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RESUMO

BLANCO, G. C. Biotecnologia de microalgas aplicada ao pos tratamento de aguas
residuérias e a producdo de lipidios. 2020. 86 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da
Engenharia Ambiental) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o
Carlos, 2020.

Diferentes métodos de tratamento bioldgicos tém sido aplicados a remocdo de compostos
nitrogenados da agua, e uma alternativa que tem se mostrado viavel € o cultivo de microalgas.
Esses microrganismos possuem a capacidade de assimilar altas concentragdes de nitrogénio e
carbono em diferentes formas, além de acumular lipidios, possibilitando a integracdo do
tratamento de &guas residuarias com a producdo de biocombustivel. Todavia, para que seja
viavel realizar cultivos em larga escala, é fundamental o conhecimento da produtividade de bio-
o0leo e da cinética de crescimento e consumo de substrato da microalga. Esse trabalho teve como
objetivo estudar a aplicacdo do cultivo de microalgas da espécie Chlorella vulgaris como
técnica de pos tratamento de aguas residuarias e producao de lipidios. Para determinar a cinética
de crescimento e a concentragdo de substrato 6tima de operacdo dos fotobiorreatores (PBRS)
foram feitos ensaios em frascos reatores de 500 mL, nos quais foram inoculadas microalgas em
efluentes da industria de gelatina tratados por via anaerdbia, preparados com diferentes
diluicbes e suplementados com meio basal (BBM). Com as concentracBes de biomassa
quantificadas ao longo do tempo em cada condi¢do, foram feitos ajustes ndo lineares ao modelo
de Gompertz-modificado, para obtencdo das velocidades especificas de crescimento maximas
(1,,4)- A partir dos valores de p;, € S, foi proposto o modelo de inibigao por substrato de
Andrews (R?=0,872), sendo determinados os parametros cinéticos u_.» KueKi atraves do
software Origin 8.0 e a concentracdo de substrato 6tima de operacdo dos fotobiorreatores
(Sopt=37,59mgN-NH,4*.L1). Definida a cinética de crescimento microbiana e a tolerancia das
microalgas ao nitrogénio amoniacal, foi dada partida nos fotobiorreatores coluna de bolhas
(PBRs) em batelada de 1,0 L, sendo alcancadas velocidades espécificas de crescimento
méaximas de 0,343 d, produtividade de biomassa de 0,141 g.L*.d*, produtividade de lipidios
de 17,63 mg.Lt.d"%, e eficiéncias de remoc&o de nitrogenio amoniacal e de nitrato de 98,85% e
35,48%, repectivamente. Os resultados obtidos demonstram o potencial das microalgas
C.vulgaris em integrar o pds tratamento de aguas residuérias com a producéo de lipidios.

Palavras chaves: Chlorella vulgaris. Cinética microbiana. Fotobiorreatores. Industria de

gelatina. Remocdo de nitrogénio. Producéo de lipidios.






ABSTRACT

BLANCO, G. C. Microalgae biotechnology applied to wastewater post treatment and lipid
production. 2020. 86 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Engenharia Ambiental) —
Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2020.

Different biological treatment methods have been applied to the removal of nitrogen
compounds from water, and an alternative that has been shown to be viable is microalgae
cultivation. These microorganisms have the ability to assimilate high concentrations of nitrogen
and carbon in different forms, as well as accumulate lipids, and this enables the integration of
wastewater treatment with biofuel production. However, for large scale cultivation to be viable,
knowledge of the bio-oil productivity and growth and substrate consumption kinetics of the
microalgae is essential. The objective of this work was to study the application of Chlorella
vulgaris microalgae cultivation as a wastewater post treatment and lipid production technique.
To determine the growth kinetics and optimal substrate concentration of the photobioreactors
(PBRs), 500 mL reactor flasks were inoculated in which microalgae were inoculated into
anaerobic-treated gelatine industry effluents, prepared with different dilutions and
supplemented with Bolds basal médium (BBM). With the biomass concentrations quantified
over time in each condition, nonlinear adjustments were made to the modified Gompertz model
to obtain the maximum specific growth rates ([max). From the values of pmax and S, the Andrews
substrate inhibition model (R? = 0.872) was proposed, determining the kinetic parameters pmax,
Km and K by using Origin 8.0 softwares and the optimal substrate concentration of
photobioreactors operation (Sop=37.59mgN-NH4*.L). After microbial growth kinetics and
microalgae tolerance to ammonia nitrogen were defined, the 1.0 L batch column bubble
photobioreactors (PBRs) were started, specific growth rates of 0.343 d!, biomass productivity
of 0.141 g.Lt.d?, lipid yield of 17.63 mg.L.d, and ammonia nitrogen and nitrate removal
efficiencies of 98.85% and 35.48%, were reached respectively. The results show the potential
of C.vulgaris microalgae to integrate wastewater post treatment with lipid production.

Keywords: Chlorella vulgaris. Microbial kinetics. Photobioreactors. Gelatine industry.
Nitrogen removal. Lipid production.
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1 INTRODUCAO

Nos altimos anos, no Brasil, um dos principais impactos causados por conta do aumento
da demanda e do consumo excessivo e desordenado dos recursos naturais € a contaminacao dos
corpos hidricos. A &gua é um recurso renovavel ainda presente em grande quantidade no
planeta, com uma ampla variedade de aplicagdes, facil obtencdo e custo consideravelmente
baixo, todavia, apesar da abundancia, esse recurso natural deve ser utilizado de maneira
consciente para que seja garantida sua preservacdo e 0s seus usos multiplos (DHOTE;
INGOLE; CHAVHAN, 2012).

Em resposta a necessidade global de realizar um desenvolvimento mais sustentavel, as
tecnologias de tratamento evoluiram consideravelmente, podendo-se dizer que qualquer dgua
pode ser tratada e destinada ao consumo, ainda que 0s custos e riscos envolvidos possam ser
extremamente elevados (SIKOSANA et al., 2019). Na maioria dos casos, tanto o material
orgénico soltvel quanto o insollvel, podem ser removidos com eficacia atraves da acéo
bioldgica, caso seja fornecido um ambiente favoravel aos microrganismos vivos. Porém, para
dimensionar qualquer processo de tratamento biologico de aguas residuérias, € necessario que
se tenha compreensdo basica dos fatores ambientais que afetam o metabolismo microbiano, das
necessidades nutricionais dos microrganismos, e da relacdo entre crescimento microbiano e
utilizacdo de substrato (RITTMANN; MCCARTY, 2000).

Os métodos convencionais anaerobios voltados a remocao do material carbonaceo nao
se mostram eficazes quanto a remocdo de nutrientes, portanto em muitos casos existe a
necessidade da instalacdo de unidades de p6s tratamento (LI; YU, 2016; MAI; KUNACHEVA;
STUCKEY, 2018; PALATSI et al., 2011). Nesse contexto, o cultivo de microalgas tém se
mostrado como uma alternativa ao tratamento terciario, pois, além da capacidade de absor¢édo
de nutrientes e metais potencialmente toxicos presentes nos meios aquaticos, as mesmas
acumulam lipidios, produzem oxigénio e capturam o gas carbonico presente na atmosfera (DE
MENDONCA et al., 2018). Os rendimentos destes produtos variam conforme a espécie e
podem ser melhorados por meio da inducdo de perturbagdes, resultando em estresse, bem como
por meio da adaptagdo de certas estratégias de cultivo (ANSARI et al., 2017).

Microalgas geralmente sdo cultivadas em sistemas fechados (fotobioreatores) ou
sistemas abertos (lagoas fotossinteticas) (WANG; LAN; HORSMAN, 2012). Um dos
principais desafios na aplicacdo dessa biotecnologia é o dimensionamento de fotobiorreatores
gue sejam economicamente viaveis e que possibilitem os cultivos em larga escala. O alto custo

para a construcdo e operacdo de fotobiorreatores aliado a necessidade de grandes quantidades
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de nutrientes limitam a utilizagdo comercial, portanto, visando a reducdo dos custos, utilizar
efluentes como fonte de agua e nutrientes para o cultivo tem se mostrado uma alternativa
promissora (MOBIN; ALAM, 2017).

Os efluentes gerados pela industria de alimentos e atividades agricolas tem mostrado
potencial de reutilizagdo por serem uma grande fonte de poluicdo ambiental e apresentarem
elevadas cargas de compostos nitrogenados organicos e inorganicos, altas demandas quimicas
e bioquimicas de oxigénio além de quantidades substanciais de gorduras, carboidratos e
proteinas. Cada tipo de agua residual gerada no processamento de alimentos tera fatores
especificos a serem considerados na escolha da tecnologia de tratamento empregado
(FALLETTI et al., 2015; JANOSZ RAJCZYK, 1993). Nesse sentido, o trabalho busca avaliar
por meio da quantificacdo da eficiéncia de remocdo de compostos nitrogenados, da
produtividade de lipidios, e pela inferéncia dos parametros cinéticos voltados ao estudo do
crescimento microbiano, a viabilidade do cultivo de microalgas da espécie Chlorella vulgaris
como tecnologia alternativa de pds tratamento de efluentes agroindustriais.
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1.1 Objetivo geral

Integrar o pds-tratamento de aguas residuarias a producéo de lipidios através do

cultivo de microalgas da espécie C.vulgaris.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar 0s parametros cinéticos do crescimento microbiano da microalga
Chlorella vulgaris na dgua residuaria digerida por via anaerobia.

e Avaliar a inibicdo do crescimento celular pelo excesso de nitrogénio amoniacal
presente na agua residuaria.

e Quantificar a eficiéncia de remoc¢do de compostos nitrogenados e a produtividade de

biomassa e lipidios dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Microalgas

As algas constituem um grupo de organismos clorofilados, com habitos aquaticos
fotossintetizantes e talofitos (OLAIZOLA, 2003). A fotossintese € a principal rota de conversdo
realizada por esse grupo, que utiliza agua, dioxido de carbono e luz na producéo de oxigénio,
energia e biomassa. A energia gerada é armazenada na forma de lipidios, carboidratos e proteinas
(BANERJEE; DUBEY; SHUKLA, 2016; DEMIRBAS, 2011), podendo algumas espécies
apresentar elevados teores de lipidios em sua composi¢do (CAIl; PARK; LI, 2013). Esses
microrganismos possuem o crescimento influenciado pelas condi¢cBes do meio, tais como a
temperatura e a concentracdo de nutrientes disponiveis, consequentemente, quando ocorrem
variagcOes bruscas nos ecossistemas, o crescimento passa a ser desordenado provocando impactos
ambientais, como a eutrofizacdo (EZE et al., 2018).

Algas sdo classificadas de acordo com a morfologia, em microalgas e macroalgas.
Microalgas, sdo unicelulares, com dimensdes microscopicas; enquanto que as macroalgas sdo
algas que apresentam multiplas células e dimensdes macroscopicas (LOURENCO, 2006). As
microalgas em sua maioria sao microrganismos fotoautotroficos, ou seja, utilizam a luz solar
como fonte energética e CO> presente na atmosfera como fonte de carbono, porém algumas
espécies sdo mixotréficas, o que significa que atuam simultaneamente por meio de autotrofismo
e heterotrofismo, consumindo tanto o carbono inorganico (CO.) como o carbono orgénico contido
nomeio (MELO et al., 2018a; SUN et al., 2008). O mecanismo mixotrdfico cria um efeito aditivo
e sinérgico que aumenta a produtividade de biomassa e a capacidade de diminuir a carga organica
das aguas residuarias (BHATNAGAR et al., 2011).

Cada espécie de microalga responde de maneira diferente durante o crescimento, e essas
diferencas podem ser compreendidas por meio do exame de caracteristicas especificas dos
organismos. A andlise das respostas das espécies geralmente necessita da realizacdo de
experimentos controlados, em que, na maioria dos casos, cada especie estudada deve ser separada
das demais. Tais experimentos originam-se em cultivos de microalgas. Recebem essa definicdo
de cultivo, populagdes de organismos com a capacidade de sobreviver em condicdes artificiais e
controladas de desenvolvimento (BANERJEE; DUBEY; SHUKLA, 2016; WANG et al., 2018).

Apesar do baixo teor na composic¢ao da biomassa microalgal, na faixa de 1% a 10%, o
nitrogénio, utilizado na regulagdo das vias metabolicas, € o nutriente mais critico para o
crescimento das microalgas apos o carbono (RICHMOND; HU, 2013). Algumas algas assimilam
nitrogénio inorganico em diferentes formas como nitrato (N-NOz), nitrito (N-NO>") e nitrogénio
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amoniacal (N-Amoniacal) (Figura 1). Durante o processo de assimilacdo, 0s compostos
nitrogenados inorganicos passam através da membrana citoplasmatica onde ocorrem reducdes
enzimaticas para formacdo de amonio, que € posteriormente convertido a compostos organicos,
como os peptideos, 0s aminoacidos, as proteinas, as enzimas e 0s acidos nucleicos, necessarios
para o crescimento da biomassa (ABDELAZIZ; LEITE; HALLENBECK, 2013).

A assimilacdo do nitrogénio amoniacal requer menos energia, sendo a fonte de nitrogénio
preferida das microalgas (MAESTRINI et al., 1986). Segundo Li et al. (2019), se nitrogénio
amoniacal, nitrato ou nitrito estiverem presentes no meio de cultura, as microalgas irdo consumir
primeiramente o nitrogénio amoniacal em seguida o nitrito e por fim o nitrato. Entretanto, o
excesso de nitrogénio amoniacal no meio de cultura apresenta aspectos negativos como a
volatilizacdo e a inibigdo do crescimento microbiano, dessa forma, o nitrato por ser quimicamente
estavel em ambientes aquéticos, € a forma mais utilizada para o cultivo de microalgas
(FLORENCIO; VEGA, 1983).

Figura 1: Processo de assimilacdo de diferentes fontes de nitrogénio pela célula das microalgas
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Legenda: AmT - Canal de transporte de amdnia; Nrt2/Nar2 — Sistemas de transporte de nitratos e nitritos;
HANT — Sistema de transporte de nitrato de alta afinidade; DUR3 — Canal de transporte de uréia; GS-
GOGAT - Sintese glutamina/glutamato.

Fonte: Ribeiro et al. (2019).

Outro elemento importante para o crescimento das microalgas é o enxofre. A principal
forma de enxofre disponivel na natureza esta na forma de sulfato, que & um nutriente essencial
para a biossintese de moléculas e constituintes celulares. Segundo Mera, Torres e Abalde (2016),
gue modelaram e avaliaram a cinética de crescimento das microalgas Chlamydomonas moewusii
em funcg&o da concentracdo de sulfato de sodio, a concentracdo 6tima desse substrato no meio de
cultura é 426 mg.L™ sendo que em concentragGes na faixa de 710 mg.L™ é observada inibig&o do

crescimento celular.
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2.1.1 Chlorella vulgaris

A microalga Chlorella vulgaris pertence ao dominio Eukaryota, a divisdo Chlorophyta,
a classe Chlorophyceae, a familia Chlorellaceae, e ao género Chlorella. E uma espécie de agua
doce com celulas microscopicas esféricas com 2-10 um de diametro, compostas por 5% - 58%
de lipidios, 42% - 58% de proteinas, 12% - 55% de carboidratos e 1% - 2% de pigmentos
(CHISTI, 2007; SAFI et al., 2014). A Figura 2 apresenta a célula da Chlorella vulgaris.

Figura 2 - Chlorella vulgaris

Fonte: Licio (2014).

A reproducdo dessa espécie ocorre de forma assexuada, onde quatro células-filhas

com sua propria parede celular sdo formadas dentro da parede celular da célula-mae (Figura 3).

Apb6s a maturacdo dessas células, ocorre o rompimento da parede celular da célula-mae

permitindo a liberacdo das novas celulas, os restos remanescentes da célula-mée serdo
consumidos como alimento pelas células recém-formadas (SAFI et al., 2014).

Figura 3 - Diferentes fases da formacao da parede celular em microalgas da espécie Chlorella vulgaris.
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Legenda: (a) fase de crescimento celular precoce; (b) fase tardia de crescimento celular; c) fase de divisdo
dos cloroplastos; d) fase de divisao inicial dos protoplastos; e) fase tardia de divisdo dos protoplastos; (f) fase
de maturacdo das células filhas e (g) fase eclos&o.

Fonte: Safi et al. (2014).

O excesso de nitrogénio amoniacal no meio provoca inibicdo na captacdo de nitrato e
no crescimento das microalgas, entretanto a Chlorella vulgaris (Chlorophyceae), é uma alga
particularmente tolerante a esse substrato (PRZYTOCKA-JUSIAK et al., 1977; TAM; WONG,
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1996). Tam e Wong (1996), fizeram ensaios para quantificar a velocidade especifica de
crescimento da C.vulgaris em meios de cultura com diferentes concentragfes de nitrogénio
amoniacal, e observaram que 0 crescimento dessa espécie apresentou maior velocidade
especifica em meios com concentragdes de 250 mgN-NHa.L™?, e que houve inibigdo do
crescimento celular no meio de cultura com 500 mgN-NHa L.

E importante ressaltar que além da espécie, a tolerncia da microalga ao substrato
dependeréd das condi¢bes em que o cultivo foi realizado (LI et al., 2019). Para Chlorella
vulgaris, as velocidades especificas de crescimento maxima (n_. ) em cada concentragdo de
substrato sdo apresentadas na Tabela 1, na qual é possivel verificar a tolerancia ao nitrogénio
amoniacal e o potencial dessa espécie em aliar a remocao de nutrientes a producédo de biomassa.
Além disso, esses microrganismos alcancam altas produtividades lipidicas e sdo notavelmente
resistentes a condicGes adversas e a contaminacdo (KIM et al.,, 2010; LAM et al., 2017;
MARJAKANGAS et al., 2015).

Tabela 1 - Velocidades especificas de crescimento da Chlorella vulgaris em meios com diferentes
concentracdes de nitrogénio amoniacal

NHs-N [T R? Contagem maxima Contagem final
(mg.LY) (d-1)2 (X108 células mL-1)P (x10° células mL-1)e
0 0,054a 0,87 3,16 (dia 14) 2,64
10 0,204b 0,90 22,59 (dia 21) 22,59
20 0,228c 0,89 54,48 (dia 18) 53,46
40 0,214c 0,97 49,55 (dia 17) 44,70
50 0,212c 0,98 50,69 (dia 18) 50,18
60 0,211c 0,96 46,85 (dia 18) 32,50
80 0,219c 0,97 49,30 (dia 17) 44,70
125 0,213c 0,95 50,30 (dia 21) 50,30
250 0,236¢ 0,99 50,39 (dia 21) 50,39
500 0,221c 0,97 37,75 (dia 21) 37,75
750 0,204b 0,99 44,89 (dia 21) 44,89
1000 0,199b 0,99 38,30 (dia 18) 29,18
Bristol 0,229¢ 0,96 67,85 (dia 17) 13,19
medium

Legenda: R? — Coeficiente de correlacéo; a — Valores seguidos por letras diferentes indicam que eles foram
significativamente diferentes a um nivel de probabilidade de 0,05 de acordo com o teste ANOVA; b — Os
valores entre colchetes sdo as datas de cultivo que mostram a contagem méaxima de células; ¢ — A densidade
celular inicial foi de 1 x 10° células.mL.

Fonte: Tam e Wong (1996).

Feng, Li e Zhang (2011) cultivaram C. vulgaris em fotobiorreatores do tipo coluna de
bolha alimentados com &guas residuarias artificiais simulando esgoto domeéstico, operados em
batelada por 14 dias, alcangando teor de lipidios totais de 42% e produtividade lipidica de 147

mg.L.d%, além de eficiéncia de remocdo de matéria organica expressa em demanda quimica
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de oxigénio (DQO) de 86%, e de nutrientes de 97% e 96% para nitrogénio amoniacal e fésforo
total, respectivamente.

Melo et al. (2018) cultivou C.vulgaris em batealada por 14 dias, sob condigdes
autotroficas e mixotrdéficas, utilizando erlenmeyers de 1,0 L contendo efluentes agroindustriais
(MELO et al., 2018). Nesse estudo 0 N-NOsz™ foi 100% removido em todas as condicOes de
crescimento pelo fato dos substratos utilizados terem baixa carga de amonia e nitrito,
consequentemente a microalga consumiu todo o N-NOs. O nitrogénio orgéanico atingiu
eficiéncias de remocéo entre 50 e 100%

Altas taxas de remocdo de nutrientes e producdo de biomassa foram obtidas também
por Caporgno et al. (2015) cultivando microalgas de agua doce da espécie Chlorella kessleri e
Chlorella vulgaris em fotobiorreatores com aguas residudrias urbanas. Os cultivos de Chlorella
kessleri alcancaram uma producdo maxima de biomassa microalgal de 2,70 g.L? e uma
remocdo de 96% do nitrogénio total presente no efluente, enquanto os cultivos de Chlorella
vulgaris alcancaram uma producdo maxima de biomassa de 2,91 g.L e uma remocéo de

nitrogénio total de 95%.
2.2 Cultivo de microalgas em fotobiorreatores

Atualmente, por conta do baixo custo de operacéo e de capital, a maioria dos processos
industriais de cultivo de microalgas sdo feitos em sistemas abertos como as lagoas
fotossintéticas (WANG; LAN; HORSMAN, 2012). No entanto, os sistemas abertos de cultivo
apresentam diversas desvantagens em comparacdo aos fotobiorreatores, devido a falta de
controle das condi¢cdes operacionais, que limita o crescimento das microalgas a superficie das
lagoas e resulta em baixas produtividades volumétricas de biomassa e baixas densidades
celulares (SUH; LEE, 2003).

Uma grande variedade de fotobiorreatores (PBRs — do inglés, photobiorreactors) tem
sido desenvolvida nas ultimas décadas, sendo tais equipamentos classificados de acordo com a
sua geometria em: coluna vertical, tubular, e PBRs de tela plana. Os fotobiorreatores de coluna
vertical sdo geralmente constituidos por cilindros com raios de até 0,2 m e alturas de até 4,0 m
(WANG; LAN; HORSMAN, 2012). Esse tipo de reator deve ser projetado com raios pequenos,
para que a relacéo superficie-volume seja aumentada proporcionando ao sistema uma eficiente
distribuicdo da luminosidade, e com restri¢des de altura, para garantir transferéncias de gases
efetivas e seguranca operacional devido a resisténcia dos materiais transparentes utilizados na

construcdo das colunas (KHOO; LAM; LEE, 2016). Em colunas muito altas por exemplo,
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podem ser estabelecidos gradientes de gas carb6nico, reduzindo a disponibilidade dos gases e
criando gradientes de pH (VALDES et al., 2012; XU et al., 2009). Além disso, 0 aumento do
comprimento da coluna aumenta o tempo de residéncia do oxigénio dissolvido (OD) produzido
pela fotossintese no reator, podendo ser alcancadas concentracdes elevadas que inibem o
crescimento microbiano (KAZBAR et al., 2019).

Os PBRs de coluna vertical sdo caracterizados por seus altos coeficientes volumétricos
de transferéncia de gas. O borbulhar dos gases na parte inferior da coluna proporciona a
utilizacdo eficiente do gés carbdnico e a remocéo efetiva do oxigénio dissolvido (SEO et al.,
2012). A agitacdo constante do meio causada pelas bolhas de gas mistura a cultura suavemente
com baixas tensdes de cisalhamento em comparagdo aos impulsores e as bombas (LOPEZ-
ROSALES et al., 2019). Dessa forma, o dano celular associado aos PBRs de coluna vertical é
muito baixo, exceto em vazdes extremas de gases superficiais (VEGA-ESTRADA et al., 2005).
Portanto, nesse tipo de fotobiorreator o crescimento das microalgas é normalmente limitado por
outras variaveis, como a intensidade de luz e a disponibilidade de nutrientes. A estrutura dos

diferentes tipos de PBRs de coluna vertical é apresentada na Figura 4 abaixo.

.Figura 4: Diferentes configuragdes de fotobiorreatores de coluna vertical
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Legenda: a) PBR coluna de bolhas; b) PBR airlift; ¢) PBR de coluna dividida; d) PBR de malha
externa.
Fonte: Wang, Lan e Horsman (2012)
Conforme apresentado na Figura 4A, um PBR do tipo coluna de bolhas é composto
por uma coluna com aspersor de ar localizado na parte inferior do biorreator, onde as bolhas
preenchem todo o volume util do sistema. A mistura do meio de cultura é feita pela turbuléncia

e pelo fluxo ascendente (upflow) das bolhas de ar introduzidas, enquanto o headspace deixado
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no topo do PBR é projetado para promover a desgaseificacdo (separacdo gas/liquido)
(BARAHOEI; HATAMIPOUR; AFSHARZADEH, 2020; SANCHEZ MIRON et al., 2002).

2.3 Sintese de lipidios

Microalgas convertem a energia solar em energia quimica, a qual é acumulada na forma
de lipidios, carboidratos e proteinas (DEMIRBAS, 2011). Os lipidios armazenados podem ser
extraidos e transesterificados produzindo o biodiesel, enquanto a biomassa restante apos a
extracdo pode ser usada na hidrolise dos carboidratos para obtencdo de acUcares fermentaveis que
serdo utilizados na sintese do bioetanol (BAICHA et al., 2016; CHISTI, 2007). O biodiesel
apresenta multiplas vantagens sobre o diesel de origem fossil, tais como: elevado ponto de
fulgor, alta lubricidade e elevada biodegradabilidade, podendo ser utilizado nos motores a diesel
convencionais sem qualquer modificacdo (CHEN et al., 2015). Além disso, 0s gases emitidos
na combustdo podem ser absorvidos pelas microalgas para realizacdo da fotossintese (ADENIYI;
AZIMOV; BURLUKA, 2018; KHAN et al., 2017).

Os lipidios produzidos pelas microalgas sdo divididos em dois grupos principais:
lipidios polares (hidrofilicos), como os glicerofosfolipidios, e lipidios ndo polares
(hidrofdbicos), como os triacilgliceréis (TAGs) (ALISHAH ARATBONI et al., 2019). Os
lipidios polares geralmente tém longas cadeias de acidos graxos e uma barreira seletiva
permeavel que auxilia na separacdo das organelas intracelulares, enquanto os TAGS possuem
cadeias hidrocarbonadas e sdo responsaveis pelo armazenamento de energia (DHARANI,;
RAMAMURTHY, 2014). Segundo Sharma, Schuhman e Schenk (2012) as células de
microalgas sdo constituidas por &cidos graxos saturados e monoinsaturados.

A sintese de lipidios por via microbiana voltada a producéo de energia ja € conhecida ha
algum tempo, os estudos tém se intensificado nos Gltimos anos por conta da necessidade global
de promover o desenvolvimento sustentavel e encontrar fontes de energia renovaveis. O Viés
energeético € apenas uma das aplicacfes desse processo, a biotecnologia de lipidios pode ser
utilizada também para outros usos industriais, como interesterificacdo e obtencdo de esterdis
(BAICHA etal., 2016). Os lipidios podem ser sintetizados por microrganismos, sejam procariotos
(algas azuis/cianobactérias) ou eucariotos (algas verdes/clordfitas) (KHAN et al., 2017), sendo
que tanto o conteldo quanto a composicao dessas substancias serdo de extrema importancia para
a determinacdo da qualidade de uma biomassa microbiana (NAGARAJAN et al., 2013). O

contetdo lipidico de diferentes espécies de microalgas € apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Conteldo lipidico de diferentes espécies de microalgas
Microalgas marinhas e de dgua doce  Contetido em Lipidios (% biomassa peso seco)

Botryococcus braunii 25,0 -75,0
Chlorella emersonii 25,0-63,0
Chlorella protothecoides 14,6 — 57,8
Chlorella vulgaris 5,0-58,0
Chlorella minutissima 10,0-57,0
Clorococcum sp. 19,3 -53,7
Crypthecodinium cohnii 20,0-51,1
Dunaliella salina 6,0 - 25,0
Dunaliella tertiolecta 16,7-71,0
Dunaliella sp. 17,5-67,0
Euglena gracilis 14,0 -20,0
Isochrysis galbana 7,0—-40,0
Monallanthus salina 20,0 -22,0
Nannochloris sp. 20,0 - 56,0
Nannochloropsis oculata 22,7 -29,7
Nannochloropsis gaditana 12,3-20,5
Neochloris oleoabundans 29,0 - 65,0
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0
Scenedesmus quadricauda 19-184

Fonte: Chisti (2007).

A diferenca na biossintese de lipidios realizada pelas microalgas ocorre ndo apenas entre
organismos taxonomicamente diferentes, mas também entre grupos que compartilham
semelhancas de uma mesma espécie. Dessa forma, as condi¢des adequadas de cultivos, como
a configuracdo do biorreator, o fotoperiodo e a concentracdo de nutrientes do meio, aparentam-
se como mais importantes que as espécies a qual pertencem os microrganismos (YU et al.,
2017), portanto, estratégias de cultivos podem ser adotadas visando aumento na produtividade
lipidica, como, por exemplo, variando a temperatura, selecionando comprimentos de ondas
especificos, aumentando a intensidade luminosa, adicionando metais pesados e reduzindo a
disponibilidade de nutrientes (FERREIRA et al., 2019; JIANG; YOSHIDA; QUIGG, 2012;
MENEGAZZO; FONSECA, 2019; PARK; NGUYEN; JIN, 2019).

Algumas pesquisas sugerem que, conforme a temperatura do meio reacional aumenta,
as microalgas tendem a produzir e acumular acidos graxos saturados, enquanto, conforme as

temperaturas diminuem, as microalgas tendem a produzir e acumular &cidos graxos insaturados
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(ALISHAH ARATBONI et al., 2019). Converti et al. (2009) avaliaram o efeito da temperatura
na producdo lipidica de microalgas da espécie C.vulgaris e N.oculata. Durante o cultivo
de N.oculata, foi verificado que a elevacdo da temperatura resultou em aumento do conteido
lipidico, enquanto a reducdo da temperatura resultou em diminuicdo do conteudo lipidico
acumulado. Porém, no mesmo trabalho, foi observado o comportamento inverso no cultivo de
C.vulgaris, onde a elevagdo da temperatura proporcionou diminuicdo no conteddo
lipidico, enquanto a reducdo da temperatura proporcionou aumento do conteudo lipidico
celular. Portanto, a temperatura ideal varia conforme a espécie de microalga, podendo ser
selecionada de acordo com o objetivo do trabalho (CONVERTI et al., 2009).

No caso da luz, o comprimento de onda e a intensidade luminosa podem causar também
mudancas significativas no crescimento e na producdo de lipidios das microalgas (ALISHAH
ARATBONI et al., 2019). Nadzir et al. (2018) promoveram o “stress” fisico das células
cultivando T.obliquus em diferentes faixas de intensidade luminosa (4000 — 30000 lux) para
avaliar o efeito da intensidade da luz na produtividade lipidica das microalgas. A maior
produtividade lipidica obtida foi na faixa de 23500 lux, sendo alcangadas produtividades de 27
mg.L1.d? e um teor lipidico de 23%. Segundo Wu, Yu e Hu (2014), o teor de lipidios é
diretamente proporcional a intensidade da luz, ou seja, elevadas intensidades luminosas
proporcionam aumento no teor total de lipidios acumulados, porém, em condi¢Ges onde 0s
cultivos séo expostos a intensidades luminosas muito elevadas, pode ocorrer a saturacdo e a
consequente inibigdo do crescimento celular (fotoinibi¢do). Wong et al. (2016) avaliaram o
efeito dos comprimentos de onda no crescimento de Chlorella vulgaris. Nesses experimentos
foram utilizadas diferentes lampadas de LED (branco, azul e vermelha), sendo observado que
apos 10 dias, com fotoperiodos de 18:6 (claro/escuro), as microalgas cultivadas com luz azul
atingiram maiores teores de lipidios totais (34,06%) devido a eficiéncia e a penetracdo profunda

do comprimento de onda selecionado (WONG et al., 2016).

Outro fator que afeta diretamente a producdo de lipidios é a limitagdo/disponibilidade
de nutrientes (ALISHAH ARATBONI et al., 2019). Diversos estudos exploraram técnicas de
limitacdo de nutrientes com diferentes especies de microalgas para entender e otimizar a
producdo de acidos graxos. Yang et al. (2018) mostraram que, em situacdes de deficiéncia de
fésforo ou nitrogénio, o rendimento de &cidos graxos em Chlamydomonas reinhardtii aumenta
significativamente. Em outro estudo feito por Cordeiro et al. (2017), que avaliaram o efeito dos
niveis de fosforo e nitrogénio no crescimento de microalgas da espécie Microcystis, foi relatado

que o acumulo de lipidios apresentou correlagdo inversa com a concentracdo de nitrogénio



39

(35,8%) e direta com a concentracdo de fésforo (31,7 %). Esse fendmeno explica-se pelo fato
de que a disponibilidade de substrato € uma etapa limitante no equilibrio do crescimento e da
producdo de acidos graxos, assim, as vias de sintese de biomassa e de acidos graxos competem
pelos mesmos substratos (TAN; LEE, 2016).

Além dos macronutrientes, alguns metais pesados, como Cu, Fe, Mn, Ni e Zn, sdo
fundamentais nos processos bioldgicos e na producdo de lipidios (KAR et al., 2008; NICOLAU;
GALERA-CUNHA; LUCAS, 2006), atuando como precursores de vitaminas, cofatores
enzimaticos e estruturando proteinas da membrana celular (MUNDA; HUDNIK, 1988). Ren et
al. (2014) verificaram os efeitos de Fe ** (0,0 - 0,12 g.L™%), Mg ?* (0,0 - 0,73 g.L}) e Ca ?* (0,0
- 0,98 g.L1) na produgcéo de lipidios de microalgas da espécie Scenedesmus sp. observando que
0 contetdo lipidico total e a produtividade lipidica aumentaram até 28,2% e 29,7%,
respectivamente, com a adicdo de EDTA durante o cultivo. Esse comportamento indica que, as
principais vias metabolicas relacionadas a sintese e degradacdo lipidica da Scenedesmus sp.
podem ser modificadas por Fe 3", Mg 2" e Ca?* (LIU; WANG; ZHOU, 2008). Nos ensaios
desenvolvidos por Liu, Wang e Zhou (2008) foi observado que, aumentando 10 vezes a
concentracdo de ferro (em comparagdo com o meio de cultura padrdo), a produtividade lipidica
da microalga C.vulgaris aumentou de 14,6 mg.L™.d* para 28,0 mg.L.d%. Battah et al. (2015)
também avaliaram o efeito dos metais pesados (Mn?2*e Co?2") no contetdo lipidico
de C.vulgaris, usando cloreto de manganés (MnCl;) em concentra¢fes de 2 uM, 10 uM e 12
uM. Os resultados obtidos demonstraram que a elevacdo das concentracdes de metais pesados
no meio de cultura resultou em aumento de 14%, 16% e 15% no teor de lipidios totais,

respectivamente.
2.4 Aguas residuarias de gelatina tratadas por via anaerdbia

O Brasil € 0 maior produtor de gelatina do mundo, sendo que a empresa GELITA é a
maior fabricante mundial de gelatina, com uma producédo de 85 mil toneladas ao ano, das quais
20 mil sdo produzidas na planta do Brasil (RIBEIRO, 2007). No processo de producgédo da
gelatina, a matéria-prima mais utilizada é o residuo da industria de couro denominado raspa de
couro. Esse material passa por uma etapa de triagem sendo cortado em pequenos pedacos que
sdo inteiramente lavados e tratados com solucdo alcalina de cal. Posteriormente, a raspa de
couro ¢ lavada com &gua corrente e submetida ao tratamento acido com solucéo diluida de acido
sulfurico (MARIOD; FADUL, 2013).
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ApoOs essas etapas, é feito o processo de extracdo do colageno da matéria-prima,
colocando as raspas de couro em grandes tanques de aco inoxidavel e adicionando dgua quente.
Nesse processo, é gerado uma solucdo diluida de gelatina que sera filtrada em filtros de presséo
e concentrada em evaporadores de triplo efeito, produzindo o caldo de gelatina concentrado. O
caldo produzido é resfriado, sendo convertido a uma espécie de geleia, que é encaminhada para
secadores, onde sdo feitas as etapas finais de secagem e moagem do material. Os residuos
gerados na triagem, no tratamento alcalino, na lavagem, no tratamento acido e na filtracdo séo
encaminhados para a estacdo de tratamento de efluentes (MA et al., 2019). O fluxograma do

processo produtivo da gelatina € ilustrado na Figura 5.

Figura 5: Processo de producdo da gelatina
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Fonte: Ribeiro (2007)

Em funcdo desses processos, 0s efluentes produzidos nesse tipo de indlstria apresentam
elevadas cargas de proteinas, sulfetos e nitrogénio organico. Efluentes desse tipo, quando
tratados por reatores anaerobios, originam aguas residuarias com altas concentragdes de
nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal), devido a degradacédo das proteinas presentes no material
organico. Durante o processo de degradacdo do material proteico, as proteinas sao hidrolisadas
a peptideos e posteriormente a aminoacidos que sdo rapidamente fermentados por bactérias
acidogénicas fermentativas e convertidos em acidos volateis de cadeias curtas, dioxido de
carbono e nitrogénio amoniacal (MCINERNEY, 1988).
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Ruiz et al. (1997) realizaram estudos sobre a digestdo anaerobia de agua residuaria com
elevado teor proteico (70% do total de matéria orgénica) e elevada carga organica
(aproximadamente 8000 mgDQO.L ) provenientes de abatedouro. Os ensaios foram realizados
em dois tipos de reatores, um UASB e um filtro biolégico. Nesse estudo, foram alcancadas
eficiéncias de remoc¢do de matéria organica de 75% e elevados teores de nitrogénio amoniacal

(461 — 980 mg.L™t) em ambos os reatores.
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3 MATERIAS E METODOS
3.1 Desenho Experimental

Esse estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Ambiental da
FZEA/USP. A é4gua residuéria tratada em reator UASB foi coletada na industria GELITA do
Brasil Ltda, situada no municipio de Mococa/SP. O efluente coletado foi caracterizado fisico-
quimicamente, diluido, suplementado com meio basal e encaminhado para fotobiorreatores
coluna de bolhas (PBRs) operados em bateladas sequenciais, para promocdo da adaptacéo da
biomassa ao efluente. Posteriormente, com o inoculo adaptado foi realizado o ensaio cinético
de crescimento microbiano, quando se determinou 0 modelo de crescimento e a concentragao
de substrato (N-Amoniacal) de operacdo dos PBRs. Em seguida, com os pardmetros cinéticos
definidos (Umnsx, Ks € Ki), 0s fotobiorreatores foram operados em batelada até que a producéo
de biomassa cessasse. A biomassa final acumulada foi colhida e caracterizada (lipidios). Por
fim, com os resultados dos cultivos nos PBRs foram feitos ajustes aos modelos cinéticos de
crescimento e de consumo de substrato e a analise estatistica do processo. A Figura 6 ilustra as

etapas e as analises do projeto.

Figura 6: Desenho experimental do projeto
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3.2 Inéculo

O in6culo da microalga Chlorella vulgaris clone BMAK D1 foi fornecido pelo Prof. Dr.
Messias Borges Silva do Laboratdrio de Engenharia de Microalgas da Escola de Engenharia de
Lorena. A cultura foi mantida e propagada em condicdes assépticas, utilizando erlenmeyers de
250 mL, na colecéo de culturas do Laboratorio de Biotecnologia Ambiental (FZEA/USP) em
meio BBM modificado (Tabela 3). Os in6culos foram mantidos em condicGes controladas de
temperatura (26 = 2 °C) e fotoperiodo (24/0 horas, claro/escuro) com intensidade luminosa
estimada em 4,6 klux. A Figuras 7 ilustra o in6culo axénico repicado e as células aproximadas

(63 vezes) em microscopio optico da marca LEICA modelo DMLB.

Figura 7: In6culo repicado em erlenmeyer de 250 mL (a esquerda) e células de C.vulgaris aproximadas (a
direita)

Fonte: Proprio autor.

Tabela 3: Meio Bold Basal modificado (BBM)

Parametro Solucgéo Estoque Aliquota Concentracgéo final

(g.LY) (mL) (mg.L™)
NaNOs3 150 5 750
K2HPO4 7,5 10 75
KH2PO4 17,5 10 175
NaHCOs3 7,5 10 75
CaCl,.2H20 2,5 5 5
Mg.SO4.7H.0 10 5 20
EDTA 25 2 50
FeClz.6H20 2 2 4
H3BOs 2 2 4
ZnS04.7H20 0,75 2 15
CloMn.7H20 0,12 2 0,24
CuS04.5H20 0,12 2 0,24
CoCl2.6H20 0,03 2 0,06
Na>MoO4 0,10 2 0,20

Fonte: Lourencgo (2006)
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3.3 Agua residuéria da Industria GELITA do Brasil Ltda

A 4gua residuéria utilizada nesse projeto foi proveniente do reator do tipo UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) da industria GELITA do Brasil Ltda situada no municipio
de Mococa/SP. A coleta ocorreu 0 més de julho de 2019. A &gua residuaria coletada foi

armazenada em galdes de 5,0 L e congeladas.
3.3.1 Caracterizacao fisico-quimica

As andlises de DQO bruta e filtrada, nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrogénio
amoniacal (N-Amoniacal), nitrito (N-NO2"), nitrato (N-NOs*), nitrogénio organico (Norg),
nitrogénio total (Nt), fosforo total (Pr), e sulfatos (SOs*) foram realizadas conforme os
métodos descritos no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2005), enquanto a analise de oxigénio dissolvido (OD) foi feita utilizando sonda da marca SOP
modelo YSI 55. A Tabela 4 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica da agua residuaria.

Tabela 4: Caracterizacdo da agua residudria agroindustrial tratada por via anaerdébia em reator do tipo
UASB

Parametro Concentracao
DQOsruta (mg.L'l) 170,65 + 3,61
DQOFiitrada (Mg.L™) 122,2 £ 5,66

OD (mg.L%) 0,18 £ 0,05
NTK (mg.L") 359,98 + 1,81
N-Amoniacal (mg.L™") 281,90 + 3,11

N-NOs™ (mg.L?) 0,22 + 0,01

N-NO; (mg.L™) 10,44 + 0,30
Nt (mg.L?) 370,64 + 2,13

Norc (Mg.L?) 78,08 £ 4,92

Pr (mg.LY) 2,05 + 0,06
S04%(mg.L Y 521,91 + 14,96

pH 7,75+ 0,07

Fonte: Proprio autor.

3.3.2 Ajuste do pH

Visando o controle do deslocamento do equilibrio quimico da amdnia livre (N-NH3) ao
fon amdnio (N-NH4") e do sulfeto de hidrogénio (H2S) a hidrogenossulfeto (HS), o pH da adgua
residuéria foi ajustado em 7,5. O ajuste foi feito adicionando aliquotas de acido sulfurico diluido
(0,05M), sendo quantificados os valores de pH por meio de pHmetro digital de bancada

devidamente calibrado da marca Tecnal modelo TEC-03MP.
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3.3.3 Filtracao

Para evitar que a passagem da luz fosse bloqueada, por conta da alta concentragédo de
solidos e turbidez da agua residuaria, antes da inoculacao o efluente foi filtrado em sistema de

filtracdo composto por kitassato e funil de porcelana de Buncher com papel de filtro 0,45 pm.
3.3.4 Esterilizacéo

Apos a filtracdo da &gua residuaria, procedeu-se a fase de esterilizacdo, onde foi
adicionado 1,0 mL.L? de hipoclorito de sdédio (5%). A solucio foi homogeneizada
manualmente com bastdo de vidro, sendo deixada em repouso 12 horas para que ocorresse a
completa elimina¢do dos microrganismos (controle de espécies) e a oxidacdao irreversivel dos
sulfetos. Apds esse periodo, foi feito teste utilizando indicador, para verificar a auséncia de
cloro na solucdo. Em casos onde foi observada a presenca de cloro residual a solucdo foi

neutralizada com tiossulfato de sédio.
3.4 Curva de calibracdo da biomassa

O monitoramento do crescimento das microalgas foi feito a partir da curva de calibragéo,
elaborada para converter os resultados de absorbancia (abs) em concentracdo de biomassa (g.L
1. O comprimento de onda utilizado nas leituras em cubeta de quartzo foi de 680nm
(GUIMARAES et al., 2019). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro da marca HACH
modelo DR 2800. A curva foi elaborada operando o fotobiorreator coluna de bolhas em batelada
com meio Bold basal modificado (BBM) (Tabela 3). Quando a fase estacionaria de crescimento
foi alcancada uma aliquota concentrada (solucdo estoque) do reator foi coletada e diluida em
10 concentracgdes diferentes, sendo quantificada a absorbancia de cada um dos pontos da curva.
Por fim, com o volume remanescente no fotobiorreator, foi feita a colheita para determinar a
concentracdo de biomassa da solugéo estoque, relacionando-a com as absorbancias obtidas nas
leituras de cada diluicdo, e plotando a curva de calibragdo através do software Excel 2016
(Anexo).

3.5 Adaptacdo do inoculo a dgua residuaria

Antes do ensaio cinético e da operacgédo dos fotobiorreatores (PBRs), foi feita a etapa de
adaptacdo do indculo a agua residuaria. O processo de adaptacdo foi feito por bateladas

sequenciais em um fotobiorreator do tipo coluna de bolhas com volume Gtil de 1,0 L. O PBR
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utilizado foi alimentado com concentracGes crescentes de nitrogénio amoniacal (C1=7,05mg.L"
1 C2=14,09mg.L?, C5=28,19 mg.L ™, C4 =56,38 mg.L ™) e mantido em operacéo até que a fase
exponencial de crescimento e a concentracio aproximada de biomassa de 1,2 g.L™ em cada
condicdo fosse alcancada. Em seguida, as bateladas foram interrompidas, sendo removidos 70
% do volume util do fotobiorreator e preenchidos novamente com 700 mL de &gua residuéria
diluida e suplementada com meio basal. Alcancada a concentracdo de substrato méaxima
tolerada pelas microalgas, ou seja, concentracdo de substrato onde ndo ocorreu inibicdo e morte

celular, o inéculo foi coletado e encaminhado para as proximas etapas do projeto.
3.6 Ensaio cinético de crescimento microbiano

O objetivo desse ensaio foi avaliar o crescimento das microalgas, por meio do
monitoramento da producdo acumulativa de biomassa (X), e determinar a concentracdo de

substrato 6tima (Sopt) de operacdo dos fotobiorreatores (PBRS).

O inoculo utilizado nessa etapa foi proveniente de um fotobiorreator do tipo coluna de
bolhas (PBR) operado em bateladas sequenciais com efluente agroindustrial em concentrac6es
crescentes de nitrogénio amoniacal, conforme descrito no item 3.5. A concentragcdo de

microalgas (X) no in6culo adaptado foi de aproximadamente 1,2 g.L ™.

Para o ensaio cinético, foram estudadas 6 diferentes concentragdes de nitrogénio
amoniacal: C1=7,05mg.L?, C>=14,09mg.L™, C3=28,19 mg.L?, C4 =56,38 mg.L?, C5=112,76
mg.L™?, C6=169,14 mg.L™. Solucdo de nutrientes (meio basal) foram adicionadas aos frascos
de reacdo para otimizar a atividade dos microrganismos. O meio basal (Bold Basal) foi
preparado conforme descrito na Tabela 3 do item 3.2. O pH dos reatores foi monitorado e
controlado em 7,5, através da adicao de acido sulfarico diluido (0,05M), para evitar a formacéo
de sulfetos e a volatilizacdo do nitrogénio amoniacal devido a conversdo do ion amoénio (N-
NH4*) a aménia livre (N-NHz). Por fim, foram preparados 3 frascos de controle negativo, com

in6culo em meio basal sem agua residuaria.

Como reatores foram utilizados frascos Schott Duran de 500 mL. O volume util dos
frascos foi de 150 mL, sendo que um ter¢o do volume atil foi preenchido com indculo (33%
v/v). Os ensaios foram feitos em triplicata adicionando-se ao in6culo 100 mL de agua residuéaria
diluida (7,05; 14,09; 28,19; 56,38; 112,76; 169,14 mgN-NH4*.L?) e suplementada com meio
basal.
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Posteriormente, os frascos foram incubados em batelada, a uma temperatura de 26°C,
sob agitacdo de 200 rpm, em uma incubadora shaker. Este equipamento foi mantido em sala
climatizada, isolada da luz solar. A luz utilizada como fonte de energia pelas microalgas foi
fornecida exclusivamente por lampadas de LED de 6W ligadas 24 horas, resultando em
iluminéncia estimada em 4,6 klux (ELERBROCK ZORN et al., 2018).

As microalgas foram cultivadas sem aeradores, ou seja, ndo foi feita a alimentacdo de
CO:2 (cilindros de gas carbonico) e a agitagdo pneumatica, portanto, as fontes de carbono dos
microrganismos foram apenas o carbono organico contido na agua residuaria, o bicarbonato de
sodio do meio basal e 0 CO> presente na atmosfera, introduzido pelo headspace, por conta da
agitacdo constante dos frascos (mistura completa). A incubacdo durou 7 dias até que a producéo

de biomassa cessasse.

A producdo de biomassa dos cultivos foi quantificada pelo método espectrofotométrico,
monitorando o crescimento celular nos frascos, a cada 24 horas, a partir da quantidade de luz
absorvida pelo analito. As leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O espectrofotémetro
utilizado foi um espectrofotémetro da marca HACH modelo DR 2800. O comprimento de onda
selecionado foi de 680 nm (GUIMARAES et al., 2019). Os resultados de absorbancia obtidos
no monitoramento foram posteriormente convertidos em gramas de biomassa por litro (X)

através da curva de calibracdo da biomassa elaborada no item 3.4.
3.6.1 Modelos cinéticos ajustados aos ensaios de crescimento microbiano

Os perfis de producdo de biomassa de cada condi¢do foram ajustados ao modelo cinético
de Gompertz-modificado (Equacdo 1) descrito por Mansouri (2017) através do software Origin

8.0
} (1)

Nessa expressdo, Y é a concentracdo de biomassa no tempo t; C é a assintota de

x(A-t)+1

Fexp(1

C

In(X/X0) no tempo t; w4, € a velocidade especifica de crescimento méaxima (d); 1 ¢ o tempo

de duracéo da fase lag (d) e t € o tempo (d).

Determinadas as velocidades especificas de crescimento maximas (.4, ), foi construido

o gréfico que relaciona as concentragdes iniciais de substrato (S) com as velocidades especificas
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de crescimento maximas (W4, ) de cada condigdo, e testados os ajustes aos modelos cinéticos
conhecidos, para obtencdo dos parametros cinéticos e da concentracdo de substrato 6tima de
operacdo dos fotobiorreatores coluna de bolhas (Sept). Como foi observada inibicdo por
substrato, 0 modelo cinético ajustado foi 0 modelo de Andrews (Equagéo 2), e 0 Sept calculado

pela Equacdo 3. O ajuste ao modelo de Andrews foi feito no software Origin 8.0.

S
N e
Kj
Sopt = VKs*Ki 3)

Nessas expressoes, iy € a velocidade especifica de crescimento (d1); Ks é a constante
de saturacdo definida pela equacdo de Monod (mg.L?); Ki é a constante de inibicdo pelo
substrato (mg.L™) e Sept € a concentracgdo de substrato 6tima de operacéo dos fotobiorreatores
coluna de bolhas (mgN-NH4".L ™).

3.7 Fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs)

As microalgas foram cultivadas em um sistema composto por trés fotobiorreatores do
tipo coluna de bolhas em batelada, de volume total de 1,2 L cada, dotados de iluminagdo externa
e agitacdo pneumatica. Cada fotobiorreator foi composto por coluna de vidro de 5 mm de
espessura de parede, diametro interno de 65 mm, altura de 450 mm e volume Gtil de 1,0 L. O
sistema de aeracdo constituiu de um difusor (do tipo pedra porosa, com 3 cm de diametro),
localizado na base de cada uma das colunas, conectado por mangueira de silicone a um
compressor de ar diafragmatico com vazéo de 4 L.min para a dispersdo de microbolhas de ar

no sistema.

As microalgas foram cultivadas nos fotobiorreatores (PBRs) sem a alimentacéo de CO>
(cilindros de géas carbénico), apenas bolhas de ar foram injetadas no sistema pelos difusores,
portanto, as fontes de carbono dos microrganismos foram o carbono organico contido na agua
residuaria, o bicarbonato de sodio do meio basal e 0 CO- presente nas bolhas de ar do sistema

de agitacdo pneumética.

A agitacdo pneumatica foi fornecida por um compressor de ar BOYU (modelo S-510).

Os fotobiorreatores (PBRs) foram mantidos em sala climatizada (26°C), isolada da luz solar. A



49

iluminéncia (estimada em 4,6 klux), foi fornecida exclusivamente por lampadas tubulares de
LED de 9W ligadas 24 horas (ELERBROCK ZORN et al., 2018).

O inbculo utilizado na operacdo dos fotobiorreatores foi proveniente de um
fotobiorreator do tipo coluna de bolhas (PBR) operado em bateladas sequenciais com efluente
agroindustrial em concentracOes crescentes de nitrogénio amoniacal, conforme descrito no item
3.5. O volume de indculo foi de 33% (v/v) e a concentracdo celular do indculo adaptado (X) foi
de aproximadamente 1,2 g.L.

Como substrato foi utilizada a mesma &gua residuria do ensaio cinético de crescimento,
coletada no reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) da GELITA Brasil Ltda. Antes
da partida dos fotobiorreatores (PBRs) a agua residuaria foi diluida para a concentracao de
substrato indicada pelo cinético (Sopt) € suplementada com meio basal. Apds a operacdo dos
fotobiorreatores na concentracdo de substrato 6tima (Sopt), foram feitos também cultivos em
triplicata nos mesmos fotobiorreatores (PBRs) apenas com meio basal (controle negativo),
sendo utilizado como referéncia para a comparacao dos processos. As figuras 8 e 9 apresentam,
respectivamente, o desenho esquematico e a foto dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS)

utilizados.
Figura 8: Esquema dos fotobiorreatores (PBRs) utilizados para cultivo
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 9: Fotobiorreatores coluna de bolhas utilizados no cultivo, operando no Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental (FZEA/USP

Fonte: Préprio autor.

3.7.1 Monitoramento dos cultivos

O crescimento das microalgas durante os cultivos nos fotobiorreatores coluna de bolhas
(PBRs) foi acompanhado por analise de absorbancia em espectrofotdmetro da marca HACH
modelo DR 2800, selecionando o comprimento de onda de 680 nm para a realizacao das leituras
de absorbancia a cada 24 horas. Utilizando pipetador automatico, cerca de 5,0 mL do meio de
cultivo foram coletados pela parte superior dos fotobiorreatores. O meio de cultivo contendo
biomassa foi transferido para uma cubeta de quartzo e em seguida efetuou-se a leitura da

absorbancia.

Apos a leitura da absorbancia a amostra foi diluida e filtrada em sistema de filtracéo
composto por bomba a vacuo, funil de buncher, kitassato e papel filtro 0,45 um, removendo a
fase solida presente na amostra, para eliminar possiveis interferéncias na caracterizacao fisico-
quimica da agua residuaria. As amostras filtradas e diluidas foram caracterizadas fisico-
quimicamente em relacdo & concentracao de nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal) e nitrato (N-
NOs") segundo a metodologia descrita no Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater.
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O pH dos PBRs foi monitorado por pHmetro digital da marca Tecnal modelo TEC-
03MP e controlado em 7,5 através da adi¢do de acido sulfurico diluido (0,05M) para evitar a
formacéo de sulfetos e a volatilizacdo do nitrogénio amoniacal. As concentraces de oxigénio

dissolvido (OD) foram acompanhadas utilizando sonda da marca SOP modelo YSI 55.
3.7.2 Modelos cinéticos de crescimento e consumo de substrato

Os perfis de producéo de biomassa nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) foram
ajustados ao modelo cinético de Gompertz-modificado (Equacdo 1), conforme descrito
anteriormente no item 3.6.1, enquanto os consumos de nitrogénio amoniacal e nitrato foram
ajustados ao modelo cinético de decaimento de primeira ordem, apresentado na Equacao 4.
Ambos os ajustes foram feitos através do software Origin 8.0.

S=So+Ae Tk 4)

Nessa expressdo, S é a concentracdo de substrato (mg.L™); So é a concentragéo inicial
de substrato (mg.L™); t é o tempo (d) e k é a constante de velocidade de primeira ordem (d2).
A partir dos resultados de k obtidos na modelagem cinética foram calculadas as velocidades

instantaneas de consumo de substrato (rg) através da Equacéo 5.
rs=-k.So ®)
3.7.3 Eficiéncia de remocao de nitrogénio

A agua residudria foi caracterizada fisico-quimicamente na entrada (So) e na saida (Sr)
dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. Os parametros avaliados foram nitrogénio amoniacal
(N-Amoniacal) e nitrato (N-NO3) (APHA, 2005). A partir dos resultados obtidos, foram
calculadas as eficiéncias de remocéo de nitrogénio (ER) atraves da Equacdo 6 (DANESHVAR
etal., 2018).

'SF

S
ER(%) = —=—2F = 100 (6)

Nessa expressdo, ER ¢é a eficiéncia de remogéo de nitrogénio (%); Sk € a concentracdo
final de substrato (mg.L™) e So é a concentracéo inicial de substrato (mg.L™).
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3.7.4 Colheita da biomassa

A colheita da biomassa foi feita por floculacéo, utilizando provetade 2,0 L. A floculagéo
foi realizada com a agua residuaria na saida dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs),
adicionando 2 mL.L™ da soluc&o floculante de sulfato de aluminio (1,0 eq.L™) para decantac&o

da biomassa. Apds cerca de 30 minutos em repouso, ocorreu a separacdo das fases com a

concomitante decantag@o da biomassa na fase inferior da proveta, conforme ilustrado na Figura
10.

Figura 10: Meio de cultivo antes (a esquerda) e ap0ds a adi¢do da solugdo floculante de sulfato de aluminio
(& direita)

Fonte: Prdprio autor.
3.7.4.1 Filtracdo da biomassa
Apo0s a separacdo das fases procedeu-se a retirada do excesso de agua da superficie e
em seguida, a biomassa decantada foi filtrada utilizando um sistema de filtragdo composto por

kitassato e funil de porcelana de Buchner com papel de filtro. A Figura 11 mostra o sistema de

filtracdo e a biomassa Umida obtida apds a filtracdo

Figura 11: Sistema de filtracdo (& esquerda) e biomassa Umida (a direita)

‘(;‘_ Py S’\_(,.,.\;n’

Fonte: Préprio autor.
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3.7.4.2 Pré tratamento da biomassa (secagem e trituracao)

A biomassa Umida foi uniformemente distribuida sobre um vidro de reldgio e levada
para secar em estufa a temperatura de 55 — 60 °C por um periodo de 24 horas sendo
posteriormente colocada em dessecadores buscando a estabilizacdo da massa a temperatura
ambiente. Ap0s atingir massa constante (variacdo de massa desprezivel) a biomassa foi triturada
utilizando gral de porcelana e pistilo até atingir a consisténcia de um p6 fino e homogéneo,

isento de grumos ou pedacos, conforme ilustrado na Figura 12.

Figura 12: Biomassa seca e moida

Fonte: Préprio autor.

3.7.5 Método de extracao de lipidios

A extracdo dos lipidios via solventes organicos foi feito seguindo a metodologia descrita
por Bligh e Dyer, (1959) e modificada por Elerbrock Zorn et al. (2018).

3.7.5.1 Hidratacdo da biomassa e quebra da parede celular

A biomassa seca, homogenizada e triturada, obtida conforme descrito anteriormente na
etapa de pré-tratamento (item 3.7.4.2), foi encaminhada para balanca de umidade sendo
quantificado o teor de dgua presente na fase sélida. Em seguida, 1,0 g de biomassa foi pesada
em erlenmeyer de 125 mL, e com pipetador automatico adicionou-se o volume de agua
necessario para atingir a umidade de 64% recomendada por Elerbrock Zorn et al. (2018). A
agua foi uniformemente distribuida sobre a biomassa. Por fim, o erlenmeyer foi manualmente

homogeneizado por 1 minuto e colocado por 30 minutos em banho de ultrassom para promover
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a completa hidratacdo e rompimento da parede celular. A Figura 13 ilustra o sistema de
hidratacao.

Figura 13: Sistema de hidratacdo da biomassa (banho de ultrassom)

AR

\/
b

Fonte: Proprio autor.

3.7.5.2 Extracéo dos lipidios

Com a biomassa hidratada, foi seguida a seguinte sequéncia analitica para todas as

extracoes:

Etapa 1: Adicionou-se 9,4 mL de cloroférmio e 10,2 mL de metanol, cuidadosamente
com pipeta graduada, ao erlenmeyer contendo a biomassa hidratada. Em seguida, foi feita

agitacdo manual por 2,0 minutos e agitacdo por banho de ultrassom por 35 minutos.

Etapa 2: Apds os 35 minutos no ultrassom, o erlenmeyer foi retirado, sendo adicionado
mais 9,4 mL cloroférmio, e encaminhando-o ao banho de ultrassom novamente por mais 35

minutos.

Etapa 3: Por fim, adicionou-se 3,4 mL de &gua destilada ao erlenmeyer promovendo a

separacao das fases (Fase 1: metanol e agua; Fase 2: cloroformio e lipidios).

Ap0s a separacao das fases, foi feita a filtracdo da solugdo em papel filtro de 12,5 cm de
diametro, filtragem média. A biomassa ficou retida no filtro e o filtrado foi coletado em um
funil de separacéo de vidro de 250 mL. O filtrado foi mantido em repouso por 24 horas até que
a total separacédo das fases fosse estabelecida. A figura 14 ilustra o sistema de separacéo de

fases utilizado.
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Figura 14: Sistema de separa¢do de fases

Fonte: Préprio autor.

A fase 2 composta por cloroférmio e lipidios foi cuidadosamente coletada em frascos
de vidros previamente pesados. Os frascos foram entdo encaminhados para a estufa a 60°C para
evaporacdo do solvente por um periodo de 24 horas. Finalizada a etapa de evaporacdo, 0s
frascos foram retirados da estufa e colocados em dessecador por 15 minutos, para resfriamento
a temperatura ambiente. Os frascos foram novamente pesados e sua massa final registrada. O

percentual de lipidios extraidos da biomassa foi determinado conforme a Equacéo 7.

Massa final de lipidios (g)

% lipidios = *100 @)

Massa inicial de biomassa (g)
3.7.6 Produtividade de biomassa e lipidios

Quantificada a concentracdo de biomassa por espectrofotometria, e o teor de lipidios
pela extracdo com solventes organicos, foi calculada a produtividade de biomassa (Pg), através
da Equacdo 8, e a produtividade de lipidios (PL), através da Equacdo 9. O célculo da
produtividade de lipidios foi feito multiplicando a produtividade de biomassa (Pg) pela fracdo
massica de lipidios (Fm) (GRIFFITHS; HARRISON, 2009):

_ X -Xo)
B (te-to)

(8)

P =P *Fy (9)
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Nessas expressdes, Pg é a produtividade de biomassa (g.L™.d%); PL é a produtividade
de lipidios (g.L™.d}); Xk é a concentrac&o final de biomassa (g.L™); Xo é a concentragéo inicial

de biomassa (g.L1); Fm é a fracdo massica de lipidios presente na biomassa e t é o tempo (d).
3.7.7 Andlise estatistica

Para confirmar estatisticamente quais condi¢Ges exerceram maior influéncia no
processo de producdo de biomassa (variavel resposta), ou seja, para ter significancia
estatisticamente comprovada entre as médias, utilizou-se a ANOVA (Anélise de Variancia). Os
dados de produtividade de biomassa (Ps), utilizados na andlise estatistica, foram calculados
(Equacéo 8) a partir dos resultados de concentracdo de biomassa obtidos por espectrofotometria
durante o monitoramento dos cultivos nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS).

Primeiramente, antes da analise de variancia foi verificada a normalidade e a igualdade
de variancia dos dados amostrais de cada grupo através do software Minitab versdo 17. Em
seguida, utilizando a ANOVA foram determinados os valores de p-value que indicaram se
houve diferenca significativa entre as médias das condicdes de cultivo estudadas. Aceitou-se a
hip6tese nula, de que as médias sdo iguais, nos casos onde os valores de p-value indicado pelo
ANOVA foram superiores aos valores de p-value definido pelo intervalo de confianca. Nesse
projeto foi utilizado intervalo de confianca de 95%, p-value=0,05. Entretanto nos casos onde
p-value<0,05 aceitou-se a hipdtese alternativa de que as médias dos grupos sdo diferentes.
Quanto menores os valores de p-value, maior o grau de confianca da analise. A andlise de

variancia (ANOVA) também foi feita no software Minitab versao 17.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Parametros cinéticos de crescimento microbiano

Os resultados de producdo de biomassa obtidos em cada condi¢do do ensaio cinético
foram ajustados ao modelo de Gompertz-modificado para obtencédo das velocidades especificas
de crescimento maximas (W,,4.)- Como na condi¢do Cs ocorreu morte celular, ndo foi feito
ajuste. Os ajustes ndo lineares feitos para cada condi¢do do ensaio cinético estdo apresentados
nas Figuras 15, 16, 17, 18, 19 e 20.

Figura 15: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em fungdo do tempo no controle
negativo (BBM).

1.5 4

1,0 S

In(X/Xo0)

0.0 1

Tempo (d)

Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Préprio autor.
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Figura 16: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em fun¢do do tempo na condi¢do C;
2,0 -

1,54

In(X/Xo)
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0,0

o -
[\%]
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[+2]
(o]

Tempo (d)

Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Préprio autor.

Figura 17: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em func¢éo do tempo na condicéo C,

2,0
1,51
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o i »
5 1,0 1
<
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0,5 "
0,0 1 ]
1 1 1 1 1
0 2 4 6 8

Tempo (d)

Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Préprio autor.
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Figura 18: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em funcéo do tempo na condicdo Cs
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo de cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Proprio autor.

Figura 19: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em funcéo do tempo na condicéo Cs4

2,04
1,51
0 1.0- }
2 1,0 :
X
=
0,5
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0 2 4 6 8
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Proprio autor.
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Figura 20: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em funcéo do tempo na condicéo Cs
0,3 -

0.2

In(X/Xo)

0,0 4

0 ' 2 ' 4
Tempo (d)

Legenda:m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-modificado.
Fonte: Préprio autor.

Em seguida, com os resultados das velocidades especificas de crescimento maximas
(Lmax) € do tempo de duracdo da fase lag (A1), obtidos a partir da Equacdo 1, apresentada no

item 3.6.1, foi criada a Tabela 5 para melhor visualizacédo dos resultados.

Tabela 5: Parametros cinéticos obtidos através dos ajustes nao lineares (modelo cinético de Gompertz-

modificado).
.~ Nitrogénio Amoniacal méx y) 5
Condigdo ™ 1o N-NH.*. L) () d) R
Controle 0,0 0,179+0,026 0,97 +0,27 0,9879
C1 7,05 0,177 £0,018 0,89 +0,31 0,9832
C 14,09 0,240 + 0,055 0,10+ 0,43 0,9716
Cs 28,19 0,316 £ 0,047 0,03+0,42 0,9733
Cs 56,38 0,363+ 0,035 0,63+0,24 0,9904
Cs 112,76 0,211 +0,029 0,80+ 0,04 0,9986
Cs 169,14 0,0 0,0 0,0

Fonte: Préprio autor.

Interpretando os dados, é possivel observar que o aumento da concentracdo de substrato
(N-Amoniacal) no meio de cultura proporcionou aumento nas velocidades especificas de
crescimento maximas (W4, )- Entretanto, nas condi¢cdes em que as concentragdes de nitrogénio
amoniacal eram superiores a 56,8 mgN-NH4".L™ houve decréscimo na velocidade especifica

de crescimento maxima (W4 ), indicando inibigdo por conta do excesso de substrato.
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Analisando os resultados do tempo de duracédo da fase lag (1), observa-se que o tempo
foi relativamente baixo em todos as condi¢cdes comprovando que o processo de adaptacdo do
indculo a &gua residuéria foi eficiente. Nota-se que o controle apresentou a maior fase lag entre
as condicdes testadas e que conforme a disponibilidade de nitrogénio amoniacal no meio
aumentou, a fase lag (1) foi reduzindo, isso se deve ao fato de que as microalgas possuem maior
afinidade ao nitrogénio amoniacal, em comparacao aos compostos nitrogenados oxidados, que
exigem um maior consumo energético no processo de assimilacdo. Porém, na condicéo Cas e Cs,
onde as concentracOes de nitrogénio amoniacal eram consideravelmente maiores, houve um

aumento gradativo da fase de laténcia.

Sendo assim, apds avaliar o comportamento das velocidades especificas de crescimento
maximas (W,,s,) € dos tempos de duracdo da fase lag (1), 0 modelo de Andrews (Equacéo 2)
foi proposto, e ajustado para descrever o comportamento dos microrganismos. A partir do
modelo foram obtidos os parametros cinéticos uma, Ks e Ki, sendo de 1,27 d*, 50,25 mg.L™ e
28,12 mg.L, respectivamente. O ajuste ao modelo de Andrews € ilustrado na Figura 21.

Figura 21: Velocidade especifica de crescimento maxima em funcéo da concentragdo de substrato inibitério
(Modelo cinético de Andrews).
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Legenda:m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Andrews.
Fonte:Préprio autor.
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Visto que o modelo cinético de Andrews ajustou-se de forma satisfatoria ao crescimento
microbiano (R?=0,872), e que houve inibigdo por excesso de substrato, a concentragio de
substrato para operagdo dos fotobiorreatores coluna de bolhas (Sep=37,59mgN-NH.*.L %) foi
determinada (Equacdo 3). Tam e Wong (1996) também fizeram experimentos para avaliar a
influéncia da concentracéo de nitrogénio amoniacal no crescimento das microalgas da espécie
C.vulgaris. Os ensaios foram feitos em meios de cultura sintéticos com diferentes concentraces
de nitrogénio amoniacal (fonte exclusiva de nitrogénio no meio). Nesse estudo, as microalgas
foram cultivadas fotoautotroficamente em frascos reatores conicos, com volume atil de 400

mL., operados em batelada sem alimentacdo de CO2 e com agitacdo pneumatica.

Comparando os resultados das concentragdes de nitrogénio amoniacal 6timas (Sept), €
possivel observar que a concentracdo obtida por Tam e Wong (1996), foi aproximadamente 6
vezes maior. Essa variagdo é previsivel, pois no ensaio feito por Tam e Wong (1996) foram
utilizados pH igual a 7,0 e cloreto de amdnio como fonte de nitrogénio. Portanto, devido ao
deslocamento do equilibrio quimico da reagdo, todo o nitrogénio amoniacal esteve presente na
forma i6nica de amdnio (N-NH4"), que é menos tdxico as microalgas. Enquanto isso, no ensaio
cinético feito no presente projeto, o pH foi ajustado e monitorado em 7,5 e como fonte de
nitrogénio foi utilizada agua residuaria industrial, consequentemente, uma parcela do nitrogénio
amoniacal esteve presente na forma de amonia livre (N-NH3), que é toxica ao metabolismo dos
microrganismos. Segundo Azov e Goldman (1982), se o pH da cultura estiver préximo ou acima
de 8,0, a fotossintese de algas € inibida por concentragdes de amdnia livre de 28 mg.L™. Isso
explica porque durante o ensaio de Tam e Wong (1996) a Chlorella vulgaris ainda mantinha
certo crescimento em concentrag@es de nitrogénio amoniacal de 1000 mg.L™ e porque seu Sept

de operacdo foi 6 vezes maior.

O pH dos cultivos foi monitorado diariamente durante o ensaio cinético, sendo
verificado aumento de 0,1 a 0,4 por dia. As variagOes foram corrigidas para o valor inicial de
7,5 adicionando aliquotas de &cido sulfarico (0,05M). A constante varia¢do do pH do meio de
cultura, explica-se por conta da fixacdo fotossintética do CO> resultando no deslocamento do
pH para a alcalinidade. Autores afirmam que, normalmente, em cultivos mixotroficos o pH
final dos ensaios dependerd do metabolismo dominante, autotrofico ou heterotrofico,
mantendo-se geralmente constante ao longo dos processos (CHOJNACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004; KONG et al., 2011). Portanto, devido ao constante aumento do pH, pode-se
afirmar que o metabolismo predominante durante o crescimento das microalgas no ensaio

cinético foi o0 metabolismo autotrofico.
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Em relacéo aos valores das velocidades especificas de crescimento maximas obtidos nas
concentragOes de substratos desse projeto (0,363 d!) e do trabalho de Tam e Wong (1996)
(0,236 d?), a diferenca significativa entre os resultados justifica-se pela diferenca na
composicdo dos meios de cultivos e pelo melhor comportamento hidrodindmico dos frascos
dentro do shaker (mistura completa) em comparagdo aos frascos cOnicos com agitacdo
pneumatica, eliminando zonas mortas, e favorecendo a homogeneizagdo do sistema e a
transferéncia de massa entre o substrato e os microrganismos (WANG; LAN; HORSMAN,
2012).

O oxigénio dissolvido (OD) dos frascos reatores também foi monitorado diariamente
durante os cultivos feitos no ensaio cinético, ndo sendo verificadas alteracdes em relacéo a sua
concentragéo inicial (OD = 5,69 mg.L™), dessa forma, é possivel afirmar que a estratégia de

desgaseificagéo proposta (headspace) foi eficiente.

4.2 Fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS)
4.2.1 Modelagem cinética do crescimento microbiano

Obtidos os parametros cinéticos do crescimento microbiano (item 4.1), e determinada a
concentracdo de substrato 6tima de operacéo, foi dada partida nos fotobiorreatores coluna de
bolhas (PBRs) em batelada. As curvas de crescimento microbiano foram ajustadas ao modelo
cinético de Gompertz-modificado pelo software Origin 8.0. Os ajustes aos crescimentos das
microalgas nos fotobiorreatores (PBRs) com agua residuaria suplementada e com meio artificial

(controle negativo) sdo ilustrados nas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris em funcéo do tempo nos
fotobiorreatores coluna de bolhas com agua residuéria
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-
modificado. Fonte: Préprio autor.

Figura 23: Perfil de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris nos fotobiorreatores coluna de bolhas
com meio artificial Bold Basal modificado (Controle)
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Modelo cinético de Gompertz-

modificado. Fonte: Préprio autor.
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A partir dos ajustes ndo lineares dos modelos cinéticos, foram obtidas as velocidades
especificas de crescimento maximas (i,,4,) € 0 tempo de duracdo da fase lag (1), utilizadas na
elaboracdo da Tabela 6, para melhor visualizagéo e interpretacdo dos resultados.

Tabela 6: Parametros cinéticos dos cultivos nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) obtidos através
dos ajustes ndo lineares (Gompertz-modificado).

Nitrogénio ) a
Condigéo Amoniacal ‘(J d"fi‘; @ R?2
(mgN-NH4*.L1)
PBRs com BEM 0,0 0,256 + 0,02 1,68 + 0,23 0,092

(Controle)

PBRs com agua
residudria 44,30 0,343 +£0,01 1,77 £ 0,08 0,999
suplementada

Fonte: Proprio autor.

Observa-se gque a velocidade especifica de crescimento maxima (u,,,4,) dos cultivos nos
fotobiorreatores, operados nas condicBes Otimas determinadas pelo ensaio cinético de
crescimento microbiano, alcangaram valores muito proximos (0,34 d!) aos obtidos na condicéo
C4 do ensaio cinético (0,36 d1), portanto, é possivel afirmar que a modelagem matematica do
processo (item 4.1) foi coerente e proporcionou uma operacéo otimizada dos PBRs.

Porém, ndo foi verificada a mesma coeréncia entre os dados do tempo de duragdo da
fase lag (1,77 dias), que foram superiores aos valores definidos anteriormente na condicdo Cse
no controle negativo do ensaio cinético. Esse aumento no tempo de duracdo da fase lag (1),
justifica-se pelo fato do sistema de agitacdo pneumatica dos fotobiorreatores coluna de bolhas
(PBRs) nédo ter sido tdo eficiente quanto o shaker no processo de homogeneizacdo e
transferéncia de massa, dessa forma, afirma-se que os fotobiorreatores do tipo coluna de bolhas
ndo operaram como reatores batelada de mistura completa ideal, resultando em um maior
periodo de adaptacdo dos microrganismos (WANG; LAN; HORSMAN, 2012).

Comparando os resultados de s, € XrF obtidos, € possivel verificar que nos cultivos
de microalgas em fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs), a adigdo de nitrogénio amoniacal
(N-Amoniacal) proporcionou aumento da velocidade especifica de crescimento maxima (0,34

d 1) e da producéo de biomassa (1,83 g.L ™) em relacio ao controle negativo. Isso se deve pela
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maior afinidade dos microrganismos a assimilagdo do nitrogénio na forma reduzida (N-
Amoniacal), que requer um menor consumo de energia em comparagcdo aos COmMpOostos
nitrogenados oxidados (N-NOz e N-NOz3"). Portanto, embora seja necessario diluir o efluente,
0 aumento da velocidade especifica de crescimento maxima (W,,,5,) € da producao de biomassa
(XF) proporcionado demonstram o potencial da utilizacdo de aguas residuarias das industrias
de gelatina digeridas por via anaerébia como meio de cultivo para o crescimento das microalgas

C.vulgaris.

Mansouri (2017) modelou o crescimento de microalgas da espécie C.vulgaris cultivadas
fotoautotroficamente, em fotobiorreatores do tipo airlift de 20 L, contendo meio de cultura
artificial (BG-11), utilizando apenas nitrato (1,5 g.L™) como fonte de nitrogénio. Nesse
trabalho, o modelo cinético que melhor se ajustou foi o modelo de Baranyi (R?=0,989),
entretanto, o0 modelo de Gompertz-modificado também apresentou um bom coeficiente de
correlagdo (R?=0,954). No ajuste ao modelo de Baranyi, Mansouri (2017) obteve velocidade
especifica de crescimento maxima (i,,s,) de 0,741 d* e producio de biomassa (Xr) de 1,81
g.Lt. O valor de p,,;, encontrado por Mansouri (2017) foi superior ao obtido no presente
estudo, enquanto a producao de biomassa (Xr) atingiu valores praticamente iguais. A diferenca
na velocidade especifica de crescimento maxima (u,,s,) justifica-se por conta dos cultivos
terem sido feitos em duas configuracGes de fotobiorreatores diferentes (coluna de bolhas e
airlift) e pela concentracdo extremamente elevada de nitrato (1,5 g.L) utilizada. Os
fotobiorreatores airlift, proporcionam uma distribui¢do mais uniforme e eficiente das bolhas de
ar no sistema por conta do tubo interno instalado nesse tipo de reator, que reduz o tamanho das
bolhas e direciona o fluxo dos gases, consequentemente, favorecendo a transferéncia de massa
entre microrganismo e substrato, e a assimilacdo do gas carbénico, resultando assim em maiores
velocidades especificas de crescimento maximas (WANG; LAN; HORSMAN, 2012).

O pH dos cultivos nos fotobiorreatores (PBRs) foi monitorado diariamente sendo
verificado aumentos similares aos do ensaio cinético (item 4.1), de 0,1 a 0,4 por dia. A frequente
variacdo do pH do processo, justifica-se por conta da fixag&o fotossintética do CO2 que desloca
0 pH para a alcalinidade. Autores argumentam que, normalmente, em cultivos mixotréficos, o
pH final dos ensaios dependerd do metabolismo dominante, autotréfico ou heterotréfico,
mantendo-se usualmente constante ao longo dos cultivos (CHOJNACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004; KONG et al., 2011). Nesse sentido, por conta do constante aumento do pH
observado, verifica-se que o metabolismo predominante durante o crescimento das microalgas

nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) foi o metabolismo autotréfico.
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O oxigénio dissolvido (OD) foi monitorado diariamente durante os cultivos, ndo sendo
verificadas alteracdes em relagdo a sua concentrago inicial (OD = 5,42 mg.L™?), portanto,
afirma-se que a estratégia de desgaseificacdo (headspace) e o modelo de fotobiorreator
escolhido proporcionaram uma eficiente remocédo do oxigénio dissolvido presente no meio de

cultura.
4.2.2 Andlise estatistica da produtividade de biomassa

Com os resultados do crescimento celular, obtidos por espectrofotometria durante o
monitoramento da operacdo dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs), foram calculadas as

produtividades de biomassa dos processos pela Equacédo 8, sendo montada a Tabela 7.

Tabela 7: Produtividade de biomassa (Pg) dos cultivos nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS).

o Produtividade de biomassa
Condicgao

(g.L1d?)
PBRs com agua residuaria suplementada 0,141 + 0,021
PBRs com BBM (Controle) 0,081 + 0,005

Fonte:Préprio autor.

A partir dos resultados de produtividade de biomassa (Pg) calculados, foram feitos os
testes de normalidade e de igualdade de variancia dos grupos, considerando intervalo de
confianca igual a 0,05, para verificar se os dados das popula¢fes seguem uma distribuicao
normal e possuem variancias estatisticamente iguais, validando a possibilidade de utilizacdo da
analise de variancia (ANOVA) como método estatistico de avaliacdo. Os testes de normalidade

e igualdade de variancia feitos no Minitab 17 sdo apresentados no Anexo.

Interpretando e analisando os testes de normalidade, é possivel observar que ambas as
populacOes apresentaram uma distribuicdo normal dos dados e igualdade de variancia, pois 0s
valores de p-value sdo superiores aos valores do intervalo de confianga (p-value = 0,05),
portanto a hipdtese nula (Ho) é verdadeira e a analise de variancia (ANOVA) é aplicavel a esses
conjuntos de dados. Verificada a normalidade e a igualdade de variancia dos grupos, a analise
de variancia (ANOVA), ilustrada na Tabela 8, foi feita pelo software Minitab 17, considerando

um intervalo de confianca de 0,05.
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Tabela 8: Andlise de variancia da produtividade de biomassa dos fotobiorreatores (PBRS)

FV GL SQ(Aj)) QM (Aj)) F  p-value

Fator 1 0,005516 0,005516 17,74 0,014

Erro 4 0,001244 0,000311

Total 5 0,006760

Fonte: Proprio autor.

Interpretando a tabela da ANOVA observa-se que o valor de p-value (0,014) foi inferior
ao valor do intervalo de confianga (p-value =0,05), ou seja, houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de produtividade de biomassa dos fotobiorreatores coluna de
bolhas (PBRs), confirmando a hipdtese de que a adicdo de &gua residuaria da industria de
alimentos digerida por via anaerdbia resulta em maiores produtividades de biomassa. O

aumento na produtividade de biomassa utilizando &gua residuéaria foi de 57,45%.
4.2.3 Modelagem cinética do consumo de nitrogénio

Foram quantificadas as concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal) e nitrato
(N-NOg") durante a operacdo dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) com agua residuaria
suplementada. Os resultados obtidos foram ajustados ao modelo cinético de decaimento de 1°

ordem (Equacéo 4) e ilustrados nas Figuras 24 e 25.
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Figura 24: Ajuste do consumo de nitrogénio amoniacal nos fotobiorreatores ao modelo cinético de
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Fonte: Préprio autor.

Figura 25: Ajuste do consumo de nitrato nos fotobiorreatores ao modelo cinético de decaimento de 1°
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A partir dos pardmetros cinéticos, obtidos através dos ajustes ao modelo de decaimento
de 1° ordem, foi elabora a Tabela 9, para melhor visualizag&o dos resultados.

Tabela 9: Parametros cinéticos obtidos no ajuste ao modelo cinético de decaimento de 1° ordem no
fotobiorreator (Sopt)

Nitrogénio

Parametro . Nitrato
Amoniacal
k 0,082 0,485
(d?)
g 3,63 67,99
(mg.Ltd?)
R? 0,9521 0,8988

Fonte:Préprio autor.

Os resultados de R? apresentados na Tabela 9, demonstram que o modelo cinético de
decaimento de 1° ordem ajustou-se de forma satisfatoria aos dados experimentais, enquanto o0s
resultados de k e rg indicam que as velocidades instantdneas de consumo de nitrato foram
superiores as do nitrogénio amoniacal. Choi e Lee (2013) avaliaram as velocidades instantaneas
de consumo de nitrogénio amoniacal (r5) em cultivos de C.vulgaris feitos em frascos de 1,0 L
contendo agua residuéria bruta coletada ap6s o tratamento preliminar de uma estacdo de
tratamento de esgoto. Nesse estudo, os fotobiorreatores foram operados em batelada com 10
diferentes concentragBes de substrato (15,22 — 205,29 mgN-NHs".L™?) onde foram obtidas
velocidades instantaneas de consumo de substrato de 0,92 a 5,37 mgN-NH4*.L1.d2. Quando a
concentragdo de nitrogénio amoniacal no meio (45,20 mgN-NH.".L?1) foi similar a
concentracdo utilizada na operacdo dos fotobiorreatores coluna de bolhas do presente projeto,

a velocidade foi de 4,09 mgN-NH4*".Lt.d?, 12,67 % superior a obtida no presente trabalho.

Interpretando 0 comportamento das curvas de crescimento e decaimento de substrato
apresentadas nas Figuras 22, 24 e 25, é possivel observar que durante a fase de laténcia
(primeiros 3 dias) as microalgas consumiram tanto o nitrato quanto o nitrogénio amoniacal,
sendo que, a partir do quinto dia o consumo de nitrato comegou a demonstrar sinais de inibicéo,
cessando completamente no sexto dia, enquanto o nitrogénio amoniacal foi assimilado
constantemente até a fase estacionaria de crescimento dos microrganismos. Esse
comportamento confirma os resultados obtidos por Scherholz e Curtis (2013), que cultivaram
culturas fotoautotroficas de Chlorella vulgaris e Chlamydomonas reinhardtii em
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fotobiorreatores de 1,5 L contendo concentragdes de substrato de 0,0135 gN-NH4*.L%, com
cloreto e nitrato como ions (NHsCl e NH4NOz"). Nesse estudo, quando o nitrogénio amoniacal
e o nitrato foram fornecidos simultaneamente, as microalgas Chlorella vulgaris e
Chlamydomonas reinhardtii deram preferéncia ao consumo de nitrogénio amoniacal inibindo
0 consumo de nitrato. Todavia, observa-se que o conceito de Li et al. (2019) de que as
microalgas irdo consumir primeiramente o nitrogénio amoniacal em seguida o nitrito e por fim o

nitrato ndo foi verificado.

Florencio e Vega (1983) monitoraram as concentracfes de nitrogénio amoniacal e
nitrato durante o crescimento de microalgas, sendo visto que o nitrogénio amoniacal também
inibiu a utilizacdo do nitrato e do nitrito. Tischner e Lorenzen (1979) afirmam que, dependendo
da quantidade de nitrogénio amoniacal adicionado ao meio, essa inibi¢cdo pode durar um longo
periodo até que a velocidade inicial de captacdo de nitrato seja atingida novamente. Esta série
de resultados confirmam a suspeita sobre a acdo do nitrogénio amoniacal na captacéo e reducéo

do nitrato expresso por Pistorius, Funkhouser e VVoss (1978).

Dessa forma, foram observadas duas fases de decaimento no consumo do nitrogénio
amoniacal, a primeira fase de decaimento do dia 1 ao dia 5, onde as microalgas ainda
assimilavam nitrato, e a segunda fase de decaimento do dia 5 ao 10, onde a assimilacdo do
nitrato foi inibida e coincidentemente, verificou-se falta de ajuste do modelo no mesmo periodo
(parte destacada na Figura 24). Constatado esse comportamento, foi proposto o ajuste de dois
modelos de decaimento de primeira ordem em série para as fases do consumo de N-Amoniacal,
denominadas como Fase 1 e Fase 2 (antes e depois do consumo de nitrato cessar),
respectivamente. Os ajustes em série ao modelo cinético de decaimento de substrato sao

ilustrados na Figuras 26.
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Figura 26: Ajustes em série a0 modelo de decaimento de 1° ordem para as duas fases de consumo de
nitrogénio amoniacal.
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Legenda: m Dados experimentais; Linha continua: Modelo cinético de decaimento de 1° ordem.
Fonte: Préprio autor.

Os parametros cinéticos obtidos a partir dos ajustes ndo lineares ao modelo de

decaimento de primeira ordem encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10: Pardmetros cinéticos de consumo de nitrogénio amoniacal das fases 1 e 2.

k rs
Fase R?
(d*)  (mg.Ltld?)

Fase 1 (antes) 0,453 20,06 0,9182

Fase 2 (depois) 0,617 15,02 0,9686

Fonte: Préprio autor.

Analisando o indice de correlagdo (R?), é possivel verificar que o modelo de decaimento
de primeira ordem ajustou-se de forma satisfatdria as duas fases do consumo de substrato nos
fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs), portanto, apesar do ajuste apresentado na Figura 24
também ter alcancado um bom coeficiente de correlagdo (R?) a analise do consumo de substrato
por partes mostrou-se mais adequada a esse conjunto de dados. Em relagéo as constantes de
velocidades de decaimento de nitrogénio amoniacal (k), observou-se que a partir do quinto dia,

quando o consumo de nitrato foi inibido, as microalgas canalizaram toda a sua energia na
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assimilacdo do nitrogénio amoniacal, consequentemente verificando-se aumento da constante
de velocidade de decaimento de 0,453 para 0,617 dX. Todavia, como na fase 2 a concentragéo
inicial de substrato (Co) era inferior, apesar dos valores de k terem aumentado, as velocidades
instantaneas de consumo de substrato (r5) diminuiram. E importante ressaltar, porém, que
ambos os resultados de rg foram consideravelmente superiores aos obtidos por Choi e Lee
(2013) em seu estudo.

4.2.4 Eficiéncia de remocao de nitrogénio

Foram avaliadas as eficiéncias de remocgédo de nitrogénio (ER) de amonio (98,85%) e
nitrato (35,48%) ao longo dos cultivos nos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRS)
alimentados com agua residuaria suplementada (Sopt). Para comparar a remogéo de nutrientes e
0 crescimento de sete espécies de microalgas diferentes, Wang et al. (2013) realizaram uma
série de testes em batelada com &guas residuarias de suinocultura digeridas por via anaerdbia.
Os cultivos foram feitos em frascos reatores de 2,0 L com agitacdo pneumatica, volume (til de
1,0 L, iluminancia de 3.500 Lux e fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro. O efluente foi diluido
(fator de diluicdo: 15) em agua da torneira para obter concentragdes iniciais de nutrientes de
59,4 mg. L™ de N-Amoniacal e 90,7 mg.L? de Nt. A eficiéncia de remocio de nitrogénio
amoniacal para as espécies Hydrodictyaceae reticulatum, Scenedesmus obliquus, Oedogonium
sp, Chlorella pyenoidosa, Anabaena flos-aquae, Oscillatoria amoena e Spirulina platensis
foram de 86,7; 93,2; 92,9; 91,7; 64,1; 72,3 e 76,7% respectivamente. Portanto, considerando
que os fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) do presente projeto, alimentados com agua
residuaria da industria de alimentos digeridos por via anaerdbia e meio basal, alcancaram
eficiéncias de remocdo de nitrogénio amoniacal de 98,85%, é confirmado o potencial das
microalgas C.vulgaris em remover e assimilar compostos nitrogenados. Resultados
semelhantes foram relatados por Wang et al. (2012), que cultivaram C.pyrenoidosa em aguas
residuérias de suinoculturas diluidas 10, 15, 20 e 40 vezes, com concentragcfes iniciais de
substrato no meio de cultura de 138,8 a 34,7 mgN-NHas.L?. Nesse trabalho, foram verificadas
eficiéncias de remocéo de 91,2 a 95,1% para N-NHz e de 54,7 a 74,6% para N+. Por outro lado,
em outro estudo feito por Kumar, Miao e Wyatt (2010), foi relatado que a remo¢do maxima de
N-NHj3 obtida pela C. vulgaris em efluentes digeridos por via anaerobia diluidos 50 vezes para
concentragdes iniciais de N-NHs de 20 mg.L™* foi de 61,8%, valor inferior ao alcangado pelos

fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs) no presente projeto.
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Em relacdo ao nitrato, Taziki et al. (2015) cultivou microalgas da espécie Chlorella
vulgaris e Botryococcus braunii a 25 ° C em meio composto 100% por agua residuéria (efluente
doméstico coletado no tratamento secundario aerobio da SANEPAR) em erlenmeyers de 250
mL com volume util de 125 mL, alcancando uma eficiéncia de remocao de 73,77% de nitrato
nos cultivos de Chlorella vulgaris e 79,63% nos cultivos de Botryococcus braunii. Dessa forma,
conclui-se que, por conta da inibicdo da absor¢do do nitrato pelo nitrogénio amoniacal, a
eficiéncia de remocéo de nitrato de 35,48% alcancada nos fotobiorreatores coluna de bolhas

(PBRs) foi relativamente baixa.
4.2.5 Teor de lipidios totais e produtividade lipidica

Apos a colheita da biomassa foi determinado o teor de lipidios totais e feito o célculo
da produtividade lipidica dos fotobiorreatores coluna de bolhas (PBRs). O teor de lipidios totais
foi 0,1245 gramas, representando uma fracdo massica de 12,45%, enquanto a produtividade
lipidica foi de 17,63 mg.L .dia’. Comparando os resultados da fragdo massica de lipidios
acumulados, com os resultados apresentados por Safi et al. (2014) (Tabela 2), que consideram
que microalgas da espécie C.vulgaris acumulam de 5 a 58% de lipidios, afirma-se que a fracdo
massica obtida (12,45%) foi relativamente baixa. Esse fato justifica-se por conta da teoria
descrita por Tan e Lee (2016), a qual afirma que a concentracdo de lipidios acumulados é
inversamente proporcional a disponibilidade de nitrogénio do meio de cultura, portanto, como
a concentracao de nitrogénio total presente no meio era extremamente elevada, e sabendo que,
mesmo apos a interrupcdo do crescimento ainda havia nitrogénio no meio, o teor de lipidios
totais acumulado pelas microalgas foi baixo. Dessa forma, o conceito dos autores de que
microalgas cultivadas em condigdes ideais produzem grandes quantidades de biomassa, mas
baixo teor lipidico neutro, enquanto microalgas cultivadas com escassez de nutrientes,

acumulam altos niveis de lipidios neutros, mas crescem lentamente, foi verificado.

Matos et al. (2015) cultivaram microalgas da espécie Chlorella sp em biorreatores
conicos invertidos de 4,0 L, operados em batelada, com aeracdo constante, a temperatura de
27°C. Os biorreatores foram alimentados com meio de cultura artificial (BBM) e concentrado
de dessalinizagdo. O meio basal apresentava concentragdo de 250 mg.L™ de nitrato enquanto o
concentrado de dessalinizagdo possuia 1,35 mg.L™ de aménio e 30 mg.L™ de nitrogénio total.
Nesse estudo, foi alcancada uma porcentagem de lipidios totais maxima de 11,46 % e
produtividade lipidica maxima de 19,6 mg.L .dia™!, valores muito semelhantes ao obtidos no

presente projeto.
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Guimardes et al. (2019) cultivaram microalgas da espécie Chlorella vulgaris em
fotobiorreatores coluna de bolhas de 5,0 L sob iluminagdo e aeracdo constante. Os
fotobiorreatores (PBRs) foram alimentados com efluente doméstico coletado do reator
bioldgico aerdbio da estacao de tratamento de efluentes da Escola de Engenharia de Lorena da
Universidade de S8o Paulo. A &gua residudria apresentava concentracdo de 10,88 mg de N-
NOs". Nesse estudo o teor de lipidios acumulados foi de 16,4% e a produtividade lipidica foi de
0,0126 g.L%.d%, ou seja, o contetido lipidico foi maior que o obtido no presente projeto devido
a baixa disponibilidade de nitrogénio no efluente doméstico, entretanto, a produtividade lipidica
foi inferior pois, apesar do teor de lipidios por grama de biomassa ter sido alto, a produtividade
de biomassa foi baixa (0,0552 g.Lt.d?). Esse fendomeno explica-se pelo fato de que a
disponibilidade de substrato é uma etapa limitante no equilibrio do crescimento e da producao
de &cidos graxos, assim, as vias de sintese de biomassa e de acidos graxos competem pelos
mesmos substratos (TAN; LEE, 2016).

No estudo feito por Guimaraes et al. (2019), quando a producao de biomassa cessou € a
disponibilidade de nutrientes era reduzida, os fotobiorreatores foram mantidos em operagéo por
mais alguns dias para promover o estresse dos microrganismos, diferentemente do presente
projeto onde a batelada foi interrompida no exato momento em que 0S microrganismos
alcancaram a fase estacionaria de crescimento, e que mesmo apdés a estagnacgdo da producdo de
biomassa, havia aproximadamente 80 mg.L™ de nitrato, que fez com que os microrganismos
ndo fossem expostos a condicdes criticas de baixa disponibilidade de substrato no meio de

cultura.
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5 CONCLUSAO

O cultivo de microalgas da espécie C.vulgaris em fotobiorreatores coluna de bolhas
(PBRs) com agua residuéria suplementada mostrou-se como uma alternativa viavel e eficiente
para a producédo de biomassa e a remocdo de compostos nitrogenados da agua, principalmente
do nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal). Pode-se verificar que a utilizagdo de aguas residuarias
digeridas anaerobiamente proporcionou maiores velocidades especificas de crescimento e
maiores produtividades de biomassa. Destaca-se a importancia do controle das concentracdes e

0 potencial toxico do nitrogénio amoniacal, bem como a adaptacéo do indculo ao efluente.

Os resultados experimentais do ensaio cinético de crescimento microbiano demonstraram
a capacidade de crescimento dos microrganismos na agua residuaria, sendo que na concentracdo
aproximada de 37,59 mgN-NH4*.L? foram constatadas as condigBes 6timas de operagdo. O
modelo de Andrews ajustou-se de forma satisfatéria apresentando alto coeficiente de correlacdo
(R?), descrevendo corretamente a cinética microbiana, e proporcionando a operago otimizada

do processo.

O monitoramento das concentracdes de substrato durante os cultivos nos PBRs permitiu
a observacdo do efeito inibitério do nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal) na assimilacdo do
nitrato (N-NOgz") e a maior afinidade dos microrganismos ao nitrogénio na forma reduzida.
Foram alcanc¢adas no processo eficiéncias de remocéo de nitrogénio amoniacal de 98,85% e de
nitrato de 35,48%. O modelo cinético de primeira ordem ajustou-se bem aos dados de
decaimento de ambos os substratos. Todavia, para obter uma melhor compreensdo dos
resultados de decaimento do nitrogénio amoniacal, foi necessario realizar o ajuste em série do
modelo para as duas fases de decaimento. O teor de lipidios totais acumulados foi relativamente
baixo devido a alta concentracdo de nitrogénio disponivel no meio de cultura, porém, apesar do
teor de lipidios ter sido baixo, a produtividade lipidica foi razoavel por conta da alta
produtividade de biomassa alcangada, demonstrando o potencial das microalgas da espécie
C.vulgaris em integrar o pos tratamento de A&guas residudrias com a producdo de

biocombustiveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestéo para trabalhos futuros recomenda-se operar os fotobiorreatores coluna de
bolhas (PBRs) em modo continuo, sem a suplementacédo de nitrato (N-NOz’), mantendo como
fonte de nitrogénio apenas o nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal) e prolongar a operacdo do
sistema quando a fase estacionéria de crescimento for alcangcada, promovendo um maior

acumulo de lipidios.
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ANEXO

Figura 27: Curva de calibragdo da biomassa.
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Figura 28: Teste de normalidade para os dados dos fotobiorreatores (PBRs) com agua residuaria
suplementada.
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua — Gaussiana.
Fonte: Préprio autor.
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Figura 29: Teste de normalidade para os dados dos fotobiorreatores (PBRs) com meio basal (controle).
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Legenda: m - Dados experimentais; Linha continua - Gaussiana.
Fonte: Prdprio autor.

Figura 30: Teste de igualdade de variancias entre as condic¢des testadas nos fotobiorreatores (PBRS).
Teste de igualdade de variancias: Efluente; Controle
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