

O cultivo de microalgas foi capaz de remover 99 % das Unidades Formadoras de Coldnias
da bactéria E. coliindependentemente do tratamento, encontrada nos esgotos domésticos.

A suplementacdo de 5 % (V/V) de CO2 ndo apresentou melhora nos pardmetros produtivos

do fotobiorreator, nem nos indices de remocao de nutrientes.

8 Perspectivas para o futuro

ModificacBes ainda sdo necessarias para que o produto se torne comercialmente vidvel,
como o aumento da capacidade total, aumento da concentracdo final de biomassa,
desenvolvimento de método correto de descarte pds batelada e automatizacdo do processo.

Alguns estudos ainda devem ser executados para que o protdétipo seja langado no
mercado, como testes de utilizacdo do efluente ou da biomassa apds a execucdo da batelada,
teste com diferentes condi¢des ambientais, para aumento da producdo de compostos de
interesse e maior producao de biomassa, teste de bateladas alimentadas e o uso de efluente
sintético ou meio de cultura sintético para produ¢dao maximizada de microalgas para fins

laboratoriais ou de consumo direto humano.
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