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RESUMO

MAROUBO, Lucas Alves. Cultivo de microalgas em residuo suino biodigerido visando
ao tratamento deste efluente e a producéo de biomassa aplicavel a codigestdo anaerdbia.
2021. 134 p. Tese (Doutorado em Ciéncias: Engenharia Hidraulica e Saneamento). Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos, 2021.

A atividade suinicola produz diversos beneficios econdmicos, porém devido a grande
quantidade de residuos gerados, tem sido vista como forte ameaca ambiental. De outro lado, o
cultivo de microalgas se mostra como uma alternativa que pode apresentar grande eficiéncia
na remocao de nutrientes de &guas residuarias e, concomitantemente, produzir biomassa de
interesse a diferentes aplicagdes biotecnolégicas. Sendo assim, a presente pesquisa propds
selecionar estirpes de microalgas de ambientes aquaticos e otimizar seu cultivo em residuo
suino biodigerido (RSBio) visando a remocdo de nutrientes, além de aplicar a biomassa
gerada como substrato na codigestdo anaerobia do residuo suino bruto (RSBru), a fim de
verificar seu impacto na produtividade de metano. Para tanto, esta pesquisa foi dividida em
trés etapas: (i) coleta e caracterizacdo dos residuos e das amostras de ambientes aquaticos; (ii)
aclimatacéo e cultivo de microalgas em RSBiIo; e (iii) ensaio de biodegradabilidade anaerdbia
e de codigestdo de microalgas com RSBru. Ao final do ensaio de aclimatacdo, Chlorella
sorokiniana se destacou como a espécie mais abundante e, portanto, foi isolada, por
apresentar potencial para aplicacdo em processos de tratamento de aguas residudrias. O ponto
6timo (26 °C e 160 pmol fotons m s?) considerando a amplitude de crescimento (4.) serviu
como condi¢Ges de cultivo desta estirpe no ensaio de remoc¢éo de nutrientes e de producao de
biomassa e metabdlitos. Foram observadas duas estratégias que direcionam as microalgas
para objetivos distintos: a primeira delas, definida pelo cultivo na concentragdo de 1x10°
células mL* (RSBiol10), objetiva aumentar a concentracdo de biomassa (em 83,8%), de
clorofila a (em 1.869,0%) e de lipideos (em 361,2%); e a segunda, definida pelo cultivo na
concentracdo de 4x10° células mL* (RSBio40), tem pretensio de reduzir as concentragdes de
DQO (em 69,3%), de nitrogénio amoniacal (em 77,6%) e de ortofosfato (em 39,0%) no
substrato e, concomitantemente, proporcionar o incremento de proteinas (em 43,7%) e de
carboidratos (em 564,4%) na biomassa das microalgas. O ensaio de biodegradabilidade
revelou que o lodo do biodigestor, com ou sem adi¢do de microalgas, resultou em valores de
producdo de metano superiores ao estimados com base na DQOiniciai. Foi identificada uma
tendéncia de aumento na producdo de metano com o aumento da densidade celular de
microalgas. Entretanto, o ensaio de codigestdo revelou que ndo ha efeito sinérgico das
microalgas juntamente ao RSBru. No tratamento sem in6culo de microalgas (RSBru0), foi
estimado um potencial produtivo de mais de 8.000 NmL de metano, superior em 36,1% em
relacdo ao tratamento em que foram utilizadas densidades celulares de 4x10° células mL™*
(RSBru40) e em 65,5% em relagéo ao tratamento com 6x10° células mL™ (RSBru60). Ademais,
RSBruQ apresentou a maior eficiéncia de consumo de DQO (99,7%), o que resultou na
producdo de 155,1 NmL CHas g STVaplicados *. EM suma, a biodigestdo de RSBru (sem adicéo
de microalgas) ou a codigestdo deste residuo com C. sorokiniana na concentracdo inicial de
4x10° células mL? podem ser sugeridas para alcangar remocdo de DQO acima de 95% e
producdo de mais de 120 NmL CHg g STVaplicados -

Palavras-chave: Chlorella sorokiniana. Tratamento bioldgico. Remocdo de nutrientes.
Suinocultura. Ficorremediacéo.






ABSTRACT

MAROUBO, Lucas Alves. Cultivation of microalgae in biodigested swine wastewater for
the treatment of this effluent and the production of biomass applicable to anaerobic co-
digestion. 2021. 134 p. Thesis (Doctorate in Sciences: Hydraulic Engineering and Sanitation).
Sé&o Carlos School of Engineering, University of Sdo Paulo, S&o Carlos, 2021.

Pig farming produces several economic benefits, but due to the large amount of waste
generated, it has been seen as a strong environmental threat. On the other hand, the cultivation
of microalgae is shown as an alternative that can be highly efficient in removing nutrients
from wastewater and, at the same time, produce biomass of interest for different
biotechnological applications. Thus, the present research proposed to select microalgae strains
from aquatic environments and to optimize their cultivation in biodigested swine wastewater
(BSW) aiming at the removal of nutrients, in addition to applying the biomass generated as a
substrate in the anaerobic co-digestion of the raw swine waste (RSW), with the intention of
verifying its impact on methane productivity. To this end, this research was divided into three
stages: (i) collection and characterization of waste and samples from aquatic environments;
(i) acclimatization and cultivation of microalgae in BSW; and (iii) anaerobic biodegradability
and microalgae co-digestion test with RSW. At the end of the acclimatization test, Chlorella
sorokiniana stood out as the most abundant species, with potential for application in
wastewater treatment processes. The optimum point (26 °C and 160 umol photons m2 s?)
considering the growth amplitude (Ga) served as conditions for the cultivation of this strain in
the nutrient removal and biomass and metabolite production tests. Two strategies were
observed that direct microalgae to different objectives: the first one, defined by cultivation at
the concentration of 1.0x10° cells mL* (BSW10), aims to increase the concentration of
biomass (by 83.8%), chlorophyll a to (in 1,869.0%) and lipids (in 361.2%); and the second,
defined by cultivation at a concentration of 4.0x10° cells mL™* (BSW40), aims to reduce the
levels of COD (by 69.3%), ammoniacal nitrogen (by 77.6%), orthophosphate (in 39.0%) in
the substrate and, concomitantly, provide an increase in proteins (in 43.7%) and carbohydrates
(in 564.4%) in the microalgal biomass. The biodegradability test revealed that the sludge from
the biodigester, with or without the addition of microalgae, resulted in higher methane
production values than those estimated based on the initial COD. A trend towards an increase
in methane production was identified with the increase in microalgae cell density. However,
the co-digestion test revealed that there is no synergistic effect of microalgae with RSW. In
the treatment without microalgae inoculum (RSWO0), a productive potential of more than
8,000 NmL of methane was estimated, 36.1% higher than the treatment in which cell densities
of 4x10° cells mL™* were used (RSW40) and 65.5% higher than the treatment with 6x10° cells
mL? (RSW60). Furthermore, RSW0 showed the highest COD consumption efficiency
(99.7%), which resulted in the production of 155.1 NmL CHas g STVappiiea*. In summary, the
biodigestion of RSW (without the addition of microalgae) or the co-digestion of this residue
with C. sorokiniana at the initial concentration of 4x10° cells mL™ can be suggested to
achieve COD removal above 95% and production of more than 120 NNmL CHa g STVapplied ™.

Keywords: Chlorella sorokiniana. Biological treatment. Removal of nutrients. Pig farming.
Phycoremediation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os principais produtores e exportadores mundiais de carne suina,
sendo a regido sul responsavel por abrigar aproximadamente a metade do plantel nacional de
suinos, o que corresponde a cerca de 20,6 milhdes de cabecas (IBGE, 2018). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020), em 2019, foram abatidas 46,4
milhdes de cabecas de suinos, representando um aumento de 4,6% em relacdo ao ano anterior.

A adocdo do sistema de cria¢do intensiva de suinos no Brasil, iniciada na década de
1980, na regido oeste do estado de Santa Catarina, € empregada até os dias atuais e tem sido
vista como forte ameaca ambiental, principalmente devido ao aumento do volume de dejetos
gerados pelos suinos, grande fonte de poluicdo dos solos e dos recursos hidricos nas regides
onde se concentram as atividades suinicolas (SILVA; BASSI, 2012). Este cenario se torna
mais grave se for levado em consideracdo a elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) deste grande volume de dejeto, de 10 a 15 vezes superior a do esgoto domeéstico, que é
cerca de 200 a 500 mg L (OLIVEIRA, 1993).

Os dejetos suinos sdo ricos em compostos nitrogenados e fosforados e, se
descartados em sistemas aquaticos sem uma eficiente remocdo destes constituintes, podem
causar impactos ambientais de grande magnitude, como eutrofizacdo de rios, lagos e
reservatorios, principalmente em ambientes de clima tropical, podendo comprometer a
utilizacdo das aguas, promover o desequilibrio dos ecossistemas aquaticos locais, inibir a
eficiéncia da desinfeccdo da agua pelo uso de produtos quimicos e causar a transmissao de
microrganismos patogénicos (ZHANG et al., 2016; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).

A reducdo do poder poluente do efluente da suinocultura em niveis aceitaveis de
lancamento requer investimentos significativos, o que normalmente fica acima da capacidade
de pequenos produtores, restando-lhes entdo a alternativa do lancamento sem tratamento
prévio nos cursos naturais de dgua, com qualidade inferior aos padrdes permitidos legalmente.

De acordo com a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
430, de 13 de maio de 2011 (BRASIL, 2011), que dispbe sobre as condicGes e padrbes de
lancamento de efluentes, ficou estabelecida a concentragdo maxima de 120 mg L de
DBOs 20", sendo que este limite somente pode ser ultrapassado se a eficiéncia minima de
remocdo de 60% for atingida ou se houver estudo de autodepuracdo do corpo hidrico que

comprove atendimento as metas do enquadramento do corpo receptor. Para o nitrogénio

1 DBO:s » corresponde ao oxigénio consumido na degradagdo da matéria organica, a uma temperatura média de
20 °C durante 5 dias.
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amoniacal total, o limite de langamento previsto nesta resolucdo é de 20 mg L™ N e para o
fésforo ndo ha padrdo definido, ficando a critério dos oOrgdos estaduais competentes o
estabelecimento do limite aceitavel para este pardmetro.

A maioria dos processos convencionais de tratamento de dejetos suinos
compreendem apenas o tratamento primario para remocdo de materiais solidos e
sedimentaveis (por processos fisicos) e o tratamento secundario para remog¢do de matéria
organica (por processos bioldgicos e/ou quimicos) (SILVA, 2015). Identifica-se, portanto, a
necessidade de tratamento terciario para o descarte adequado de efluentes da suinocultura que
inclua a remocao de nutrientes.

Neste contexto, varias alternativas tém sido utilizadas e a escolha do processo a ser
empregado depende de fatores como vazdo afluente, concentracdo dos compostos presentes,
geracdo de coprodutos indesejaveis e custos operacionais (GONCALVES; PIRES; SIMOES,
2017). Um caminho alternativo, ambientalmente favoravel e economicamente viavel para a
remocdo dos nutrientes de residuos suinos que tem apresentado grande eficiéncia, é o cultivo
de microalgas (WANG et al., 2015; LUO et al., 2016; PRANDINI et al., 2016; DENG et al.,
2017; NAM et al., 2017).

As microalgas sdo organismos microscopicos unicelulares, representadas por uma
grande variedade de espécies que vivem em uma larga escala de condi¢des ambientais,
capazes de produzir grandes quantidades de metabdlitos de interesse ecologico e industrial
(DERNER et al., 2006; REVIERS, 2010; SCHMITZ et al., 2012; TOFANA; MIHAIESCU;
ODAGIU, 2016), como lipideos, polissacarideos, proteinas e hidrocarbonetos, em resposta a
variacbes de fatores fisicos, quimicos ou biolégicos (MICHELON et al., 2015;
JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017).

O cultivo de microalgas acoplado a um sistema de tratamento de dejeto suino tem
como principais objetivos o tratamento bioldgico do efluente, a partir da remocdo de
nutrientes (principalmente nitrogénio e fésforo) e a agregacdo de valor ao processo, devido a
possibilidade de utilizacdo da biomassa produzida em diversas aplicacdes biotecnologicas
(GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; LOPEZ-PACHECO et al., 2021).

Além de promover o tratamento do efluente, as microalgas podem ser inseridas no
interior de um biodigestor a fim de aumentar a capacidade de geracdo de biogas (SIALVE;
BERNET; BERNARD, 2009; PRANDINI et al., 2016; ZHEN et al., 2016) ou ainda se
beneficiar de um biogas rico em didxido de carbono (CO2), composto indesejado do ponto de

vista energético, gerado pela digestdo anaerdbia de um efluente, para estimular a producao de
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biomassa e, assim, elevar as taxas de remocao de nutrientes do substrato em que estdo sendo
cultivadas (PRANDINI et al., 2015).

Considerando as limitagGes ainda existentes em relagéo ao uso de microalgas (como,
por exemplo, o balango energético desfavoravel para producéo de biocombustiveis quando em
larga escala, as tecnologias de producdo de biomassa ndo alcancarem valores satisfatorios de
produtividade para determinadas finalidades e os elevados custos de producdo de biomassa
devido as tecnologias ainda estarem em desenvolvimento) e atentando para a possibilidade da
integracdo do cultivo de microalgas ao tratamento de &guas residuarias, verifica-se a
aplicabilidade do conceito de biorrefinaria como forma de superar estas barreiras e viabilizar
0s processos de forma simultanea (JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017).

Neste contexto, os dejetos de suinos podem ser submetidos primeiramente a
biodigestdo anaerdbia, aproveitando seu potencial energético com a geracdo de gases de
combustdo e, em seguida, o efluente biodigerido pode ser utilizado como substrato para o
cultivo de microalgas. Seguindo esta concepcdo, a biomassa de microalgas pode ser
encaminhada para a extracdo de metabdlitos de interesse comercial, e a biomassa residual do
processo ser utilizada como insumo na codigestdo anaerobia do residuo suino, com intuito de
elevar a producdo de biogas. Os gases gerados, por sua vez, podem ser separados e
recirculados no sistema, seja como fonte de carbono inorganico (CO2) para as microalgas, seja
como fonte de calor e/ou eletricidade na cogeracdo de energia, através da combustdo do
metano (CHa).

Em face ao crescente nimero de abate de suinos no pais (IBGE, 2020), observa-se
grande possibilidade de aplicacdo desta alternativa biotecnoldgica no tratamento de efluentes
da suinocultura no Brasil. Entretanto, ainda pouco se conhece sobre como este tipo de residuo
pode interferir na producdo de metabdlitos intracelulares de microalgas, quando utilizado
como substrato para seu cultivo. Sendo assim, também ndo sdo bem conhecidos os efeitos
subsequentes na produtividade de biogds quando esta biomassa de microalgas passa a ser
utilizada como insumo na codigestdo de residuo suino.

Portanto, buscando contribuir para o suprimento da demanda por tais conhecimentos,
foi proposta esta pesquisa, cujos objetivos centrais sdo: otimizar o cultivo de microalgas em
residuo suino biodigerido visando a remocdo de nutrientes deste efluente e a aplicacdo da
biomassa gerada como substrato na codigestdo anaerodbia de residuo suino bruto, no intuito de

avaliar sua implicagéo na produtividade de metano.
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2 HIPOTESES

Esta pesquisa baseou-se nas premissas de que o cultivo de microalgas em efluente
suino biodigerido permite que este residuo seja tratado biologicamente a partir da assimilacdo
de nutrientes por estes microrganismos e que a biomassa gerada sirva tanto como substrato na
codigestdo anaerdbia de residuos, elevando a produtividade de g&s metano, como também
como fonte de metabolitos passiveis de serem utilizados em diversas aplicacGes
biotecnoldgicas.

Portanto, pressupfe-se que esta seja uma alternativa de agregar valor ao cultivo de
microalgas e ao tratamento do efluente simultaneamente, devido a possibilidade de
configuracdo de um sistema fechado em que haja, além da geracdo, a recirculacdo de

coprodutos, fomentando o conceito da economia circular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Esta pesquisa teve como objetivos principais selecionar estirpes de microalgas de
ambientes naturais e artificiais e otimizar seu cultivo em residuo suino biodigerido visando a
remocao de nutrientes deste efluente, além de aplicar a biomassa gerada como substrato na
codigestdo anaerodbia do residuo suino bruto, a fim de verificar seu impacto na produtividade

de metano.

3.2 Objetivos Especificos

Para o0 alcance dos objetivos gerais, fez-se necessario o cumprimento dos seguintes

objetivos especificos:

(i) aclimatar as amostras ambientais visando selecionar estirpes de microalgas
tolerantes ao residuo suino biodigerido;

(i) otimizar o cultivo das microalgas selecionadas, em funcdo de diferentes
condicdes de temperatura e luminosidade, utilizando como substrato o residuo
suino biodigerido;

(iii) analisar o efeito da densidade celular de microalgas na remoc¢édo de nutrientes
do residuo suino biodigerido e no perfil bioquimico da biomassa produzida; e

(iv) investigar o potencial metanogénico da codigestdo anaerdbia de microalgas

com o residuo suino bruto.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Suinocultura

4.1.1 Cenério Mundial

No ranking das carnes mais produzidas e consumidas mundialmente, a carne suina
ocupa terceiro lugar (Tabela 1). Entretanto, no ultimo quinquénio, a producdo mundial de
carne suina decresceu, em média, 2,7% a.a., ao contrario das demais carnes, com variacdo
positiva na producéo: carne de frango (3,3% a.a.), pescados (1,6% a.a.) e carne bovina (1,2%
a.a.). Vale ressaltar que a carne suina ndo é consumida por parte significativa da populagédo
por motivos religiosos (principalmente por muculmanos, hindus, judeus e adventistas)
(GUIMARAES et al., 2017).

Tabela 1 — Producdo, crescimento e comércio mundial de carnes.

Carnes _Produgéo Variacao anual E_xporta(;éo Participagéo
(mil toneladas) 2015-2020 (%) (mil toneladas) exp./producéo (%)

Pescados 178.500 1,6 67.000 37,5

Carne de frango 103.498 3,3 12.497 12,1

Carne suina 95.223 -2,7 10.383 10,9

Carne bovina 61.861 1,2 11.507 18,6

Nota: os dados de producdo e exportacdo de pescados foram obtidos de Food and Agriculture
Organization of the United Nations (2020). Os demais (carne suina, frango e bovina) sdo estimativas
para outubro de 2020, obtidos de United States Department of Agriculture (2020). Os valores da
producgdo de pescados ndo incluem plantas aquaticas.

Fonte: United States Department of Agriculture (2020) e Food and Agriculture Organization of the
United Nations (2020).

Verifica-se que a quantidade de carne suina transacionada internacionalmente é
inferior a das demais carnes, fato que se deve ao protecionismo dos importadores em relacéo a
seguranca alimentar e também devido as restricbes de natureza religiosa, como ja
mencionado.

A baixa transacdo internacional de carne suina favorece seu comércio interno, tanto é
que o0s cinco maiores produtores mundiais de carne suina sdo também os maiores

consumidores. Em 2020, estes cinco paises’ foram responsaveis por cerca de 84% da

2 Para efeito estatistico, a Unido Europeia foi considerada um sé pais (composta por 28 paises).
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producdo e de 81% do consumo mundial dessa carne (Tabela 2) (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2021).

Tabela 2 — Produgdo e consumo de carne suina — ano de 2020.

Producéo S Variagdo Consumo S Variagdo
Paises (mil Partlglpagao anual (mil Participacéo anual
toneladas) (%) 2017-2020 toneladas) (%) 2017-2020
(%) (%)
China 36.340 37,6 -11,1 41.521 43,2 -8,5
UE 24.150 25,0 0,7 19.621 20,4 -2,1
EUA 12.843 13,3 3,5 10.031 10,4 1,7
Brasil 4.125 4,3 3,6 2.949 3,1 0,0
Russia 3.611 3,7 7,3 3.468 3,6 1,7
Outros 15.629 16,2 0,1 18.579 19,3 -0,6
Total 96.698 100,0 -4,6 96.169 100,0 -4,6

Fonte: United States Department of Agriculture (2021).

Em relacdo ao consumo per capita de carne suina, China/Hong Kong/Macau e Uniéo
Europeia (UE) sdo os maiores consumidores, ambos com consumo médio de pouco mais de
40 kg hab* ano™. Nos Estados Unidos da América (EUA), o consumo ¢ de 29,6 kg hab™ ano-
1 superior ao da Russia, de 22,4 kg hab™ ano™, e equivalente a quase o dobro do brasileiro, de
15,9 kg hab® ano® (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2020;
NATIONAL PORK BOARD, 2018).

As exportacdes mundiais de carne suina sdo concentradas em trés principais origens:
UE, EUA e Canada, que juntas representam mais de 80% do total (Tabela 3). Apesar do
Brasil ser o quarto maior exportador mundial, seu volume exportado representa apenas 10,2%
do total transacionado internacionalmente entre todos os paises. Esta pequena participacdo em
volume se justifica pela producéo brasileira de carne suina ser majoritariamente destinada ao
consumo domeéstico: em 2019, 81% da producdo foi absorvida pelo mercado interno
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2020).

Dentre os principais importadores, destaca-se a China, que ocupa o primeiro lugar,
com aproximadamente 5,3 milhdes de toneladas, responsavel por 48,3% das importacdes e

com a maior variacdo anual de importacdo (83,9% a.a.) (Tabela 4).
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Tabela 3 — Exporta¢des mundiais de carne suina —ano de 2020.

Exportagdo Total exp./produzido  Participacdo exp./total  Variagdo anual

Paises (mil toneladas) (%) mundial (%) 2017-2020 (%)
UE 4.546 18,8 39,2 21,5
EUA 3.303 25,7 28,5 9,8
Canadé 1.543 72,4 13,3 6,5
Brasil 1.178 28,6 10,2 17,3
China 100 0,3 0,9 -17,2
Outros 933 6,0 8,0 28,3
Total 11.603 12,0 100 14,4

Fonte: United States Department of Agriculture (2021).

Tabela 4 — Importagdes mundiais de carne suina —ano de 2020.

Importadores Ir_nportagées Participa@é}o imp./total Variagdo anual
(mil toneladas) mundial (%) 2017-2020 (%)
China 5.281 48,3 83,9
Japéo 1.412 12,9 -1,4
Mexico 945 8,6 2,3
Coreia do Sul 554 51 -4,7
EUA 410 3,7 -6,3
Outros 2.335 21,3 -2,5
Total 10.937 100,0 15,0

Fonte: United States Department of Agriculture (2021).

A suinocultura é uma atividade presente em todas as regides do Brasil. Em 2018, o
efetivo nacional de suinos foi de 41,4 milhdes de cabegas, mostrando aumento de 0,7% em
relacdo ao ano anterior. As regibes sul, sudeste, centro-oeste, nordeste e norte abrigam,
respectivamente, 49,7%; 16,9%; 15,8%; 13,9% e 3,8% do plantel instalado no pais (IBGE,
2018).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (2020), a producao de
carne suina no Brasil foi de 3,98 milhdes de toneladas, em 2019. A regido sul destaca-se
nacionalmente: neste mesmo ano, foi responsavel por 68,7% dos abates do pais e por 94,2%
das exportacGes de origem brasileira.

No Brasil, o consumo de carne suina é, contrariamente a média do resto do mundo,
inferior ao das carnes bovinas e de frango. Entretanto, entre 2017 e 2019, o pais mostrou
aumento de 5,6% no consumo de carne suina, superior ao das demais carnes: 0 consumo de
carne de frango cresceu apenas 1,1% e o de carne bovina reduziu 1,6% neste mesmo periodo
(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2021).
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Este intenso crescimento do consumo de carne suina no Brasil posicionou-o como o
quinto maior consumidor mundial em 2020, avango que se justifica pelos aumentos
expressivos da populacdo brasileira nas ultimas duas décadas (23,5%) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020).

Nos ultimos trés anos, o Brasil tem exportado, em média, aproximadamente 17% de
sua producdo para 0s cinco continentes, o que inclui mais de oitenta paises, sendo que, em
2019, China e Hong Kong foram os principais importadores de carne suina brasileira (33,6%
e 22,0% do total das exportacdes brasileiras, respectivamente) (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2020).

4.1.2 Impactos Ambientais

A adocéo do sistema de criagdo intensiva de suinos, a0 mesmo tempo que permitiu
ganhos de escala e produtividade, levou ao recrudescimento dos impactos ambientais dessa
atividade (ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016).

Os sistemas confinados, resultantes da modernizacdo dos sistemas de producéo
suinicola iniciada na década de 70, contribuiram para a ado¢do do manejo de dejetos na forma
liquida, o que agravou os problemas de captacdo, armazenagem, tratamento, transporte e
distribuicdo dos dejetos. Sendo assim, o potencial poluidor da suinocultura se intensificou e o
manejo adequado dos residuos tornou-se uma necessidade (ITO; GUIMARAES; AMARAL,
2016).

A suinocultura € uma atividade que demanda elevado consumo de agua, principal
insumo na criacdo de suinos. Tal consumo varia conforme os ciclos de producao adotados
pelo produtor. Nestes ciclos, estdo envolvidos interferentes como qualidade de alimentacao,
estado fisiolégico da criacdo (idade, fase reprodutiva, peso, etc.) e fatores ambientais
(temperatura, umidade, tipo de abrigo). De acordo com a Fundagcdo do Meio Ambiente de
Santa Catarina * (FUNDACAO DO MEIO AMBIENTE, 2014), o consumo diério de agua por
animal é estimado em 72,9 litros no ciclo completo (CC); 35,3 litros na unidade produtora de
leitbes (UPL) e 8,3 litros na unidade de terminacao (UT) *.

Além do elevado consumo de agua, o volume de dejetos produzido pelos suinos é

outro aspecto de grande relevancia, pois devido a expansao do setor, configura-se como uma

3 Atualmente representado como IMA — Instituto de Meio Ambiente de Santa Catarina.

4 0 CC compreende todas as etapas da producio, desde a gestacdo até a terminagdo. A UPL objetiva a producéo
de leitdes até a saida da creche. A UT executa a engorda dos leitdes recebidos de uma UPL ou de um crechario,
entregando suinos para abate (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CRIADORES DE SUINOS, 2016).
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crescente fonte de poluicdo nas regides onde se concentram as atividades suinicolas (SILVA,;
BASSI, 2012).

A emissdo de gases volateis pela urina e pelas fezes dos suinos produzem efeitos
ambientais negativos, causando danos a salde de pessoas e animais. O carbamato de aménio
(H2NCOONHj4) é um composto presente nos dejetos suinos, de odor desagradavel e capaz de
se dissociar nos gases amonia (NHs) e dioxido de carbono (CO.) (LOPES; ANTONIOSI
FILHO; ALVES, 2013). A aménia é um gas prejudicial a saide humana, podendo causar
complicacBes como irritacdo ocular, nasal e cutanea ou gerar distirbios neurolégicos. Além
disso, a amonia contribui para a ocorréncia de chuva &cida, que tem implicacGes tdxicas sobre
0s recursos naturais (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2017).

Outro gas gerado pela atividade suinicola € o metano (CHa.), subproduto da
decomposicdo anaerobia de material organico e que contribui 24 vezes mais para o efeito
estufa quando comparado ao dioxido de carbono (SILVA et al., 2005). Também sdo oriundos
da suinocultura os gases oxido nitroso (N20), agente promotor do aquecimento global (ITO;
GUIMARAES; AMARAL, 2016), e o sulfeto de hidrogénio (H.S), caracterizado por seu mau
odor capaz de causar desconforto aos seres humanos e aos animais (FERNANDES, 2012).

Em sistemas de confinamento de suinos, mesmo que ndo haja manifestacdo dos
sintomas de infeccdo nas criagdes, organismos patogénicos podem estar presentes na urina e
fezes destes animais. Desta forma, o lancamento de efluente suino sem prévia desinfeccéo,
pode disseminar grandes quantidades de patdgenos nos cursos d’agua, gerando riscos a saude
da populacdo e dos animais que utilizam direta ou indiretamente deste recurso hidrico
(OLIVEIRA, 1993).

Além disso, o descarte de dejetos sem prévio tratamento pode causar eutrofizacao
nos ambientes aquaticos, comprometendo, deste modo, a utilizacdo das aguas, pois promove o0
desequilibrio dos ecossistemas locais, reduz a eficiéncia da desinfeccdo da agua destinada ao
abastecimento publico e favorece transmissdo de microrganismos patogénicos (NOVAES
JUNIOR et al., 2013; RODRIGUES; FILHO, 2004).

Os dejetos liquidos, quando armazenados em lagoas desprovidas de revestimento
impermeavel ou quando aplicados como biofertilizantes agricolas sem o devido controle,
podem ocasionar sobrecarga da capacidade de filtracdo e retencdo de nutrientes no solo.
Consequentemente, 0s nutrientes em excesso podem atingir aguas subterraneas ou

superficiais, desencadeando problemas de contaminagéo (OLIVEIRA, 1993).
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4.1.3 Caracterizagdo Fisico-Quimica dos Dejetos

Os dejetos suinos constituem-se de fezes, urina, residuos de racdo e agua. Seu
volume varia de acordo com as diferentes fases do sistema de producdo, como mostrado na
Tabela 5. A maior producéo de dejetos ocorre na fase de lactagdo, quando diariamente séo
gerados 18 kg de esterco e urina e produzidos 27 litros de dejetos liquidos por animal (ITO;
GUIMARAES; AMARAL, 2016).

Tabela 5 — Producdo de dejetos suinos por categoria animal.

Categoria animal Esterco + l_Jlrina Dejetos I_|’q_}1idos
(kg dia™) (L dia™)

Suinos 4,90 7,0

Porca - gestacdo 11,0 16,0

Porca - lactacdo + leitdes 18,00 27,0

Cachaco (porco reprodutor) 6,00 9,0

Leitbes na creche 0,95 1,4

Fonte: Konzen (1980).

Os principais componentes dos dejetos suinos sdo o nitrogénio (N), o fosforo (P) e
alguns metais potencialmente tdxicos, como zinco (Zn) e cobre (Cu), além de microrganismos
fecais patogénicos (FERNANDES, 2012). A composicdo destes constituintes varia
enormemente em funcdo da quantidade de agua em que o dejeto se encontra diluido, do tipo

de alimentacéo e da fase de desenvolvimento do animal (OLIVEIRA, 1993).

4.1.4 Tratamento do Residuo Suino

Os processos convencionais de tratamento de dejetos suinos, de modo geral,
compreendem apenas o tratamento primario com o objetivo de remover materiais sélidos por
processos fisicos e o tratamento secundario no intuito de remover a matéria organica por
processos bioldgicos e/ou quimicos (GONCALVES:; PIRES; SIMOES, 2017).

As técnicas de tratamento fisico podem ser empregadas para promover a separacao
das fases solida e liquida do efluente suino, bem como para reduzir o teor de umidade
presente no dejeto. Como técnicas de separagdo das particulas em suspensdo, destacam-se:
decantacdo, centrifugacdo, peneiramento e/ou prensagem. Para a reducdo de umidade presente

nos dejetos, também podem ser aplicadas as técnicas de evaporacgdo, secagem ou adicdo de



37

materiais absorventes (como residuos com elevado teor de matéria seca) (DIESEL;
MIRANDA; PERDOMO, 2002).

Devido a diferente solubilidade dos elementos presentes no efluente, a separagdo das
fases proporciona uma divisdo heterogénea destes: a maior parte dos fosfatos e do nitrogénio
organico permanecessem majoritariamente na fragdo sedimentada, ao passo que 0 nitrogénio
amoniacal e o potéassio permanecem dissolvidos na fase liquida, por serem mais sollveis
(BELLI FILHO; CASTILHOS JUNIOR, 1990).

Os sistemas de tratamento bioldgico de residuo suino podem ser categorizados em
aerdbios ou anaerdbios, de acordo com a presenca ou a auséncia de oxigénio nos processos de
transformacdo da matéria organica. Dentre as técnicas de tratamento biolGgico aerdbio,
destacam-se a compostagem, as lagoas de estabilizacdo e os diques de oxidagdo. Quanto aos
processos anaerobios, tem-se as lagoas e os biodigestores anaerobios (OLIVEIRA, 1993).

A compostagem configura-se no processo de decomposicdo aerObia da materia
organica por microrganismos com producdo de didxido de carbono, calor e um residuo
estabilizado denominado composto. Neste processo, 0s dejetos suinos sdo misturados a outros
compostos organicos, como maravalha, serragem ou palha e, sob condic¢des controladas (pH,
temperatura, umidade, aeracdo e concentracao de nutrientes), se transformam em um produto
de alta qualidade que pode ser utilizado como fertilizante agricola. Na compostagem, em
virtude do processo aerobio, 0s patdgenos e os odores sdo significativamente reduzidos, assim
como as emissdes de gases de efeito estufa (OLIVEIRA, 1993; ITO; GUIMARAES;
AMARAL, 2016).

As lagoas de estabilizacdo podem ser classificadas, sob o ponto de vista de
tratamento, em: facultativas, aerdbias (com aeracdo natural), aeradas (com aeracdo mecanica)
e anaerobias. (SILVA, 1977).

As lagoas facultativas possuem uma regido superficial aerdbia, uma zona facultativa
na porcao central e uma regido de anaerobiose no leito onde se encontra o lodo sedimentado.
Neste tipo de lagoa, estabelece-se uma relacdo simbidtica entre algas e bactérias: as algas
presentes na camada superficial liberam oxigénio através da fotossintese, que € consumido
pelas bactérias no processo de respiracdo; as bactérias, por sua vez, alimentam-se da matéria
organica dos dejetos e liberam como subproduto o diéxido de carbono necessario a
fotossintese das algas (VON SPERLING, 2017).

As lagoas de aeragdo natural sdo rasas, portanto, requerem grandes extensdes de
areas e, por isso, sao consideradas inexequiveis economicamente. As aeradas mecanicamente

funcionam de maneira analoga ao processo de lodos ativados, porém sem retorno do lodo: a
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alta turbuléncia criada pela agitacdo mecanica mantém grande parte dos s6lidos em suspensdo
e 0s sOlidos que se sedimentam no fundo da lagoa sdo decompostos de forma anaerdbia.
(OLIVEIRA, 1993).

Nas lagoas anaerdbias, 0s processos ocorrem na auséncia de oxigénio livre no meio
liquido. Desta forma, os organismos utilizam-se do oxigénio que pode estar disponivel de
forma combinada nas moléculas da matéria organica. O propdsito deste tipo de lagoa é a
destruicdo e a estabilizacdo do material organico e ndo a desinfeccdo do efluente para
posterior descarte em corpos hidricos. Portanto, as lagoas anaerdbias podem ser empregadas
como uma etapa preliminar ao tratamento aerdbio, no intuito de reduzir a carga organica,
possibilitando a reducéo do tamanho das unidades subsequentes (VON SPERLING, 2017).

Os diques de oxidacdo configuram-se em sistemas equipados com camaras de
aeracdo artificial em circuito fechado ou continuo. Capazes de proporcionar uma reducéo de
80 a 90% de DBO, sédo de baixo custo, facil operacdo e exigem pouca manutencdo. Por se
tratar de um processo aerobio, ndo resulta em odores comuns ao processo anaerébio,
entretanto emissdes de amonia podem ocorrer em condic¢des alcalinas (pH >10), quando o
suprimento de oxigénio é inadequado ou quando o processo de nitrificacdo deixa de ocorrer
(LOEHR, 1974).

Os biodigestores anaerdbios sdo sistemas nos quais ocorre um processo bioldgico
natural de decomposicdo da matéria organica na auséncia de oxigénio molecular. No interior
destes biodigestores, a interacdo entre os diferentes microrganismos presentes no efluente
promove a transformacdo dos compostos organicos complexos em produtos mais simples,
resultando na formacdo de biogas e de um residuo liquido rico em minerais que pode ser
aplicado em culturas agricolas como biofertilizante (TOERIEN; HATTINGH, 1969; MOSEY,
1983; NOVAES, 1986; FORESTI et al., 1999).

O biogés produzido pela biodigestdo é composto principalmente de didxido de
carbono e metano, ambos de grande utilizacdo em diversos segmentos da industria. A
combustdo do metano libera energia térmica que, por sua vez, pode ser convertida em outras
formas de energia. O conteldo energético do biogds pode ser aproveitado na propria
propriedade e o excedente pode ser negociado com as concessionarias locais por meio do
sistema de compensagdo de energia. Portanto, a biodigestdo anaerdbia configura-se ndo
apenas como um sistema de tratamento de efluentes, mas também como uma alternativa
viavel de redugdo de custos energéticos da atividade na qual esteja enquadrada
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CRIADORES DE SUINOS, 2016).
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Vale ressaltar que, para producdo ou comercializagdo do residuo suino biodigerido
como biofertilizante no Brasil, a Lei Federal n° 6.894, de 16 de dezembro de 1980° estabelece
a obrigatoriedade de registro do produto no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), bem como determina a exigéncia de assisténcia técnica permanente
por profissional habilitado, a quem deve ser conferida responsabilidade funcional.

Além disso, os fertilizantes produzidos, importados ou comercializados devem
atender aos limites estabelecidos nos Anexos I, II, 111, IV e V da Instrugdo Normativa n° 27,
de 5 de junho de 2006, da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA/MAPA), no que se refere
as concentracdes maximas admitidas para agentes fitotoxicos, patogénicos ao homem,
animais e plantas, metais pesados toxicos, pragas e ervas daninhas. Em relacdo as
especificagdes, garantias, tolerancias, registro, embalagem e rotulagem dos fertilizantes,
devem ser observadas as normas estabelecidas pela Instru¢cdo Normativa n° 61, de 08 de julho
de 2020, da SDA/MAPA.

4.1.4.1 Biodigestdo Anaerdbia

Em relacdo ao tratamento do efluente por meio biodigestdo anaerobia, alguns
beneficios podem ser destacados, como elevada reducdo de DBO, pequena producéo de lodo e
baixos custos operacionais e de investimento (OLIVEIRA et al., 2004).

Segundo Chernicharo (2007), o processo de biodigestdo anaerdbia pode ser dividido
em cinco fases: hidrdlise, acidogénese, acetogénese, metanogénese e sulfetogénese (Figura 1).
Todas as etapas ocorrem de forma simultanea, portanto, uma alteracdo significativa em
qualquer uma delas pode afetar todo o processo de biodigestéo.

Na conversdo de substrato em biogas, atuam trés grupos principais de
microrganismos: bactérias fermentativas (hidroliticas e acidogénicas), bactérias sintréficas
(acetogénicas) e arqueias metanogénicas. Ha, ainda, um grupo de bactérias e arqueias
sulforedutoras, que podem atuar na rota sulfetogénica, dependendo do conteldo de compostos

sulfurosos oxidados presentes na dgua residuaria.

5 Regulamentada em forma de anexo pelo Decreto n® 4.954, de 14 de janeiro de 2004.
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Figura 1 — Rotas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerdbia.
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Fonte: Adaptado de Chernicharo (2007).

Cada grupo microbiano tem comportamentos fisiologicos exclusivos e funcdes

especificas no processo de degradacdo, conforme detalhado a seguir:

(i) Hidrdlise: nesta fase, as bactérias hidroliticas liberam enzimas extracelulares
que degradam (hidrolisam) os compostos organicos complexos dos substratos
solGveis em pequenas moléculas simples que sdo transportadas para o interior
das células dos microrganismos para serem metabolizadas (OLIVEIRA et al.,
2004). Nessa fase, proteinas sdo transformadas em aminoacidos, carboidratos
em aclcares sollveis e lipideos em acidos graxos de cadeia longa e/ou
glicerina (SOUZA, 2005).

(i) Acidogénese: nesta etapa, 0s produtos gerados na primeira fase séo

metabolizados pelas mesmas bactérias fermentativas, sendo transformados em
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acidos orgéanicos (etanoico, propiodnico, butirico, isobutirico, formico), assim
como em gas hidrogénio e didxido de carbono (OLIVEIRA et al., 2004). A
formacdo de produtos nesta fase também depende da quantidade de hidrogénio
dissolvido na mistura. Quando a concentracdo de hidrogénio é muito alta, a
geracdo de acidos organicos de cadeia longa é favorecida, em detrimento da
geracdo de acetato e hidrogénio.

Acetogénese: esta fase depende da atividade de dois grupos de bactérias
acetogénicas, que sdo as produtoras de hidrogénio (que convertem 0S
compostos organicos anteriormente gerados em acetato, liberando hidrogénio e
dioxido de carbono) e as consumidoras de hidrogénio (que produzem acetato a
partir de hidrogénio e dioxido de carbono). Esta é uma etapa muito delicada da
biodigestao anaerobia, na qual a producéo de hidrogénio precisa ser controlada,
tendo em vista que uma elevada concentragdo de hidrogénio desfavorece a
conversao de acidos organicos em acetato. Consequentemente, o acimulo de
acidos organicos de cadeias longas na acetogénese causa a acidificacdo do
meio e inibe a acdo das bactérias metanogénicas, comprometendo a geragéo de
biogas. A reducdo de hidrogénio desta fase € realizada justamente por bactérias
da metanogénese, que processam hidrogénio, dioxido de carbono e acetato para
formacdo de metano e gas carbOnico. Sendo assim, a sobrevivéncia das
bactérias acetogénicas somente se garante em funcdo do bom desempenho
metabolico das bactérias metanogénicas e vice-versa (BRASIL, 2015).
Metanogénese: através da acdo de microrganismos metanogénicos pertencentes
ao dominio das Archeas, o acetato, o hidrogénio e o dioxido de carbono sdo
finalmente convertidos em metano e dioxido de carbono. Archeas que utilizam
0 hidrogénio e o dioxido de carbono sdo classificadas como metanogénicas
hidrogenotréficas, enquanto as que utilizam acetato sdo denominadas
metanogénicas acetoclasticas (BRASIL, 2015). Segundo Nogueira (1992),
cerca de 70% do metano formado provém do acetato (etanoato) e o restante é
proveniente do dioxido de carbono e hidrogénio.

Sulfetogénese: no processo de digestdo anaerdbia, as bactérias sulforedutoras
competem com os demais grupos pela utilizagdo dos acidos volateis e outros
compostos intermediarios, gerando dioxido de carbono e sulfeto de hidrogénio
(H2S), que pode promover a precipitacdo de ions metalicos. Em substratos

onde h& uma certa concentracdo de compostos sulfurados (sulfato, sulfito ou
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outros), a agdo dos microrganismos sulforedutores altera as rotas metabdlicas
da biodigestdo anaerdbia, pois elas sdo capazes de utilizar uma ampla
variedade de substratos, competindo com as bactérias fermentativas,
acetogénicas e metanogénicas (RIZZONI et al., 2012).

O sucesso da biodigestdo varia em funcdo da afinidade entre 0s processos
envolvidos, portanto, é dependente de fatores como carga diaria de solidos volateis,
alcalinidade, pH, temperatura, qualidade do material organico e presenca de antibidticos,
inseticidas e desinfetantes (KUNZ; OLIVEIRA; PERDOMO, 2008).

4.2 Microalgas

As microalgas representam um grupo polifilético de organismos de grande
diversidade morfofisiologica e genética que vivem em uma larga escala de condicdes
ambientais. Elas sdo capazes de produzir metabdlitos de interesse ecologico e industrial
(DERNER et al., 2006; REVIERS, 2010; SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012), como
lipideos, polissacarideos, proteinas e hidrocarbonetos (LOURENCO, 2006), em resposta a
variacbes dos fatores fisicos (tamanho e forma dos taques de cultivo, luminosidade e
temperatura), quimicos (disponibilidade de nutrientes, concentracdo de CO>, salinidade e pH)
ou bioldgicos (taxas metabolicas da espécie cultivada, tamanho e densidade das células e
influéncia de outros organismos) (MICHELON et al., 2015).

A caracterizacdo sistematica das microalgas envolve a avaliacdo de diversos critérios
como tipo de pigmentos presentes, natureza quimica dos produtos de reserva, constituintes da
parede celular (TOMASELLLI, 2004), além de configurac@es citoldgicas e morfologicas como
a existéncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de desenvolvimento
do nacleo e de divisdo das células, a presenca e a caracterizacdo de envoltorio dos
cloroplastos e a possivel conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear
(DERNER et al., 2006).

De acordo com Ohse et al. (2007), os agrupamentos mais abundantes em ndmero de
espécies sdo: diatomaceas (Bacillariophyceae), cloroficeas (Chlorophyceae), cianobactérias
(Cyanobacteria) e algas douradas (Chrysophyceae), sendo o terceiro grupo citado de estrutura
celular procaridtica e os demais, de estrutura eucaridtica (REVIERS, 2010; BICUDO;
MENEZES, 2006).
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4.2.1 Usos e Aplicacdes

As aplicacdes de microalgas sdo definidas pela composi¢do quimica das células, ou
seja, dependem da presenca e da abundancia de constituintes celulares como proteinas,
carboidratos, lipideos, pigmentos, entre outros (LOURENGCO, 2006).

Conforme elucidado na Figura 2, a biomassa de microalgas pode ser utilizada na
producdo de energia, nas industrias (de farmacos, de cosméticos e de bioplasticos), no
tratamento de efluentes, na alimentacdo humana e animal, na aquicultura e agricultura, além
de ser objeto de interesse nas areas de pesquisa e medicina (BECKER, 2004; SCHMITZ et
al., 2012).

Figura 2 — Usos e aplicacdes da biomassa de microalgas.
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Fonte: adaptado de Tsukahara e Sawayama (2005).

No setor energético, as microalgas sdo vistas como matéria-prima alternativa e
renovavel que podem ser utilizadas para geracdo de eletricidade, por meio de combustéo
direta ou pela conversdo quimica, termoquimica ou bioquimica a diferentes tipos de
biocombustiveis como etanol, acetona, butanol, metano, hidrogénio, bio-6leo, carvdo ou
biodiesel (TSUKAHARA; SAWAYAMA, 2005).
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As microalgas podem ser aplicadas na industria farmacéutica e na fabricagcdo de
cosméticos, devido sua capacidade de produzir compostos com propriedades terapéuticas, tais
como pigmentos carotenoides (astaxantina, betacaroteno, luteina, cantaxantina, etc.) e acidos
graxos polinsaturados (SPOLAORE et al., 2006).

Devido sua elevada capacidade em fixar dioxido de carbono e biossorver metais
toxicos, as microalgas possuem grande importancia ecoldgica. Estas caracteristicas
possibilitam o emprego de algumas espécies no tratamento de aguas residuais domésticas ou
de efluentes das atividades agroindustriais (SCHMITZ et al., 2012; ANDRADE; COLOZZI
FILHO, 2014).

O consumo de microalgas como alimento ou suplemento nutricional por seres
humanos € um habito realizado ha seculos em determinadas regides do mundo. Atualmente,
as microalgas podem ser adquiridas na forma de pd, tabletes, capsulas ou extratos ou
incorporadas em massas, petiscos, doces, bebidas, etc. (DERNER et al., 2006).

Na aquicultura, as microalgas podem ser fornecidas como alimento para algumas
espécies de peixes, moluscos, crustaceos e diversos organismos forrageiros de interesse
econémico (DERNER et al., 2006). Na agricultura, podem ser utilizadas como fertilizantes,
atuando como condicionador de solo (BARBOSA, 2003).

A viabilidade financeira das diversas aplicacdes a partir das microalgas dependem de
medidas que contribuam tanto para 0 melhor aproveitamento dos produtos metabolizados e
dos coprodutos formados quanto para a diminuicdo do uso de energia durante o
processamento da biomassa. A integracdo dos processos fabris destinados a obtencao
simultanea de diferentes produtos, o que define o conceito de biorrefinaria, € uma estratégia
que pode ser aplicada neste sentido (ROSSI, 2013; SANTOS, 2013).

4.2.2 Composicdo Celular

A concentracdo de cada componente bioquimico das microalgas é dependente da
natureza dos organismos, das condicdes de cultivo e do proprio estado fisiologico da cultura,
0 que possibilita diferentes composicdes quimicas para uma mesma espécie em funcdo da
manipulagéo de alguns fatores (OHSE et al., 2007).

Segundo Hu et al. (2008), muitas espécies de microalgas podem acumular
quantidades significativas de lipideos. Os lipideos compreendem um amplo grupo de
substancias quimicas naturais de alta solubilidade em solventes organicos apolares e de baixa
solubilidade em &gua (NELSON; COX, 2011). A natureza fisica dos lipideos e sua
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consequente nomenclatura sao determinados de acordo com o comprimento da cadeia, grau de
insaturagdo e distribuigao dos radicais.

O oleo presente nas células das microalgas é composto principalmente pela mistura
de acidos graxos insaturados e, em menor proporcdo, de acidos graxos saturados (KHAN et
al., 2009). Segundo Radmann e Costa (2008), em algumas espécies, 0s acidos graxos
polinsaturados podem representar entre 25 e 60% dos lipideos totais. Esta elevada
concentracdo de &cidos graxos polinsaturados presentes em algumas espécies pode limitar seu
uso como matéria-prima para producdo de biodiesel, por exemplo, uma vez que insaturacao
facilita a oxidacao deste produto durante seu armazenamento (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Por serem microrganismos fotossintetizantes, as microalgas também podem produzir
diferentes proporcdes de pigmentos em resposta as condi¢des de iluminacdo empregadas no
cultivo. As microalgas sdo capazes de absorver luz em diferentes faixas espectrais, especificas
para cada tipo de pigmento. Esta especificidade de absorcao possibilita que as concentragdes
de cada pigmento sejam determinadas por meio do uso de diferentes comprimentos de onda
nas leituras espectrofotométricas. Pelo cultivo de microalgas, é possivel obter pigmentos com
cores que variam de verde-amarelo a azul-esverdeado, além de seus derivados que, em
condi¢cdes quimicas extremas, podem produzir cores que vao do laranja ao vermelho
(MARQUEZ; BORRMANN, 2009; ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014).

Trés classes de pigmentos podem ser encontradas na biomassa de microalgas:
ficobilinas, clorofilas e carotenoides. As ficobilinas pertencem ao grupo das proteinas e 0s
demais pigmentos, ao grupo dos lipideos (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; ANDRADE;
COLOZZI FILHO, 2014).

As clorofilas, praticamente os Unicos pigmentos naturais verdes, sdo essenciais para
0 processo de fotossintese. Podem ser aplicadas na fabricacdo de corantes lipossolUveis em
alimentos, farmacos, cosméticos e produtos de higiene pessoal. A proporc¢do entre os diversos
tipos de clorofila varia em funcédo da intensidade luminosa e da fonte de nitrogénio fornecida
(DANESI et al., 2011).

Estruturalmente, as clorofilas sdo moléculas hidrofobicas complexas de alto grau de
insaturacdo. A partir da estrutura basica, existem cinco classes de clorofilas que podem ser
encontradas naturalmente em algas: clorofilas a, b, c, de e.

A clorofila a é a mais abundante, esta presente em todas as espécies de microalgas,
independente da divisdo taxondmica, e tem funcgdo catalitica na primeira etapa do processo de
fotossintese (fotoquimica). As demais clorofilas estdo distribuidas entre os diversos grupos e

sdo considerados pigmentos acessorios cuja fungdo é de auxiliar na absorcdo de luz e na
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transferéncia de energia radiante para os centros de reagédo (BARSANTI; GUALTIERI, 1952;
STREIT et al., 2005; MARQUEZ; BORRMANN, 2009).

A produgdo de pigmentos a partir de microalgas em escala comercial ainda se

restringe a algumas espécies, principalmente aos géneros Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, Muriellopsis e Spirulina (DERNER et al., 2006; BERTOLDI,
SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008; TINOCO; TEIXEIRA; REZENDE, 2015).

4.2.3 Sistemas de Cultivo

Existe uma ampla variedade de configuracGes que podem ser utilizadas no cultivo de

microalgas, o que abrange desde sistemas mais estritamente controlados, como 0s

fotobiorreatores de escalas laboratoriais, até 0s menos previsiveis, como 0s tanques expostos

ao ar livre ou as lagoas e lagos naturais e/ou artificiais.

Os diferentes sistemas existentes incluem opc¢Bes com volumes, caracteristicas e

custos variados. Lavens e Sorgeloos (1996) sugerem algumas terminologias para descrever 0s

sistemas de cultivo, como exposto abaixo.

Interno (fechado) / externo (aberto): o sistema de cultivo interno (fechado)
compreende o uso de tubos, frascos, sacos, reatores, etc., onde é possivel
controlar algumas condi¢bes do cultivo como iluminagdo, temperatura,
concentracdo de nutriente, niveis de contamina¢do e monitorar a competi¢ao
com predadores. No sistema externo (aberto), como lagoas e tanques
descobertos, os cultivos geralmente sdo expostos as condi¢cBes ambientais,
portanto ha maior dificuldade de se manter uma cultura axénica por muito
tempo;

Estéril/contaminado: culturas estéreis exigem rigorosa esterilizacdo dos meios
de cultivo e de todos os materiais que estardo em contato com as culturas. Em
escalas comerciais, como o controle de contaminacdo se torna inexequivel,
aguas de redso ou efluentes podem ser utilizados parcial ou totalmente na
composic¢ao de um meio de cultivo;

Batelada/continuo/semicontinuo: o sistema em batelada compreende em
realizar cultivos subsequentes em volumes cada vez maiores, de forma
gradativa. Quanto ao cultivo continuo, ha duas formas de realiza-lo: diluindo

ou concentrando as culturas (controlando a densidade celular no meio) ou



47

fornecendo teores predeterminados de nutrientes (controlando a taxa de

crescimento da cultura). O sistema semicontinuo consiste em coletar

periodicamente a cultura desenvolvida e, posteriormente, reajustar a cultura

remanescente para que ela cresca novamente e possa ser colhida quando

atingido o nivel de desenvolvimento desejado.

4.2.4 Condig0es de Cultivo

As caracteristicas de diferentes condi¢des de cultivo de microalgas estdo
apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas das condicdes de cultivo.

Condicéo de cultivo

Fonte de energia

Fonte de carbono

Fototréfico

Luz

Inorgénico

Heterotréfico

Composto organico

Organico

Mixotréfico

Luz e/ou composto organico

Inorganico e/ou organico

Foto-heterotrofico

Luz

Organico

Fonte: adaptado de Chen, Sommerfeld e Hu (2011).

No cultivo fototrofico, a luz (natural ou artificial) é utilizada como fonte de energia e
0 carbono inorganico (diéxido de carbono, por exemplo) como fonte de carbono para formar
energia quimica através da fotossintese. Esta condicdo é a mais comumente empregada para
cultivo de microalgas em sistemas fechados (BORGES, 2010), além de ser considerada
atraente quando se deseja aumentar a escala produtiva, pois o gas carbbnico gerado em
fabricas, por exemplo, pode servir como uma fonte renovavel e de baixo custo (CHEN;
SOMMERFELD; HU, 2011).

No cultivo heterotréfico, compostos organicos sdo utilizados tanto como fonte de
energia quanto como fonte de carbono (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Nesta
condicdo, a luz ndo é necessaria, uma vez que 0s compostos organicos (glicose, acetato,
glicerol, frutose, sacarose, lactose e galactose, por exemplo) a substituem, atuando como fonte
de energia (CHEN; SOMMERFELD; HU, 2011). Embora possa proporcionar uma elevada
produtividade lipidica quando comparada as demais condic¢des, a condicdo heterotrofica é
mais suscetivel a contaminacdo, o que pode se tornar um problema, principalmente em

sistemas abertos, quando o objetivo é producdo em larga escala.
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Quando séo utilizados tanto composto organico quanto carbono inorganico como
fonte de carbono pela cultura, tem-se o cultivo mixotrofico. Nesta condicdo, a fonte de
energia pode ser proveniente da luz, do préprio composto organico, ou de ambas (MATA,;
MARTINS; CAETANO, 2010).

O cultivo foto-heterotrofico caracteriza-se pela necessidade de luz como fonte de
energia e composto organico como fonte de carbono (ANGELO; ANDRADE; COLOZZI
FILHO, 2014). Os cultivos mixotréfico e foto-heterotréfico se diferem porque o primeiro
pode utilizar tanto a luz quanto composto organico como fonte de energia, enquanto o Gltimo
depende apenas da luz para a mesma finalidade (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004). Entretanto, as duas condicdes de cultivo séo limitadas pelo risco de contaminacdo, pela
inibicdo por fonte de carbono ou pela exigéncia de luz, o que pode exigir um projeto especial
de sistema de cultivo, aumentando assim o custo de operagdo (CHEN; SOMMERFELD; HU,
2011).

4.2.5 Dinamica de Crescimento

O desenvolvimento de uma cultura axénica de microalgas pode ser caracterizado em

cinco fases subsequentes, como descrito por Coutteau (1996):

(i) Fase lag ou fase inducdo: durante esta fase, a densidade celular aumenta
minimamente, sendo relativamente lenta quando ha transferéncia de uma
cultura de microalgas de um meio sélido para um meio liquido. Para estirpes
que crescem exponencialmente, esta fase é curta, o que possibilita 0 aumento
de escala em tempos mais reduzidos. O atraso no crescimento nesta fase de
inducdo deve-se a adaptacdo fisioldgica do metabolismo celular da microalga,
como o aumento da quantidade de enzimas e metabdlitos envolvidos na divisdo
celular e na fixacao de carbono.

(i)  Fase exponencial: fase em que a densidade celular cresce exponencialmente em
funcdo do tempo. A taxa de crescimento especifico varia conforme a espécie de
microalga, da intensidade de luz e da temperatura. A chave para o0 sucesso da
producdo é manter as culturas sempre nesta fase.

(iii) Fase de declinio da taxa de crescimento: uma desaceleracdo nas divisdes

celulares ocorre quando nutrientes, luz, pH, didéxido de carbono e outros fatores
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comecam a limitar o desenvolvimento da cultura, resultando em um
decréscimo na taxa de crescimento.

(iv) Fase estacionéria: nesta fase, os fatores limitativos e a taxa de crescimento sdo
balanceados, portanto a densidade celular se torna constante.

(v) Fase de morte: nesta Gltima fase, uma variedade de razGes pode causar a morte
das microalgas, como por exemplo, o0 esgotamento dos nutrientes, a deficiéncia
de oxigénio, o sobreaquecimento, as alteracbes de pH, ou a presenca de
contaminantes. A densidade de células decresce rapidamente, a qualidade do
cultivo se deteriora e a cultura eventualmente entra em colapso (BOUTERFAS;
BELKOURA; DAUTA, 2002; VIEIRA COSTA et al., 2002).

4.2.6 Fatores que Interferem no Desenvolvimento da Cultura

O crescimento de uma populacdo de microalgas é resultado de uma interacdo entre
fatores bioldgicos, quimicos e fisicos (DERNER et al., 2006).

Os fatores bioldgicos correspondem as taxas metabdlicas da espécie cultivada, ao
tamanho e densidade das células e a possivel presenca de outros organismos na cultura de
microalgas (OHSE et al., 2007).

Dentre os fatores quimicos, destacam-se: a disponibilidade de nutrientes, a salinidade
e 0 pH (LATALA, 1991; SCRAGG et al., 2002; VIEIRA COSTA et al., 2002; DERNER et
al., 2006; OHSE et al., 2007). As microalgas requisitam macronutrientes (C, N, O, H, Ca,
Mg, S e K) e micronutrientes (Mn, Mo, Fe, Co, Cu, Zn, Se e B) para se desenvolverem.
Algumas espécies necessitam, adicionalmente, de vitaminas ou substancias especificas. Os
nutrientes mais utilizados pelas microalgas sdo o nitrogénio e o fdsforo, embora o
macronutriente mais importante seja o carbono, por constituir em média 50% da biomassa de
microalgas (OHSE et al., 2007; OLIVEIRA, 2009).

Existem diversos meios de cultura que fornecem quantidades adequadas de
nutrientes as microalgas. Para producdo de microalgas em escala laboratorial, geralmente séo
utilizados sais de pureza pré-analise (p.a.), enquanto, para cultivos em escalas maiores, fontes
residuais e/ou comerciais com valores nutricionais conhecidos podem compor parcial ou
totalmente os meios de cultura (ANDRADE; COSTA, 2008; OLIVEIRA, 2009;
BAUMGARTNER et al., 2013).

Tem-se constatado em diversas pesquisas que a limitacdo de nitrogénio e enxofre nos

meios de cultivo favorece a sintese de lipideos em diferentes espécies de microalgas. Em
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contrapartida, a deficiéncia do fésforo demonstrou resultados controversos: aumento do teor
lipidico em algumas espécies e diminuicdo em outras (KHOZIN-GOLDBERG; COHEN,
2006; SAHA; UMA; SUBRAMANIAN, 2003; VERMA et al., 2010).

De acordo com Mata, Martins e Caetano (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010), a
resposta as condicdes de estresse por deficiéncia nutricional é particular de cada espécie,
sendo que a alteracdo no teor de &cidos graxos e de lipideos totais pode ocorrer de forma
positiva ou negativa.

Para diferentes géneros de microalgas os teores lipidicos sdo menores na fase
exponencial de crescimento, devido & elevada demanda energética desta fase, mas tendem a
aumentar na fase estacionaria, quando as células passam a acumular reservas de energia
devido & limitagdo de nutrientes no meio (EMDADI; BERLAND, 1989; FERNANDEZ-
REIRIZ et al., 1989).

Quanto aos fatores fisicos, tem-se que a aeracdo, o tamanho e a forma dos tanques de
cultivo, a luminosidade e a temperatura influenciam o desenvolvimento da cultura (SANTOS;
MACEDO; ALEGRE, 2003; SANDNES et al., 2005; AL-QASMI et al., 2012; SINGH;
SINGH, 2015).

4.3 Residuo Suino como Substrato para o Cultivo de Microalgas

Uma estratégia ambientalmente favoravel e economicamente interessante para a
remocdo dos nutrientes de residuos suinos que tem apresentado grande eficiéncia é o cultivo
de microalgas (WANG et al., 2012; MEZZARI et al., 2013; PRAJAPATI et al., 2013).

O cultivo de microalgas com foco na geracdo de biomassa pode ter como fonte de
nutrientes as daguas residuarias (por exemplo, os residuos da suinocultura) e servir,
simultaneamente, como uma forma de tratamento deste efluente, fazendo que seja agregado
valor a ambos processos (JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017).

A biomassa de microalgas produzida pode conter alto valor bioldgico e econémico e,
portanto, ser atrativa para aplicacdes em diversas finalidades (como biodiesel e bioetanol, por
exemplo), fundamentando-se no conceito de biorrefinaria (RODRIGUES; FILHO, 2004). A
biomassa residual destas aplica¢fes, juntamente com outros materiais organicos adicionais,
pode ser direcionada ao processo de digestdo anaerdbia (Figura 3A). Os componentes do
biogas gerado podem ser separados, de forma que o metano sirva para aquecimento ou
eletricidade nas proprias instalagcbes do sistema de tratamento e o dioxido de carbono seja

destinado ao cultivo de microalgas.
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Figura 3 — Conceito de biorrefinaria de microalgas: (A) em duas etapas, para producdo de biodiesel,
bioetanol e biogas; (B) em duas etapas, com recirculacdo da biomassa resisual (digestato) para
melhorar a estabilizacdo; e (C) em trés etapas, com fermentacdo acidogénica para aumentar a producéo
de biomassa.

(A) Biomassa adicional - residuos
organicos, lodo de esgoto

Etapal Etapa ll

Biodiesel/ Digestdo
bioetanol anaerdbia

Biomassa

Cultivo de

Biomassa Biomassa

Fertilizantes

residudria microalgas de microalgas residual residual
A
Biocombustiveis
CO, Tratamento CH, Aquecimento/
do biogds Eletricidade
(B) Recirculagdo da biomassa residual
(garantir o fornecimento de nutrientes)
Biomassa adicional - residuos
ani Etapall
organicos, lodo de esgoto P Recirculagdo de biomassa residual
v Etapal (melhorar a estabilizagdo)
Agua Cultivo de Biomassa Biodiesel/ Biomassa Digestdo Biomassa -
—— . - . - s - Fertilizantes
residudria microalgas de microalgas bioetanol residual anaeroébia residual
A
Biocombustiveis
CO, Beneficiamento CHa Aquecimento/
do biogas Eletricidade
(C) Biomassa adicional - residuos

organicos, lodo de esgoto Etapa lll Recirculagdo de biomassa residual
Etapall - (melhorar a estabilizagéo)
Biomassa Biodiesel/ Biomassa Digestdo Biomassa
bioetanol residual 4

Cultivo de

Fertilizantes

residudria microalgas de microalgas anaerdbia residual
A 4
Acidos graxos volateis Bi bustivei
(aumentar a produgdo locombustiveis
de biomassa) CO, Beneficiamento CHy Aquecimento/
1 L _— > .
do biogas Eletricidade
Residuos Fermentagao | Biomassa residual
organicos acidogénica
Etapal

Fonte: adaptado de Jankowska, Sahu e Oleskowicz-Popiel (2017).

A biomassa residual da digestdo anaerobia (digestato) pode ser utilizada tanto como
fertilizante, quanto como fonte de nutrientes, se for parcialmente recirculada para o cultivo de
microalgas. A recirculagdo para o processo de biodigestdo anaerdbia é uma outra alternativa,
que pode melhorar a estabilidade, aprimorando o rendimento geral da biorrefinaria (Figura
3B).

Uma fonte de matéria organica externa pode ainda ser direcionada primeiramente a

fermentagdo acidogénica para a producdo de &cidos graxos volateis (Figura 3C), 0s quais



52

podem aumentar a carga organica no fluxo de &gua residuaria, estimulando a producdo de
biomassa de microalgas e elevando as taxas de remocdo de nutrientes (PRANDINI et al.,
2016).

No caso de residuo suino, a fim de reduzir as elevadas concentracfes de compostos
potencialmente inibidores de crescimento de microalgas que podem estar presentes (como
ureia, amonio e determinados acidos organicos, por exemplo), a agua residuéria da
suinocultura pode ser submetida primeiramente a biodigestdo anaerdbia, aproveitando seu
potencial energético com a geracdo de gases de combustdo e, posteriormente, o efluente
biodigerido resultante deste processo pode ser utilizado como meio de cultivo para a producéo
de biomassa de microalgas (Figura 4).

Seguidamente, as microalgas cultivadas no residuo biodigerido podem ser utilizadas
para extragcdo de metabolitos de interesse comercial e, entdo, a biomassa residual pode ser
inserida no interior de um biodigestor juntamente com o residuo bruto com intuito de
aumentar a capacidade de geracao de biogas (SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009).

Figura 4 — Processo hipotético de tratamento de aguas residuarias de suinos com microalgas.

<
-

Agua tratada de baixa turbidez
< 3

Ficorremediagao Colheita I

Extracdo de metabdlitos
Suinocultura < [ >

<

Colheita de biomassa de microalgas <
Biomassa residual

Biodigestor

/

Agua de retso /

Fonte: adaptado de Perazzoli et al. (2016).

Verifica-se, portanto, a possibilidade de geracdo de beneficio mutuo entre as
atividades envolvidas: o residuo suino biodigerido pode servir como substrato alternativo para
o cultivo de microalgas, ao passo que este efluente pode ser tratado biologicamente devido a
remocdo de nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo) pelas microalgas e em seguida, a
biomassa gerada ser utilizada para favorecer a producdo de biogas por meio da codigestéo.

Neste sentido, o vinculo entre estas atividades tende a ser visto como uma estratégia
interessante para favorecer a viabilidade econdmica e ambiental tanto do tratamento do
residuo suino quanto do cultivo de microalgas para diversos fins, o que justifica sua aplicacdo

no presente trabalho.
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O planejamento da pesquisa divide-se em trés etapas, como indicado na Figura 5 e

descrito nos itens a seguir.

Figura 5 — Fluxograma experimental.
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5.1 Etapa 1 — Coleta e Caracterizagdo dos Residuos e das Amostras Ambientais

5.1.1 Caracterizacdo do local de coleta

O residuo suino biodigerido e as amostras de ambientes aquéticos foram coletados na
Fazenda Santo Ignacio de Loyola, no municipio de Brotas — SP (22°14'12.0"S,
47°58'06.3"W).

Na Fazenda, o modelo produtivo de suinos é independente e o sistema de operacéo é
de ciclo completo, compreendendo desde a etapa de gestacdo dos suinos até a de terminacao.

Em piso de concreto, sdo confinados entre 22 e 23 mil suinos que produzem cerca de
250.000 L dial de dejetos liquidos. Estes dejetos sdo encaminhados a um tanque de
sedimentacgdo, onde permanecem por um periodo indeterminado e entdo sdo remetidos a trés
biodigestores anaerobios presentes no local.

A fracdo solida dos dejetos, obtida das granjas ou do tanque de sedimentacdo, €
submetida a compostagem na propria propriedade, por meio da mistura com outros tipos de
materiais. O digestato é encaminhado para uma lagoa de estabilizacdo e, entdo, utilizado
como biofertilizante agricola conforme a necessidade.

O biogés produzido nos biodigestores (900 a 1.000 m? dia) é composto de cerca de
60% de metano e utilizado como fonte complementar de energia no préprio empreendimento

(energia equivalente a 858 kWh dia™, desconsiderando perdas).

5.1.2 Coleta do Residuo Suino Bruto e Biodigerido

Em agosto de 2017, os residuos liquidos oriundos das granjas de criagdo de suinos
foram coletados na entrada (residuo bruto) e na saida (residuo biodigerido) de um dos
biodigestores pertencentes a Fazenda Santo Ignacio de Loyola (Figura 6A).

Os volumes coletados foram: 20 L de residuo suino bruto e 30 L de residuo suino
biodigerido. Estes contetdos foram armazenados em galGes de polietileno e foram levados ao
Laboratério de Biotoxicologia de Aguas Continentais e Efluentes (BIOTACE) da Escola de
Engenharia de S&o Carlos (EESC), na Universidade de S&o Paulo (USP), em S&o Carlos - SP,

onde foram conservados em camara fria (3 £ 1 °C) até o momento de seu uso.
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5.1.3 Coleta das Amostras de Ambientes Aquaticos

Na mesma data de coleta de residuos e na mesma propriedade, foram coletados 2 L
de amostras de cada um dos ambientes aquaticos: (i) lagoa de aguas continentais (Figura 6B)
e (i) espelho d’agua formado sobre a lona de um dos biodigestores (Figura 6C).

Figura 6 — Pontos de coleta de amostras de residuos suinos e de ambientes aquaticos: (A) biodigestor
(entrada e saida); (B) lagoa de aguas continentais e (C) espelho d’agua formado sobre a lona de um
biodigestor.

(A 22°14'12.0"mi (B)} 22°14'14.6"S, 47°57'34.4"W | (C)
. ] |

Fonte: proprio autor.

5.1.4 Caracterizacao Fisico-Quimica dos Residuos e das Amostras Ambientais

As variaveis mensuradas na caracterizacdo fisico-quimica (Quadro 2) seguiram as
metodologias descritas em APHA (2005), com exce¢do do nitrito (N-NOz), que seguiu o
método proposto por Mackereth, Heron e Talling (1978).

Para as determinagdes de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade
foram utilizados, respectivamente, termémetro de mercurio (Incoterm®, 5005), oximetro
(Digimed®, DM-4), pHmetro (Tecnal®, TEC-2mp) e condutivimetro (Digimed®, DM-32).
Para as analises espectrofotométricas, foi utilizado espectrofotémetro (HACH®, DR4000)
equipado com luz ultravioleta. Para determinagdes de NTK e N-amoniacal foi utilizado
sistema automatizado (Buchi®, digestor automatico K-438, unidade Kjeldahl automatica K-
370 e scrubber B-414).
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Quadro 2 — Variaveis fisico-quimicas com seus respectivos métodos de determinagdo.

Variavel

Método de determinacdo e Referéncia

Temperatura

Termo-resistivo
Método 2550 - APHA (2005)

Oxigénio Dissolvido

Potenciométrico
Método 4500-O G - APHA (2005)

Potenciométrico

PH Método 4500-H" B - APHA (2005)
. Potenciométrico
Condutividade Método 2510 B - APHA (2005)
Alcalinidade . Tilométrico
Método 2320 B - APHA (2005)
Gravimétrico
SST, SSO e SSI Método 2540 D - APHA (2005)
Método 2540 E - APHA (2005)
Espectrofotométrico
P-Total Método 4500-P B - Digestdo com perssulfato - APHA (2005)
Método 4500-P E - Acido ascorbico - APHA (2005)
P_PO* Espgct_rofotomét_rico
Método 4500-P E - Acido ascérbico - APHA (2005)
NTK Titulometrico

Método 4500-Norg C — Semi-Micro-Kjeldahl - APHA (2005)

N-amoniacal (N-NH4* + N-NHs)

Método 4500NH3 B — Destilagédo - APHA (2005)
Método 4500-NHs; C — Titulométrico - APHA (2005)

Espectrofotométrico

N-NOs Método 4500-NO; B — Varredura no ultravioleta - APHA (2005)
N-NO» Espectrofotométrico - Mackereth, Heron, Talling (1978)
CTD,CODeCID Método 5310 B - Combustéo a alta temperatura - APHA (2005)
DBOs 20 Método 5210 B - Teste do quinto dia - APHA (2005)
DQO Colorimetrico

Método 5220 D - Refluxo fechado - APHA (2005)

Nota: SST: Sélidos Suspensos Totais; SSO: Sélidos Suspensos Organicos; SSI: Solidos Suspensos
Inorganicos; P-Total: fosforo total; P-PO,*: ortofosfato; NTK: Nitrogénio Total Kjeldahl; N-
amoniacal: nitrogénio amoniacal; N-NO;": nitrito; N-NOs™; nitrato; CTD: Carbono Total Dissolvido;
COD: Carbono Organico Dissolvido; CID: Carbono Inorganico Dissolvido; DBOs2: Demanda
Bioguimica de Oxigénio no quinto dia, a 20 °C; DQO: Demanda Quimica de Oxigénio.

Fonte: proprio autor.

5.1.5 Contagem e ldentificacdo da Comunidade Fitoplanctdnica das Amostras Ambientais

Fracdes das amostras coletadas dos ambientes aquaticos foram fixadas com 5% de
formaldeido-40% e, a partir delas, foi realizada a contagem de células por meio da utilizacdo
da cAmara de Fuchs-Rosenthal disposta em microscopio éptico (Olympus®, BX 51).

A densidade fitoplanctdnica foi calculada segundo APHA (2005) — Método 10200F.
Para identificacdo, foram utilizadas chaves de identificacdo disponiveis na literatura
(BICUDO; MENEZES, 2006; KOMAREK; FOTT, 1983; PARRA et al., 1982).
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5.2 Etapa 2 — Aclimatag&o e Cultivo de Microalgas em Residuo Suino Biodigerido

5.2.1 Ensaios de Aclimatagéo

Em frascos Duran (500 mL), suspensdes de microalgas originadas das amostras

ambientais foram inoculadas na proporcédo de 10% (v/v) em relagdo as diferentes misturas

compostas por Residuo Suino Biodigerido (RSBio) (previamente filtrado em papel filtro com

capacidade de retencdo de particulas de 4 a 12 um) e meio de cultivo WC (pH previamente

ajustado para 7,8) (Tabela 6).

Tabela 6 — Composigdo do meio de cultivo WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972).

Componente Co?r(r::egntl_r_?)c_;éo Elemento Concen(’t;li\/(lg)él o final
Solugéo tampéo
Tris 500 - 4130
Macronutrientes
NaNOs 85,01 N-NOsz: 14 mg L 1000
CaCly-2H,0 36,76 Ca: 10,019 mg L* 250
MgSO4-7H20 36,97 Mg: 3,65 mg L™ 150
NaHCOs3 12,60 HCO3: 9,15 mg L™ 150
Na2SiO3-9H,0 28,42 Si:2,81mgL* 100
K2HPO,4 8,71 P-PO4: 1,55 mg L™ 50
Micronutrientes
Na,-EDTA 4,36 - 11,7
FeCls-6H.0 3,15 Fe:0,65mg L™ 11,7
CuS04-5H,0 0,01 Cu:25mgL™ 0,0401
ZnS04-7H0 0,022 Zn:50pug L 0,0765
CoCl,-6H.0 0,01 Co:2,5ugL™? 0,042
MnCl,-4H,0 0,18 Mn: 0,05 mg L* 0,91
Na;Mo00,-2H,0 0,006 Mo: 2,5 ug L 0,0248
HsBOs 1,00 B:0,17mgL* 16,2
Solucéo de vitaminas (g L
Tiamina. HCI (vitamina B,) 100 - 0,296
Biotina (vitamina H) 0,5 - 0,00205
Cianocobalamina (vitamina B12) 0,5 - 0,000369

Fonte: Andersen (2005).
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As proporcdes (v/v) de RSBio nas misturas RSBio+WC foram: 1%, 2%, 5%, 10%,
25%, 35%, 50%, 60%, 80 e 100% (Tabela 7).

Com excecdo da primeira inoculacdo de microalgas (fase f=1), realizada com uma
fracdo proveniente diretamente das amostras ambientais, as demais fases ocorreram de forma
sequenciada, coletando-se 10% do volume do cultivo obtido ao final de uma fase (f) e

utilizando-a como indculo para o cultivo de uma nova fase (f+1).

Tabela 7 — Descricdo das fases de aclimatacdo, com seus respectivos volumes utilizados de RSBio, de
meio de cultivo WC e de in6culo de microalgas.

RSBio/(RSBio+WC) Vol. RSBio  Vol. WC Vol. inéculo de Vol. Total

Fase f (%) (mL) (mL) microalgas (mL) * (mL)
1 1 2,25 222,75 25 250
2 2 4,50 220,50 25 250
3 5 11,25 213,75 25 250
4 10 22,50 202,50 25 250
5 25 56,25 168,75 25 250
6 35 78,75 146,25 25 250
7 50 112,50 112,50 25 250
8 60 135,00 90,00 25 250
9 80 180,00 45,00 25 250
10 100 225,00 0,00 25 250

Fonte: proprio autor.

Nota: * 10% do volume total. Na fase f=1, o indculo foi proveniente das amostras ambientais. Nas
fases f>1, o in6culo foi proveniente do crescimento obtido ao final da fase imediatamente anterior (f-
1).

Cada fase correspondeu ao periodo de 15 dias, em que os frascos foram mantidos em
incubadora (Nova Etica, BOD 411D) adaptada com iluminacdo & LED (Light Emitting
Diode)® promovendo 110 pmol fétons m? s e ajustada a 24 °C, com fotoperiodo claro/escuro
de 12h/12h (Figura 7).

Em todas as fases, foram realizadas quatro repeticdes para cada tratamento, sendo
avaliada a tolerancia das microalgas as diferentes concentrac@es de residuo suino biodigerido,

por meio da comparacdo da abundéancia relativa entre as estirpes.

6 Intensidade luminosa mensurada com LI-COR LI-190R Quantum Sensor acoplado ao dispositivo LI-COR LI-
1500 Light Sensor Logger.
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Figura 7 — Ensaios de aclimatacdo das amostras ambientais: (A) primeiro dia da fase 1 de
aclimatacdo da amostra proveniente da lagoa (quatro repeticGes); (B) primeiro dia da fase 6 de
aclimatacdo da amostra proveniente da lagoa (quatro repeticdes); e (C) amostras ambientais em
incubadora com controle de iluminacdo, fotoperiodo e temperatura.

Fonte: proprio autor.

5.2.2 Selecdo e Isolamento das Estirpes de Microalgas

Foram selecionadas as estirpes de microalgas mais tolerantes aos RSBio (mais
abundantes na maiores concentracdes de efluente) e realizado o isolamento destas pelo
método de diluices em série seguido de espalhamento e esgotamento em placas de Petri
(HOSHAW; ROSOWISKI, 1973) contendo meio WC solidificado com 1% de agar (Figura
8A).

Apds incubacdo das placas de Petri, em sala de cultivo, por tempo suficiente para que
fosse verificado o crescimento, as coldnias crescidas foram observadas em microscopio
invertido (Olympus®, CKX 41) e, ap6s sua identificagdo, foram inoculadas, com auxilio de

agulha estéril, em tubos de ensaio (50 mL) contendo 20 mL de meio WC liquido (Figura 8B).
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Figura 8 — Etapas do isolamento das estirpes: (A) amostras em crescimento, apos serem inoculadas
pelo método do espalhamento em placas de Petri contendo meio WC solidificado com 1% de &gar; e
(B) estirpes inoculadas isoladamente em tubos de ensaio (50 mL) contendo meio WC liquido.

Fonte: proprio autor.

As estirpes isoladas nos tubos foram mantidas em ambiente climatizado (24 °C, 60
umol fétons m2 s e fotoperiodo 12h/12h) durante o decorrer da pesquisa, pois constituiam o
banco de microalgas que seria utilizado nos ensaios subsequentes, cuja manutencao
(reposicdo do meio de cultura) foi realizada a cada trés meses, conforme recomendado por
Day, Benson e Fleck (1999).

5.2.3 Avaliacdo dos Efeitos de Fatores Fisicos no Crescimento das Microalgas

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi aplicado com intuito de
avaliar os efeitos da temperatura e da luminosidade no crescimento de uma estirpe de
microalga (selecionada no item 5.2.2) quando cultivada em RSBio. O ensaio foi composto por
9 tratamentos, sendo executadas trés repeticGes por tratamento, exceto no ponto central (T5),
que contemplou 12 replicatas (Figura 9).

Os niveis codificados e reais dos fatores investigados estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 — Fatores e niveis investigados nos experimentos planejados com DCCR.

Niveis codificados e reais

Fatores

-1,4142 -1 0 1 1,4142
Temperatura (°C) 20,0 22,9 30,0 37,1 40,0
Luminosidade (umol fotons m?s™)
(fotoperiodo 12h/12h) 0,0 36,6 125,0 213,4 250,0

Fonte: proprio autor.
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Figura 9 — Representacdo do Delineamento Composto Central Rotacional aplicado para avaliagdo dos
efeitos de temperatura e luminosidade no crescimento das microalgas.
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Fonte: proprio autor.

Nota: Pontos pretos representam os tratamentos executados no DCCR (de T1 a T9). Pontos pretos
conectados por linhas representam o planejamento fatorial 2° do DCCR adicionados por quatro pontos
axiais pretos e um ponto preto central, totalizando 9 tratamentos. Os pontos brancos representam 0s
tratamentos totais se o planejamento fatorial fosse completo e com 5 niveis (5? = 25 tratamentos).

Os experimentos tiverem duracdo de 17 dias e foram conduzidos em tubos de ensaio
(50 mL) contendo 20 mL de cultura de microalgas, que foram acondicionados em incubadoras
(Nova Etica, BOD 411D) adaptadas com iluminagdo a LED e fotoperiodo claro/escuro
ajustado para 12h/12h. A densidade celular de microalgas foi ajustada inicialmente para
1,3x107 células mL* em todos os experimentos, com uso da regressio linear entre densidade
celular e absorbancia, e os tubos foram posicionados nas prateleiras das incubadoras de
acordo com a descricdo de cada tratamento, para que pudessem atender as condicbes de
temperatura e luminosidade delineadas.

Para 0 monitoramento do crescimento das culturas, leituras espectrofotométricas na
regido de absor¢do da clorofila a (A = 683 nm) foram realizadas diariamente, sendo os dados
normalizados para escala logaritmica (Equacdo 1), conforme recomendagfes de Zwietering et
al. (1990), para obter a amplitude de crescimento (A.) (maior valor de crescimento

observado).

y = In(X/X,) (1)
Em que:

y € o valor correspondente ao crescimento (unidade adimensional — u.a.);
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X é a determinacdo de densidade Optica do dia de interesse de cultivo (abs); e

Xo é a determinacdo de densidade dptica no dia 0 (abs).

Em seguida, os dados foram ajustados ao modelo de Gompertz (Equagédo 2) para
entdo ser obtida a velocidade de crescimento especifico maximo (u,,s,) (Equacéo 3).

. —_e~b.(x-x¢) (2)

Hmax = —— ©)

Os resultados foram submetidos as anélises de variancia (ANOVA), de superficies de
resposta, para determinar a faixa o6tima de cultivo, e do teste de Tukey (5%), para comparacao
de médias.

A validagdo da otimizag&o consistiu em realizar o cultivo das estirpes nas condi¢fes

Otimas preditas pelo modelo e comparar os resultados obtidos neste ensaio com 0s do modelo.

5.2.4 Avaliacdo da remocao de nutrientes e da producédo de biomassa e metabdlitos

Para avaliar a remocéo de nutrientes do RSBio por meio do cultivo de microalgas e a
consequente producdo de biomassa e de metabolitos, uma estirpe de microalga (selecionada
no item 5.2.2) foi incubada na melhor condicdo de luminosidade e temperatura validada no
ensaio descrito no item 5.2.3, tendo como fator de variacdo a concentracdo de microalgas
inoculadas em RSBio. Sendo assim, foram definidos quatro tratamentos, com indculos iniciais
de 0, 1, 4 e 6 (x10° células mL?), denominados RSBio0, RSBio10, RSBio40 e RSBio60,
respectivamente.

Este ensaio também foi realizado em incubadora (Nova Etica, BOD 411D) adaptada
com iluminacdo a LED e fotoperiodo claro/escuro ajustado para 12h/12h, sendo cada
tratamento executado em triplicata, utilizando frascos Duran (2,0 L) contendo 1,5 L de cultivo
que foram agitados diariamente de forma manual e reposicionados de forma aleatéria na
incubadora por 18 dias (Figura 10).

Ao longo do periodo de cultivo, amostras de cada frasco foram coletadas
periodicamente para a determinacdo de pardmetros fisico-quimicos e de monitoramento da

biomassa, conforme descrito no Quadro 3.
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Figura 10 — Incubagéo do ensaio da avaliagdo da remocéo de
nutrientes do RSBio e da producdo de biomassa e metabdlitos.

Fonte: proprio autor.

e

Quadro 3 — Parametros avaliados, periodicidade das analises, métodos e referéncias utilizadas.

Periodicidade

Parametro (dias ap6s o inicio do Meétodo de determinacao e Referéncia
experimento)

. SST - Método 2540 D e E - APHA (2005)
Biomassa 0/1/2/3/5/7/9/12/15/18 e Densidade Optica em X = 683 nm

Clorofila a 0/1/273/5/7/9/12/15/18 Nusch (1980), adaptado por NEN (2006)
pH 0/1/2/3/5/7/9/12/15/18 Método 4500-H* B - APHA (2005)
DQO 0/1/2/3/5/7/9/12/15/18 Método 5220 D - APHA (2005)
N-amoniacal Método 4500-NHs B - APHA (2005)
(N-NH,* + N-NHg) | 0/1/2/3/51719/12715/18 | 44040 4500-NH; C - APHA (2005)
P-POs* 0/1/2/3/5/7/9/12/15/18 Método 4500-P E - APHA (2005)

- Bligh e Dyer (1959), adaptado por
Lipideo 0/18 Ryckebosch, Muylaert e Foubert (2012)
Proteina 1/2/3/5/7/9/12/15/18 Lowry et al. (1951)

Dubois et al. (1956); Gerhacov e Hatcher
Carboidrato 1/2/3/5/7/9/12/15/18 (1972), adaptado por Blundi e Gadelha

(2001)

Fonte: proprio autor.

Em cultivos realizados em tubos de ensaio contendo Chlorella sorokiniana em

RSBio, foram relacionadas, ao longo do tempo, as quantidades de sélidos suspensos totais,
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determinadas de acordo com APHA (2005), com as leituras espectrofotométricas na regido de
absorcdo da clorofila a (A = 683 nm). Desta forma, foi obtida uma regresséo linear entre
biomassa e absorbancia.

Portanto, nesta etapa da pesquisa, a biomassa foi estimada por meio de leituras de
densidade Optica das amostras (A = 683 nm) e seu Uso na regressdo linear obtida.

5.3 Etapa 3 — Ensaios de Biodegradabilidade Anaerobia e de Codigestdo de Microalgas
com Residuo Suino Bruto

5.3.1 Coleta e Caracterizacdo do Lodo do Biodigestor

Em abril de 2019, foram coletados 5 L de lodo de um biodigestor localizado na
Fazenda Santo Ignacio de Loyola, em Brotas - SP (22°14'12.0"S, 47°58'06.3"W). Este volume
foi armazenado em galdo de polietileno que, em seguida, foi levado ao Laboratorio de
Processos Biologicos (LPB) da Escola de Engenharia de Séo Carlos (EESC), na Universidade
de Sé&o Paulo (USP), em S&o Carlos - SP, onde foi conservado em camara fria (3 + 1 °C) até o
momento de seu uso.

Os parametros considerados para a caracterizacdo do lodo foram pH, mensurado com
auxilio de um pHmetro (Tecnal®, TEC-2mp); DQO, determinada conforme o método 5220D
(APHA, 2005) e sd6lidos organicos, inorganicos e totais, determinados pelo método 2540 D e
E (APHA, 2005).

5.3.2 Ensaio de Biodegradabilidade Anaerdbia

O ensaio de biodegradabilidade anaerdbia consistiu em uma analise exploratoria do
potencial de biodegradacdo das microalgas pela acdo dos microrganismos presentes no lodo
extraido do biodigestor de residuo suino bruto. Para tanto, reatores em batelada foram
montados utilizando-se frascos Duran (500 mL), sendo preparados com base na capacidade
volumétrica real destes frascos (575 mL), de modo que um terco do volume (192 mL) fosse
ocupado pelo meio reacional e dois tercos (383 mL) fosse deixado como headspace.

Para o preparo do meio reacional, suspensfes de uma estirpe de microalga
(selecionada no item 5.2.2) foram introduzidas nos frascos a fim de se obter as concentragoes

de 0, 2 e 4 (x10° células mL™) em relacdo a uma mistura composta por lodo de biodigestor e
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Meio Mineral Del Nery (MMDN) (Tabela 9), correspondendo aos quatro tratamentos listados
na Tabela 10, realizados em triplicata.
O MMDN corresponde a uma solucdo de micronutrientes utilizada para a

suplementacéo nutricional, visando a geracéo e crescimento da biomassa.

Tabela 9 — Concentragdo dos micronutrientes no Meio Mineral Del Nery (MMDN).

Concentracéo (mg L™)

Solucéo Componente com base em 1 g DOO L
Sulfato de niquel NiSO4-H,0 0,25
Sulfato ferroso FeSO4-7H20 1,25
A Sulfato férrico FeCls-6H,0 0,125
Cloreto de calcio CaCl,-6H,0 1,03
Cloreto de cobre CoCl»-6H,0 0,020
C Didxido de selénio Se02 0,018
Fosfato de potassio monobasico KH,PO4 2,68
D Fosfato de potassio dibasico K:HPO4 0,65
Fosfato de sddio dibasico Na;HPO4 1,35

Fonte: Del Nery (1987).

Tabela 10 — Descricdo dos tratamentos do ensaio de biodegradabilidade anaerdbia.

Tratamento Concen,tra(;éo de_[nicroalgas Microalga Lodo MMDN* Total
(células mL™; viv) (mL) (mL) (mL) (mL)

LodoO 0; 0% 0,0 30,0 162,0 192,0
Lodo20 2x10°; 20% 38,4 30,0 123,6 192,0
Lodo40 4x10°; 40% 76,8 30,0 85,2 192,0

Fonte: proprio autor.
Nota: preparado com base na carga organica de 2 g DQO L™ (equivalente a 1,875 g glicose L™),
caracteristica geral do cultivo de microalgas utilizado como suspenséo.

Ap0ds o preparo, o volume interno de cada frasco foi saturado com nitrogénio gasoso
(N2) por 5 min e, em seguida, os frascos foram vedados com tampa butilica e mantidos por 48
dias em incubadora (New Brunswick Scientific®, Incubator Shaker Series 126), protegido da
luz, sob temperatura de 37 °C e agitacdo continua de 100 rpm (Figura 11) sendo manuseados

somente nos momentos das coletas de amostras do biogas, conforme descrito na Tabela 11.
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Figura 11 — Reatores dispostos em incubadora durante o ensaio de biodegradabilidade anaerdbia.

Ak

Incubator Shaker Series

Fonte: proprio autor.

Tabela 11 — Frequéncia de amostragem do biogas no ensaio de biodegradabilidade anaerébia.

Periodo Frequéncia

Do dia 0 ao dia 2 Acada4h
Do dia 2 ao dia 4 Acada6 h
Do dia 4 ao dia 7 A cada 8h
Do dia 7 ao dia 9 Acadal2h
Do dia 10 em diante Acada24h

Fonte: proprio autor.

5.3.2.1 Avaliacdo da producao de biogas

Para amostragem, o biogas era coletado com auxilio de uma seringa (1 mL) acoplada
a uma trava de seguranca e a uma agulha descartavel (40 x 1,20 mm) que, por sua vez, era
introduzida na tampa butilica dos frascos. Desta forma, um volume conhecido de biogas era
coletado e injetado no cromatdgrafo (Shimadzu Scientific Instruments®, GC-2014) para a
quantificacéo das fracdes do biogas.

Previamente a cada andlise cromatografica, com auxilio de um manémetro digital
(Desin Instruments®, transdutor de pressdo TPR-18 acoplado a interface BS 2200),
verificava-se a pressdo interna dos reatores em batelada, o que permitia, além de avaliar
indiretamente a produgdo de biogas, reduzir o risco de explosdo dos frascos devido ao

aumento da pressdo gerada pelo acimulo dos gases. Assim, nNos casos em que a pressao
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interna se encontrava muito elevada (> 350 mbar), realizava-se a coleta do biogés para a
andlise de sua composicdo e, em seguida, a despressurizacdo dos frascos e o retorno destes a
incubadora.

A cada amostragem, em posse da fragdo molar de metano no biogas (Xcp,), obtida
pela anélise cromatografica e, com base nos dados de pressdo interna do reator (P), volume do
headspace (V), constante universal dos gases ideais (R) e temperatura de operacéo (T), foi
possivel obter, por meio da Lei dos Gases Ideais, 0 niumero de moles do gas metano (ncy, )
(Equacéo 4) e, em seguida, seu volume convertido as Condi¢cGes Normais de Temperatura e

Pressdo (Veu,cnre) (Equagdo 5).

P.V
New, = (ﬁ) -Xcu, (4)

Nen,- R-Tenrp

(5)

VCH4CNTP = p
CNTP
Desta forma, foi possivel obter o volume acumulado de metano produzido ao longo

do ensaio, somando-se 0 volume observado a cada amostragem.
5.3.3 Ensaio de Codigestdo de Microalgas com Residuo Suino Bruto

O ensaio de codigestdo foi desenvolvido utilizando-se reatores em batelada montados
em frascos Duran (2 L), preparados com base na capacidade volumeétrica real destes frascos
(2.295 mL), sendo que dois tercos do volume (1.530 mL) foi ocupado pelo meio reacional e
um terco (765 mL) foi deixado como headspace.

Para o preparo do meio reacional, suspensdes de uma estirpe de microalga (Chlorella
sorokiniana, selecionada no item 5.2.2) foram introduzidas nos frascos a fim de se obter as
concentragBes de 0, 4 e 6 (x10° células mL™*) em relagdo a uma mistura composta por lodo de
biodigestor e Residuo Suino Bruto (RSBru), correspondendo aos trés tratamentos listados na

Tabela 12, realizados em triplicata.
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Tabela 12 — Descri¢do dos tratamentos do ensaio de codigestdo de microalgas com Residuo Suino
Bruto.

Traamento COM G el Weeaoa — Lode Rty o
RSBru0 0; 0% 0,0 283,0 1247,0 1.530,0
RSBru40 4x10°; 40% 612,0 283,0 635,0 1.530,0
RSBru60 6x10°; 60% 918,0 283,0 329,0 1.530,0

Fonte: proprio autor.

Apos o preparo, o volume interno de cada frasco foi saturado com gas argdnio (Ar)
por 5 min e, em seguida, os frascos foram vedados com tampa butilica e mantidos por 58 dias
em camara de crescimento sobre um agitador de mesa (Ethik Tecnology®, mod. 109),
protegido da luz, sob temperatura de 37 °C e agitacdo continua de 100 rpm (Figura 12), sendo
manuseados somente nos momentos das coletas de amostras do biogas, conforme descrito na
Tabela 13.

Figura 12 — Reatores em batelada dispostos sobre mesa agitadora inserida em
camara de crescimento durante o ensaio de codigestdo de microalgas com
residuo suino bruto.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 13 — Frequéncia de amostragem do biogas no ensaio de codigestdo de microalgas com Residuo
Suino Bruto.

Periodo Frequéncia

Do dia 0 ao dia 2 Acada4h
Do dia 3 ao dia 5 Acada 6 h

Do dia5ao dia7 A cada 8h
Do dia 7 ao dia 9 Acada 12 h
Do dia 9 ao dia 20 Acada 24 h
Do dia 20 ao dia 25 A cada 48 h
Do dia 25 a dia 40 Acada72h
Do dia 40 ao dia 48 A cada 96 h
Do dia 48 em diante A cada 10 dias

Fonte: proprio autor.

5.3.3.1 Avaliacéo da producéo de biogas

Para amostragem, o biogas era coletado com auxilio de uma seringa (1 mL) acoplada
a uma trava de seguranga que se encaixava em uma valvula de trés vias previamente instalada
na tampa butilica dos frascos.

A quantificacdo do biogas seguiu 0s mesmos procedimentos descritos no item
5.3.2.1.

5.3.3.2 Analise do perfil de acidos graxos

Ao longo do ensaio, foram realizadas oito amostragens da fracdo liquida para o
monitoramento da concentracdo dos acidos graxos. A andlise foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE; em inglés: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) em um sistema Shimadzu® com detectores de UV/DAD.

No cromatdgrafo, utilizou-se coluna Aminex HPX-87H, de 300 mm x 7,8 mm. O
efluente empregado no método foi H.SO4 0,005M, com fluxo de 0,5 mL min e temperatura
do forno de 43 °C.

Para evitar obstrucdo da coluna do cromatdgrafo, as amostras receberam o seguinte
pré-tratamento: centrifugacdo a 9.000 rpm por 5 min, seguida de filtracdo em membrana de
0,2 um de porosidade, diluicdo em agua destilada na proporcédo de 1:4. Em seguida, 1 mL da

amostra pré-tratada foi transferida a um vial, onde foi adicionado 0,4 uL de H2SO4 2M. Apds
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serem fechados, os vials foram acondicionados em um amostrador automatizado que, por sua
vez, foi inserido no aparelho para que pudessem ser determinadas as concentragdes de acidos

graxos.
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6.1 Caracterizagdo dos Residuos Suinos e das Amostras Ambientais

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica dos residuos suinos (bruto e

biodigerido), bem como das amostras ambientais (lagoa e espelho d’agua formado sobre a

lona do biodigestor) estdo dispostos na Tabela 14.

Tabela 14 — Caracterizacao fisico-quimica das amostras coletadas.

Espelho d’agua

Variavel Residuo Res_l’dgo Syino Lagoa  formado sobre lona
Suino Bruto Biodigerido de biodigestor

Temperatura (°C) 22,0 21,0 21,0 25,0
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 0,00 0,00 6,23 5,85
pH 7,15 7,16 6,64 6,75
Condutividade (uS cm™) 3.596,00 1.938,90 60,67 75,37
(Ar;‘éaggigg(iel_??) pH 4.3 1.069,07 1.550,47 13,76 64,50
SST (mg L™ 2.816,67 1.010,00 13,50 67,50
SSO (mg L™ 2.783,34 885,00 12,50 59,50
SSI (mg L™ 33,33 125,00 1,00 8,00
P-Total (mg L") 62,33 79,70 0,61 0,83
P-PO4(mg L™) 33,93 64,76 0,03 0,04
NTK (mg L™) 239,14 292,85 3,54 8,23
?,\]?:I‘STJT?\'I_NW) (mg L 228,25 287,82 0,89 0,30
N-NOs (mg L™) 74,97 39,12 5,16 4,50
N-NO; (ug LY 161,33 124,85 13,19 9,56
CTD (mgL™) 1.767,33 622,30 8,54 41,85
COD (mgL™) 1.765,71 620,69 8,18 40,59
CID (mg L) 1,62 1,61 0,36 1,26
DBOs 2 (mg L) 2.940,00 2.180,00 17,44 *
DQO (mg L) 8.421,00 3.650,60 33,0 41,0

Fonte: proprio autor.
Nota: *: ndo mensurado.
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6.2 Avaliacdo Quantitativa e Qualitativa da Comunidade Fitoplancténica das Amostras

Ambientais

Nas amostras da lagoa de &guas continentais, a presenca de Desmodesmus sp.
(9,6x10° células mL™?), Chlorella sp. (9,5x10* células mL™) e Scenedesmus sp. (8,3x102
células mL?) foram observados, representando 90,9%, 9,0% e 0,1% da comunidade
fitoplanctonica da amostra, respectivamente (Figura 13A).

Nas amostras do espelho d'agua formado sobre a lona do biodigestor, as espécies
mais abundantes também foram Desmodesmus sp. (4,7x10° células mL™?), seguido por
Chlorella sp. (1,2x10° células mL™) e Scenedesmus sp. (2,7x10* células mL™), representando
75,9%, 18,6% e 4,3% da comunidade fitoplanctonica da amostra, respectivamente. As demais

espécies correspondem a 6,9x10° células mL™, representando 1,1% da amostra (Figura 13B).

Figura 13 — Abundancia relativa da comunidade fitoplanct6nica das amostras coletadas: (A) lagoa de
aguas continentais; e (B) espelho d’4gua formado na lona do biodigestor.

(A) 8,3x10? cél mL™!
9,5x10* cél mL™! ’ (,079%)

(9,005%)

B Desmodesmus sp.
Chlorella sp.

W Scenedesmus sp.

9,6x10° cél mL!
(90,916%)

) 2,7x10% cél mL™?

(4,330%) 6,9x10° cél mL-

1,2x105 cél mL! (1,1%)

(18,630%) B Desmodesmus sp.
Chlorella sp.

W Scenedesmus sp.
Outras

4,7x105 cél mL?
(75,932%)

Fonte: proprio autor.
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As fotomicrografias dos microrganismos fitoplancténicos observados nas amostras
da lagoa de aguas continentais e do espelho d’agua formado sobre a lona do biodigestor estdo
dispostas nas Figuras 14 e 15.

Figura 14 — Fotomicrografias das amostras da lagoa de &guas continentais, destacando: (A)
Scenedesmus sp.; (B) Desmodesmus sp.; e (C) Chlorella sp.

(A

Fonte: proprio autor.
Nota: (A) e (B): aumento de 20x, escala de 25 um; (C) aumento de 40x, escala de 10 pm.

Figura 15 — Fotomicrografias das amostras do espelho d’agua formado sobre a lona do biodigestor,
destacando: (A) Scenedesmus sp., (B) Desmodesmus sp., (C) Gonium pectorale; e (D)
Pseudanabaena sp.

A 4 O (B)
L8 2
v?’-'?' o

-

-] _
(©) i ‘
28
28,9 |
B pm

Fonte: proprio autor.
Nota: (A), (B) e (C): aumento de 40x, escala de 25 um; (D): aumento de 40x, escala de 10 pm.
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Os géneros Desmodesmus e Scenedesmus pertencem a familia Scenedesmaceae, da
ordem Chlorococcales, incluida na classe Chlorophyceae do filo Chlorophyta (BICUDO;
MENEZES, 2006).

Chlorella sp. séo espécies pertencentes a familia Chlorellaceae, da ordem Chlorellales,
incluidas na classe Trebouxiophyceae do filo Chlorophyta (KOMAREK; FOTT, 1983).

Gonium pectorale é uma das espécies contidas na familia de organismos biflagelados
Volvocaceae, pertencente a ordem Chlamydomonadales’, incluida na classe Chlorophyceae
do filo Chlorophyta (BICUDO; MENEZES, 2006; COLEMAN, 2012).

Pseudanabaena sp. sdo espécies da familia Pseudanabaenaceae, da ordem
Synechoccales, pertencente a classe Cyanophyceae do filo Cyanobacteria (KOMAREK et al.,
2014).

6.3 Ensaios de Aclimatacéo

De modo geral, observou-se um aumento gradativo da densidade celular da
comunidade fitoplancténica entre o inicio e o final dos ensaios realizados tanto com as
amostras provenientes da lagoa de aguas continentais, quanto com as provenientes do espelho
d’agua formado sobre a lona do biodigestor, variando de 5,1x10° células mL™ para 3,4x10’

células mL* e de 4,4x10° células mL* para 1,5x107 células mL™, respectivamente (Tabela 15).

Tabela 15 — Densidade celular da comunidade fitoplanctdnica nos ensaios de aclimatacao (n=4).

Densidade celular (células mL™)

ac::i?rlsztg(e;éo RSBio/(RSBio+WC) Lagoa de aguas Espelho d’agua formado
continentais sobre a lona do biodigestor
Fase 1 1% 5,1x10° 4,4x10°
Fase 2 2% 5,4x10° 7,6x10°
Fase 3 5% 1,2x10° 1,8x10°
Fase 4 10% 2,3x10° 4,4x10°
Fase 5 25% 3,5x10° 6,9x10°
Fase 6 35% 4,1x10° 3,6x10°
Fase 7 50% 3,3x10° 6,7x10°
Fase 8 60% 7,2x10° 8,2x10°
Fase 9 80% 2,6x10’ 1,4x10’
Fase 10 100% 3,4x10’ 1,5x10’

Fonte: proprio autor.

7 De acordo com Encyclopedia of Life (2017) e National Center for Biotechnology Information (2017),
Chlamydomonadales é o termo preferido entre seus sinbnimos (Chlorococcales, Volvocales e Volvocida).
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Entretanto, evidenciou-se que nem todos os microrganismos fitoplanctonicos
identificados nas amostras ambientais e utilizados como indculo dos ensaios de aclimatacéo
se desenvolveram positivamente em resposta ao aumento das concentragdes de efluente suino
biodigerido. Portanto, com o decorrer das etapas de aclimatagdo, foram notadas modificagoes
na diversidade das microalgas e também na morfologia celular de algumas espécies.

Em relagdo ao ensaio inoculado com a comunidade fitoplanctonica proveniente da
lagoa de &guas continentais, a densidade celular das espécies mais abundantes observadas
desde a primeira fase de aclimatacdo (Desmodesmus sp., Chlorella sp. e Scenedesmus sp.)
aumentou gradativamente até a quinta fase. Na sexta e na sétima fase, predominaram somente
Desmodesmus sp. e Chlorella sp. A partir da oitava fase, notou-se a dominancia de Chlorella
sp. (Figura 16A).

Quanto ao ensaio inoculado com a comunidade fitoplanctonica presente no espelho
d’agua formado sobre a lona do biodigestor, as espécies mais abundantes observadas desde a
primeira fase de aclimatacdo também foram Desmodesmus sp., Chlorella sp. e Scenedesmus
sp. e a densidade celular destas também aumentou gradativamente até a quinta fase. Na sexta
fase, houve queda da densidade celular de Desmodesmus sp., sendo que, a partir da sétima
fase, sua presenca ndo foi mais notada. Scenedesmus sp. manteve seu crescimento até oitava
fase de aclimatacdo. A especie que permaneceu em crescimento gradual apds todas as etapas
do ensaio foi Chlorella sp. (Figura 16B).

Tendo em vista os resultados supracitados, nota-se que determinadas concentracfes
de RSBio sdo capazes de provocar mudancas abruptas na comunidade fitoplanctonica. Esta
observacdo permite indicar que o descarte de residuo suino de forma irregular ou acidental em
corpos hidricos, ainda que esteja biodigerido, pode provocar sérios impactos ambientais.

No presente estudo, verificou-se que Chlorella sp. tem um elevado potencial
adaptativo ao RSBio. Em uma anélise preliminar da amostra de RSBio em microscopio
invertido (Olympus®, BX 51), foi notada a presenca desta espécie (densidade celular ndo
estimada) mesmo sem que tivesse sido realizada qualquer inoculacdo de microrganismos
fitoplanctonicos. Tal observacdo pode explicar o motivo de Chlorella sp. ter se desenvolvido
melhor em relacdo as outras espécies inoculadas provenientes das amostras ambientais, a
exemplo do que também foi percebido no estudo de Garcia et al. (2018). Ou seja, muito
provavelmente a estirpe que resistiu a todas as etapas do ensaio de aclimatagdo é a mesma ja

presente no residuo.
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Figura 16 — Abundancia relativa de microrganismos observados nos ensaios de aclimatacéo realizados
com amostras coletadas nos seguintes ambientes: (A) lagoa de &guas continentais; e (B) espelho
d’agua formado sobre a lona do biodigestor (n=4).
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o N B O

Fase 1 Fase 6 | Fase 7 | Fase 8 | Fase 9 | Fase 10
RSBio/(RSBio+W(C)
B Desmodesmus sp. M Chlorella sp. W Scenedesmus sp. Outras
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Fase 1 Fase 6 | Fase 7 | Fase 8 | Fase 9 | Fase 10

RSBio/(RSBio+W()

B Desmodesmus sp. M Chlorella sp. ™ Pseudoanabaena sp. M Scenedesmus sp. Outras

Fonte: proprio autor.

A aclimatacdo de microalgas provenientes de ambientes aquaticos naturais em
concentragdes progressivas de guas residuarias € importante para garantir a presenca das vias
metabdlicas utilizadas como estratégias de adaptacdo (ELLIOTT et al., 2012). Por ser um
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género versatil, Chlorella pode se desenvolver pelas vias fototrofica, heterotrofica ou
mixotréfica (VAN WAGENEN; DE FRANCISCI; ANGELIDAKI, 2015) e possui
propriedades robustas que garantem sua presenca em ambientes eutrofizados, remediando-os
e acumulando metabolitos de interesse comercial (CHENG et al., 2019).

6.4 Selecdo e Isolamento das Estirpes de Microalgas

As trés espécies mais abundantes nos ensaios de aclimatacdo (Desmodesmus sp.,
Chlorella sp. e Scenedesmus sp.) foram isoladas e mantidas em laboratério conforme
metodologia descrita no item 5.2.2.

Frente ao resultado observado nos ensaios de aclimatagdo, Chlorella sp. foi
selecionada para as proximas etapas da pesquisa. Procedeu-se, entdo, uma nova analise em
microscopio optico (Olympus®, BX 51) das amostras isoladas de Chlorella sp. para
identificacdo desta cepa em nivel de espécie. Com base em chave de identificacdo
(KOMAREK; FOTT, 1983), concluiu-se que trata-se de Chlorella sorokiniana.

6.5 Avaliacéo dos Efeitos dos Fatores Fisicos no Crescimento das Microalgas
Na Tabela 16 estdo descritas as respostas das varidveis u,,s, € A aos fatores

temperatura e luminosidade delineados no experimento de otimizacdo do cultivo de C.

sorokiniana em RSBio.
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Tabela 16 — Respostas das variaveis pys, € Ac aos fatores temperatura e luminosidade no DCCR.

Experimento  Tratamento Temgeé? tura (un%;r?é?gsgd;%es_l) (Si’“;’i) (ué;.)
1 T1 20,0 125,0 0,81 2,16
2 T1 20,0 125,0 0,81 2,29
3 T1 20,0 125,0 0,94 2,23
4 T2 22,9 36,6 1,07 2,57
5 T2 22,9 36,6 1,05 2,54
6 T2 22,9 36,6 1,18 2,55
7 T3 22,9 2134 1,90 2,26
8 T3 22,9 2134 1,97 2,29
9 T3 22,9 2134 1,87 2,28
10 T4 30,0 0,0 3,02 0,95
11 T4 30,0 0,0 3,89 0,81
12 T4 30,0 0,0 3,23 0,76
13 T5 30,0 125,0 3,56 2,46
14 T5 30,0 125,0 3,15 2,50
15 T5 30,0 125,0 3,12 2,47
16 T5 30,0 125,0 3,42 2,49
17 T5 30,0 125,0 3,39 2,54
18 T5 30,0 125,0 3,54 2,50
19 T5 30,0 125,0 4,33 2,52
20 T5 30,0 125,0 4,30 2,49
21 T5 30,0 125,0 3,76 2,48
22 T5 30,0 125,0 4,46 2,53
23 T5 30,0 125,0 3,73 2,58
24 T5 30,0 125,0 4,08 2,57
25 T6 30,0 250,0 3,24 2,47
26 T6 30,0 250,0 3,28 2,44
27 T6 30,0 250,0 3,40 2,40
28 T7 37,1 36,6 3,06 1,70
29 T7 37,1 36,6 4,08 1,92
30 T7 37,1 36,6 3,80 1,88
31 T8 37,1 2134 5,33 2,06
32 T8 37,1 2134 4,76 2,08
33 T8 37,1 213,4 5,28 1,97
34 T9 40,0 125,0 - 0,65
35 T9 40,0 125,0 - 0,53
36 T9 40,0 125,0 - 0,55

Fonte: proprio autor.

No tratamento em que foi abordada a temperatura de 40 °C (T9), as células de
microalgas ndo resistiram ja no primeiro dia, impossibilitando o ajuste dos resultados deste

tratamento ao modelo de Gompertz e, consequentemente a obtencdo dos valores de i,y
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Sendo assim, ndo foi possivel incluir os experimentos do tratamento T9 na modelagem
preditiva para sy -

De acordo com a ANOVA do DCCR para a variavel u,,s, (Tabela 17) e conforme o
esquema representativo da significancia dos coeficientes pelo diagrama de Pareto (Figura 17),
o coeficiente “temperatura x luminosidade” néo foi significativo (p>0,05) para o ajuste das
curvas de resposta e, portanto, foi excluido do modelo.

Tabela 17 — Andlise de variancia (ANOVA) do DCCR para a variavel pt, -

Fonte de variacgéo S.Q. G.L. Q.M. F p valor
Regressao 47,4923 5 9,4985 44,1788 3,64x10™"2
Temperatura 43,6242 1 43,6242 308,8527  1,39x10™°
Temperatura? 3,15396 1 3,15396 22,3295 7,59x10°%
Luminosidade 1,78488 1 1,78488 12,6367 1,54x10%
Luminosidade? 0,89637 1 0,89637 6,34615 1,85x10
Temperatura X Luminosidade parametro excluido do modelo (p>0,05)

Residuo 6,12545 28 0,21877

Falta de ajuste 2,59430 3 0,86477 6,1224 2,87x10°
Erro puro 3,63115 25 0,14125

Total 53,29729 32

R? 0,88507

R? ajustado 0,86865

Fonte: proprio autor.

Figura 17 — Diagrama de Pareto dos coeficientes do modelo preditivo obtidos do DCCR para a variavel

HUmax -
Temperatura -'1?_5?’42-

Temperatura® -4, 72541
Luminosidade 2.997326
Luminosidade’ -2.51916
Temperatura x Luminosidade 1/506185
p=.05%

Fonte: proprio autor.
Nota: Barras horizontais a direita do limite de significancia (p<0,05) representam os coeficientes que
foram estatisticamente significativos para o0 modelo.

As superficies de resposta geradas pelo modelo para predizer u,s, da cepa C.

sorokiniana em funcéo da temperatura e luminosidade estdo apresentadas na (Figura 18).
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Figura 18 — Superficies de resposta geradas pelo modelo preditivo de w4, para a cepa Chlorella
sorokiniana cultivada em RSBio em funcéo da temperatura e da luminosidade.
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Fonte: proprio autor.
Nota: Pontos azuis representam os pontos experimentais delineados no experimento de otimizacéo do
cultivo de Chlorella sorokiniana em RSBio, para a geracdo do modelo preditivo.
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Mesmo com a impossibilidade de incluir na modelagem o tratamento T9 (40 °C / 125
umol fétons m2s7), o modelo preditivo de u,,s, (Equacio 6) apontou regides 6timas acima da
faixa experimental de temperatura, indicando valores de u,,:, acima de 4 dia? para
temperaturas superiores a 40 °C em intensidades luminosas variando entre 160 e 210 pmol

fotons m2 sL.

Hmax = -12,19757 + 0,80961*temperatura - 0,01021*temperatura® + 0,01023*luminosidade ©6)
- 0,00003*luminosidade?

De acordo com estudo de Kessler (1985), que investigou os limites superiores de
temperatura para 13 espécies de Chlorella, foi constatado que somente C. sorokiniana possui
caracteristica termofilica, com tolerancia maxima de temperatura na faixa de 38 a 42 °C.
Segundo o autor, o limite de tolerancia é especifico para cada espéecie do género. Portanto,
esta informacédo corrobora a identificagdo microscopica da cepa realizada na etapa de selecéo
e isolamento desta pesquisa.

Tendo em vista a necessidade de ajuste do modelo preditivo, a estratégia para
deslocar o ponto otimo de w4, Para niveis centrais seria realizar experimentos em
temperaturas mais elevadas. Entretanto, como ja mencionado, a temperatura de 40 °C foi
limitante para o cultivo de C. sorokiniana em RSBIio, 0 que, neste caso, tornou esta estratégia
refutavel.

Baseando-se na superficie do modelo e nos valores experimentais de u,,s, (Tabela
16) observou-se que na temperatura de 37,1 °C, houve um gradiente de u,,s, em funcéo do
aumento da intensidade luminosa (36,6 a 213,4 pmol fétons m? s1). No estudo de Santos
(2013), também se verificou maiores otimizac6es de u,,s, de duas cepas de Chlorella spp. em
temperaturas entre 37 e 41 °C e intensidades luminosas entre 170 a 220 pmol fétons m2 s,

A condicdo de 37,1 °C e 179 pmol fotons m? s foi, portanto, escolhida para a
execucdo da validacio. Nesta condigdo, o valor de p,,s, previsto pelo modelo foi de 4,81 dia*
e o valor encontrado experimentalmente para valida-lo (n=5) foi de 3,63 + 0,46 dia. Houve
variacao de 24,5% entre o valor previsto e o real, indicando que o modelo preditivo de 4,
poderia ser melhorado, caso seu valor de R? ajustado (Tabela 17) de 0,86865 fosse maior.

Nos estudos de Franco et al. (2012), foi observado que, na temperatura 6tima de
crescimento para C. sorokiniana (38 °C), a taxa de crescimento especifica foi de 4,32 dia™.

Para a variavel A., de acordo com a ANOVA do DCCR (Tabela 18) e conforme o

esquema representativo da significancia dos coeficientes pelo diagrama de Pareto (Figura 19),



82

todos os termos do modelo quadrdtico (temperatura, temperatura?, luminosidade,
luminosidade?, temperatura x luminosidade) foram significativos (p<0,05) e incluidos na

modelagem.

Tabela 18 — Andlise de variancia (ANOVA) do DCCR para a variavel A¢.

Fonte de variacgéo S.Q. G.L. Q.M. F p valor
Regresséo 9,65682 5 1,93137 10,645 5,98x10
Temperatura 4,04358 1 4,04358 1188,224  7,37x10*
Temperatura? 2,88641 1 2,88641 848,186 6,22x102?
Luminosidade 1,79086 1 1,79086 526,252 3,06x10%
Luminosidade? 1,42369 1 1,42369 418,359 5,76x108
Temperatura X Luminosidade 0,17184 1 0,17184 50,496 1,22x10°
Residuo 5,44279 30 0,181426

Falta de ajuste 5,35091 3 1,7883637 524,130 4,97x10%
Erro puro 0,09188 27 0,003403

Total 15,09962 35

R? 0,63954

R? ajustado 0,57946

Fonte: proprio autor.

Figura 19 — Diagrama de Pareto dos coeficientes do modelo preditivo obtidos do DCCR para a variavel

Ac.
Temperatura -—34_4TUE-
Temperatura® .—29_1235
Luminosidade 2294018
Luminosidade’ -20.4538
Temperatura x Luminosidade | 7108035

p=.05

Fonte: proprio autor.
Nota: Barras horizontais a direita do limite de significancia (p<0,05) representam 0s coeficientes que
foram estatisticamente significativos para o modelo.

As superficies de resposta geradas pelo modelo para predizer A, da cepa C.

sorokiniana em funcéo da temperatura e luminosidade estéo apresentadas na Figura 20.
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Figura 20 — Superficies de resposta geradas pelo modelo preditivo de A, para a cepa Chlorella
sorokiniana cultivada em RSBio em fungdo da temperatura e da luminosidade.
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Fonte: proprio autor.
Nota: Pontos azuis representam os pontos experimentais delineados no experimento de otimizacéo do
cultivo de Chlorella sorokiniana em RSBio, para a geracdo do modelo preditivo.
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O modelo preditivo de A (Equacgéo 7) aponta para valores maiores do que 2,6 (u. a.)
em niveis de temperatura de 24 a 29 °C e intensidades luminosas entre 125 e 200 pmol fotons

m2s1,

Ac=-2,93392 + 0,38255*temperatura - 0,007739*temperatura® + 0,00608*luminosidade - )
0,00003*luminosidade® + 0,00019*temperatura*luminosidade

Na condicdo escolhida para a validagdo, 26 °C e 160 umol fotons m2 s, o valor de
A previsto pelo modelo foi de 2,66 (u. a.) e o valor encontrado experimentalmente para
valida-lo (n=5) foi de 2,50 + 0,03 (u. a.). Houve variacdo de 6,4% entre o valor previsto e 0
real, indicando que o modelo preditivo de A, esta calibrado para o ponto testado, embora de
acordo com a ANOVA (Tabela 18), o R? ajustado para este modelo tenha sido de 0,57946.

6.6 Avaliacdo da Remocéao de Nutrientes e da Producéo de Biomassa e Metabdlitos

O ensaio de remocdo de nutrientes e da producdo de biomassa e metabolitos foi
baseado na melhor condicdo observada em relacdo a variavel resposta A.. Portanto, foi
adotada como condicdo otimizada a temperatura a 26 °C e luminosidade de 160 pmol fétons
m2s?, com fotoperiodo claro/escuro ajustado para 12h/12h.

Na Figura 21 estd apresentada a regressdao linear entre absorbancia e biomassa,

utilizada para a avaliacdo do crescimento de C. sorokiniana em RSBio.

Figura 21 — Regressdo entre solidos suspensos totais e absorbancia (A = 683 nm) para o cultivo de
Chlorella sorokiniana em RSBio.
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Fonte: proprio autor.
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O comportamento das variaveis monitoradas nos tratamentos RSBio0, RSBiol0,

RSBio40 e RSBio60 estd representado nas Figura 22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25,

respectivamente, e discutido nos subitens a seguir.

Figura 22 — Monitoramento do tratamento RSBio0O (sem inéculo de Chlorella sorokiniana) no ensaio
de remocdo de nutrientes e de produgdo de biomassa e metabdlitos.
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Figura 23 — Monitoramento do tratamento RSBiol0 (in6culo inicial de Chlorella sorokiniana de
1x10° células mL™) no ensaio de remocao de nutrientes e de produgio de biomassa e metabolitos.
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Figura 24 — Monitoramento do tratamento RSBio40 (indculo inicial de Chlorella sorokiniana de
4x10° células mL™) no ensaio de remocao de nutrientes e de producéo de biomassa e metabdlitos.
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Figura 25 — Monitoramento do tratamento RSBio60 (in6culo inicial de Chlorella sorokiniana de
6x10° células mL™) no ensaio de remocao de nutrientes e de producéo de biomassa e metabdlitos.
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Fonte: proprio autor.

A Tabela 19 apresenta a compilacdo dos principais parametros de crescimento, 0
perfil bioquimico da biomassa produzida, suas produgdes e produtividades e remocdo de

nutrientes.



Tabela 19 — Compilacdo dos principais pardmetros de crescimento, perfil bioguimico da biomassa, suas producdes e produtividades e remocdo de nutrientes.

Parametros RSBio0 RSBio010 RSBio40 RSBi060

Perfil bioquimico *

Biomassa (mg L ™) 280,8 658,6 700,9 675,5

Clorofila a (mg L™) (%) 0,10 0,0 24,7 3,9 25,6 3,7 23,9 34
Lipideos (mg L™) (%) 44,90 16,0 217,8 33,1 238,5 34,0 214,3 31,7
Proteinas (mg L™) (%) 152,1 54,2 148,6 22,6 130,8 18,7 111,4 16,5
Carboidratos (mg L) (%) 162,54 44,6 172,7 27,0 302,0 43,9 254,1 36,1
Producdes (incrementos) e produtividades *

Biomassa (mg L™) (mg L™ dia™) (%) 00 00 0,0 300,3 16,7 83,8 172,9 9,6 32,7 27,3 3,1 4,2
Clorofilaa (mg L) (mg L™ dia™) (%) 00 00 0,0 23,5 1,6 1.869,0 21,6 1,4 547,8 17,4 1,2 270,6
Lipideos (mg L™) (mg L™ dia™) (%) 57 03 14,5 1706 95 361,4 87,6 4,9 58,1 30,0 1,7 16,3
Proteinas (mg L) (mg L™ dia®) (%) 200 1,1 15,6 16,3 0,9 12,5 39,5 2,2 43,7 36,5 2,0 48,9
Carboidratos (mg L) (mg L™ dia?) (%) 97,0 6,5 148,0 86,5 5,8 100,4 2549 17,0 564,4 186,4 12,4 275,6
Remocbes no substrato

Remog&o de DQO (mg L™) (%) 292,00 8,0 794,9 22,0 2.404,8 69,3 2.027,9 60,0
Remoc&o de N-amoniacal (mg L™) (%) - - 120,5 34,5 188,8 77,6 139,1 80,0
Remogéo de PO,* (mg L™) (%) - - 5,1 34,8 5,0 39,0 2,5 23,9
Relagdo N:P assimilado (M) - 52:1 84:1 124:1

Fonte: proprio autor.

Nota: *calculado no dia em que se alcangou o valor maximo de producdo de cada constituinte (15° dia para clorofila a e carboidratos e 18° dia para biomassa,

lipideos e proteinas).

/8
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6.6.1 Modelo de Gompertz

Né&o foi possivel ajustar o modelo de Gompertz para todos os tratamentos, pois em
RSBio0 ndo havia in6culo de microalgas, logo ndo se obteve uma curva de crescimento, além
de que em RSBi060 ndo houve crescimento fitoplanctonico expressivo entre o inicio e o final
do ensaio.

A velocidade maxima de crescimento (u,s) €m RSBiol0 (0,41 dia?l) e RSBio40
(0,12 dia?) foi 6,9 e 23,5 vezes inferior a observada no ensaio de avaliagio dos fatores fisicos
no crescimento das microalgas (2,82 dia™) considerando as mesmas condi¢Ges de cultivo (26
°C e 160 umol fotons m2 s1). No mesmo sentido, para estes dois tratamentos a amplitude de
crescimento (A.) foi respectivamente 2,1 e 5,6 vezes inferior a obtida no ensaio de otimizacao
(2,66 u.a.).

Vale ressaltar que, embora em ambos 0s ensaios as culturas foram inoculadas quando
se encontravam em fase exponencial de crescimento, no ensaio de avaliacdo dos fatores
fisicos inoculou-se 1,3x107 células mL™? e no ensaio de recuperagdo de nutrientes, os
tratamentos RSBiol0 e RSBio40 iniciaram com 1,0x10° e 4,0x10° células mL?,
respectivamente.

Deste modo, ha indicios de que, independentemente de a cultura ter sido inoculada em
fase exponencial de crescimento, houve efeito da densidade celular inicial nos parametros de
crescimento, possivelmente porque em menores concentracdes de indculo podem ter ocorrido
relacdes desarmonicas interespecificas (competicdo, predatismo ou amensalismo) que tenham
prejudicado o desenvolvimento das microalgas, haja vista que seu cultivo em residuo suino
biodigerido ndo foi conduzido para que ocorresse de forma axénica.

Hu et al. (2012) observou que, ap6s cultivo por 5 dias em escala laboratorial,
Chlorella sp. alcangou taxa de crescimento de 0,90 dia™ no efluente diluido de agua residuaria
de suinos previamente enriquecido com acidos graxos volateis provenientes da fermentacao

acidogénica.

6.6.2 Manutencdo, Producdes e Produtividades

6.6.2.1 Biomassa

No tratamento em que C. sorokiniana ndo foi inoculada (RSBio0), ndo houve

variacdo expressiva da biomassa ao longo do periodo avaliado, mantendo um valor médio de
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290,6 + 8,8 mg L. O maior incremento de biomassa (83,8%, p<0,05) ocorreu em RSBi010,
representando um aumento absoluto de 300,3 mg L em relacéo ao dia 0, superior aos 32,7%
(172,9 mg L) e aos 4,2% (27,3 mg L) dos incrementos observados nos tratamentos
RSBi040 e RSBi060, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre 0s
valores de biomassa observados ao final do periodo avaliado nos tratamentos RSBiol0,
RSBi040 e RSBi060 (p>0,05). Com excec¢éo do tratamento RSBio0, os cultivos chegaram em
fase estaciondaria no 12° dia, com um leve declinio somente em RSBi060, a partir desta data.

Em estudo de cultivo de C. vulgaris em &guas residuérias de suinos, Nam et al.
(2017) observaram que, quando o residuo foi diluido 8 vezes (concentragdes iniciais de
1.481,3, 298,2 e 42 mg L™ para DQOsover, N-NH4* e P-Total, respectivamente), a
produtividade de biomassa foi de 247,0 mg L dia™, ou seja, 14,8 vezes superior a alcancada
em RSBi010 (concentragdes iniciais de 3.616,0, 349,6 e 14,7 mg L para DQO, N-amoniacal
e P-PO4*, respectivamente).

Amini et al. (2016) verificaram que o crescimento de C. vulgaris em residuo suino
(concentracdes iniciais de 102 e 76 mg L™ dia™ de N-Total e P-Total, respectivamente) foi na
proporcdo de 160 mg L™ dia?, 9,6 vezes superior a alcangada em RSBio10.

Leite et al. (2019) realizaram o crescimento de C. sorokiniana em uma mistura de
esgoto sanitario com residuo de suinocultura na proporcdo de 3:1 previamente tratada em
Reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente (concentracéo inicial média de DQO de 6.992,0 mg L
1. Apos 7 dias, a produtividade média de biomassa foi de 142,86 mg L* dia?, 8,6 vezes
superior a maxima alcangada nesta pesquisa (16,7 mg L™ dia) no tratamento RSBio10.

Nos experimentos de Dinnebier et al. (2021), verificou-se que o cultivo de C.
sorokiniana em residuo suino digerido com concentrag@es iniciais de 1.000,0 mg L™ de N-
amoniacal e pH neutro (7,0 a 7,5) alcancou sua produtividade maxima de biomassa (198,0 mg
L? dial), aproximadamente 12 vezes superior a obtida nesta pesquisa, no tratamento
RSBIi010, cuja concentracdo inicial de N-amoniacal foi quase 3 vezes menor e o pH entre 8,0
e 8,5.

Nos estudos de Wang et al. (2015), a utilizacdo de agua residuaria de suinos diluida 5
vezes (concentragdes iniciais de 3.665, 264,8 e 174 mg L™ para DQO, N-NH; e P-PO.%,
respectivamente) para o crescimento de C. vulgaris, resultou no incremento médio de
biomassa de 451,4 mg L™ dia’l, 27 vezes a mais que o obtido neste trabalho, em RSBio10.

Cultivando um consoércio de microalgas com dominancia do género Chlorella, Ayre
Moheimani e Borowitzka. (2017) reportaram que, ao dobrar a concentracdo de aménia de 800

para 1.600 mg L, notou-se reducdo de 21% de produtividade de biomassa ao final do mesmo
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periodo avaliado (37 dias). Entretanto, na cultura cultivada a 1.600 mg L e com adicdo de
CO; para manter o pH em valor de 8,0, foi observado aumento de 17% na produtividade de

biomassa.

6.6.2.2 Clorofila a

Como esperado, em RSBio0 ndo houve producéo de clorofila a, devido a auséncia de
microrganismos fototréficos na mistura reacional. Nos demais tratamentos, a relagdo clorofila
a/biomassa teve aumento gradativo, partindo de valores entre 0,0 e 1,0% no dia O e
alcangando valores entre 3,4 e 3,9% no dia 15. O maior incremento clorofila a entre os dias 0
e 15 (1.869,0%; p<0,05) ocorreu em RSBIi010, representando um acréscimo absoluto de 23,5
mg L, superior aos acréscimos de 547,8% (21,6 mg L) e de 270,6% (17,4 mg L?)
observados neste mesmo periodo nos tratamentos RSBio40 e RSBio60, respectivamente.
Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os teores de clorofila a observados ao final
de 15 dias nos tratamentos RSBiol10, RSBio40 e RSBio60 (p>0,05). A partir do 15° dia,
observou-se declinio na concentracao de clorofila a em todos os tratamentos, possivel indicio
de sua degradacéo.

Deng et al. (2017) observaram que o contetido de pigmentos em C. vulgaris atingiu
valores maximos de 3,4% e 2,5% quando cultivada em residuo suino digerido diluido 3 vezes,
autoclavado (concentragdes iniciais de 6.567, 134 e 39 mg L para DQO, N-Total e P-Total)
e ndo autoclavado (concentragdes iniciais de 6.200, 154 e 38 mg L para DQO, N-Total e P-
Total), respectivamente. Estes dados condizem com os relatos de Nam et al. (2017), que
verificaram maiores acumulos de clorofila nas células de C. vulgaris cultivadas em residuo
suino diluido 6, 8 e 10 vezes, sendo que a maior concentracdo final de clorofila a foi de 184,2
mg L em residuo diluido 8 vezes (concentracdes iniciais de 1.481, 307 e 4,2 mg L para
DQOsoiavel, N-Total e P-Total, respectivamente), ou seja, teor de clorofila a superior em 7,5 e

7,7 vezes aos obtidos neste presente trabalho em RSBio10 e RSBio40, respectivamente.

6.6.2.3 Lipideo

N&o houve variagdo expressiva na concentracdo de lipideos em RSBio0 entre os dias
0 (39,2 mg L) e 18 (44,9 mg L ). O maior incremento de lipideos (361,4%; p<0,05) ocorreu
em RSBi010, representando um aumento absoluto de 170,6 mg L em relagdo ao dia O.
Incrementos de 58,1% (87,6 mg L), 16,3% (30 mg L) e 14,5% (5,7 mg L) foram
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observados nos tratamentos RSBi0o40, RSBio60 e RSBio0, respectivamente. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa entre as concentracGes de lipideos observadas ao final do
periodo avaliado nos tratamentos RSBi010, RSBio40 e RSBio60 (p>0,05), correspondentes
entre 31,7 e 34,0% da biomassa.

Ganeshkumar et al. (2018) cultivaram Chlorella sp. em misturas de aguas residuérias
de suinos com as de vinicolas e encontraram que, na proporcéo de 20:80 (suino:vinicola), foi
alcancado o maior teor de lipideos (51% em relacéo a biomassa seca).

Quando C. vulgaris foi cultivada por Nam et al. (2017) em residuo suino diluido 8
vezes (concentracdes iniciais de 1.481, 307 e 4,2 mg L™ para DQOsoiavel, N-Total e P-Total,
respectivamente), a produtividade lipidica foi de 67 + 6 mg L dia?® (7 vezes superior a
alcangada neste trabalho, em RSBi010).

Chlorella sp. foi cultivada por Hu et al. (2012) em &gua residuaria de suinos
enriquecida com 4&cidos organicos oriundos de uma fermentacdo acidogénica realizada
previamente (concentracdes iniciais de DQO entre 1.300 e 2.000 mg L, de N-Total entre 100
e 110 mg Lt e de P-POs* entre 28 e 35 mg L). Apds 7 dias de cultivo em batelada em
escala laboratorial, foi obtida uma biomassa de microalgas composta por cerca de 30% de
lipideos em todos os tratamentos realizados.

Gatti et al. (2006) observaram produtividades lipidicas de 18,3 e 20,0 mg L* dia*
para C. minutissima cultivada em misturas de agua autoclavada com residuo suino
biodigerido filtrado e autoclavado, cujas concentracdes iniciais de nitrogénio eram de 23,0 e
34,5 mg LY, respectivamente. Ou seja, tais autores obtiverem valores acima do dobro do
alcancado na melhor condi¢do experimentada nesta pesquisa para o0 parametro em questao.

No trabalho de Zhu et al. (2013), o cultivo de C. zofingiensis em agua residuéria de
suino diluida (concentragdo inicial de DQO de 1.900 mg L) apresentou produtividade
lipidica de 110,56 mg L* dia?, o que representou um contetido de lipideos e 37,5% em
relacdo a biomassa seca.

Outros autores que desenvolveram cultivo de Chlorella spp. em residuo suino
alcancaram producdo de biomassa com teor lipidico variando entre 27,0 e 45,8 %, com
produtividades de lipideos de 7,2 a 100 mg L™ dia® (HU et al., 2012; WANG et al., 2012;
ABOU-SHANAB et al., 2013; JI et al., 2013; ZHU et al., 2013; YUAN et al., 2013;
MARJAKANGAS et al., 2015).
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6.6.2.4 Proteina

Os maiores incrementos de proteinas (48,9 e 43,7%; p<0,05) ocorreram
respectivamente nos tratamentos RSBio60 e RSBio40 e correspondem aos aumentos
absolutos de 36,5 e 39,5 mg L em relagdo ao dia 1. Incrementos de 15,6% (20,0 mg L1) e de
12,5% (16,3 mg L) foram notados nos tratamentos RSBio0 e RSBi010, respectivamente. Ao
final do periodo avaliado, as maiores concentracdes de proteinas foram observadas nos
tratamentos RSBio0 e RSBio10 (152,1 e 148,6 mg L™; p<0,05), superior a dos tratamentos
RSBi040 (130,8 mg L) e RSBio60 (111,4 mg L™Y).

Nos ensaios de Dinnebier et al. (2021), ap6s 10 dias, o crescimento da biomassa de
C. sorokiniana no residuo suino biodigerido apresentou alto teor de proteinas (59,5%) devido
a elevada concentracdo inicial de nitrogénio amoniacal (1.300 mg L™). Michelon et al. (2015)
também cultivaram Chlorella sp. em residuo suino digerido contendo inicialmente 750,4 +
49.7 mg N-NHs L ¢, ao final de 25 dias de ensaio, observaram fracdo de 58,9% de proteinas

na biomassa de microalgas.

6.6.2.5 Carboidrato

Em relacdo aos carboidratos, o0 maior incremento (564,4%; p<0,05) entre os dias 1 e
15 ocorreu no tratamento RSBio40 e corresponde a um aumento absoluto de 254,9 mg L em
relacdo ao dia 1, ou seja, uma média de 17,0 mg L™ dia™. Incrementos de 275,6% (186,4 mg
L), 148,0% (97,0 mg L) e 100,4% (86,5 mg L) foram observados nos tratamentos
RSBIi060, RSBio0 e RSBi010, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca significativa
entre as concentracdes de carboidratos observadas no 15° dia nos tratamentos RSBi010,
RSBio40 e RSBio60 (p>0,05). A partir desta data, observou-se declinio na concentracdo de
carboidratos em todos os tratamentos.

Em cultivo de C. vulgaris em residuo suino digerido diluido (concentracéo inicial de
233 mg N-NH,* LY), Marjakangas et al. (2015) verificaram que, apds 16 dias, o acréscimo de
carboidratos na fase liquida foi de 150 mg L™ (média de 9,4 mg L™ dia), enquanto que Wang
et al. (2015) observaram produtividade de carboidrato de 182 mg L™ dia, obtendo teor de
58,3% de carboidratos apds 5 dias de cultivo de C. vulgaris neste mesmo tipo de residuo com

concentragéo inicial de 264,8 mg N-NH3 L.
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6.6.2.6 pH

Em todos os tratamentos, ndo houve variagdes marcantes no pH até o dia 15, os quais
mantiveram valores entre 8,1 e 8,9. No dia 18, foi observada uma queda de pH nos
tratamentos RSBi040 e RSBio60 para valores de 6,9 e 7,1, respectivamente, 0 que sustenta a
hip6tese de que um processo de digestdo acida da matéria organica estaria se iniciando.

Segundo Vadlamani,et al. (2017), o género Chlorella é resiliente a condicGes
extremas de pH alcalino. Em valores de pH abaixo de 9,2, como observado nesta pesquisa, a
fracdo ibnica de nitrogénio (ion aménio) é dominante. A manutencdo do pH médio até niveis
alcalinos baixos permite a existéncia desta forma i6nica ndo toxica. (NAGARAJAN et al.,
2019).

6.6.3 Remoces no substrato

6.6.3.1 Demanda Quimica de Oxigénio

A maior remo¢do de DQO (69,3%; p<0,05) ocorreu no tratamento RSBi040,
representando uma queda absoluta de 2.404,8 mg L™ em relagdo ao dia 0. Remogdes de
60,0% (2.027,9 mg L), 22,0% (794,9 mg L) e 8,0% (292,0 mg L) de DQO foram
observadas nos tratamentos RSBio60, RSBiol0 e RSBio0, respectivamente. Ao final do
periodo avaliado, a menor concentracdo de DQO foi observada no tratamento RSBio40
(1.065,3 mg L; p<0,05), inferior a dos tratamentos RSBio60 (1.354,3 mg L), RSBio10
(2.820,2 mg L) e RSBi00 (3.359,3 mg L™1).

De acordo com Wang et al. (2015), C. vulgaris pode utilizar com eficiéncia
nutrientes e DQO de aguas residudrias de suinos, com eficiéncia de remoc¢édo de DQO de até
76%. No estudo de Hu et al. (2012), esta cepa teve um bom crescimento neste tipo de efluente
quando enriquecido com acidos organicos volateis diluidos da fermentacdo acidogénica,
apresentando remocéo de DQO de 458,4 mg L (12,5 %) ap6s 5 dias de cultivo em batelada,
em escala laboratorial.

No cultivo de C. zofingiensis em agua residuaria de suinos diluida (concentracéo
inicial de DQO de 1.900 mg L), Zhu et al. (2013) verificaram remogdo de 79,8% de DQO

apos 7 dias de ensaio.
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Um consoércio de Chlorella spp. e Scenedesmus spp. foi cultivado por Kumar et al.
(2018) para tratar residuo de suino cuja concentragdo inicial de DQO era de 1.200 mg L™
Ap0s 18 dias de cultivo, os autores observaram remogdo de 56% da DQO.

Contrariamente aos seus proprios resultados de outros estudos, Marjakangas et al.
(2015) identificaram aumento de 6 vezes (354,4 mg L) na concentragdo de DQOsolavel apOS 8
dias de cultivo de C. vulgaris em residuo suino digerido diluido, demonstrando que espécies
semelhantes a Chlorella podem liberar o carbono total assimilado na forma de compostos

organicos extracelulares.

6.6.3.2 Nitrogénio Amoniacal

Né&o houve variagao expressiva na concentragdo de nitrogénio amoniacal em RSBio0
ao longo do periodo avaliado, sendo que o valor medio foi de 399,2 + 17,1 mg N-amoniacal L
1 As maiores remocOes de nitrogénio amoniacal (80,0 e 77,6%; p<0,05) ocorreram
respectivamente nos tratamentos RSBio60 e RSBio40 e correspondem a reducdes absolutas
de 139,15 e 188,78 mg N-amoniacal L em relagdo ao dia 0. Remogcéo de 34,5% (120,5 mg
N-amoniacal L?) foi observada no tratamento RSBio10. Ao final do periodo estudado, as
menores concentracOes de nitrogénio amoniacal foram observadas nos tratamentos RSBio60 e
RSBio40 (34,9 e 54,7 mg N-amoniacal L*; p<0,05), inferior a dos tratamentos RSBio10
(229,1 mg N-amoniacal L) e RSBi010 (392,4 mg N-amoniacal L™).

Zhu et al. (2013) cultivaram C. zofingiensis em &gua residuaria de suino diluida
(concentracdo inicial de 83,2 mg N-Total L) e verificaram 82,7% de remogéo de nitrogénio
total. Este mesmo tipo de efluente, apds ser enriquecido com &cidos organicos volateis, foi
utilizado por Hu et al. (2012) para cultivar C. vulgaris. Ao final de 5 dias de cultivo, os
autores observaram remoc¢do média de 69,5 mg N-Total L2, correspondente a 31,6% da
concentracdo inicial.

Em ensaios realizados com mistura na proporcao de 3:1 (v/v) de esgoto sanitario e
residuo de suinocultura previamente tratada em Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente, com
concentragdes iniciais superiores a 170 mg N-NHs L, Leite et al. (2019) obtiveram 100% de
remogao de N-NHz3 a partir de 4 dias de cultivo de C. sorokiniana neste residuo.

Os estudos de Deng et al. (2017) revelaram que C. vulgaris cresceu melhor em
residuo suino digerido ndo autoclavado e diluido em trés vezes (concentracdo inicial de 125
mg N-NHs* L e de 230 mg N-Total L), apresentando eficiéncia de remocao de 99,8% para
N-NH4" e de 67,4% para N-Total.
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O crescimento de cultura mista de microalgas predominante composta por Chlorella
sp. em sistema aberto mostrou potencial de remogédo de 63,7 + 12 mg N-NH,* L dia?® do
residuo suino digerido de forma anaerdbia (AYRE; MOHEIMANI; BOROWITZKA, 2017).

Em estudo sobre o cultivo mixotréfico de C. pyrenoidosa em &agua residuaria de
suinos, Wang et al. (2012) observou que a taxa de remoc¢do de N-NHj3 foi superior a 90% em
todas as amostras diluidas, sendo que a maxima remocao (95,1%) ocorreu em residuo com
concentracdo inicial de 70 N-NH; mg L™

De Godos et al. (2009) apontaram eficiéncias de remocdo entre 94 e 100% para N-
NH4* ap6s cultivar, por 7 dias, C. sorokiniana em consorcio com bactérias nativas de lodo
ativado em fotobiorreator tubular de biofilme alimentado continuamente com &gua residuéria
de suinos pré-tratada, com concentracio inicial de 656 mg N-NH4* L.

Estudo semelhante foi realizado por Hernandez et al. (2013), que alcangaram
eficiéncia de remocdo de 82,7% utilizando 0 mesmo consorcio e 0 mesmo substrato, porém
em sistema aberto suspenso com concentragdo inicial de 12,3 mg N-NHs* L.

Gonzélez-Fernandes, Molinuevo-Salces e Garcia-Gonzalez (2011) avaliaram a
remocdo de N-NH.* no cultivo de um consdrcio algas-bactérias nativas de agua residuéria de
suinos. Os autores verificaram que, independentemente de o residuo utilizado ser bruto ou
digerido, foi possivel remover até cerca de 94% de N-NH4" ap6s 10 dias de cultivo, o que
representou mais de 300 mg N-NH4* L't em ambos os casos.

Outro consorcio de microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e
Chlamydomonas reindhardtii) foi cultivado em aguas residuarias de suinos por Molinuevo-
Salces et al. (2016) com concentragdes de 60 a 300 mg N-NH4" L, com intuito de trata-las.
Nesse experimento, o consorcio removeu 99% de N-NHs" das aguas residuais em todos os
tratamentos, sendo que nos primeiros oito dias de operacdo foi possivel notar cerca de 70 %
de remocéo.

Remocéo de 81,1% de N-amoniacal (729,9 mg N-amoniacal L) foi observada em
ensaio realizado por Dinnebier et al. (2021) que cultivou, em escala laboratorial, C.
sorokiniana em residuo suino biodigerido por 10 dias, mantendo o pH entre 7,0 e 7,5.

Esta mesma espécie foi cultivada em simbiose com bactérias de lodo ativado por
Godos et al. (2010), que avaliaram a capacidade desse consorcio em remover nitrogénio de
aguas residuarias de suinos diluidas 4 e 8 vezes (concentragdes iniciais de 350 e 190 mg N-
NH.* L, respectivamente). Os autores apontaram eficiéncias de remocdo de 21 + 4% e 25 +

13% de N-NH4" para as respectivas diluigdes.
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Apos cultivarem C. vulgaris por 12 dias em lagoa aberta contendo &gua residuéria de
suinocultura previamente tratada por via anaerobia, Wang et al. (2016) observaram remogao
de 89,5% de N-Total, equivalente a 43,8 mg N-Total L™,

Nos estudos de Kumar et al. (2018), um consorcio de espécies de microalgas
incluindo as dos géneros Chlorella e Scenedesmus foi capaz de remover 50% de N-Total (295
mg N-Total L) e 59% de N-NH4* (36,5 mg N-NH4* L) de residuo suino, apds cultivo por
18 dias.

Apobs 12 dias de cultivo de C. vulgaris em agua residuaria de suinos ndo diluida
(concentragéo inicial de 313,3 + 19,4 mg N-Total L™V, Wen et al. (2017) verificou remocéo de
90,5% de N-Total.

Também foi observada remogdo de 85% de N-total (844,9 mg N-Total L) ap6s 176
dias de cultivo de Chlorella sp. em fotobiorreator aberto operado com tempo de retencdo
hidraulica de 27 dias para tratar agua residuaria de suinos (GARCIA et al., 2018).

6.6.3.3 Ortofosfato

Com relacdo ao ortofosfato, ndo houve variacdo expressiva de suas concentracdes em
RSBIo0 entre os dias 2 e 15, sendo que, neste periodo, o valor medio foi de 18,3 + 0,6 mg P-
PO.* L. Entretanto, no inicio e no final do ensaio (dias O e 18), os valores deste nutriente
foram sutilmente menores neste tratamento, 13,5 e 15,1 mg P-PO.* L, respectivamente. A
maior remocao de ortofosfato (39,0%; p<0,05) ocorreu no tratamento RSBio40 e representa
reducéo absoluta de 4,95 mg P-PO4* L* em relagdo ao dia 0. Remogdes de 34,8% (5,1 mg P-
PO.* L) e 23,9% (2,5 mg P-PO,* L) foram observadas respectivamente nos tratamentos
RSBIi010 e RSBi060. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes de
ortofosfato observadas ao final do periodo avaliado nos tratamentos RSBi010, RSBio40 e
RSBi060 (p>0,05).

Deng et al. (2017) cultivaram C. vulgaris em residuo suino digerido e diluido 3 vezes
(concentracdo inicial de 38,9 mg P-Total L) e verificaram remocdes entre 49,3% e 54,4% de
P-Total ao final de 7 dias.

Em cultivo de C. zofingiensis em agua residuaria de suinos diluida, contendo 84,7
mg P-Total L%, Zhu et al. (2013) observaram, ap6s 10 dias de ensaio, remogdo de 98,2% de
P-Total. Com C. sorokiniana, Godos et al. (2010) observaram remocdo de 54% de P-Total ao

final de 18 dias de cultivo em residuo suino diluido contendo inicialmente 19,4 mg P-Total L.



97

Um consorcio de C. sorokiniana e bactérias nativas de lodo ativado foi cultivado por
De Godos et al. (2009) em fotobiorreator tubular de biofilme contendo &gua residuéria de
suinos pré-tratada, com concentragdo inicial de 117 mg P-PO,% L. Tais autores relataram
eficiéncias de remocéo entre 70 e 90% para P-PO.* ao final de 7 dias de cultivo.

C. vulgaris crescida por 5 dias em &gua residuéria de suinos, bruta e esterilizada,
enriquecidas com &cidos organicos volateis, removeu 12,0 e 17,9 mg PO L%,
respectivamente (21,8 e 32,5% da concentragdo inicial) (HU et al., 2012).

Nam et al. (2017) apontaram remogdo de 97,6% de P-PO.* quando cultivaram C.
vulgaris por 12 dias em &gua residuéria de suinos diluida 8 vezes (concentracéo inicial de
19,9 mg P-POs*> LY).

Apobs 12 dias de cultivo de C. vulgaris em agua residuéria de suinos ndo diluida
(concentragéo inicial de 56,2 + 12,4 mg P-Total L), Wen et al. (2017) observaram eficiéncia
de remocéo de 91,5% de P-Total.

Remocdo de mais de 90% de ortofosfato (superior a 25 mg P-PO,* L7) foi
observada em ensaio realizado por Dinnebier et al. (2021), ao cultivarem, em escala
laboratorial, C. sorokiniana em residuo suino biodigerido por 10 dias, mantendo o pH entre
7,0e7,5.

Apols 176 dias de ensaio, Garcia et al. (2018) verificaram remocdo de P-Total de
92% (20,7 mg P-Total L) por meio do cultivo de Chlorella sp. em fotobiorreator aberto
tratando agua residuaria de suinos e operado com 27 dias de tempo de retencdo hidraulica.

Ganeshkumar et al. (2018) cultivaram de Chlorella sp. por 10 dias em &gua
residuaria de suinos misturada com a de vinicola e encontraram que, na proporcao de 20:80
(suino:vinicola), foi alcancada a melhor remoc&o de P-PO4* (56,6%), equivalente a 6,2 mg P-
PO, L

Franchino et al. (2016) cultivaram C. vulgaris em digestado diluido proveniente da
digestdo anaerdbia de dejetos de suinos e de milho e observaram remocéo de P-PO4* superior

a 90% a partir de 4 dias de cultivo, com eficiéncia média de recuperacio de 2,4 mg L dia?).

6.7 Caracterizacao do Lodo do Biodigestor

O lodo do biodigestor utilizado tanto no ensaio de biodegradabilidade anaerdbia
como no ensaio de codigestdo de microalgas apresentava as seguintes caracteristicas: pH de
7,2, DQO de 236,95 g L e sua biomassa (180,79 g L* de sdlidos totais) era composta por
86,0% de solidos organicos (155,48 g L) e de 14,0% de sélidos inorganicos (25,31 g L™).
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6.8 Ensaio de Biodegradabilidade Anaerdbia

A producdo acumulada de metano esta expressa em funcdo da quantidade de sélidos
totais volateis aplicada nos tratamentos (Figura 26).

Figura 26 — Producdo acumulada de metano em funcdo da quantidade de sélidos totais volateis
aplicada nos tratamentos do ensaio de biodegradabilidade anaerobia.

160

140

[ [
o)} 00 o N
o o o o

(NmL CH4 g sTvaplicados-1)

Produc¢ao acumulada de metano
S
o

N
o

o

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tempo (dias)

—o—lodo0 —e—Lo0do20 —e—LlLodo40

Fonte: proprio autor.

Os microrganismos envolvidos na digestdo anaerobia, principalmente o0s
responsaveis pela metanogénese, ndo demandaram longo tempo para adaptacdo ao sistema,
devido ao fato de terem sido extraidos do leito de um biodigestor de residuo suino. Até o 3°
dia de ensaio, as producbes acumuladas de metano foram similares em todos os frascos
reatores, variando entre 21,5 e 30,3 NmL CHs g STVapiicados’, correspondente a
produtividades entre 7,2 e 10,1 NmL CHa g ST Vaplicados * dia ™.

As produtividades de metano decairam bruscamente a partir do 4° dia em LodoO e a
partir do 6° dia em Lodo20 e Lodo40, atingindo valores de 1,8, 2,2 e 2,4 NmL CHs g
STVapiicados - dia?, respectivamente, quando avaliado a partir destas datas até o ultimo dia de

ensaio.
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Ao final do periodo estudado (48 dias), as producfes acumuladas de metano nos
tratamentos Lodo20 (105,4 NmL CHs g STVaplicados) € Lodo40 (116,4 NmL CHs g
STVaplicados*) foram superiores em 23,9% e 36,8%, respectivamente, a do LodoO (85,1 NmL
CHa g STVaplicados ).

Dinnebier et al. (2021) apontaram potencial bioquimico de producdo de metano de
292 + 10 NmL CHs g STVaplicados® apos 35 dias de monodigestdo da biomassa de C.
sorokiniana cultivada em residuo suino biodigerido. Por meio da digestdo anaerdbia de C.
vulgaris crescida em agua residuaria urbana, Caporgno et al. (2015) observaram 415 NmL
CH4 g STV aplicados ™.

Estimativas da producdo de metano foram calculadas considerando os valores de
DQO correspondentes ao indculo de microalgas e ao lodo (Tabela 20).

Tabela 20 — Produgéo estimada de metano” com base na DQO do indculo de microalgas e do lodo.

Microalgas Lodo Total

Producéo Producéo Producéo Producéo

Tratamento  DQO estimada DQO  estimada DQO estimada mensurada
(o) de CH, (0) de CH, (9) de CH.4 de CH.4
(NmL) (%) (NmL) (%) (NmL) (mL)
LodoO 0,00 00 00 1,11 3885 100,0 1,11 388,5 396,4
Lodo20 002 70 18 1,11 3885 982 1,13 395,5 493,1
Lodo40 006 210 51 1,11 38385 949 1,17 409,5 547,0

Fonte: proprio autor.
Nota: “considerando a producdo 350 NmL CH, g DQO™ (relagdo estequiométrica ideal nas Condicoes
Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP)).

As producbes mensuradas de metano foram superiores as estimadas em 2,0%, 24,7%
e 33,6% para os tratamentos LodoO, Lodo20 e Lodo40, respectivamente. Evidencia-se que,
em todos os tratamentos, mais de 90% do volume produzido de metano tenha sido decorrente
de conversdes da matéria organica presente no lodo.

Pela analise da Figura 26 e Tabela 20, observa-se que, na medida em que foi sendo
incrementado indculo de microalgas nos tratamentos, a producdo de metano foi aumentando.
(aumento de 24,4% entre LodoO e Lodo20 e de 10,9% entre Lodo20 e Lodo40). Isso deveu-se
ao acréscimo progressivo de matéria organica referente a biomassa das microalgas,
conferindo maiores valores de DQO total nos tratamentos.

Assim como observado neste ensaio, Dinnebier et al. (2021) também notaram que a
adicdo de biomassa de microalgas (C. sorokiniana) no processo de biodigestdo de residuo

suino proporcionou aumento de 32,1% na producgdo de biogas.
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Para todos os tratamentos do ensaio de biodegradabilidade anaerdbia, foram
estimados a fracdo degradavel da matéria organica presente, o potencial produtivo de metano
e as eficiéncias alcancadas com base nas observacdes de consumo de DQO e de producéo de
metano (Tabela 21).

Tabela 21 — Estimativas da fracdo degradavel de matéria orgénica, do potencial produtivo de metano e
das eficiéncias de consumo de DQO e de producdo de metano no ensaio de biodegradabilidade.

A Tratamento
Parametro
Lodo0 Lodo20 Lodo40

STVapIicados (g) 4,66 4,68 4,69
A DQOinicia (9) 1,11 1,13 1,17

Fraco degradavel (%) ~ 23,8 24,2 25,0
B Potencial produtivo de CHs (NmL) ™ 388,5 395,5 409,5
C DQO consumida estimada (g) ™~ 1,1 1,4 1,6

Fracdo degradada estimada (%) 24,3 30,1 33,3
D Volume de CH, produzido (NmL) 396,4 493,1 547,0

Eficiéncia (%)
C/A - de consumo de DQO ™ 102,0 124,7 133,6
D/B - de producéo de CHs ™™ 102,0 124,7 133,6

Fonte: proprio autor.

Nota: ‘razdo entre DQOinicial € STVaplicados;  considerando a producdo de 350 NmL CH, g DQO™
(relagdo estequiométrica ideal nas CNTP); ““valores estimados em relagdo aos potenciais; ~ valores
observados em relagdo aos potenciais.

Em todos os tratamentos, o volume de metano produzido superou o estimado,
sugerindo que, ao final do ensaio, a fracdo de biomassa degradada tenha sido superior a
degradavel (estimada com base na DQOinicial), 0 que resultou em valores de eficiéncias de
consumo de DQO e de producdo de metano superiores a 100%. O tratamento que apresentou
as maiores eficiéncias em ambos parametros foi o Lodo40 (133,6%).

Verificou-se, entdo, haver indicios de uma tendéncia de aumento na producdo de
metano com o aumento da densidade celular de microalgas. Neste sentido, no ensaio de
codigestdo de microalgas em residuo suino bruto, foram utilizadas densidades celulares de
4x10° e 6x10° células mL?, além de um tratamento sem in6culo de microalgas para efeito

comparativo.
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6.9 Ensaio de Codigestdo de Microalgas com Residuo Suino Bruto

Assim como no ensaio anterior, a producdo acumulada de metano esta expressa em

funcéo da quantidade de sélidos totais volateis aplicada nos tratamentos (Figura 27).

Figura 27 — Producdo acumulada de metano em funcdo da quantidade de sélidos totais volateis
aplicada nos tratamentos do ensaio de codigestdo de microalgas com residuo suino bruto.
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Fonte: proprio autor.

Em todos os tratamentos, a fase adaptativa dos microrganismos metanogénicos foi
imperceptivel, ndo sendo possivel identifica-la graficamente. Ao final de 8 dias de ensaio, as
producdes acumuladas de metano foram similares em todos os tratamentos, variando entre
56,4 e 63,7 NmL CHas g STVaplicados - (COrrespondente a produtividades entre 7,0 e 8,0 NmL
CHa g STV aplicados - dia™).

Ao longo do ensaio, em todos os tratamentos foram identificadas algumas tendéncias
de estabilizacdo seguidas de novas fases de incremento da producdo de metano. Contudo, as
quedas mais expressivas de produtividade puderam ser notadas a partir do 8° dia para
RSBru60, do 12° dia para RSBru40 e do 22° dia para RSBru0, cujos valores decairam para
0,8, 0,7 € 0,5 NmL CHa g ST Vaplicados * dia™, respectivamente, quando avaliadas destas datas

até o ultimo dia de ensaio.
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Ao final do periodo estudado (58 dias), a producdo acumulada de metano no
tratamento RSBru0 (155,1 NmL CHa g STVaplicados?) f0i superior em 21,2% a do RSBru40
(127,9 NmL CH4 g STV aplicados ) € em 59,9% & do RSBru60 (97,0 NmL CH4g STVaplicados ).

Estimativas da produgdo de metano foram calculadas com base na DQO do substrato
(microalgas e RSBru) e do lodo (Tabela 22).

Tabela 22 — Producio estimada de metano” com base na DQO do substrato (microalgas e RSBru) e do
lodo.

Microalgas

+ RSBru Lodo Total
Pr a Pr a Pr a Pr a
Tratamento DQO estir?\dalél?ge DQO estir?]dalél(?ge DQO estir%dal:j(fge mer?gljjrg;(;)a
(9) CH, ()] CH, () CH, de CH4
(NmL) (%) (NmL) (%) (NmL) (NmL)
RSBru0 8,6 3.000 40,9 12,4 4300 59,1 21,0 7.300 7,400
RSBru40 2,7 1.000 18,7 12,4 4300 81,3 15,1 5.300 5.900
RSBru60 1,7 600 121 12,4 4300 87,9 14,1 4.900 4.400

Fonte: proprio autor.
Nota: “considerando a producéo de 350 NmL CH4 g DQO™ (relagdo estequiométrica ideal nas CNTP).

Em todos os tratamentos, a producdo mensurada de metano foi similar a estimada,
indicando que houve uma boa conversdo de matéria organica pela rota metanogénica.
Contudo, o lodo parece ter contribuido mais do que o substrato neste processo. Ou seja, para
todos os tratamentos, estimou-se que mais de 50% do volume produzido de metano tenha sido
decorrente de conversdes da matéria organica presente no lodo.

Ao contrario do observado no ensaio de biodegradabilidade, na medida em que o0s
tratamentos foram contendo maiores volumes de in6culo de microalgas e,
concomitantemente, menores volumes de RSBru, a contribuicdo do lodo para a producéo de
metano tornou-se cada vez mais evidente.

Isso se deveu a reducdo progressiva de DQO total na confeccdo dos tratamentos,
antes ainda de ser dado inicio ao processo de biodigestdo anaerdbia, porque o volume de
RSBru (de maior carga organica) foi sendo substituido pelo in6culo de microalgas (de menor
carga organica). Além disso, 0s microrganismos anaerdbios presentes no lodo tendem a
preferir o RSBru as microalgas como fontes de matéria organica, devido ao fato de que o lodo
utilizado é proveniente de um biodigestor que ja trata este tipo de residuo.

Para todos os tratamentos, foram estimados a fragdo degradavel da matéria orgénica
presente, o potencial produtivo de metano e as eficiéncias alcangadas com base nas

observacOes de consumo de DQO e de producdo de metano (Tabela 23).
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Tabela 23 — Estimativas da fracdo degradavel de matéria orgénica, do potencial produtivo de metano e
das eficiéncias de consumo de DQO e de producéo de metano no ensaio de codigestao.

A Tratamento
Paréametro
RSBru0 RSBru40 RSBru60

STVaplicados (g) 47,5 46,1 45,4
A DQOnicia (9) 23,0 16,9 13,9

Fracdo degradavel (%) * 48,5 36,7 30,6
B Potencial produtivo de CHs (NmL) ™ 8.050,0 5.915,0 4.865,0
C  DQO consumida observada (g) 22,9 16,8 13,2

Fracdo degradada observada (%) 48,3 36,5 29,1
D Volume de CHq4 produzido (NmL) 7.365,7 5.897,1 4.403,3

Eficiéncia (%) ™"
C/A - de consumo de DQO 99,7 99,5 95,1
D/B - de producdo de CH, 91,5 99,7 90,5

Fonte: proprio autor.
Nota: “razdo entre DQOiniciat € STVaplicados,  considerando a produgdo de 350 NmL CH, g DQO™
(relacdo estequiométrica ideal nas CNTP); ““valores observados em relacio aos potenciais.

Em RSBru0, observou-se os maiores valores de fracdo degradavel e de sélidos
volateis e, portanto, foi estimado um maior potencial produtivo de metano em comparagdo aos
demais tratamentos (superior em 36,1% em relacdo ao RSBru40 e em 65,5% em relacdo ao
RSBru60).

O tratamento que apresentou maior eficiéncia de consumo de DQO (99,7%) foi o
RSBru0. Contudo, em relacdo a producdo de metano, o tratamento mais eficiente foi o
RSBru40, também com 99,7%.

O monitoramento do consumo da DQO e do pH ao longo do ensaio de codigestdo
esta representado na Figura 28.

Os valores de pH aumentaram entre os dias 0 e 6 para RSBru0 (de 7,1 para 7,9),
RSBru40 (de 7,4 para 7,8) e RSBru60 (de 7,3 para 7,7). A partir de entdo, houve uma lenta
reducdo até o alcance dos valores de 7,8, 7,6 e 7,5, respectivamente, ao final do periodo
experimental. A manutencdo do pH entre 7,0 e 7,9 indica que o meio reacional se manteve
tamponado, ainda que n&o tenha sido adicionado alcalinizante. As variacGes observadas
dentro desta faixa de valores podem estar correlacionadas a producgdo e ao consumo de acidos
organicos ao longo do tempo, comportamento intrinseco ao processo de biodigestdo

anaerdbia.
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Figura 28 — Monitoramento das variaveis DQO e pH no ensaio de codigestdo de microalgas com
residuo suino bruto.
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Fonte: proprio autor.
Nota: barras verticais representam o desvio padrdo (n=3).

Para todos os tratamentos, a taxa de reducdo de DQO foi mais intensa até o 16° dia,
representando, até este periodo, reducdes de 83,5% (RSBru0), 86,8% (RSBru40) e 73,4%
(RSBru60) do valor inicial (Figura 28, Tabela 24).

Tabela 24 — Comparacdo da remocdo de DQO entre 0s ensaios de codigestdo e de remocdo de

nutrientes.
DQOinicial DQOfinal A DQO Remocéo de DQO
Tratamento (Qg LD (S LY (9 81) g(%) °
Ensaio de codigestdo - 58 dias
RSBru0 15,0 0,0 15,0 99,7
RSBru40 11,0 0,1 11,0 99,5
RSBru60 9,1 0,4 8,6 95,1
Ensaio de codigestdo - 16 dias
RSBru0 15,0 2,5 12,6 83,5
RSBru40 11,0 1,5 9,6 86,8
RSBru60 9,1 2,4 6,7 73,4
Ensaio de remocéo de nutrientes - 18 dias
RSBio0 3,7 3.4 0,3 8,0
RSBi040 3,5 1,1 2,4 69,3
RSBi060 3,4 1,4 2,0 59,9

Fonte: proprio autor.
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Ao final do ensaio, as remocdes totais de DQO foram de 99,7% (RSBru0), 99,5%
(RSBru40) e 95,1% (RSBru60), atingindo valores de concentrag@es inferiores a 0,5 g L™ em
todos os tratamentos.

O percentual de remocédo de DQO apds 16 dias do ensaio de codigestdo foi maior que
0 alcancado apds 18 dias no ensaio de remogdo de nutrientes, comparando-se 0s tratamentos
que foram inoculados com a mesma densidade celular de microalgas. Contudo, é importante
ressaltar que, no ensaio de codigestdo, utilizou-se RSBru, enquanto no estudo de remocéo de
nutrientes, utilizou-se RSBio. Ou seja, no primeiro caso, o residuo ainda tinha alto potencial
de biodegradabilidade, e no segundo, o residuo ja tinha sido passado pelo processo de
biodigestdo anaerdbia no local de coleta.

Apos 12 dias do inicio do ensaio de codigestdo, RSBru40 e RSBru60 produziram
mais de 300 NmL CH4 g DQOremoviga™ (Figura 29). A partir do 23° dia, todos os tratamentos
mantiverem suas producdes entre 320 e 350 NmL CH4 g DQOremovida, ainda que RSBru0
tenha apresentado quedas progressivas a partir do 46° dia. Considerando o valor maximo
tedrico de 350 NmL CH4 g DQO™ (obtido por estequiometria), pode-se afirmar que RSBru40

foi o tratamento que se manteve mais eficiente por mais tempo.

Figura 29 — Producdo de metano em relacdo a remo¢do de DQO no ensaio de codigestdo de
microalgas com residuo suino bruto.
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Fonte: proprio autor.

H4 indicios de que a presenga de microalgas juntamente ao RSBru pode favorecer o

aumento e a estabilidade da eficiéncia de produgéo de metano. Entretanto, novos ensaios que
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envolvam outras densidades celulares de microalgas e maior tempo de monitoramento séo
necessarios para que se confirme tal tendéncia.

Utilizando consércio de microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e
Chlamydomonas reindhardtii) para tratar &guas residuarias de suinos, Molinuevo-Salces et al.
(2016) obtiveram uma concentracdo de biomassa de 1,25 g SSV L* de cultura. A biomassa
obtida foi usada para produzir metano e os autores alcancaram produtividades entre 106 e 171
NmL CHs g DQOxpiicada™.

Em comparacdo a outros trabalhos que envolveram Chlorella spp. na digestdo
anaerobia (Tabela 25) e, levando-se em consideragdo o mesmo periodo experimental, os
tratamentos no ensaio de codigestdo desta pesquisa apresentaram baixa producdo de metano
por grama de ST Vapiicados, devido a seu reduzido potencial de biodegradabilidade (36,7% para
RSBru40 e 30,6% para RSBru60). Entretanto, no presente estudo, foi alcancada maior
eficiéncia de conversdo de DQO em metano (producdo superior a 315 NmL CH4 g DQO™

para ambos tratamentos) em relacdo ao observado nos trabalhos de diversos autores.



Tabela 25 — Condicdes experimentais do cultivo de Chlorella sp., da colheita e do processo de digestdo anaerdbia e rendimentos de producdo de metano.

(continua)
Espécie Forma de cultivo Colheita Condicdodo Condicéo do Producéo de metano Ref.
processo pré-tratamento . .
de digestdo  para digestéo Sem pré-tratamento Com pré-tratamento
anaerobia anaerobia (NmL CH,4 (NmL CH, (NmL CH, (NmL CH,
9 STVaplicados™) 9 DQOaplicada™ g STVaplicados™) g DQOapiicada™)
Chlorella Escala laboratorial:  Manualmente, sem separacdo 16 dias, 37 °C N&o houve 99,62 274,32 - - 1)
sorokiniana frasco Duran, 26 °C, da biomassa ensaio com 74,6 ° 247,0°
luz de LED (160 22 dias, 37 °C pré-tratamento 104,92 286,21 - -
umol fotons m2s?)  Para a digestdo anaerdbia, o para digestdo 80,3° 262,2°
com fotoperiodo cultivo de microalgas compds 24 dias, 37 °C anaerdbia 107,08 292,08 - -
12h/12h, residuo 40% v/v (4x108 células mL ™) e 83,2° 271,9°
suino biodigerido 60% v/v (6x10° células mL™) 26 dias, 37 °C 109,7 @ 299,1° - -
do meio reacional (microalgas 85,2 ° 278,3°
+ lodo + RSBru), o que 29 dias, 37 °C 114,22 311,6° - -
correspondeu aos tratamentos 87,9° 287,2°
RSBru40 e RSBru60, 33dias, 37 °C 117,42 320,22 - -
respectivamente 90,4° 295,1°
46 dias, 37 °C 124,22 338,7% - -
94,7° 309,3°
58 dias, 37 °C 127,92 348,9° - -
97,0° 316,8°
Chlorella Escala laboratorial:  Centrifugacdo (3.500 rpm, t=5 24 dias, 37 °C N&o houve 228,0 - - - (2)
vulgaris FBR, 21 °C, -, min) ensaio com
efluente ndo-estéril pré-tratamento
de RAFA (dejeto para digestdo
suino) anaeroébia
Chlorella Escala laboratorial: - 25 dias, Ultrassom 229,0 - 440,0 - ?3)
vulgaris -, -, -, efluente condigdes (200 J mL)
secundario mesofilicas
nitrificado (residuo
suino)
Chlorella Escala laboratorial:  Centrifugacdo a temperatura 30 dias, 35 °C Nao houve 337,0 - - - 4)
vulgaris saco de polietileno ~ ambiente ensaio com

suspenso, -, -, agua
de estuério

pré-tratamento
para digestéo
anaerobia

L0T



80T

Tabela 25 — Condicdes experimentais do cultivo de Chlorella sp., da colheita e do processo de digestdo anaerobia e rendimentos de producéo de metano.
(continuag&o)

Espécie Forma de cultivo Colheita Condicdodo Condicéo do Producéo de metano Ref.
processo pré-tratamento . .
de digestdo  para digestéo Sem pré-tratamento Com pré-tratamento
anaerobia anaerobia (NmL CH,4 (NmL CH, (NmL CH, (NmL CH,
9 STVaplicados™) 9 DQOaplicada™ g STVaplicados™) g DQOapiicada™)
Chlorella Escala laboratorial: ~ Centrifugacdo (3.100 ¢, t=6 32dias, 38°C 105 °C,t=24h 335,0 - 168,0 - 5)
kessleri -, -, luz continua min)
branca (40 pumol
fotons m2 st) meio
TAP
Chlorella Escala laboratorial: ~ Centrifugacdo (3.000 rpm, t=5 45 dias, 37 °C Na&o houve 123,0 - - - (6)
sp. erlenmeyer, 20 °C, min) ensaio com
iluminagdo continua pré-tratamento
com 6 lampadas para digestdo
fluorescentes de 40 anaerdbia

W (5000 lux), meio
Zarrouk modificado

Chlorella Escala laboratorial: ~ Sedimentacdo natural 16 dias, 35 °C N&o houve - 110,0 - - ©)

vulgaris FBR, 25 :’C, ) 28 dias, 35 °c &nsaio com ) 1800 ) )
iluminagdo continua pre-tratamento

com 6 ldampadas de para digestdo

neon de luz do dia de anaerdbia

25 W, meio Z-8

modificado
Chlorella Escala laboratorial:  Centrifugacdo  (5.000 rpm, 22 dias, 35°C (T) - 191,0 - 191,0 (8)
vulgaris -, 25°C, -, t=15 min) V) . . 217,0

iluminagdo continua

com lampada (A) . ) 281,0

fluorescente, meio (T+A) - - 271,0

mineral salgado (V+A) - - ~287,0

(T+V+A) - - 300,0




Tabela 25 — Condicdes experimentais do cultivo de Chlorella sp., da colheita e do processo de digestdo anaerdbia e rendimentos de producdo de metano.

(continuag&o)

Espécie Forma de cultivo Colheita Condicdodo Condicéo do Producéo de metano Ref.
processo pré-tratamento . .
de digestdo  para digestéo Sem pré-tratamento Com pré-tratamento
anaerobia anaerobia (NmL CH,4 (NmL CH, (NmL CH, (NmL CH,
9 STVaplicados™) 9 DQOaplicada™ g STVaplicados™) g DQOapiicada™)
Chlorella Escala laboratorial: ~ Centrifugacdo 29 dias, 35°C 140°C(10e30 91,0 156,0 131,0 226,0 9
vulgaris Residuo de ETE, 25 min a 3 bar)
°C, iluminacéo
continua com
lampada
fluorescente, meio
sintético inorganico
Chlorella Escala laboratorial: - 30 dias, 35 °C 120 °C, t=20 min - 139,0 - 180,0 (10)
vulgaris ﬁBR; 25°C, 120 °C, t=40 min - - 268,0
'cgm'lgﬁggdcaom'n”a 120 °C, t=40 min - . 229,0
fluorescente, meio ;Ii—MZ H250, em
mineral salgado 120 °C, t=40 min - . 241,0
+4 M NaOH em
pH=10
4 M HzSO4 em - - 113,0
pH=2
4MNaOHem - - 120,0
pH=10

Fontes: adaptado de Jankowska (2017). Referéncias citadas: (1) Este estudo; (2) Perazzoli et al. (2013); (3) Park et al. (2013); (4) Zhao et al. (2014); (5) Mussgnug
et al. (2010); (6) Wang et al. (2013); (7) Ras et al. (2011); (8) Mahdy et al. (2014); (9) Mendez et al. (2014); (10) Mendez et al. (2013).
Nota:  RSBru40; * RSBru60; ETE = Estagdo de Tratamento de Esgoto; FBR = Fotobiorreator; RAFA = Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente; (T) = 75 °C, t-30
min (pré-tratamento antes da hidrdlise enzimética); (V) = Carboidrase 0,3 mL g™, pH=5,5, banho térmico (50 °C, t=5 h), 75 °C t=15 min; (A) = Protease 0,2 mL g™,

pH=8, banho térmico (50 °C, t=5 h), 75 °C t=15 min.

60T
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Os perfis de concentragdo dos principais acidos graxos envolvidos na codigestdo de
residuo suino bruto com microalgas estdo representados nas Figura 30, Figura 31 e Figura 32,
correspondentes aos tratamentos RSBru0, RSBru40 e RSBru60, respectivamente.

Figura 30 — Perfil de concentracdo de &cidos graxos no tratamento RSBru0 (sem in6culo de Chlorella
sorokiniana) no ensaio codigestdo de microalgas com residuo suino bruto.
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Fonte: proprio autor.
Nota: barras verticais representam o desvio padrdo (n=3).

Figura 31 — Perfil de concentracdo de &cidos graxos no tratamento RSBru40 no ensaio codigestio de

microalgas com residuo suino bruto.
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Figura 32 — Perfil de concentracdo de &cidos graxos no tratamento RSBru60 no ensaio codigestdo de
microalgas com residuo suino bruto.
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Fonte: proprio autor.
Nota: barras verticais representam o desvio padrdo (n=3).

O monitoramento dos acidos graxos permitiu acompanhar a rota metabolica do
processo de digestdo anaerobia, possibilitando avaliar se estaria havendo acidificacdo ainda
que as leituras de pH estivessem estaveis em decorréncia da elevada capacidade de
tamponamento (alcalinidade) do meio reacional. Foi verificado que, ao final do ensaio, em
nenhum dos tratamentos houve acimulo de acidos graxos totais.

Os tratamentos RSBru40 e RSBru60 apresentaram concentragdes iniciais (no dia 0)
de 4cidos graxos totais de 3.885,1 e 1.560,2 mg L%, respectivamente, sendo inferiores em 21,6
e 55,6% em relacgdo ao tratamento em que ndo houve indculo de microalgas (4.954, 2 mg L™1).
Tais caracteristicas corroboram os resultados de producdo de metano apresentados na Tabela
22.

Inicialmente (dia 0), em RSBru0, o acido acético e acido isobutirico perfaziam,
juntos, 64,8% do total de acidos graxos avaliados, enquanto em RSBru40 e RSBru60, estes
correspondiam a 73,1 e 70,7%, respectivamente.

Ao final do ensaio, os acidos graxos avaliados foram consumidos®

significativamente, sendo que, a partir do 21° dia, as concentragc0es destes compostos em cada

8 Entende-se por consumo a conversdo destes compostos organicos em acido acético, hidrogénio e/ou didxido de
carbono (pelas bactérias acetogénicas) que, por sua vez, podem ser convertidos em metano (pelas arqueais
metanogeénicas).
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tratamento ndo ultrapassaram 300 mg L. Estas observacdes condizem com os dados
apresentados na Figura 29, que indicam eficiente conversdo dos compostos organicos em
metano.

De modo geral, enquanto prioritariamente ocorreu intenso consumo de &cido acético
(de cadeia carbbnica mais curta), houve gradativa conversdo dos demais acidos
intermediarios, com exce¢do do &cido propibnico, que se acumulou ou manteve suas
concentracbes até que estes outros acidos se tornassem escassos, quando entdo passou
também a ser utilizado significativamente.

Mediante ao exposto, pressupBe-se que houve relagdo sintrofica entre o0s
microrganismos metanogénicos acetoclasticos e as bactérias acetogénicas em todos 0s
tratamentos e, portanto, ndo foram identificados problemas relacionados a producdo de

metano, como, por exemplo, inibi¢do ou desvios de rota.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As espécies de maior abundancia observadas nas amostras ambientais foram
Desmodesmus sp., seguidas de Chlorella sp., sendo que ao fim do ensaio de aclimatacdo em
residuo suino biodigerido, Chlorella sorokiniana se destacou como a espécie mais abundante,
apresentando potencial de aplicagdo em processos de tratamento de aguas residuérias.

Quanto aos parametros de crescimento desta estirpe em residuo suino biodigerido, a
validacdo dos modelos preditivos descritos com base no Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) indicou que, embora o ajuste tenha sido melhor para s, (R? = 0,87) do
que para A, (R? = 0,58), quando testado o ponto 6timo para A, (26 °C e 160 umol fétons m
s'1), houve menor variagéo entre os valores previstos e os reais (6,4%) do que quando testado
0 ponto 6timo para p,,, (37,1 °C e 179 pmol fotons m? s1) (24,5%).

O ponto 6timo previsto pelo modelo preditivo para A, serviu como condic¢des de
cultivo de C. sorokiniana no ensaio de remoc¢édo de nutrientes e de producdo de biomassa e
metabolitos. Neste experimento, foram observadas duas estratégias que podem ser aplicadas
para direcionar as microalgas para objetivos distintos: a primeira delas, definida pelo cultivo
desta espécie na concentragio de 1,0x10° células mL™* (RSBio10), objetiva aumentar a
concentracdo de biomassa (em 83,8%), de clorofila a (em 1.869,0%) e de lipideos (em
361,2%); e a segunda, definida pelo cultivo na concentracdo de 4,0x10° células mL
(RSBi040), tem pretensdo de reduzir as concentracdes de DQO (em 69,3%), de nitrogénio
amoniacal (em 77,6%) e de ortofosfato (em 39,0%) no substrato e, concomitantemente,
proporcionar o incremento de proteinas (em 43,7%) e de carboidratos (em 564,4%) na
biomassa de microalgas.

Observados os resultados da avaliacdo dos fatores fisicos, pressupde-se que, nas
condicOes de 26 °C e 160 pmol fotons m s, o aumento da densidade celular para 1,3x10’
células mL? poderia elevar os valores de p,,s, € de A (em 6,9 e 2,1 vezes, respectivamente,
quando optado pela primeira estratégia, e em 23,5 e 5,6 vezes, quando optado pela segunda).

Entretanto, no ensaio de remoc¢do de nutrientes, quando se aumentou a densidade
celular para 6,0x10° células mL™* (RSBi060), ndo foi observado crescimento fitoplancténico
expressivo gque pudesse ser ajustado ao modelo de Gompertz para que entdo fosse confirmada
tal suposicéo.

O ensaio de biodegradabilidade revelou que o lodo do biodigestor, com ou sem
adicdo de microalgas, produziu volumes de metano superiores aos estimados. O processo de

hidrolise das microalgas iniciou sem necessidade de adaptacdo, sendo que o tratamento em
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que foram utilizadas densidades de 4,0x10° células mL? (Lodo40) foi o que mais produziu
metano, com 116,4 NmL CHa g STValicados - a0 final do periodo estudado (48 dias).

Foi identificada uma tendéncia de aumento na producdo de metano com o aumento
da densidade celular de microalgas. Entretanto, o ensaio de codigestdo revelou que ndo ha
efeito sinérgico das microalgas juntamente ao Residuo Suino Bruto (RSBru). Apds 58 dias, 0
tratamento sem indculo de microalgas (RSBru0) apresentou producdo acumulada de 155,1
NmL CHs g STVaplicados, superior em 21,2% a do tratamento em que foram utilizadas
densidades celulares de 4x10° células mL? (RSBru40) e em 59,9% a do tratamento com
densidade celular de 6,0x10° células mL* (RSBru60).

Em decorréncia da substituicdo de uma fracdo volumétrica de RSBru (de maior carga
organica) por indculo de microalgas (de menor carga organica) no preparo dos tratamentos
RSBru40 e RSBru60, houve uma reducdo dos teores de matéria organica no meio reacional.
Portanto, ao contrario do observado no ensaio de biodegradabilidade, ao passo que 0s
tratamentos foram contendo maiores volumes de in6culo de microalgas e,
concomitantemente, menores volumes de RSBru, a contribui¢do da DQO do lodo (12,4 g) foi
ficando cada vez mais evidente para a producao de metano.

Se a biomassa de microalgas tivesse sido inserida nos tratamentos de forma adensada
(biomassa Umida com alta concentracdo de células de microalgas), de modo que pudesse
aumentar ou pelo menos manter a concentracdo de matéria organica inicial, poderia ter sido
observado um efeito sinérgico positivo, pois ha indicios de que a presenca de microalgas
juntamente ao RSBru pode favorecer o aumento e a estabilidade da eficiéncia de producédo de
metano. Por ndo ter sido possivel testar tal hipdtese, ndo é seguro afirmar que a biomassa de
microalgas seja, de fato, prejudicial ao processo de biodigestao.

Vale destacar também que 0s micro-organismos presentes no lodo tenderam a
preferir exclusivamente o RSBru como fonte de matéria organica a sua mistura com
microalgas, considerando que o lodo utilizado no ensaio ja estava adaptado a este tipo de
substrato, por ser proveniente de um biodigestor de residuos suinos.

Em RSBru0O, observou-se os maiores valores de fracdo degradavel (48,5%) e de
solidos volateis (47,5 g) e, portanto, foi estimado um potencial produtivo de metano superior
em 36,1% em relacdo ao RSBru40 e em 65,5% em relagdo ao RSBru60. Ademais, RSBru0
apresentou a maior eficiéncia de consumo de DQO (99,7%), o que resultou na producdo

acumulada de mais de 7.300 NmL de metano ao final do ensaio.
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De modo geral, ao final do ensaio de codigestdo, ndo houve acimulo de &cidos
graxos Volateis, pressupondo que houve relacdo sintrofica entre os microrganismos

metanogénicos acetoclasticos e as bactérias acetogénicas.
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8 CONCLUSOES

A biodigestdo apenas de RSBru (sem adicdo de cultivo de microalgas) por 58 dias
pode ser uma rota sugerida para alcancar remocédo de mais de 95% de DQO e producéo de
cerca de 155 NmL CHas g ST Vaplicados *.

Alternativamente, como forma de agregar valor ao cultivo de microalgas e ao
tratamento de residuos de forma simultanea, sugere-se a codigestdo de residuo suino
biodigerido com in6culo de C. sorokiniana (na concentracdo inicial de 4x10° células mL™),
também por 58 dias, visando atingir niveis semelhantes de remocdo de DQO e producédo de

aproximadamente 125 NmL CHa g ST Vapiicados ™.
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