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RESUMO

A dessalinizacdo de dguas subterrneas salobras é, em muitas localidades da regido semidrida,
a unica solucdo para o abastecimento de dgua. Porém, o processo de dessalinizagdo por
membrana de osmose inversa produz um rejeito poluente e de dificil tratamento. Outro desafio
de igual dimensdo diz respeito ao pos-tratamento do efluente produzido pelo tratamento de
esgoto doméstico em filtro anaerdbio, para este se adequar as normas de despejo em corpos
hidricos. Assim, a biorremediacdo de dguas residudrias, utilizando microalgas, surge como uma
op¢ao de tratamento complementar desses efluentes. Além disso, a biomassa resultante do
cultivo de microalgas possui alta concentragdao de lipidios, matéria prima para producdo de
biodiesel. Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar e otimizar o potencial de
biorremediacdo e producdo de biocombustivel das espécies de microalgas Chlorella vulgaris
e Dunaliella tertiolecta em meio composto por dguas residudrias. O estudo foi conduzido sob
condic¢des de laboratério, em Campina Grande — PB utilizando-se do Delineamento Composto
Central Rotacionado (DCCR). Para o controle das condi¢des de cultivo, trés fatores foram
escolhidos: Fotoperiodo, pH e Propor¢do de Efluentes (PDE). Para mensurar a capacidade de
biorremediacao as varidveis escolhidas foram Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Fosforo
Total (PT), Salinidade e Condutividade Elétrica. As varidveis usadas para aferir o
desenvolvimento do cultivo foram a Produtividade e a Taxa de Crescimento. Posteriormente o
teor lipidico das espécies também foi obtido. Os resultados mostraram uma remo¢ao maxima
de DQO de 81,25% (D. tertiolecta) e 100% de remocdo de PT (C. vulgaris), uma taxa de
crescimento e produtividade maximas de 0,0509 h'! (C. vulgaris) e 0,1662 g. L''.dia! (D.
tertiolecta), respectivamente. Os modelos foram, em sua maioria, validados. Por fim, foram
estabelecidos os teores lipidicos das biomassas das espécies, para as condi¢des de cultivos
otimizadas, de 42,56 e 13,92% para a Dunaliella tertiolecta e para a Chlorella vulgaris,
respectivamente. Conclui-se que o uso de meios alternativos para cultivos de microalgas,

visando biorremediacao e produ¢do de biocombustivel é algo vidvel.

Palavras-chave: Microalgas; Biorremediagdo; Biocombustiveis; Aguas Residudrias.



ABSTRACT

The desalination of brackish groundwater is, in many locations in the semi-arid region, the only
solution for water supply. However, the reverse osmosis membrane desalination process
produces a polluting waste that is difficult to treat. Another challenge of the same dimension
concerns the post-treatment of the effluent produced by the treatment of domestic sewage in an
anaerobic filter, in order for it to adapt to the rules for dumping in water bodies. Thus, the
bioremediation of wastewater, using microalgae, appears as a complementary treatment option
for these effluents. In addition, the biomass resulting from the cultivation of microalgae has a
high concentration of lipids, raw material for the production of biodiesel. Thus, the present
research aimed to evaluate and optimize the bioremediation potential and biofuel production of
the microalgae species Chlorella vulgaris and Dunaliella tertiolecta in a medium composed of
wastewater. The study was conducted under laboratory conditions, in Campina Grande - PB,
using the Central Composite Rotational Design (DCCR). To control the cultivation conditions,
three factors were chosen: Photoperiod, pH and Effluent Proportion (PDE). To measure the
bioremediation capacity, the chosen variables were Chemical Oxygen Demand (COD), Total
Phosphorus (PT), Salinity and Electrical Conductivity. The variables used to measure crop
development were Productivity and Growth Rate. Subsequently, the lipid content of the species
was also obtained. The results showed a maximum COD removal of 81.25% (D. tertiolecta)
and 100% PT removal (C. vulgaris), a maximum growth rate and productivity of 0.0509 h'! (C.
vulgaris) and 0.1662 g. L'.dia! (D. tertiolecta), respectively. The models were mostly
validated. Finally, the lipid contents of the species biomass were established, for the optimized
cultivation conditions, of 42.56 and 13.92% for Dunaliella tertiolecta and Chlorella vulgaris,
respectively. It is concluded that the use of alternative means for microalgae cultures, aiming

at bioremediation and biofuel production is something viable.

Keywords: Microalgae, Bioremediation, Biofuels, Wastewater
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional exponencial ocorrido a partir da revolugdo industrial
transformou a dindmica da sociedade, tornando populagdes rurais em majoritariamente urbanas.
Este crescimento desordenado ocasionou uma disputa por espago nos centros urbanos, onde a
infraestrutura necessdria de saneamento bdsico ndo foi atendida suficientemente,

principalmente para a populagdo mais pobre (DIAS et al., 2011).

No Brasil, a situacdo do esgotamento sanitdrio ainda € precdria, onde a coleta encontra-
se presente para somente 55% da populagdo e deste apenas 50,8% dos esgotos sdo tratados,
segundo dados coletados em 2020 (SNIS, 2020). A disposicao e tratamento incorretos destes
efluentes ocasionam eutrofizacdo e reducio da qualidade dos corpos hidricos, deixando a dgua

imprépria para usos mais exigentes ou tornando seu tratamento mais oneroso.

Nao obstante, outro problema ambiental ocasionado pelo crescimento desordenado
populacional € a elevada demanda por dgua potédvel para abastecimento. Em muitos lugares a
oferta € insuficiente e as localidades se utilizam de fontes de dgua bruta salobras ou salinas.
Para deixar esta 4gua no padrio de potabilidade, a dessaliniza¢do surge como uma alternativa
viavel e j4 bastante difundida. Porém, o processo de dessalinizagdo por membranas de osmose
inversa produz um rejeito com alta concentracdo salina e de dificil tratamento e disposicao

adequada (NEVES et al., 2017).

Neste contexto, nas ultimas décadas, novas solucdes para tratamento de 4guas
residudrias vém sendo estudadas e aplicadas, destacando-se o papel do Programa de Pesquisas
em Saneamento Basico (PROSAB), onde foram desenvolvidos diversos trabalhos sobre
tratamento de efluentes em sistemas anaerdbios, com ateng@o aos filtros anaerébios, que
possuem baixos custos associados e elevada remog¢ao de matéria organica. Porém, a principal
desvantagem dos sistemas anaerdbios € que, muitas vezes, a qualidade do efluente ndo atende
as normas ambientais de disposi¢do, necessitando muitas vezes de um pés-tratamento (PAIVA

et al., 2020; TONETTI et al., 2011; ANDRADE NETO et al., 1999).

Assim, uma forma de tratamento complementar alternativo de dguas residudrias e
ambientalmente sustentivel que vém ganhando espaco € a biorremediacdo através das
microalgas. Microalgas sdo seres unicelulares capazes de obter alimento de forma autotréfica e

heterotréfica e em seu processo metabdlico absorvem grandes quantidades de CO», além de



diversos nutrientes poluidores presentes em dguas residudrias, como Nitrogénio e Fosforo.
Além disso, algumas espécies de microalgas marinhas sobrevivem em ambientes com alto teor
salino e seu cultivo reduz a salinidade do meio. Sendo assim uma ferramenta promissora em
estudos na area de saneamento (JANKOWSKA et al., 2017; DIAS et al., 2019; SHIRAZI et al.,
2018).

Ainda sobre a problemdtica da sustentabilidade, o consumo crescente de energias
provenientes de fontes nao-renovaveis € questao pertinente, pois sua obten¢ao vem se tornando
cada vez mais dificil, ao passo que a dependéncia mundial dos mesmos nao vem reduzindo em
termos significativos. Além disso, o uso de combustiveis ndo-renovaveis, provenientes em sua
grande maioria do petrdleo, acarreta elevadas descargas de CO> na atmosfera, auxiliando no

aumento do super aquecimento global (UGGETTI et al., 2014; SAUDI et al.,2019).

Por consequéncia, os biocombustiveis surgiram como uma alternativa sustentavel e
potencialmente renovdvel para substituir as fontes ndo-renovéveis. Podem ser obtidos a partir
de plantas oleaginosas, biomassas vegetais e através de microalgas. O uso de microalgas para
obtencdo de biocombustiveis é promissor, pois quando comparado com outras fontes,
apresentam quantidade superior de 6leo, demandam uma d&rea inferior por litro de dleo
produzido, sdo de facil cultivo, necessitando de pouca manuten¢do para seu crescimento e
possuem capacidade de serem cultivadas em efluentes residudrios, o que reduz seu custo

(MATA et al., 2010; MILANO et al., 2016; CARNEIRO et al., 2018).

Algumas microalgas estudadas apresentam resultados promissores, tanto no quesito
biorremediacdo quanto na capacidade de producdo de biocombustiveis, como a Chlorella
vulgaris, espécie de dgua doce de facil adaptacdo a meios de cultivo, sendo considerada uma
espécie encontrada nos mais diversos ambientes. Também pode-se destacar a espécie
Dunaliella tertiolecta, espécie marinha capaz de sobreviver em diferentes teores de salinidade
(LIU et al., 2015; BINTE SAFIE et al., 2018; VO et al., 2018; SHIRAZI et al., 2018; SINGH
etal.,2022; MOHSENI et al., 2021).

Desta forma, um dos maiores desafios para a viabilizacdo do uso de microalgas para
biorremediacdo e producdo de biocombustiveis € como reduzir seus custos operacionais €
aumentar sua produtividade (CHANG et al., 2020; TU et al., 2019). Estes custos podem ser
mitigados através de cultivos em meios alternativos (dguas residudrias) e ajustando os fatores

controldveis de cultivo para melhor eficiéncia (tempo de iluminacdo, pH e concentracio).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar e otimizar o potencial de biorremediacdo e produg¢do de biocombustivel das
espécies de microalgas Chlorella vulgaris e Dunaliella tertiolecta em meio composto por

efluente doméstico tratado por reator anaerdbio e rejeito de dessalinizagao.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o crescimento das microalgas Chlorella vulgaris € Dunaliella Tertiolecta
BUTCHER em meio contendo efluente doméstico tratado e rejeito de dessalinizacao;

e Verificar o potencial de geracdo de biocombustiveis das microalgas Chlorella vulgaris
e Dunaliella Tertiolecta BUTCHER em meio contendo efluente doméstico tratado e
rejeito de dessalinizacdos;

e Aferir a capacidade biorremediativa das microalgas Chlorella vulgaris e Dunaliella
Tertiolecta BUTCHER em meio contendo efluente doméstico tratado e rejeito de
dessalinizagio;

e Analisar e otimizar através de modelo estatistico os parametros de cultivo: pH,
fotoperiodo e propor¢do de efluentes de efluente doméstico tratado e rejeito de
dessalinizacdo para as microalgas Chlorella vulgaris e Dunaliella Tertiolecta
BUTCHER;

e Validar os resultados otimizados através de cultivos em maior escala=



3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Microalgas

Microalgas sdo descritas biologicamente como microrganismos unicelulares eucariotas.
Formam um grupo polifilético amplo, com caracteristicas diversificadas, podendo ser divididas
entre filamentos e fitoplanctons, como também separadas em classes: diatomdceas, alga verde,
alga verde-azul e alga dourada (TINOCO et al., 2015; JANKOWSKA et al., 2017). Bidlogos
evolutivos dissertam que as algas e microalgas possam ser os ancestrais das plantas.
Comumente encontradas em meio aquatico, também podem ser encontradas nas mais diversas
condi¢des ambientais, desde terras congeladas a desertos de elevadas temperaturas (KOLLER

et al., 2014; SAFl et al., 2014).

As microalgas sdo responsaveis pela producdo de cerca de 50% do oxigénio
atmosférico, sendo assim, o principal agente responsavel por sua renovacdo. Sdo capazes de
absorver enormes quantidades de didxido de carbono (COy) e, sendo este um dos gases
responsaveis pelo efeito estufa, a atuacdo das microalgas em sua reducdo é de grande

importancia para o controle climatico global (SAFI et al., 2014; VELEA et al., 2017).

Uma das primeiras formas de utilizacido das microalgas pelo homem foi como alimento.
Estudos mostram que povoados Astecas e Mesoamericanos se utilizavam de sua biomassa
como uma importante fonte alimentar, devido ao seu valor nutricional, hoje comprovado por
meios cientificos. A Spirulina, por exemplo, apresenta em sua composicdo proteinas, sais
minerais € vitaminas, nutrientes importantes para a manutencao fisica humana (SAFI et al.,

2014; SAMPAIO et al., 2016).

Na presente década, houve um crescente interesse nas microalgas como matéria-prima
para producdo de biocombustiveis pelo seu potencial energético. Caracteristicas fisico-
quimicas presentes nos Oleos encontrados em microalgas se mostraram semelhantes as dos
6leos de origem vegetal utilizados para producio de biodiesel. Como apresentam uma elevada
producdo de biomassa, seu cultivo em larga escala se apresenta vidvel (CARNEIRO et al., 2018;

JANKOWSKA et al., 2017).

O interesse na utilizagdo de microalgas pela farmacologia € crescente, principalmente
na extracdo de componentes bioativos, buscando-se compostos para tratar diversas desordens

fisioldgicas, tais como diabetes, hipertensdao e patologias relacionadas ao metabolismo e ao
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sistema imune. Um exemplo é a Haematococcus pluvialis, espécie sondada pela inddstria para
a obtenc¢do de astaxantina, considerado um poderoso antioxidante. Outra espécie ja explorada
pela industria é a Dunaliella tertiolecta, para a extragao de betacarotenos (MOURELLE et al.,

2017; SHAH et al., 2016).

Microalgas e cianobactérias produzem substancias para uso na industria de produtos
cosméticos e farmacéuticos, como uso na reparacdo de pele danificada, combate de seborreia
e mitigacdo de processos inflamatérios. Contudo, poucos estudos existem nessa drea
comprovando tais beneficios conforme aponta Mourelle et al. (2017). Na Tabela 1 encontram-

se algumas das principais microalgas utilizadas pela industria e seus respectivos usos.

Tabela 1 — Espécies de microalgas e seus principais produtos comercidveis

Linhagem Principais produtos
Proteinas: Piscicultura, alimentos dietéticos ou sauddveis; Lipidios, especialmente dcidos
Arthrospira sp. graxos de alto valor (dcidos linoleico e g-linoleico); Pigmentos (ficocianina,
carotendides)
Botryococcus . . . . .
Y .. Hidrocarbonetos; Pigmentos (violaxantina, luteina)
braunii
Chlorella sp Proteinas: Piscicultura e alimentacdo de bovinos, suinos e aves
. Proteinas: alimentos dietéticos ou sauddveis, piscicultura e alimentacdo de bovinos,
Chlorella vulgaris

porcos e aves; Empregos cosméticos

Crypthecodinium . . .. ..
P Lipideos, especialmente dcidos graxos poli-insaturados de alto valor agregado

cohnii
Dunaliella salina Pigmentos (beta-caroteno; bixina, zeaxantina)
Haematococcus . .
- Pigmentos (astaxantina)
pluvialis
Nannochloropsis . . .. ..
oculata P Lipideos, especialmente dcidos graxos poli-insaturados de alto valor agregado

Fonte: Adaptada de Zhu (2015).

A principal inconveniéncia para o cultivo de microalgas em grandes propor¢des € seu
alto custo de operacdo, associado a um enorme consumo de dgua doce, nitrogénio, fosfato e
CO:as. O cultivo de microalgas em 4guas residudrias se apresenta como uma alternativa vidvel.
Pesquisas comprovam que as dguas resultantes do tratamento de esgoto propiciam um ambiente
favoravel ao crescimento de espécies de microalgas, que necessitam de altas concentracdes de
nitrogénio e fosforo, presentes em abundancia neste meio. Como também se mostra eficaz na
mitigacdo dos efeitos nocivos do despejo das dguas residudrias nos corpos de dgua, devido a

sua grande capacidade de remocao de nutrientes (TU et al., 2019; LI et al., 2019).
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3.1.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris (Figura 1) € uma microalga eucarionte considerada presente em
diversos ambientes de d4gua doce e um bom organismo padrdo para estudos ecotoxicoldgicos,
como também para modelos de estudo de fotossintese. Pertencente ao filo Clorodfita, esta
inserida no grupo de algas verdes, com tamanhos que variam entre 2 € 10 um de didmetro.
Produz pigmentos fotossintéticos com capacidade de utilizacdo entre os mais variados setores,
desde o setor alimenticio ao medicinal (LIU et al., 2015; NURACHMAN et al., 2015). A C.
vulgaris se destaca pela sua resiliéncia. Panahi et al. (2019) descrevem a composi¢cdo de sua
biomassa: “Consiste de proteina (51%-58%) e o restante consiste de carboidrato (12%-17%),
lipideos (14%-22%), além de outros diferentes e valorosos nutrac€uticos, como vitaminas,
antioxidantes e oligoelementos”. Porém, outras pesquisas chegaram em teores lipidicos
superiores utilizando-se de mudancgas nos pardmetros de cultivo ou no meio utilizado (CHANG
et al., 2020; CHOI et al., 2019; SANCHEZ-SAAVEDRA et al., 2020)

l:gura 1 — Chlorella vulgaris
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Fonte: Ramaraj et al. (2016).

Morfologicamente, C. vulgaris possui diversos elementos semelhantes as plantas. Seu
citoplasma é composto de dgua, proteinas soliveis e minerais, sendo onde se localizam as
organelas da microalga. Sua mitocondria possui uma membrana de dupla camada, contendo
proteinas e fosfolipidios. Possui um cloroplasto unitdrio com uma membrana externa permedvel

a metabolitos e fons, ja sua membrana interna transporta proteinas (SAFI et al., 2014).



12

Sua reprodugdo € assexuada de forma ndao moével, tendo uma multiplicacido acelerada.
Safi et al. (2014) mencionam que “em 24 horas, uma célula de C. vulgaris cultivada em
condi¢des 6timas se multiplica por autoesporulacdo, que é a forma de reprodugao assexuada

mais comum em algas”.

Algumas caracteristicas atraem a aten¢@o da industria para esta espécie de microalga,
sdo elas: crescimento acelerado, meios de cultura flexiveis e de relativa facilidade de obtencao,
além de possuir resisténcia a fatores externos. Desta forma, j4 se encontra presente na inddstria
alimenticia, na farmacéutica, no tratamento de &4guas residudrias e na producdo de

biocombustivel (DALIRY et al., 2017).

A titulo, Giirlek et al. (2020) estudou o potencial farmacéutico de vdrias espécies de
microalgas, analisando a atividade antioxidante das mesmas. O estudo concluiu que a atividade
de radicais antioxidantes presente na espécie C. vulgaris foi elevada, demonstrando alto

potencial da espécie como suplemento farmacolégico (GURLEK et al., 2020).

Um exemplo de aplicacdo da C. vulgaris na biorremediacao € apresentado na pesquisa
de Subashini e Rajiv (2018), onde a microalga foi cultivada em um meio combinado de efluente
de industria téxtil e meio padrao BBM (NICHOLS, 1973). Os resultados mostraram reducao
significativa de até 75% nos parametros DBO, DQO e Sélidos Totais. De forma similar,
Chaudhary et al. (2020) em seu estudo cultivando a C. vulgaris usando 4guas residudrias
municipais e incremento de 5% de CO- na aeracdo, obteve remoc¢des maximas de 84,6% de

DQO, 92,8% de ortofosfato e 88% de amonia.

Além disso, diversos trabalhos estudaram o potencial da C. vulgaris para producdo de
biocombustiveis, através de sua biomassa, como também do seu teor lipidico. Os estudos
buscaram utilizar mudangas no cultivo ou incorporacao de aditivos chegando a valores de teor
lipidico que variaram entre 18,7 a 38,7%, corroborando que o meio influencia fortemente na
producdo lipidica da microalga e no seu consequente potencial para biocombustivel (CHANG

et al., 2020; CHOI et al., 2019; SANCHEZ-SAAVEDRA et al., 2020).

3.1.2 Dunaliella tertiolecta

O género Dunaliella é formado por espécies eucariontes e biflageladas, pertencentes ao

filo Clordfita, sendo assim algas verdes. Nao possuem parede celular rigida e sua reproducao
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acontece por biparticdo longitudinal ou fusdo de duas células com formacdo de zigoto

(TINOCO et al., 2015).

A Dunaliella tertiolecta é uma espécie de alga verde pertencente ao género Dunaliella
possuindo diversas formas e tamanhos que que podem variar de 5-25 pm de comprimento e de
3-13 pum de largura. E uma espécie vantajosa para cultivo pois pode crescer facilmente em
ambientes salinos (0.5-5M NaCl) e com temperaturas variadas (inferiores a 0 até préximas a
45 °C) (SEEPRATOOMROSH et al., 2016). A Figura 2 mostra exemplares da espécie

observados em microscopio.

Figura 2 — Dunaliella tertiolecta
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Fonte: Da Fré (2016).

Uma importante caracteristica da D. Tertiolecta € sua elevada tolerancia a altos niveis
de salinidade, suportando uma ampla gama de meios de cultivos salinos, os quais seriam
inabitdveis a maioria dos organismos, isso reduz a probabilidade de contamina¢do do cultivo
(BINTE SAFIE et al., 2018). Diprat et al. (2017) relatam a D. Tertiolecta como uma eximia
fonte de luteina e possui alta atividade pré vitamina A, como também sdo ricas em carboidratos,

proteinas e célcio. Fazendo com que ela seja um proeminente suplemento alimentar.

Outro importante aspecto € que essa espécie tolera diferentes teores de luminosidade e
possui uma elevada producdo de lipideos. Tais caracteristicas a tornam uma matéria prima
promissora para producdo de biocombustiveis em macroescala (BINTE SAFIE et al., 2018).
Em meio pobre de nitrogénio sua producdo de lipideos e amido é ressaltada, porém o

crescimento celular se torna limitado (SHIN et al., 2015).
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Skjanes et al. (2013) citam a espécie como uma fonte potencial de farmacéuticos, como:
betacaroteno, luteina, 4dcido linoleico e vitaminas C e E. Os autores relatam que "Mensuracdes
farmacoldgicas na Dunaliella tertiolecta incluem atividades anti-hipertensivas e
broncodilatadoras, antiserotonina, bloqueio polissindptico, analgésica, muscular relaxante e

antiedema."

Pesquisas com utilizacdo da espécie em biorremediagdo demonstram resultados
significativos. Andreotti et al. (2017) estudaram a utilizacao da espécie para mitigacio da carga
poluente de dgua residudria de aquacultura. Os resultados apresentam elevada redug@o nas
quantidades de Fosforo Inorganico e Nitrogénio Inorganico. Também tratando de
biorremediacdo, Wu et al. (2017) cultivaram a espécie em meio dgua residudria municipal
diluido com o meio L1 de Guillard (GUILLARD; HARGRAVES, 1993) e com estresse salino.
No fim do cultivo o meio apresentou reducdes de nitrogénio total (83,7%), amonia (79,07%) e

nitrato (98,4%), demonstrando viabilidade a remediacdao (WU et al., 2017).

Outro campo de utilizagdo da D. Tertiolecta com grande prospecc¢do sio os estudos sobre
as potencialidades da mesma para producdo de biocombustiveis. Os estudos, em geral, buscam
modificar o meio com aditivos ou com 4guas residudrias a fim de aumentar a produtividade da
microalga e diminuir custos associados com o cultivo (KUMAR et al., 2018, RIZWAN et al.,
2017). A exemplo, EL AROUSSI et al. (2015) estudou a utilizacdo do fertilizante acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), percebendo em seus resultados que a utilizagdo do mesmo,
associado de estresse salino. A combinagdo resultou em um aumento do conteudo lipidico, que
chegou a 69,6%, superior ao valor utilizando cultivo em meio padrdo, que foi de 24% (EL

AROUSSI et al., 2015).
3.2 Fatores que interferem no cultivo das microalgas

O crescimento das microalgas, em geral, obedece a uma curva de crescimento, onde
ocorrem diferentes fases de desenvolvimento. A primeira fase € a de adaptacdo, também
chamada de fase Lag, onde a taxa de crescimento e de morte dos microrganismos sao bem
préximas. Nesta fase inicial as microalgas fazem a sintese das enzimas que irdo necessitar para
seu metabolismo. A segunda fase é dita de transicdo, pois € aquela onde os microrganismos
comecam a se reproduzir. A terceira fase € a exponencial, também conhecida como fase Log,
sendo a velocidade de crescimento constante e maxima. Na quarta fase, a de crescimento linear,

acontece uma redu¢do na velocidade de crescimento, pois o transporte de nutrientes se torna



15

limitado. A quinta fase € a fase de desaceleracdo, onde o crescimento diminui devido a baixa
concentracdo de nutrientes e ao acimulo de metabolitos inibidores. A sexta fase € a estaciondria,
nela a concentragao de células é mdxima, também existindo um equilibrio entre o crescimento
e a morte das células. Por fim, a sétima fase € a de declinio, acontecendo redugao da biomassa

e a taxa de morte celular € maior que a de reproducdao (BORZANI et al., 2001).

A fase Log € a fase habitualmente usada nos célculos dos pardmetros cinéticos de
crescimento das microalgas, pois € nesta fase em que a velocidade especifica de crescimento é
maxima. Sendo a velocidade especifica de crescimento a taxa em que 0S microrganismos

crescem ao longo do tempo (BORZANI et al., 2001).

Assim, manipulac¢des nas condicdes ambientais de cultivo de microalgas pode levar a
alteracoes no comportamento de crescimento € na sua composicdo quimica. Desta forma,
produto final desejado define o meio de cultivo mais apropriado (BARROS et al., 2015;
MILITAO et al., 2019). Deste modo, diversos fatores devem ser levados em conta, como

intensidade de luz, temperatura, pH e nutrientes disponiveis.

3.2.1 Luz

A luz é um dos fatores mais importantes na produtividade de microalgas, propiciando a
energia requerida para as reagdes fotossintéticas ocorrerem, podendo desta forma converter os
nutrientes organicos em biomassa. A eficiéncia de remog¢ao de nutrientes por microalgas estd
diretamente ligada a intensidade de luz e ao fotoperiodo de exposicao (SUTHERLAND et al.,
2015; LI et al., 2019). Além disso, as condi¢des de luminosidade desempenham um importante
papel no crescimento de na distribuicdo das algas. Privadas de luz, microalgas ndo realizam
fotossintese. Assim, passam a realizar respiracdo, liberando diéxido de carbono no meio

(MEIER et al., 2017; GEORGE et al., 2014).

O regime de luz, flutuacdes, intensidade e fotoperiodo sdo coeficientes determinantes
no crescimento e na composi¢do bioquimica das microalgas. Mudangas nestas condi¢cdes em
diferentes fases de crescimento também apresenta efeitos significantes na composicao de
lipideos. A luminosidade também € considerada um importante indutor de produgdo de

antioxidantes (PANAHI et al., 2019; GEORGE et al., 2014).
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3.2.2 Temperatura

Ma et al. (2017) dissertam que “a temperatura ¢ um dos fatores ambientais mais
importantes, determinando o crescimento de microalgas, afetando fortemente a biomassa, a
produtividade lipidica e a composi¢do lipidica das microalgas”. Microrganismos existentes em
sistemas tradicionais de tratamento de esgoto sdo majoritariamente mesofilicos, sendo sua
temperatura ideal de crescimento na faixa de 20-37°C, porém, pesquisas ja indicam que
temperaturas abaixo de 16°C podem acarretar em reducao no crescimento e maiores que 35°C

podem ser fatais, dependendo da espécie (SAMPAIO et al., 2016; MA et al., 2017).

A variacdo de temperatura influencia intensamente a producao de lipideos. De maneira
geral, a temperaturas inferiores ha uma producdo maior de 4cidos graxos insaturados pela
membrana da microalga, j4 a temperaturas maiores, acontece um aumento na produgdo de

acidos graxos saturados (PARK et al., 2015).

Sonmez et al. (2016) apontam que a microalga Scenedesmus sp. tem uma excelente
resisténcia a temperatura suportando valores entre 10 e 50°C, porém, a temperatura que
apresentou maior produtividade de biomassa foi de 25°C em um periodo de 16 horas de luz e 8
horas sem a presenca de luz. Akerstrom et al. (2016) concluiram que, para a microalga Chlorella
sp., a temperatura média se mostrou mais significante para a produtividade do que o balancgo de
temperatura diurna-noturna, chegando a uma média de temperatura 6tima para a produtividade

de biomassa de 24-25°C.

3.2.3 Nutrientes

As espécies fotossintetizantes necessitam de 15 a 20 componentes essenciais para seu
desenvolvimento. Os macronutrientes, presentes em maiores quantidades, sdo C, N, P, H, O, S
Mg, K, Na e Ca. J4 os micronutrientes, encontrados em menores quantidades sdao Fe, Cu, Mn,
Zn, Cl, V, Mo, B, Co e Si. As propor¢des podem variar a depender se a espécie € uma planta,
alga verde ou azul, por exemplo. Como também podem variar entre espécies de um mesmo
grupo de microalgas. Mas, em geral, a razdo correta entre N e P deve ser ajustada para otimizar

a produtividade (SALAMA et al., 2017).

Levando em conta a composi¢ao basica dos fitoplanctons, os elementos para seu cultivo
devem seguir um padrao de proporcdo, quantidade e forma para que ndo possuam limitantes

nutricionais ao seu crescimento. Porém, em diversos estudos sobre cultivos de microalgas em
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diferentes tipos de dguas residudrias a composi¢do de nutrientes ndo segue os padrdes da
literatura. Isso sugere que os meios de cultivo podem ser adaptdveis, se adequando a

necessidade de cada espécie (MARKOU et al., 2014).

Os principais nutrientes necessdrios para o crescimento de microalgas sdao carbono,
nitrogénio e fdsforo. Estes dois dltimos sdo de dificil remo¢do no tratamento de aguas
residudrias. Assim, as microalgas sdo importantes ferramentas que podem ser utilizadas na
remocdo desses elementos. Estudos mostram que diversas espécies de microalgas se adaptam
bem a estes ambientes, onde fésforo e nitrogénio sdo abundantes. Além disso, possuem
capacidade de remover metais pesados e componentes organicos téxicos, reduzindo a carga

poluente da dgua (CHIU et al., 2015).

O dioxido de carbono € essencial para a manuten¢do dos processos fotossintéticos. Entre
as microalgas, o carbono também pode ser utilizado na forma soldvel CO3'2 . O Nitrogénio é
um elemento fundamental na composicdo de proteinas, peptideos, enzimas, clorofilas e
constituintes genéticos, além de outras macromoléculas biolégicas. E originado de fontes
inorganicas, como nitritos, nitratos, gds nitrogénio e amonia. Assim, as algas e microalgas
possuem funcdo importante na conversdao de nitrogé€nio inorganico em organico por
assimilacdo. Também de grande importancia, o fésforo € elemento fundamental para a vida,

estando presente no DNA, RNA, ATP, além de proteinas e lipideos (SALAMA et al., 2017).

3.24 pH

O pH € uma caracteristica de elevada importancia no cultivo de microalgas e esta ligado
a diversos processos bioldgicos como: crescimento das microalgas, metabolismo das organelas
e absorcdo de fons. A maioria das microalgas se desenvolve em ambiente basico, devido a
origem de grande parte delas ser os oceanos, porém, o pH ideal para cultivo varia de espécie
para espécie. A exemplo, a espécie D. bardawil possui pH ideal de para cultivo de 7,5, ja para
a C. ellipsoidea, este valor € proximo de 10. Sendo altamente correlacionado com a
concentracdo de biomassa, utilizar o pH ideal acarreta em um melhor crescimento e acumulagdo

de carboidratos (HO et al., 2014).

O valor do pH também afeta a captura de carbono pelas microalgas. A exemplo, estudo
com microalgas da espécie Stichococcus mostrou que abaixo do pH ideal elas somente

absorviam CO> por difusdo, apresentando absor¢do ativa apenas em valores superiores a 6. Em
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estudos de utilizacdo de microalgas para mitigacdo de metais, foram encontrados diversos
valores especificos para remog¢ao 6tima, com valores sugeridos variando de 4 a 9 (MARKOU

et al., 2014; SURESH KUMAR et al., 2015).

3.3 Potencial de uso das microalgas

3.3.1 Biorremediacdo

Estacdes de tratamento de esgoto contribuem continuamente com a dispersdao de
contaminantes nos corpos d’agua. Mesmo apo0s tratado, a agua residuaria proveniente desse
processo ainda possui uma ampla gama de contaminantes, como produtos farmacéuticos,
pesticidas, plastificantes e drogas ilicitas. Estacdes de tratamento convencionais ndo possuem
tecnologia para tratar e remover estes contaminantes de forma eficiente (SUTHERLAND;

RALPH, 2019).

O acimulo excessivo de nutrientes nos corpos de d4gua causa eutrofizagdo, que pode ser
definido como o aumento ou mudan¢a na proporcdo de nitratos e fosfatos na 4dgua. A
eutrofizagc@o pode ser observada visualmente pela reproducdo acelerada de espécies de algas, o
que causa a formac¢do de uma camada densa na superficie, impedindo ou reduzindo a penetracao
da luz. Pode também levar a acumulacdo de amonia, poluicdo do lengol fredtico e emissao de

gases do efeito estufa (OKTOR, CELIK, 2019).

Dois dos maiores contaminantes sdo fdésforo e nitrogénio. A remediacdo destes
componentes depende da razdo N:P, que deve ser proxima da razao universal de Redfield de
16:1. Porém, estudos com razdo de 12:1 com a alga Scenedesmus sp. apresentaram uma
eficiéncia de remoc¢do de 99%. Nas dguas residudrias, essa remediacdo acontece através da
assimilacdo de nutrientes, onde a célula realiza sua regulacdo metabdlica por meio da conversao
de fontes de nitrogénio e fésforo em difosfato de adenosina (ADP) e amonia, gerando biomassa,
que pode ser utilizada para producdo de biocombustivel. Associado ao seu potencial
remediativo, as microalgas também atuam como um floculante natural, em um processo
denominado autofloculacdo, elevando a taxa de sedimentacgdo e, assim, reduzindo custos com

floculantes sintéticos (ABINANDAN; SHANTHAKUMAR, 2015; LEONG et al., 2019).

Por se tratar de uma solu¢do ambientalmente eficaz, a utilizacdo de microalgas na
biorremediacdo de contaminantes tem sido bastante discutida. Esta remediacdo acontece

principalmente através da biossorcdo, definida por Dias et al. 2019 como “a retencao de metais
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(e alguns compostos organicos) pela biomassa sem o envolvimento de vias metabdlicas neste
processo, apesar de que isso possa ocorrer quando biomassa viva for utilizada”. Pode-se citar
diversas vantagens da utilizacdo de microalgas na biorremedia¢do, quando comparadas com 0s
processos tradicionais, como: custo reduzido de operacao, capacidade de remogao de metais de
maneira mais simples e possibilidade de aplicacdo em larga escala (DIAS et al., 2019; LEONG
et al., 2019).

Nagarajan et al. (2019), que estudaram o uso de microalgas para remediag¢do de dguas
residudrias de suinocultura, mencionam que, para essa aplicacdo, o método mais utilizado é o
cultivo em lagoas de alta taxa. Esse sistema é composto de lagoas de oxidacdo rasas, com
profundidades inferiores a 0,5m e com a presenca de um misturador de pds, que serve para aerar

o cultivo, além de impedir que a biomassa de algas decante.

Oktor e Celik (2019) avaliaram o potencial remediativo da microalga Chlorella
variabilis em aguas cinzas, que sdo as dguas residudrias domésticas excluindo as de descarga
sanitdria. O cultivo apresentou uma elevada efici€éncia de remog¢do de: DQO = 88.8-92.3%),
DBOs5 =90.1-91.9%, NT =49.7-85.6% e FT = 79.7-97%. Também comprovou a capacidade

desenvolvimento da espécie nesse meio de cultivo.

3.3.2  Producdo de biocombustiveis

Emissoes de gases do efeito estufa (GEEs) estdo sendo ligadas as mudancgas climdticas
e aquecimento global nas dltimas décadas. Os principais gases do efeito estufa sdo diéxido de
carbono, metano e 6xido nitroso. A principal fonte de emissdo desses gases provém da queima
de combustiveis fosseis, abastecendo mais de 80% da necessidade mundial de energia. Desta
forma, pesquisas dao énfase no desenvolvimento de refinarias de petrdleo, carvao e gds natural,
afim de aumentar a atender a crescente demanda (LIAO et al.,, 2016; GUO et al., 2015;
SUGANYA et al., 2016).

Apesar das acOes nas ultimas quatro décadas na tentativa de diminuir as emissdes de
GEE:s, o que € observado € um crescimento anual de mais de 100% nas emissdes de CO2, onde
projecdes mostram um valor de 36 bilhdes de toneladas de CO» liberadas na atmosfera no ano
de 2020. Recentes estudos relatam que hd uma forte relacdo entre o crescimento econdmico e
consumo de energia, afetando fortemente nas quantidades emitidas de CO2. Sem um plano

efetivo para diminuir essas emissdes, conjecturas preveem um aumento de 4°C na temperatura
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média da superficie do planeta, cientistas consideram 2°C ser o valor limite para a ndo

ocorréncia de possiveis efeitos catastroficos (NEJAT et al., 2015; MARDANTI et al., 2019).

Nesse cendrio, os biocombustiveis surgem como uma alternativa sustentdvel e renovavel
para o suprimento da demanda energética global. As mais conhecidas sdo: a energia solar,
edlica, geotérmica e biomassa. Cada uma com suas particularidades e limita¢des. Talvez o fator
mais preponderante na implantagdo de uma matriz energética sustentdvel seja a viabilidade

economica (GUO et al., 2015).

Em comparagdo com outras fontes de energia renovdvel, os biocombustiveis liquidos
possuem maior densidade de energia, demandando menor gasto com infraestrutura. O
biocombustivel mais comum atualmente é o bioetanol, extraido do milho ou da cana de agtcar
(LIAO et al., 2016). Biocombustiveis produzidos a partir de microrganismos como bactérias,
fungos ou microalgas tem tido grande atencdo das industrias e da comunidade cientifica nas
ultimas décadas. Uma das qualidades destes € a sua diversidade metabdlica, o que possibilita a

sua utilizacdo nos mais diversos meios de cultivo e climas (LIAO et al., 2016).

A producdo de biocombustiveis através de algas e microalgas € profusamente
considerada de alta eficiéncia, sendo prevista como uma fonte ambientalmente e
economicamente sustentdvel para obtencao de produtos, possuindo uma alta taxa de conversao
de energia através de seus lipideos e possuem diversas espécies dispondo de um alto teor
lipidico. Além disso, possuem carboidratos que podem ser convertidos em bioetanol. E ao
contrério das matérias primas mais comuns na produc¢do desse combustivel, o uso de microalgas

nao entra em conflito com o setor alimenticio (SUGANYA et al., 2016).

Um dos principais pontos de entrave para sua utilizagdo em larga escala para producao
de biocombustivel € a relac@o entre seu custo de operacdo e seu retorno econdmico, que pode
ser otimizada através do cultivo em dguas residudrias. Aguas residudrias provenientes do setor
doméstico somam por volta de 315 bilhdes de metros cubicos por ano, mundialmente. Se 70%
deste valor fosse aplicado em cultivos de microalgas, haveria um potencial de geracdo de
aproximadamente 23,5 bilhdes de toneladas de 6leo (ABINANDAN; SHANTHAKUMAR,
2015).

O histérico de utilizacdo de biocombustiveis pode ser dividido em 3 geragdes. A
primeira, ja com producdo e comércio estabilizados em paises como Brasil e Estados Unidos,

tem como matéria prima fontes alimenticias, como cana de actcar, beterraba, dleos vegetais e
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gordura animal. A segunda geracdo de biocombustiveis € composta por fontes de residuos
agricolas, florestais, da inddstria madeireira e residuos ndo comestiveis da industria alimenticia.
J4 a terceira, € instituida por biocombustiveis derivados de microalgas, com potencial para

producdo crescente (MILANO et al., 2016).

Na Tabela 2 encontram-se as caracteristicas de utilizacdo das principais fontes para
producdo de biodiesel. As microalgas sdo capazes de produzir até 30 vezes mais 6leo por
hectare que as outras matérias primas, isso se da principalmente pelo seu curto tempo de cultivo
e pela sua alta densidade de lipideos, constituindo cerca de 50% do seu peso. Como demanda
uma 4rea reduzida de cultivo por quilograma de biodiesel, apresenta uma eficiéncia energética

e espacial superior as outras fontes (MILANO et al.,2016).

Tabela 2 — Comparativo entre diversas fontes de biodiesel

Densidade de Rendimento Area utilizada  Viscosidade Calor de
Cultivo oleo (% de dleo de éleo (m%ano/kg de a 40°C combustao
por peso) (L/ha/ano) biodiesel) (mm?/s) Kj/g)
Milho 44 172 66 31 -
Canhamo 33 363 31 - —
o Soja 18 446-636 18 26 38,37
’§« Cértamo 20.1 779 - 30 -
5 Pau-de-Sebo 12-45 907 - - -
O Camelina 42 915 12 - -
— Girassoél 40 952-1070 11 - -
Amendoim 70 1059 - 22.7 39.9
Canola 41 974-1190 12 33 38.52
Ricino 48 1307-1413 9 - -
& Pinhdo Manso 20-60 1892 15 42.5 39
g Puna 65-75 2000 - - -
& Karanja 25-40 2590 - 27.82 39.1
& Céco 65-75 2689 - 29.6 37.94
Oleo de Palma 36 5366-5950 2 38 38.3
&
& . 50700
é Microalga 30-70 136900 0.1-0.2 36.6 -
&

Fonte: Adaptado de Milano et al. (2016).

Um método de incorporagdo do cultivo em uma estagcao de tratamento de esgoto (ETE)
€ esquematizado na Figura 3 onde todos os produtos e subprodutos do cultivo sdo aproveitados.
A 4gua residudria resultante do tratamento de esgoto € utilizada para o cultivo, onde acontece
a reducdo de nutrientes na dgua, o que leva a redu¢ao de impacto no seu posterior descarte em

um corpo hidrico. Durante o cultivo acontece a liberacdao de oxigénio, que pode ser utilizado



22

para suprir a DQO da ETE. A biomassa pode ser empregada de duas formas, a primeira sendo
em um sistema de biorrefinamento e posterior geracao de biodiesel. A segunda forma de
utilizacdo acontece através da digestdo anaerdbica da biomassa para formagao de biogds, o qual
pode ser utilizado para suprir parte da demanda energética da estacdo. Por fim, em ambas
aplicacoes o residuo da biomassa pode ser destinado a producdo de fertilizantes

(JANKOWSKA et al., 2017).

Figura 3 — Possivel uso de microalgas em uma ETE — 1. Digestdo Anaerdbica, 2. Biorrefinaria
2

Luz solar + COg
(atmosfera)
»| BIORREFINARIA
v
—
Agua Residuaria CULTIVO DE
(nutrientes) MICROALGA Agua tratada !
" Y
Remogao de poluentes BIODIESEL /
BIOETANOL
~
Residuos da biomassa
- f—!ﬁ
0, i PRODUTOS DO |  Bromassa | Tratamento | DpicEsTAO | FERTILIZANTES
(para bactéria) CULTIVO da biomassa ANAEROBICA residuos da
biomassa)
——
ETE <
BIOGAS
COg e calor (no inverno) para o cultivo das microalgas

N—

Fonte: Adaptado de Jankowska et al. (2017).

3.4 Tratamento anaerdébio de esgoto

O tratamento anaerébio ja € reconhecido a longa data como um meio eficiente de
estabilizacdo de lodo de esgotos domésticos. Porém, nas udltimas décadas, a tecnologia de
tratamento anaerobio vem sendo estudado e utilizado de forma competente no tratamento de

efluentes liquidos de esgoto (JORDAO; PESSOA, 2011).

Uma das modalidades de tratamento bioldgico anaerébio s@o as lagoas de estabilizacao
anaerdbias. Elas sdo sistemas que estabilizam a matéria organica através de oxidacao
bacteriologica e/ou diminuicdo fotossintética das algas presentes. Lagoas anaerdbias
constituem um tipo de lagoa estabilizacdo, podendo ser seguidas por lagoas facultativas (onde
existe, simultaneamente, acdo aerdbia e anaerdbia). Para acontecer corretamente seu processo
de digestdo € imprescindivel haver condi¢des totalmente anaerdbicas, onde a taxa de consumo
de oxigénio é muitas vezes maior que a taxa de producio do mesmo (JORDAQO; PESSOA,

2011; VON SPERLING, 2002).
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Outro modelo de tratamento anaerébio é o de decanto-digestdo, que funciona com
retentores dos sélidos decantados e com digestores anaerdbios de matéria orgéanica. Os tipos
mais conhecidos sao os tanques sépticos. Possui estrutura simples e € de facil operacdo, além
de existir uma ampla gama de vazdes em que podem ser aplicados (ANDRADE NETO et al.,
1999a). O tanque séptico € o sistema de tratamento de efluentes mais utilizado, dentre as opg¢des
adequadas, em residéncias que ndo sdo ligadas a redes municipais de esgoto, principalmente
por possuir um custo inferior de constru¢cdo e manuten¢ao em pequena escala (DOS SANTOS

et al., 2018; ANDRADE NETO et al., 1999a).

No processo anaerdbio, diéxido de carbono e metano sdo formados através da conversao
da matéria organica. A formacao de metano € benquista, devido ao mesmo ser majoritariamente
removido, pois apresenta baixa solubilidade na dgua. Sendo o metano um gés inflamével, €
recomendada a utilizagdo de queimadores neste processo. Outra grande vantagem do tratamento
anaerébio € a baixa quantidade de lodo produzida, o que reduz os custos em transporte,

tratamento e disposicdo do mesmo (CAMPOS, 1999).

Em contraponto, CHERNICHARO et al. (2001) elencam algumas desvantagens dos
sistemas anaerobios como remocao insatisfatoria de nutrientes e necessidade de pds-tratamento
devido, principalmente, a baixa estabilizacio de matéria organica. CHERNICHARO et al.
(2001) falam que: "O material nao convertido em biogds, ou em biomassa, deixa o reator como

material ndo degradado (10 a 30%)".

No Brasil, o crescimento de sistemas anaerdobios nas ultimas décadas foi devido, em
parte, aos reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), pois dentre as solugdes
anaerdbias, este possui um desenvolvimento superior no tratamento. Porém, em pequena escala
o tratamento mais presente € o filtro anaerdbio, utilizado em combinac¢do a um tanque séptico

(DOS SANTOS et al., 2018).

3.4.1 Filtro anaerobio

Dentre os tratamentos anaerdbios, pode-se destacar os filtros anaerdbios, que sdo
reatores biolégicos formado por um tanque de pedras de diferentes granulometrias, servindo de
base para retencao e desenvolvimento de microrganismos digestores. Pode ter fluxo ascendente,
onde a descarga acontece pelo topo, ou descendente, no qual o caminho € o inverso e a filtracao

acontece por gravidade (CAVALCANTE et al., 2010; ANDRADE NETO et al., 1999b).



24

Marcando um avancgo na drea de tratamento de dguas residudrias, diversos estudos ja
foram realizados com filtros anaerdbios, principalmente na andlise da utiliza¢do no tratamento
de diversas dguas residudrias, como os industriais de laticinio, carne e bebidas, sendo percebido
como um tratamento satisfatério para efluentes com baixa concentraciao de s6lidos suspensos.
Além disso, diversas pesquisas em busca de materiais alternativos para o leito filtrante foram
feitas, principalmente utilizando de materiais sustentdveis, como fibras de coco e bambu

(BAETTKER et al., 2018).

Assim, esse sistema tem como principais pontos positivos: ser uma opg¢ao de custo
reduzido; possuir uma alta taxa de remog¢do de matéria organica, chegando a 70%, e ter uma
baixa produc¢do de lodo. Porém, em escalas reais, sua aplicacdo demanda uma andlise criteriosa,
pois necessita de uma biomassa bacteriana para o inicio do seu uso, que muitas ndo € encontrada
em locais proximos. Também possui um tempo de deten¢do hidraulica de pelo menos 12 horas,
valor que demanda uma drea grande de utilizacdo para cidades de médio e grande portes. Porém,
esse tempo pode ser reduzido, quando o tratamento através de filtros anaerébios € associado a

um pos-tratamento (TONETTI et al., 2011).

Esse modelo pode ser considerado ainda em processo de desenvolvimento. Melhorias
no material de enchimento, ocasionando reducao de custos, aperfeicoamento dos métodos de
construgdo e facilitacdo do processo de remocdo do lodo em excesso sdo pontos de grande
interesse nas pesquisas atuais. Desde 1982, a ABNT formalizou o conjunto de diretrizes para
projeto de construcdo dos filtros, apoiando a sua associacdo a tanques sépticos, substituida
posteriormente pela NBR 7229, de 1992 e a NBR 13969, de 1997. Devido ao risco de
entupimento das porosidades do meio de suporte, o uso de filtros anaerébios € mais
recomendado para o tratamento de dguas residudrias, pois estas apresentam nimero reduzido
de macroparticulas, além de possuirem uma remocao inferior de nutrientes e de degradagdo de

matéria organica (ANDRADE NETO et al., 2005, ANDRADE NETO et al., 1999b).
3.5 Dessalinizacao

Somente uma pequena por¢ao da d4gua no planeta é prépria para o consumo humano. O
crescimento populacional e o consumo excessivo de dgua combinado com a alta taxa de
polui¢cdo dos corpos hidricos apresentam um cendrio onde se faz necessario novas formas de

obtencdo de dgua potdvel. Como a dgua salina representa a maior quantidade disponivel, a
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dessalinizacdo se tornou uma importante ferramenta para complementar a demanda de dgua

(SURWADE et al., 2015).

O uso de dessalinizadores no Nordeste brasileiro surgiu como uma oportunidade vidvel
de tratamento da salinidade presente em pogos tubulares, os quais sdo a Unica op¢ao em
determinados lugares que convivem com a escassez hidrica. Em algumas localidades, a
dessalinizacdo ndo € s6 uma fonte complementar de abastecimento, mas a principal. Paises
como o Qatar e Kwait sdo abastecidos completamente por dgua dessalinizada (GHAFFOUR et

al., 2015; NEVES et al., 2017).

A tecnologia mais difundida para dessaliniza¢do € a membrana de osmose reversa, como
estacdes espalhadas em diversos paises que sofrem com escassez hidrica e tem uso datado desde
a década de 70. A maioria dos dessalinizadores utilizam a tecnologia da osmose reversa, devido
a sua simplicidade e consumo energético reduzido, quando comparado com outras tecnologias
de dessaliniza¢do. Seu funcionamento acontece devido a sua membrana semipermedvel que
permite a passagem de 4gua e obstrui a passagem de ions de sal, com influéncia de uma pressao

externa (MAZLAN et al., 2016; SHENVI et al., 2015).

Um dos pontos importantes sobre a dessaliniza¢do em regides ndo-litoraneas € o destino
do rejeito, pois € uma dgua residudria com elevado teor de salinidade e altamente contaminante,
podendo deixar solos inférteis ou corpos hidricos poluidos. Além disso, metais pesados
presentes na dgua residudria salina podem ocasionar acumulagdo através de alimentos,

causando prejuizos ambientais (SARMENTO et al., 2014; VO et al., 2019).

Tratamento de rejeito de dessalinizagdo requer processos altamente onerosos, pois este
contém uma ampla gama de sais inorganicos, em alta concentragdo. Assim, a utilizacdo de
microalgas para remediacdo desta 4gua residudria surge como uma alternativa de baixo custo e
ecologicamente eficaz. Também possuem uma boa capacidade adaptativa a diferentes

concentracdes salinas (VO et al., 2019).

A salinidade € um importante fator de crescimento para microalgas, pois os ions de sal
regulam o processo de ajuste osmético celular da microalga. Porém, a concentracdo 6tima de
sais varia entre espécies. No mar negro, as espécies identificadas Ardissonea crystalline e
Ardissonea sp apresentaram tolerancia entre 23 e 38% de concentracdo. A dgua do mar possui
concentracdo em torno de 3%, que € a concentracdo ideal da espécie Chaetoceros calcitrans.

Mesmo em espécies similares, a faixa de tolerancia é varidvel. A espécie Chlorella sp. de dgua
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doce pode se desenvolver em concentracdes de 0 a 100% da dgua do mar, enquanto a Chlorella

sp. marinha é adaptada a teores de 400% da dgua do mar (VO et al., 2019).

Zhou et al. (2017) avaliaram o efeito do cultivo da microalga Spirulina platensis em
uma mistura de dgua residudria de dessalinizacdo e dgua doce, com salinidade variando entre
0,93 a 3,2%. A microalga apresentou notdvel capacidade remediativa, com eficiéncia de

remo¢ado de 79.96%, 93.35% e 90.02% para nitrogénio, fésforo e DQO, respectivamente.

Em sua pesquisa cultivando a espécie Acutodesmus obliquus em agua residudria salina
(5,2%) proveniente de suinocultura, Kim et al. (2016) observaram um bom crescimento da
microalga e significante remoc¢ado de fosforo e nitrogénio, além de uma redu¢ao na DQO, o que

mostrou a efici€éncia de microalgas na degradacao da matéria organica.

De forma semelhante, Shirazi et al. (2018) realizaram um estudo com as microalgas N.
oculata e D. tertiolecta, cultivando-as em meio artificial F2, que simula a 4gua do mar, e um
meio concentrado de dgua residudria de dessalinizacdo. Os resultados mostraram que o cultivo
no meio concentrado apresentou maior crescimento da biomassa, comparado ao meio artificial.
Além disso, ambas espécies apresentaram uma consideravel remoc¢do de ions e redugdo na
concentracdo de solidos dissolvidos totais. Apresentando assim uma Otima capacidade

remediativa pelas mesmas.

Também no contexto, Matos et al. (2015) e Matos et al. (2018) desenvolveram estudos
de cultivo da microalga C. vulgaris em rejeito de dessalinizacdo, onde utilizaram como meio o
rejeito diluido em meio padrdo Bold’s Basal Medium (BBM) (NICHOLS, 1973), mostrando
que a microalga se desenvolveu bem até teores proximos de 30%, onde no teor de 25%

apresentou crescimento celular e produtividade de biomassa similar ao meio padrao BBM.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Referéncia em Tecnologias de Aguas
(LARTECA), do Centro de Ciéncias e Tecnologia, da Universidade Estadual da Paraiba, UEPB,
localizada no Municipio de Campina Grande-PB, cujas coordenadas geodésicas sdao 07° 15’
187 S, e 35° 527 28> O e altitude de 550 m. De clima semiérido e temperaturas moderadas,

considerado clima tropical com estacao seca.
4.2 Etapas da pesquisa
A pesquisa foi desenvolvida em quatro etapas metodoldgicas conforme esquema

apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Esquematizagdo das etapas da pesquisa
| Planejamento | > I| Cultivo das | > | Otimizacdo dos } > |
I experimental microalgas cultivos Validagdo

A principio foi realizado o planejamento experimental por meio da escolha do tipo de
delineamento, determinacdo das varidreis ou fatores dependentes, constru¢do da matriz de

cultivos e a escolhas das varidveis resposta ou independentes.

Posteriormente, foi realizado o cultivo das microalgas a partir das condi¢des de cultivo
definidos pelo planejamento experimental, andlise das varidveis resposta e otimizacdo das
melhores condi¢gdes para o cultivo das microalgas escolhidas. Por fim, foi realizado a etapa de

validacdo dessas condicdes Otimas e aferi¢do dos teores lipidicos.
4.3 Microalgas

As microalgas utilizadas neste trabalho foram a Chlorella vulgaris e Dunaliella
tertiolecta BUTCHER, sendo estas cepas ja estudadas pelo LARTECA. Na Figura 5, observa-

se 0 aspecto microscOpico das microalgas empregadas no estudo.
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Figura 5 — Fotomicrografia da microalga Chlorella vulgaris (A) e Dunaliella tertiolecta
BUTCHER(B)

. - TasSEe

=

Fonte: Prépria.

Essas microalgas foram escolhidas por serem espécies ja estudadas na area e por
apresentarem caracteristicas promissoras para o cultivo em &dguas residudrias tratadas e em
rejeito de dessalinizagdo. Sendo a Chlorella vulgaris uma espécie de dgua doce de ficil
adaptacdo a diferentes meios de cultivo e a Dunaliella tertiolecta uma espécie marinha capaz
de sobreviver em diferentes teores de salinidade (LIU et al., 2015, MATA et al., 2010, BINTE
SAFIE et al., 2018, VO et al., 2018, SHIRAZI et al., 2018).

4.4 Planejamento experimental

Para o planejamento experimental, andlise dos dados e otimiza¢do dos mesmos foi
utilizado o delineamento composto central rotacionado (DCCR). Sendo um delineamento de
segunda ordem, representa de forma bem aproximada a interagdo entre os efeitos principais
ndo-lineares, utilizando pontos axiais (+o) para estimativa de efeitos de segunda ordem

(PAULA; FERNANDES, 2018).

Foram selecionados trés fatores ou varidreis independentes: pH, fotoperiodo e proporcao

de efluentes (PDE), a defini¢do do limite baixo, alto e central de cada fator é discutida a seguir.

O pH por ser um fator que influencia nos processos que envolvem o crescimento, o
metabolismo e a remocao de ions pelas microalgas (KHALIL et al., 2010), foi considerado uma
varidvel independente de-proecesso. Assim sendo, os valores pH escolhidos para os cultivos de
cada microalga foram: 7, 8,5 e 10 (CELEKLI; DONMEZ, 2006; BELTRAN-ROCHA et al.,
2017; DALIRY et al., 2017, KHALIL et al., 2010, GONG et al., 2014).
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Fotoperiodo se trata da relacdo entre o tempo de luz e de escuriddo num periodo de 24
horas (tempo de luz/tempo de escuridao) (LI et al., 2019). Sendo um dos intuitos desta pesquisa
trazer resultados aplicaveis e de manutencao vidvel, visou-se adotar a utilizacdo de tempo de
iluminacdo condizente com a variacdo de luz natural durante o ano no Brasil, trazendo a
pesquisa para uma realidade nacional. Desta forma, dados oficiais da Agéncia Nacional de
Energia Elétrica (ANEEL) mostram que, levando em conta as latitudes que o Brasil esta
inserido, o tempo solar varia em torno de 10 a 14 horas por dia ao longo do ano (ANEEL, 2020).

Assim, os valores de fotoperiodo escolhidos para a pesquisa foram: 10, 12 e 14 horas.

Em relacdo ao meio de cultivo no presente estudo, foi utilizado um meio alternativo
misto, composto por efluente de tratamento anaerdbio (filtro anaerdbio) e por rejeito de
dessalinizacdo, complementados pelos meios padroes F/2 (GUILLARD; HARGRAVES, 1975)
para a D. Tertiolecta BUTCHER e BBM (NICHOLS, 1973) para a C. Vulgaris. Desta forma,
as relacdes de proporcdo de efluentes (PDE = % efluente de filtro anaerébio : % rejeito de
dessalinizacdo) para ambas as microalgas foram: 10:40, 25:25 e 40:10%, pois englobam uma
gama de teores de dessalinizagdo capazes de comparar o desenvolvimento de ambas as

microalgas, os outros 50% do volume foram complementados pelos meios padroes.

Assim sendo, a Tabela 3 apresenta os valores codificados e ndo codificados dos niveis

dos fatores (varidveis independentes) selecionados.

Tabela 3 — Fatores e niveis do DCCR

Niveis
Fatores Unidade  Simbolo
-1,68 -1 0 1 1,68
pH - X 6,0 7,0 8,5 10,0 11
Fotoperiodo h X5 8,6 10,0 12,0 14,0 15,4
PDE % X3 0,0:50,0 10,0:40,0 25,0:25,0 40,0:10,0 50,0:0,0

A Tabela 4 apresenta a matriz de tratamento para a realizacdo dos cultivos, sendo essa
gerada utilizando-se os valores dos niveis dos fatores: baixo (-1), alto (+1), ponto central (0) e
pontos axiais (o). O DCCR foi executado com 2 niveis originais, sendo 2% (k=3 fatores; 2
niveis) pontos fatoriais, mais 2xk pontos axiais e mais quatro pontos centrais, somando 18

cultivos para cada microalga.
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Tabela 4 — Delineamento Composto Central Rotacionado (DCCR)

DCCR Cultivo pH Fotoperiodo (h) PDE (%)
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
Fatoriais completos
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
Pontos axiais
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
Pontos centrais
17 0 0 0
18 0 0 0

A fim de avaliar o potencial de biorremediacdo da Chlorella vulgaris e Dunaliella
tertiolecta BUTCHER, as varidveis resposta ou dependentes sdo: DQO, fésforo total, salinidade
e condutividade elétrica. Essas respostas foram expressas como percentual de remocao da
respectiva resposta obtido em cada experimento para cada coleta. Os percentuais de remog¢ao

foram determinados pela Equacio 1.

Yi-Ye

Yo = x100 Equacdo 1

i
Onde:

%E.: eficiéncia ou percentual de remog¢ao da resposta ou varidvel dependente;
Yi: valor da resposta ou varidvel dependente no inicio do cultivo;

Y+ o valor da resposta ou varidvel dependente no final do cultivo.

Em relacdo ao potencial de producdo de biocombustivel as respostas tidas como base

foram a taxa de crescimento e a produtividade, sendo estes fatores diretamente ligados com o
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desenvolvimento algal, sendo de grande importancia para avaliar a eficiéncia lipidica e de

biomassa (LI et al., 2011), sendo estes expressos em valores absolutos para suas anélises.

4.4.1 Condigoes de cultivo

Os cultivos foram realizados em escala de bancada, com aclimatacdo que se assemelha
as condic¢Oes naturais, em cepdrios em temperatura ambiente, iluminagao por meio de lampadas
fluorescentes com poténcia de 40W e injecdo direta de ar comprimido para homogeneizagado
das amostras. Os cultivos foram conduzidos em Erlenmeyres de S00mL para a primeira etapa.

A Figura 6 apresenta de forma esquematica a aclimagado dos cultivos.

Figura 6 — Representacao da aclimatag¢do dos cultivos

40w
i1 (i}

500 mL 500 mL 500 mL

Fonte: Autoria Propria.

A correcdo de pH foi feita utilizando as solu¢des de hidroxido de sédio (alcalinizante)

e acido sulfurico (acidificante).

O efluente de filtro anaerdbio foi proveniente de um dos sistemas de tratamento da
Estacio Experimental de Tratamento de Aguas e Esgotos (EXTRABES), vinculado ao
DESA/UEPB. Por seu turno, o rejeito de dessalinizacdo foi captado em uma das plantas de
dessalinizacdo que integra um dos projetos de extensio do LARTECA, desenvolvido no

municipio de Juazeirinho, Paraiba.

4.4.2 Anadlise dos dados

A andlise dos residuos, analise de variancia (ANOVA), determinagdo do coeficiente de

determinacado (R?), teste F e valor-p foram utilizados para avaliar a significancia dos efeitos
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principais e das interagdes entre as varidveis dependentes. Anédlise de regressao e ANOVA serdo
usados para a validacdo do modelo matemético. Também foram utilizados graficos de Pareto

para medir a significancia das estimativas do efeitos principais e de segunda ordem.

Todo o planejamento, como os resultados obtidos durante este estudo foram analisados

com o auxilio do software Statistica® 10.0.
4.5 Otimizacao

Por meio da funcdo Desirability, ferramenta disponivel no software Statistica 10.0, que
foi obtida a partir da anédlise dos resultados do DCCR, foram preditas as condi¢des 6timas do
cultivo. O valor Desirability (D) tem uma amplitude que varia de 0 a 1, onde D=1 corresponde

a plena obtenc¢do dos objetivos e D=0 corresponde a impossibilidade de satisfacdo dos objetivos

(CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Esta fun¢do busca a combinacdo dos fatores de forma que todas as varidveis de resposta
fossem maximizadas simultaneamente, ou seja, a funcdo Desirability serd utilizada para
determinar as melhores condi¢des de pH, fotoperiodo e PDE que simultaneamente maximize a
remog¢ao de DQO, fésforo total, salinidade, condutividade elétrica, produtividade e taxa de

crescimento.

Para analisar os resultados da fun¢do Desirability, empregou-se a escala de Harrington

(RIBARDO; ALLEN, 2003), conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Classificacdo da desejabilidade global, de acordo com Harrington.

Desirability Descri¢ao

Miximo em satisfa¢do e qualidade (uma melhoria para além deste ponto ndo teria

1,00 valor consideravel)

Aceitavel e excelente (qualidade incomum ou desempenho bem além do que esta

1,00-0,80 disponivel no mercado)
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0,80-0,63 Aceitdvel e bom (avango em relagdo a melhor qualidade comercial)
Aceitdvel, mas pobre (qualidade € aceitdvel para os limites de especificacdo, mas a
0,63-0,40 L L
melhoria é desejdvel)
0,40-0,30 Limitrofe para as especificacdes minimas ou maximas
0,30-0,00 Inaceitdvel (possivel ocorréncia de falhas)
0,00 Completamente inaceitdvel

Fonte: Ribardo e Allen (2003).

4.6 Validacao

Ap6s a otimizagdo e determinacio das condigdes Gtimas, serdo realizados cultivos em
maior escala, para avaliar o potencial de biorremediacdo e de producdo de biocombustiveis,
sendo considerados para a avaliacdo e validacao dos cultivos os parametros ja mencionados na
etapa de anterior ( DQO, fésforo total, salinidade, condutividade elétrica, produtividade e a taxa
de crescimento), com acréscimo do teor lipidico das microalgas. A biomassa algal serd entdao
separada por meio de centrifugacio, e seca em estufa a 55°C, trituradas em almofariz e

armazenadas em recipientes fechados longe de umidade.

4.6.1 Condigoes de cultivo

Nesta etapa, os cultivos foram iniciados utilizando Erlenmeyers de 500mL,
suplementados durante 3 semanas com o0 meio nas propor¢des obtidas através da otimizacao até
atingir o volume de 10 L. A aclimacdo ocorreu conforme descrito no item 4.4.1 e ilustrado na

Figura 6, tais cultivos podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7 — Cultivos para validacao e lipideos

Fonte: Autoria Propria.

4.7 Métodos analiticos

A determinacdo dos pardmetros fisico-quimicos: DQO, fésforo total, salinidade e
condutividade elétrica serdo determinadas conforme Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater (APHA; AWWA; WPCF, 2012).

Para determinacgdo das curvas de crescimento, as microalgas foram contadas diariamente
no mesmo horario usando o método da camara de Neubauer em microscopia Optica (40x),
havendo dilui¢do, quando necessario. A Equacdo 2 foi utilizada para os cdlculos da densidade

celular.

células numero total de célulasxdiluicdoXxmm?*x1000uL

ml  é4rea de contagemxmm?xprofundidadexmmx1pLXx1mL Equagdo 2

Fonte: EMS, 2022

Ap6s o fim do cultivo, foi gerada a curva de crescimento, e para o cédlculo da taxa de
crescimento (TC) foram utilizados os valores da fase log, descrita por Borzani et al. (2001)
como a fase exponencial, onde a velocidade de crescimento é proporcional a concentracao de

células, constante e maxima. A TC serd calculada de acordo com a Equacdo 3.
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B lan- ll'lXi

TC Tt Equagdo 3

Onde:

TC: taxa de crescimento (h');

X; : densidade celular inicial da fase log (cél.mL™);
X¢: densidade celular final da fase log (cél.mL™!);
ti : tempo inicial da fase log (d);

tr: tempo final da fase log (d).

Para a determinagcdo da produtividade foram coletados 50 mL de cada amostra e
centrifugados, o sobrenadante foi descartado e o restante transferido para capsulas de
evaporacao previamente pesadas e secas em estufa a 105°C. As cédpsulas entdo seguiram para
secagem da biomassa em estufa a 55°C por duas horas. Apés o término da secagem, as cipsulas
foram transferidas para dessecadores para resfriamento por 15 minutos e, posteriormente,
pesadas em balancga analitica. Este procedimento foi realizado no inicio e fim de cada cultivo e

a produtividade (g.L!.h™!) serd determinada de acordo com a Equagio 4.

biomassa secag,, - blomassa seca;y;ia|

Produtividade=

tempo de cultura, . - tempo de cultura, . . Equacao 4

Fonte: Santos, 2016

A extracdo de lipideos foi realizada seguindo a metodologia descrita por BLIGH e
DYER (1959). Ap6s cerca de 9 dias de cultivo, seguiu-se com a etapa de colheita da biomassa.
Esta etapa consistiu em flocular a biomassa com uma solugdo de sulfato de aluminio leq/L na
proporcao de 2 mL da solucdo floculante para cada litro de cultivo. Apds cerca de 30 minutos
ocorreu a separacdo de fases e entdo o conteudo da biomassa foi drenado utilizando um sistema
de kitassato e funil de porcelana e papel de filtro, com succ@o continua. Esse sistema pode ser

observado na Figura 8.
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Figura 8 — Sistema de filtragdo de biomassa

Fonte: Autoria Propria.

A biomassa foi passada para um vidro e posta em estufa biolégica para secagem em
temperatura de 55 °C por 24h, a biomassa seca entdo foi transformada em po fino (Figura 9a).
Foi entdo pesado em balanga de precisao e adicionado o sistema tercidrio cloroférmio, metanol
e dgua na propor¢ao de 2:2:1 (BLIGH; DYER, 1959). Apés adicao do sistema de solventes, o
conteddo foi levado a banho sdnico, por cerca de 30 minutos para que houvesse o rompimento
da parede celular (Figura 9b), esse contetido entdo foi colocado em uma bureta e aguardado
para que houvesse a separacdo de fases (Figura 9c), a fase inferior, contendo os lipideos foi
passada para Erlenmeyers previamente pesados, os mesmos foram levados por 24h a estufa a
55 °C para que o restante de dgua e solvente pudesse ser evaporado, restando somente o
conteido lipidico, pesado posteriormente. A quantidade de lipideos obtida em gramas foi

aferida em porcentagem, em relacio a cada grama de biomassa.
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Figura 9 — P6 de biomassa seca (b), banho sonico (b) e separacdo de fases em bureta (c)
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Fonte: Autoria Prépria.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 6 apresenta os resultados de remocdo de DQO e Fésforo total (PT) e os
resultados das varidveis Taxa de Crescimento e Produtividade para os experimentos realizados
a partir da matriz de ensaios obtidos pelo planejamento em DCCR, para a espécie C. vulgaris.
Toda a pesquisa e o trabalho estatistico das varidveis de biorremediacao sdo realizados em cima
dos valores de remoc¢do (Equagdo 1), que € a diferenca percentual dos valores iniciais e finais.
Porém, € importante também mencionar os valores iniciais e finais extremos. Estes valores
iniciais para DQO variaram entre 207 e 322 mg.L™!, para as diferentes configuracdes de cultivo
e os valores finais ficaram entre 63 ¢ 195 mg.L"!. Para a varidvel PT os valores iniciais oscilaram

entre 13,6 e 17,1 mg.L'1 e os finais entre O (Nio detectavel) e 8,4 mg.L‘l.

Tratando-se da variavel Taxa de Crescimento, os valores se encontraram entre 0,0120 e
0,0509 h!, estes ntmeros representam o dobro de células em 57,76 e 13,62 horas,
respectivamente, na fase log de crescimento celular. Sobre a varidvel Produtividade, os dados
se apresentam na faixa 0,0066 e 0,1070 g. L"'.dia™!, o que representa um total de 0,0594 e 0,963

gramas de biomassa por litro, em um cultivo de 9 dias, nesta ordem.

Os resultados mostram que as varidveis Taxa de crescimento e produtividade sao
influenciadas pelas varidveis de forma bastante semelhante. Os resultados demonstram uma
notavel influéncia positiva do fotoperiodo, que quanto maior o tempo de luz, maior a taxa de
crescimento da espécie e sua produtividade, da mesma forma influenciou positivamente um
teor de pH neutro a levemente dcido. A espécie também mostra melhores resultados em

concentracdes maiores de rejeito de dessalinizacdo, resultado corroborado pela pesquisa de



38

CHANG et al. (2020) que obteve bons resultados cultivando a C. vulgaris em meio a estresse

salino.

Tabela 6 — Resultados dos cultivos da espécie C. vulgaris para as varidveis Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO) e Fésforo Total (PT), em termos de taxa de reducdo (%) e as varidveis

Taxa de Crescimento (h™! ) e Produtividade (g. L™!.dia™)

Variaveis dependentes

Cultivo - —
DQO (%) PT (%) Taxa de Crescimento Produtividade
| 28,86 + 4,62 | 82,68 + 054 | 0,0327 * 124E-03| 0,0284 =+ 1,21E-02
Il 38,77 + 4271|5219 * 1,09| 0,0183 + 503E-04| 0,0177 = 4,78E-03
]l 4155 + 1,83 | 857 <+ 0,15| 0,0406 =+ 426E-04| 0,0771 =+ 1,99E-02
v 49,59 + 3,72 5 + 0,5 | 0,0247 + 0,00E+00| 0,0266 + 5,28E-03
Vv 47,48 + 3,33 |9022 + 039| 0,0179 + 877E-04| 0,0185 =+ 2,18E-02
\ 66,83 + 3,35| 64,04 + 061 | 00297 =+ 891E-06| 0,0123 + 6,56E-03
vii 52,15 + 4,38 | 8826 + 0,15| 0,0233 * 946E-04| 0,0431 =+ 3,28E-02
Vil 70,41 *+ 3,19 | 65,04 + 0,14 | 0,0255 * 204E-05| 0,0277 + 1,57E-02
IX 60,32 *+ 6,45 | 9538 + 1,12 | 0,0472 * 208E-04| 0,107 =+ 9,67E-03
X 50,74 + 1,93 | 9592 + 0,29 | 0,012 + 275E-04| 0,0066 + 7,25E-03
Xl 4159 + 3,11 | 86,32 + 2,6 | 0,0281 + 1,38E-03| 0,0226 * 2,54E-02
Xl 60,5 + 4271|8181 + 1,07 | 0,0509 + 356E-04| 0,0668 =+ 2,73E-02
Xl 28,73 + 3,03| 100 + 0,2 | 0,0319 * 157E-03| 0,0396 =+ 3,43E-02
XIv 70,73 + 291 | 66,68 = 1,08 | 0,0254 + 122E-04| 0,0169 =+ 4,22E-03
XV 53,27 + 4,94 6743 + 0 0,0239 + 1{91E-05| 0,0292 =+ 2,29E-02
XVI 51,94 + 4,71 | 6465 = O 0,0249 + 1.82E-04| 0,0322 =+ 1,04E-02
Xvll 5345 + 28 | 63,72 + 0 0,0187 * 3,10E-04| 0,0271 + 2,97E-02
XVil 5486 + 4156187 + O 0,0239 + 554E-04| 0,0312 =+ 1,58E-02

Para a microalga D. tertiolecta, os resultados sao representados na Tabela 7. Os valores
iniciais de DQO variaram entre 269,23 e 687,02 mg.L"!, para as diferentes configuracdes de
cultivo e os valores finais ficaram entre 75,47 e 419,84 mg.L‘l. Para a variavel PT os valores

iniciais oscilaram entre 5,4 ¢ 8,0 mg.L'1 e os finais entre 0,81 e 4,03 mg.L'l.

Sobre a Taxa de Crescimento, os valores ficaram entre 0,0034 e 0,0174 h’,
representando um nimero dobrado de células em 203,8 e 39,84 horas, respectivamente, na fase
log de crescimento celular. Por fim, para a varidvel Produtividade, os dados se apresentam na
faixa 0,0292 e 0,1662 g. L'ldial, o que representa um total de 0,263 e 1,496 gramas de

biomassa por litro, em um cultivo de 9 dias, respectivamente.

Apesar de serem espécies com caracteristicas distintas, percebe-se pelos resultados uma
influéncia semelhante dos fatores associados a taxa de crescimento e produtividade para a D.

tertiolecta com a C. vulgaris. Da mesma forma, a D. tertiolecta obteve resultados superiores a
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fotoperiodos maiores, pHs mais baixos e teores de salinidade maiores, este ja esperado para a
espécie, por se tratar de uma espécie marinha. Sobre a correlacdo entre os fatores de
biorremediacdo com os de crescimento, esta serd discorrida ao aplicar a fun¢do desejabilidade

para os fatores combinados.

Tabela 7 — Resultados dos cultivos da espécie D. tertiolecta para as varidveis Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) e Fésforo Total (PT), em termos de taxa de redugdo (%) e as

varidveis Taxa de Crescimento (h'! ) e Produtividade (g. L'.dia™!)

Variaveis dependentes

Cultivo DQO (%) PT (%) Taxa de Crescimento Produtividade
| 38,89 + 5,56 59 + 3,84E+00 | 0,0087 + 1,74E-06| 0,0955 + 2,73E-01
] 50,00 + 11,80 |5541 + 6,10E-06 |0,0111 + 3,77E-05| 0,051 + 4,17E-02
] 68,63 = 13,30 | 70,94 + 4,69E+00 | 0,0129 + 553E-04|0,1662 + 3,87E-01
v 8125 + 2846 | 53,5 + 3,46E+00 | 0,0174 *+ 348E-06|0,0816 + 7,93E-02
Vv 20,92 + 30,50 | 67,25 + 2,45E+00 | 0,0034 *+ 8,84E-06| 0,0591 + 9,64E-02
Vi 4233 + 34,50 |64,18 + 5,06E-01 | 0,0066 + 297E-05|0,0375 + 3,12E-02
Vi 36,45 + 254 |67,96 + 4,69E+00 | 0,0091 *+ 6,92E-05| 0,041 + 1,02E-02
VI 5437 + 41,58 |58,79 + 3,84E+00 | 0,0101 * 2,63E-05|0,0294 + 5,48E-02
IX 56,56 + 2828 39,79 + 1,01E+00 | 0,0162 + 554E-04|0,0995 + 1,03E-01
X 226 + 2358 (59,07 + 1,40E+01 | 0,0128 + 1,20E-04| 0,0292 + 1,23E-01
Xl 22,12 + 2236 (48,05 + 6,66E-01|0,0065 + 1,18E-04|0,0877 + 1,29E-01
Xl 62,91 = 2225|6208 + 533E-01|0,0135 + 466E-04|0,1578 + 2,31E-01
Xl 21,80 * 30,00 (3596 + 1,91E+00 | 0,0087 + 8,70E-08| 0,075 + 5,80E-02
XIv 4415 * 20,20 | 52,79 + 4,14E+00 | 0,0165 + 571E-04| 0,0365 + 6,94E-02
XV 67,30 * 36,87 | 81,88 + 2,00E+00 | 0,0083 + 531E-05|0,0722 + 1,37E-01
XVI 75,47 + 19,83 86,47 + 2,00E+00 | 0,0098 + 1,41E-04| 0,069 + 2,13E-02
XVII 6432 + 14,74|87,33 + 2,00E+00 | 0,0087 * 1,41E-04|0,0705 + 8,94E-02
XVIll 63,21 + 4336 |87,81 + 200E+00 | 0,0074 + 1,85E-05|0,0738 + 5,80E-02

Em estudo utilizando dguas residudrias municipais como meio de cultivo da C. vulgaris,
Chaudhary et al. (2020) obtiveram taxas de remocao de DQO maéaximas entre 74,4 e 85%,
moderadamente superior 2 maxima obtida neste estudo (70,73%). Por sua vez, trabalho
desenvolvido com meio composto por BBM e dguas residudrias de industria téxtil, Subashini e
Rajiv (2018) alcancaram taxas de até 85%. Em relacdo ao fésforo, Zhou er al. (2014), em
cultivos com a C. vulgaris em 4guas residudrias municipais, registrou reducao de 82,2% de PT.
Outros estudos, com cultivos similares, estudaram remog¢do de fosfatos, apresentando redugdes
entre 39,14 e 87,3% (SUBASHINI; RAJIV, 2018; AJALA; ALEXANDER, 2019), valores

eficientes, mas ainda assim inferiores ao valor maximo obtido no presente trabalho (100%).

ANDREOTTI et al. (2017) estudando a capacidade de biorremediacao de nutrientes da

espécie D. tertiolecta em dgua residudria de aquicultura, chegaram a valores maximos proximos
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a 90% de remocdo de Fosforo. Outros nutrientes foram observados terem redugdes
significativas através da D. fertiolecta (AKBARZADEH; SHARIATI, 2014; WU et al., 2017,
SHIRAZI et al.,2018)

Estes estudos trazem resultados que reforcam a aplicabilidade das espécies C. vulgaris
e D. tertiolecta para biorremediacdo de efluentes, pois em sua grande maioria, conseguiram

reduzir mais da metade dos teores de DQO e PT.

Também foram aferidos valores de Reducao Salinidade e Condutividade Elétrica para
ambas as espécies, com resultados presentes na Tabela 8. Estes demonstraram que os cultivos
ndo afetaram de forma significativa os teores de ambas as varidveis, ndo havendo redu¢des ou
aumentos maiores que 10%, sendo a maioria dos resultados inferiores a 5%. Desta forma, foi
optado pela retirada das varidveis da otimizacao estatistica, visto que sua alteracdo seria nao

significativa estatisticamente.

Tabela 8 — Resultados dos cultivos das espécies C. vulgaris e D. tertiolecta para as varidveis

Reducao de Salinidade e Redu¢do Condutividade Elétrica, em termos de taxa de redugdo (%)

Chlorella vulgaris Dunaliella tertiolecta
Cultivo|  salinidade Condutividade Salinidade Condutividade
( % - Reducio) Eletrlca~ ( % - Reducio) EIetrlca~

( % - Reducao) ( % - Reducao)

I -1,67 + 6,24E-01 | -1,49 * 4,77E-01 430 * 2,01E-01 434 + 6,48E-01
! 248 + 765E-01 | 2,12 + 977E-01 |-440 + 141E-01 | -4,02 = 1,85E-01
[} 258 + 2,11E+00 | -447 + 5,75E-01 2,67 * 3,73E-01 395 + 2,97E-01
v 0,69 + 1,36E+00 | 0,05 + 6,38E-01 -0,55 + 1,70E-01 -0,61 =  3,99E-01
\' 0,86 *+ 244E+00 | 0,87 + 2,18E+00 | 4,74 + 6,84E-01 479 + 4,85E-01
Vi 485 * 3,06E+00 | 4,73 + 2,65E+00 |-0,99 = 1,06E-01 -1,01 £ 3,30E-02
Vil -6,04 + 3,60E+00 |-7,06 + 3,15E+00 | 4,14 + 1,42E-01 3,73 + 7,98E-01
VI 0,98 + 1,30E+00 | 0,67 =+ 1,20E+00 543 + 8,64E-01 463 + 5,88E-01
IX -530 + 6,87E-01 -421 +  6,98E-01 259 + 6,67E-01 3,47 + 3,00E-02
X -1,99 + 3,02E+00 | -2,21 + 3,08E+00 | -4,46 + 1,82E-01 | -3,74 + 1,37E-01
Xl 458 + 1,11E+00 | -3,77 = 8,91E-01 0,38 * 2,71E-01 0,83 + 3,50E-01
Xi -560 + 1,12E+00 | -4,98 +  8,76E-01 4,32 + 4,18E-01 3,91 + 5,79E-01
X -760 + 1,59E+00 |-7,86 + 1,32E+00 | 4,84 + 1,72E-01 469 + 1,02E-01
XIV 465 + 1,39E+00 | 4,04 + 8,38E-01 1,54 + 0,00E+00 | 1,50 =+ 5,30E-02
XV -435 + 3,92E-01 | -497 = 3,42E-01 2,31 + 2,83E-01 2,80 + 1,27E-01
XVl 939 + 7,44E-01 | -8551 + 8,84E-01 2,75 * 3,21E-01 2,62 + 3,51E-01
XVll  -475 + 1,15E+00 | -4,63 * 3,96E-01 0,20 * 4,85E-01 0,35 + 9,50E-02
Xvilk 287 + 1,63E-01 |-279 + 281E-01 |-2,17 + 1,30E-01 | -1,94 + 4,82E-01
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Porém, analisando os dados de Condutividade Elétrica e Salinidade, foi confirmado a
correlacdo entre as duas varidveis, que pode ser observado na Figura 10, na qual ambos os
gréificos apresentam coeficientes angulares proximos a 1 e coeficiente linear de Pearson (p)
também préximos a 1, o que denota uma correlacao perfeita positiva (MARTINS, 2014). Com
i1Ss0, nota-se que as varidveis crescem na mesma propor¢cdo € no mesmo sentido. Sendo as

varidveis diretamente relacionada a presenga de ions de sais no meio, esta relagdo é esperada

(VOetal., 2019).

Figura 10— Gréficos de dispersao para as varidveis Reducdo de Salinidade vs Reducao de

Condutividade Elétrica para as espécies C. vulgaris (a) e D. tertiolecta (b)

Chlorella vulgaris Dunaliella tertiolecta
(a) Reducdo de Salinidade vs Redugdo de Condutividade Elétrica (b) Redugdo de Salinidade vs Reducdo de Condutividade Elétrica
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Utilizando os dados das Tabelas 6 e 7, foram gerados os graficos de Pareto para as
variaveis em estudo, para ambas as espécies C. vulgaris e D. tertiolecta. Os graficos de Pareto
servem para mensurar a significancia das estimativas dos efeitos principais e de segunda ordem
dos fatores em relacdo as varidveis independentes, sendo a linha vertical a delimitagdo do ponto
de significancia e as varidveis que a cruzam sao consideradas estatisticamente significantes

(STATSOFT, 2011). Os graficos de Pareto gerados podem ser vistos nas Figuras 11 e 12

Figura 11— Gréficos de Pareto da espécie C. vulgaris para Taxa de Redugdo de Fésforo Total
(PT) (a), Taxa de Redu¢ao de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (b), Produtividade (c) e

Taxa de Crescimento (d)
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Tratando-se da redu¢do de DQO (Figura 11a), os termos lineares de PDE, fotoperiodo

e pH tém forte influéncia na eficiéncia do tratamento, visto que apresentam valores bem

superiores a linha de significancia. A interagdo do efeito linear do pH com os outros dois

lineares apresentam influéncia, como também os termos quadraticos de PDE e fotoperiodo. Por

sua vez, na andlise do gréfico de Pareto para remoc¢do de PT (Figura 11b), o termo linear de

PDE e o quadrético de pH apresentam forte influéncia. Também possuem significancia o termo

quadratico de fotoperiodo e o linear do pH.

Sobre a Produtividade, nota-se na Figura 11c que apenas um termo nao foi significante,

a combinacdo dos termos lineares de pH e Fotoperiodo, demonstrando assim a forte dos 3

fatores estudados para a produtividade da espécie. Por fim, ao observar o grafico de Pareto para

a taxa de crescimento (Figura 11d), a maioria dos fatores apresenta forte influéncia, com

excecdo dos termos quadraticos de pH e PDE e de sua combinacao linear.
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Figura 12— Gréficos de Pareto da espécie D. fertiolecta para Taxa de Redugdo de Fosforo
Total (PT) (a), Taxa de Reducdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (b), Produtividade

(c) e Taxa de Crescimento (d)
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Observando os graficos de Pareto para a espécie D. fertiolecta, para a reducao de DQO
(Figura 12b), vemos um comportamento semelhante ao da espécie C. vulgaris para a
combinacdo dos termos lineares, onde em ambos os casos, ndo se mostraram significantes,
também pode-se perceber forte influéncia dos trés termos quadréticos. Dos termos lineares,

somente o pH foi significante. Para a reducdo de Fosforo (Figura 12a), todas as varidveis
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lineares e quadraticas apresentaram significancia, ficando sem mostrar interferéncias somente

as combinacdes dos fatores lineares.

Para a Produtividade (Figura 12c), todos os fatores apresentaram significancia,
denotando a sensibilidade das varidveis as alteracdes do meio, semelhante a C. vulgaris. Por
fim, para a taxa de crescimento da espécie (Figura 12d), os termos mais significantes foram os
lineares, apontando um padrao de interferéncia linear das varidveis no crescimento da espécie.
Novamente, a combinagdo dos termos lineares ndo demonstrou importancia e dos termos

quadraticos, somente o pH se destacou.

Assim, as Equacdes C1 a C4 apresentam os modelos de regressdo para a espécie C.
vulgaris, e as Equacdes D1 a D4 os modelos para a espécie D. tertiolecta, para as varidveis
Taxa de Reducgdo de Fosforo Total (PT), Taxa de Redu¢do de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), Produtividade (PROD) e Taxa de Crescimento (TAXA).

Rer = 3,49X,% + 0,94X,?% - 57,83X - 22,74X,- 0,94X5 + 465,67 (C1)
Rooo = -0,36X,2- 0,008%X3% + 7,93X; + 16,28X, + 0,11X5- 0,64X;X,+ 0,11X, X5 - 113,52 (C2)
Rerop = 0,003X,%40,00062X,2- 0,000015X52 - 0,0672X; - 0,0036X, + 0,00073X5+ 0,00022X,X; -
0,00020X,X3 40,343 (€3)
Rraxa = 0,00097X,2- 0,00141X; - 0,0147X, - 0,0025X5- 0,000754X,X,+ 0,000274X ;X5

40,1542 (C4)
Rer = -4,31X,%-1,93X,2- 0,051X32 + 75,81X, + 47,30X, + 2,53X5 - 569,26 (D1)
Roo = -4,45X,%-1,34X,%- 0,051X32 + 66,99X; + 37,98X, + 2,43X; - 480,38 (D2)
Rerop = -0,0022X;%40,0039X,%- 0,000035X52 + 0,071X; - 0,039X, - 0,0024X5-

0,0053X;X,4 0,00053X,X; - 0,00013X,X;5 +0,076 (D3)
Rraxa = 0,00062X,2- 0,012X; + 0,0012X, + 0,00012X; +0,048 (D4)

Onde, Rpgo e Rpr correspondem, respectivamente, aos modelos de remocao (%) de DQO e de
fosforo total, Rprop a0 modelo de produtividade (g. L'dia') e Rraxa (h! ) ao da taxa de
crescimento. A incognita X; corresponde ao pH, adimensional; X> € o Fotoperiodo, em horas
(h) e X3 0 PDE (% do efluente de filtro anaerébio, sendo a do rejeito de dessalinizacdo o valor

complementar para 50%).



45

Baseando-se nos gréficos de Pareto (Figuras 11 e 12), os termos nao significantes foram
retirados para um melhor ajuste dos modelos. A Tabela 9 apresenta os pardmetros estatisticos

utilizados para avaliar a qualidade do ajuste dos modelos.

Tabela 9— Resumo dos valores da andlise de variancia para ajuste dos modelos estatisticos das
variaveis Taxa de Redugdo de Fésforo Total (PT), Taxa de Reducao de Demanda Quimica de

Oxigénio (DQO), Produtividade e Taxa de Crescimento (Taxa)

Estatistica dos Chlorella vulgaris Dunaliella tertiolecta
modelos
DQO FT Taxa Produtividade DQO FT Taxa Produtividade

R? (%) 73,92 83,83 71,91 75,65 84,81 71,08 79,07 93,65

.
(FE/O) ajustado  gg g 77,09 56,59 54,01 76,52 55,30 72,64 86,50
Fcalt‘/Ftab
roerensio) 1,29 4,01 1,52 1,08 3,31 1,46 3,86 3,87
FealFiao (falta 5 4q 1,62 9,56 9,40 0,51 218 0,55 8,35

de ajuste)

Com base na Tabela 9, todos os modelos foram significativos, com nivel de confianca
de 95%, pois Fcal/Ftab>1 (Regressdao) (BARROS NETO et al., 2007). Porém, a falta de ajuste
se mostrou significativa (Fcal/Ftab>1) (Falta de ajuste) para a maioria dos modelos, dessa
forma, os modelos ndo podem ser considerados preditivos fora da faixa estudada, pois para que
isso ocorra Fcal/Ftab<1 (Falta de ajuste), o que ocorreu somente nos modelos da Reducdo de

DQO e Taxa de crescimento da variavel D. tertiolecta (BARROS NETO et al., 2007).

Todavia, por serem significativos, todos os modelos sdo eficazes para otimizar as
varidveis dentro dos limites estudados, para ambas as remocdes de DQO e PT, isto por que ser
um modelo significativo significa que os valores obtidos pelo modelo possuem efetiva
semelhangca com os experimentais, dentro dos limites. Além disso, sabe-se que o R? indica o
quanto os dados encontrados sido explicados pelos modelos e que quanto mais préximo a 1
(100%) for o R?2 melhor serd o modelo. Assim, os valores encontrados foram considerados bons,

visto se tratar de uma pesquisa envolvendo microalgas, que sdo seres sensiveis a alteragdes

ambientais(GOLDMAN; RYTHER, 1976).

A partir dos modelos estatisticos foram construidas as superficies de resposta para as
variaveis dependentes em estudo. As superficies de resposta das varidveis DQO e PT para C.

vugaris podem ser visualizadas na Figura 13.



46

Figura 13 — Superficies de respostas das remocdes de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
(1a, 1b, 1c) e Fésforo Total (PT) (2a, 2b, 2c) em fun¢do das varidveis independentes pH,

fotoperiodo e proporcao de efluentes (PDE), para a espécie C. vulgaris.

Ao manter a PDE no ponto médio (25%:25%) e variando o Fotoperiodo e o pH, nota-se
que as maiores remogdes de DQO (Figura 13-1a) ocorrem em fotoperiodo maior que 12 horas
e pH maior que 9. Por sua vez, as maiores remocdes de PT (Figura 13-2a) foram observados

proximos aos niveis extremos, tanto superiores quanto os inferiores.
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Fixando o fotoperiodo no ponto central (12h) e correlacionando o pH e a PDE, a
remocdo de DQO (Figura 13-1b) foi potencializada em maiores valores de pH com maiores
valores de PDE (maior porcentagem de efluente de filtro anaerébio e menor rejeito de
dessalinizacdo). Para o PT (Figura 13-2b), maiores remog¢des foram observadas em maiores

valores de PDE em ampla faixa de pH.

Confrontando as varidveis PDE e fotoperiodo, mantendo-se o pH no ponto central (8,5),
notou-se que maiores fotoperiodos e PDE resultaram em maiores remoc¢des de DQO (Figura
13-1c). Porém, em relacdo ao PT (Figura 13-2¢) o fotoperiodo teve pouca influéncia, sendo

observado maiores remog¢des em maiores niveis de PDE.

Em todos os casos em que a PDE foi confrontada com as demais varidveis (Figuras 13-
1b, 13-1c, 13-2b e 13-2c), foi percebido que a PDE possuiu correlacdo direta com as remog¢oes
de DQO e PT, indicando melhores resultados em maiores concentracdes de efluente de filtro
anaerébio e, consequentemente, menores concentracdes de rejeito de dessalinizacdo. Em
sequéncia superficies de resposta das varidveis DQO e FT para a espécie D. tertiolecta

encontram-se na Figura 14.
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Figura 14 — Superficies de respostas das remocdes de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
(1a, 1b, Ic) e Fosforo Total (PT) (2a, 2b, 2¢) em fungdo das varidveis independentes pH,

fotoperiodo e proporcao de efluentes (PDE), para a espécie D. fertiolecta.
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Para a Remocgdo de Fosforo Total (PT) pela D. tertiolecta vé-se que os resultados em
todas as superficies se mantiveram proximo aos valores médios das varidveis independentes.
Isso indica que as varidveis além de ter influéncia na remog¢ao do nutriente, que as faixas de
variacdo das varidveis independentes foram as melhores estando os valores 6timos dentro das
mesmas, tanto nos casos em que a PDE foi fixa no ponto central (25%:25%) (Figura 14-1a),
como também no caso em que o pH foi fixo (8,5) (Figura 14-1b) e no que o fotoperiodo foi

fixado no ponto central (12h) (Figura 14-1c).
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Ja sobre a remo¢do de DQO para a espécie D. tertiolecta, sdo percebidos melhores
resultados em pH mais baixo, préximos a 6 (Figuras 14-2a e 14-2c), em fotoperiodos mais
elevados, em torno de 13h (Figuras 14-2a e 14-2b) e em PDEs médios, de 25% (Figuras 14-2b

e 14-2¢) pdde-se notar os melhores resultados para a espécie.

Tratando-se das varidveis Taxa de Crescimento e Produtividade, os resultados das superficies

de respostas da espécie Chlorella vulgaris sio mostrados na Figura 15.

Figura 15— Superficies de respostas da Taxa de Crescimento (1a, 1b, 1c¢) e Produtividade (2a,
2b, 2¢) em funcdo das varidveis independentes pH, fotoperiodo e proporcao de efluentes

(PDE), para a espécie C. vulgaris.
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Sobre a varidvel taxa de crescimento da C. vulgaris, notam-se melhores resultados da
espécie em periodos de iluminag@o maiores (14h) (Figuras 15-1a e 15-1b). A espécie também
aparenta se beneficiar de valores baixos de pH para esta varidvel (6,0) (Figuras 15-1a e 15-1c).
Para a PDE, ndo houve alteracdes significativas ao fixar o pH no ponto central (Figura 15-1b),
porém melhores resultados foram percebidos em PDEs mais elevados ao fixar o fotoperiodo no

ponto central (Figura 15-1c).

Assim como para a taxa de crescimento, a produtividade da C. vulgaris se beneficia da
combinacdo de maiores fotoperiodos e menores pHs (Figuras 15-2a, 15-2b e 15-2¢). Os
melhores resultados de produtividade foram verificados em menores valores de PDE para a
combinacdo com o pH (Figura 15-2c¢), mas em maiores valores quando combinado com o
Fotoperiodo (Figura 15-2b), provando-se ser uma varidvel sensivel aos outros fatores. As
superficies de resposta da espécie D. tertiolecta para a Taxa de Crescimento e Produtividade

sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16— Superficies de respostas da Taxa de Crescimento (1a, 1b, 1c¢) e Produtividade (2a,
2b, 2¢) em funcgdo das varidveis independentes pH, fotoperiodo e proporcao de efluentes

(PDE), para a espécie D. tertiolecta.
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Sobre a taxa de crescimento da D. fertiolecta, a mesma apresenta um comportamento
semelhante a C. vulgaris em relacdo ao pH, onde também ¢é mais eficiente a valores mais baixos
(6,0) (Figuras 16-1a e 16-1c). Sobre o fotoperiodo, este afeta a taxa de crescimento da espécie
de forma positiva em ambos os limites, porém as superficies mostram melhores valores a
fotoperiodos mais elevados (Figuras 16-1a e 16-1b). Tratando-se entdo da varidvel PDE, esta
afeta positivamente a varidvel em valores mais baixos (0%) (Figuras 16-1b e 16-1c) de efluente

de filtro anaerdbio e, consequentemente, mais altos de rejeito de dessalinizagao.
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Entdo, ao observar as superficies de resposta para a varidvel produtividade de biomassa
da D. tertiolecta, percebe-se que a espécie também tem resultados mais satisfatorios a pHs mais
baixos (6,0) (Figuras 16-2a e 16-2c) para a produtividade. Também se observa que fotoperiodos
mais elevados (14h) (Figuras 16-2a e 16-2b) beneficiam a varidvel na espécie. Para o pH e o
fotoperiodo a varidvel tem resultados semelhantes a taxa de crescimento. J4 para a PDE, os
melhores resultados foram notados em valores mais elevados (50%) (Figuras 16-2b e 16-2c¢), o
que infere que maiores teores de efluente de filtro anaerdbio influencie positivamente a

produtividade da espécie.

A partir dos modelos ajustados, foi aplicada a fun¢do desejabilidade, para a obtencdo da
condi¢do Otima das varidveis independentes para se obter a maxima remocdo de DQO e PT e
as condi¢Oes Otimas de Produtividade e Taxa de Crescimento, por meio do tratamento com
Chlorella vulgaris e Dunaliella tertiolecta. A Figura 17 ilustra o perfil dos valores preditos das
variaveis pH, fotoperiodo e PDE tendo como base os valores otimizados para as varidveis de

biorremediacdo PT e DQO para a Chlorella vulgaris.

Figura 17— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Demanda Quimica

de Oxigénio (DQO) e Fésforo Total (PT) para a espécie Chlorella vulgaris
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Conforme os resultados de otimizacao obtidos a partir da desejabilidade, Figura 17, para

se obter a maximizagdo da remogdo de DQO e PT de 72,1 e 92,03%, respectivamente, é
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necessario o cultivo da Chlorella vulgaris em pH 11,02, fotoperiodo de 15,36 (h) e PDE de
37,61:12,39 (%:%). Sua otimiza¢do a maiores teores do efluente de filtro anaerébio que de
rejeito de dessalinizagdo € esclarecida por ser uma espécie de dgua doce, além disso, a elevada
presenca de nutrientes no efluente de filtro anaerébio favorece o crescimento algal. Ajala e
Alexander (2019) dissertam que alguns mecanismos de remog¢do de nutrientes por microalgas

acontecem a altos valores de pH (9-11).

Desta forma, percebe-se que a espécie apresenta mais eficiéncia para as varidveis em
estudo quando cultivadas em meio basico, em periodos prolongados de exposicao a luz e maior

teor de efluente de filtro anaerébio que de rejeito de dessalinizacdo.

Por seu turno, a desejabilidade global resultante foi de 0,819. De acordo com a escala
de Harrington, esse valor € classificado como aceitavel e excelente (qualidade incomum ou

desempenho bem além do que estd disponivel no mercado) (RIBARDO; ALLEN, 2003).

Posteriormente, na Figura 18, sdo apresentados os resultados de desejabilidade levando
em conta as varidveis de biorremediacdo PT e DQO, para a espécie D. tertiolecta e seus valores

preditos para as varidveis independentes.

Figura 18— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Demanda

Quimica de Oxigénio (DQO) e Fésforo Total (PT) para a espécie Dunaliella tertiolecta
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Os resultados apresentados na Figura 18 mostram remediacdo médxima de 72,68% da
DQO e de 81,49% do PT. Para chegar a estes resultados, os cultivos devem ser reproduzidos
em pH basico de 8,5, em fotoperiodo de 13,68 horas de luz e propor¢ao de efluentes (PDE) de
25% cada de efluente de filtro anaerdbio e rejeito de dessalinizagdo. Sendo uma espécie
marinha, € justificivel valores maiores de rejeito de dessalinizagdo em comparacdo com a C.
vulgaris, apesar dos resultados também mostrarem que a presenca do efluente de filtro
anaerdbio beneficiou a espécie. Como a C. vulgaris a espécie se adaptou mais a biorremediacao

em meio basico (8,5) e tempo de luz superior ao tempo de sombra (13,68h).

A desejabilidade total para essa configuracdo de cultivo foi de 0,885, o que configura
um resultado aceitdvel e excelente (qualidade incomum ou desempenho bem além do que esta
disponivel no mercado) na escala de Harrington (RIBARDO; ALLEN, 2003). Esse excelente
resultado de desejabilidade para ambas as espécies mostra que as varidveis de biorremediagao

compartilham de afinidade similar as varidveis de cultivo.

ZIGANSHINA et al (2021) estudaram o cultivo da espécie Chlorella sorokiniana em
efluente anaerdbio diluido em BBM, chegando a uma remo¢do médxima de 85% de fosfato,
afirmando também, que para melhores eficiéncias o teor de nutrientes deve ser controlado. J4
Matos et al. (2014), ao cultivarem C. vulgaris em BBM diluido em até 30% de rejeito de
dessalinizacdo, observaram que os melhores resultados de crescimento celular e de biomassa
foram a baixos teores de rejeito (10%). Assim, € percebido que a associag@o dos efluentes

beneficia o cultivo.

A seguir sdo apresentados os perfis de desejabilidade levando em consideracdo as
variaveis Taxa de Crescimento e Produtividade. Para a espécie C. vulgaris, tais resultados se

encontram na Figura 19.
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Figura 19— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Taxa de

Crescimento e Produtividade para a espécie Chlorella vulgaris
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Os resultados apresentados na Figura 19 mostram valores médximos de taxa de
crescimento de 0,0596 h™!, o que representa uma duplica¢do no nimero de células a cada 11,63
horas, na fase Log. A produtividade otimizada foi de 0,111 g.L'.dia’, o que produz 0,999
gramas de biomassa por litro em um cultivo de nove dias. As varidveis independentes
otimizadas foram: pH 4cido de 5,98, fotoperiodo prolongado de 15,36 horas e PDE balanceado

de 25% de efluente de filtro anaerdbio e 25% de rejeito de dessalinizagdo.

A desejabilidade para essas varidveis ficou em 1,00, maximo em satisfagdo e qualidade
(uma melhoria para além deste ponto ndo teria valor considerdvel) na escala de Harrington
(RIBARDO; ALLEN, 2003). Isso mostra que foi possivel otimizar a valores de pico levando

em consideracdo os dois fatores, mostrando que eles possuem forte correlac@o positiva.

A seguir, os resultados para os mesmos parametros sdo apresentados na Figura 20 para

a espécie D. tertiolecta.
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Figura 20— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Taxa de

Crescimento e Produtividade para a espécie Dunaliella tertiolecta.

pH Fotoperiodo (h) PDE (% : %) Desejabilidade
,04000
2
c
Q
E
,02296 I . 9
T T I & X @
1 T g 9
5 el
¥ «©
g
-
-,0050
,35000
(0]
3
8 ©
,17189 % H
5 5
g 2
8§ a

-,0500

1,0000 £ 5—8—=8

Desejabilidade

5,98 11,02 8,64 15,36 0:50 50:0
37,6 :12,4

Dissertando sobre os resultados da Figura 20, nota-se que valores 6timos de taxa de
crescimento foram 0,0230 h'!, o que representa uma duplicagiio no nimero de células a cada
30,14 horas, na fase Log, notando uma melhora significativa comparativamente aos valores dos
cultivos, apesar de ser percebido que a espécie tem, em geral, uma taxa de crescimento inferior
a espécie C. vulgaris. A produtividade 6tima obtida foi de 0,172 g.L!.dia™!, o que produz 1,55
gramas de biomassa por litro em um cultivo de nove dias. As varidveis independentes
otimizadas foram: pH dcido de 5,98, fotoperiodo prolongado de 15,36 horas e PDE com 37,6%
de efluente de filtro anaerébio, complementarmente com 12,4% de rejeito de dessalinizacdo,
resultado interessante pois mostra que as varidveis possuiram afinidade a presenca do efluente

de filtro anaerébio no cultivo, mesmo seu teor salino sendo inferior ao 6timo para a espécie.

Semelhante a C. vulgaris (Figura 19), a desejabilidade para as varidveis foi de 1,00

(Figura 20), maximo em satisfacdo e qualidade (uma melhoria para além deste ponto ndo teria
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valor considerdvel) na escala de Harrington (RIBARDO; ALLEN, 2003). Corroborando

também para a D. tertiolecta a forte correlacdo positiva existente entre os fatores.

Por fim, foi verificado a funcdo desejabilidade para a combinac¢do dos quatro fatores em
estudo, para entender se a otimizacdo conjunta dos mesmos € eficiente. Na Figura 21
encontram-se os perfis de desejabilidade para as varidveis DQO, PT, taxa de crescimento e

produtividade, para a espécie C. vulgaris.

Figura 21— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO), Fésforo Total (PT), Taxa de Crescimento e Produtividade para a espécie

Chlorella vulgaris
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Para a combinacdo dos quatro fatores para a C. vulgaris, obteve-se como valores
otimizados: 55,77% de remocdo de DQO, 97,34% de remocao de PT, 0,0596 h! de taxa de
crescimento, o que equivale a duplicagdo total em 11,63 horas e a produtividade de biomassa
tedrica alcancou 0,1109 g.L-'.dia' de biomassa, o que totaliza 0,9981 gramas de biomassa em
um cultivo de nove dias. Para esses resultados, os valores das varidveis de cultivo foram: pH
acido de 5,98, fotoperiodo de 15,36 horas de iluminacdo e PDE com teores iguais de efluente

de filtro anaerdbio e rejeito de dessalinizacio (25% : 25%).
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Essa otimizacdo combinada das varidveis alcancou uma desejabilidade de 0,88
(qualidade incomum ou desempenho bem além do que estd disponivel no mercado) na escala
de Harrington (RIBARDO; ALLEN, 2003). Um valor considerado muito bom e que corrobora
para a possibilidade de cultivos eficientes de microalgas com remogdes também satisfatorias de
nutrientes. Por fim, na Figura 22 encontram-se os perfis de desejabilidade para as varidveis

DQO, PT, taxa de crescimento e produtividade, para a espécie D. tertiolecta.

Figura 22— Perfil dos valores preditos e da desejabilidade para as varidveis Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO), Fésforo Total (PT), Taxa de Crescimento e Produtividade para a espécie

Dunaliella tertiolecta
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De acordo com a Figura 22, a otimizacdo combinada para a D. tertiolecta apresentou 0s
valores: 74,72% de remocao de DQO, 56,88% de remocdo de PT, 0,0151 h! de taxa de
crescimento, o que equivale a duplicacdo total em 45,9 horas e a produtividade tedrica de
biomassa alcancou 0,158 g.L"!.dia!' de biomassa, o que totaliza 1,422 gramas de biomassa em
um cultivo de nove dias. Os parametros de cultivos para isso sdo: pH de 7,24, fotoperiodo de
15,36 horas de ilumina¢do e PDE com teores iguais de efluente de filtro anaerdbio e rejeito de

dessalinizacao (25% : 25%).



59

Tal otimizacdo obteve um resultado de desejabilidade de 0,73, aceitdvel e bom (avanco
em relagdo a melhor qualidade comercial) na escala de Harrington (RIBARDO; ALLEN, 2003).
Vé-se assim que a combinacao dos 4 fatores para a D. tertiolecta trouxe resultados inferiores
que para as combinacdes separadas de DQO e PT, e a da taxa de crescimento e produtividade,

denotando que a espécie tem perfis 6timos diferenciados para esses grupos de varidveis.

Assim, para a proxima etapa, onde foram realizados os cultivos para aferi¢do da
quantidade de lipideos e comprovacao dos modelos estatisticos, foi escolhido o uso dos perfis
otimizados de taxa de crescimento e produtividade (Figuras 19 e 20). Os valores preditos dos
modelos estatisticos da Chlorella vulgaris, tendo como base os parametros otimizados na
Figura 19, foram comparados com os valores reais observados nos cultivos, estes resultados

sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10— Limites dos valores preditos das varidveis Remoc¢ao de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Remocao de Fosforo Total (PT), Taxa de Crescimento e Produtividade e

valores observados para a espécie Chlorella vulgaris

Previsao
Variavel Limite Inf. Limite Sup. Observado
(-5%) (+5%)
DQO (%) 48,99 61,62 64,00
PT (%) 83,48 100,00 84,14
. .
axa de (cl'lr_el;c'me"m 0,0545 0,0643 0,0550
orodutivi
rodutividade 0,0827 0,1067 0,0949

(g. L-l.dial)

Os dados apresentados na Tabela 10 mostram que os modelos tiveram uma 6tima
aproximacao com os valores observados. Com exce¢do da DQO, todos os valores observados
ficaram dentro dos limites de previsdo. A nao conformidade do valor observado para DQO,
mesmo que pequena, pode ser explicada por possiveis erros de afericao ou alguma interferéncia
de fatores ambientais. Posteriormente, os valores preditos dos modelos estatisticos da
Dunaliella tertiolecta, baseando-se nos parametros otimizados na Figura 20, foram comparados
com os valores reais observados nos cultivos, onde os resultados podem ser observados na

Tabela 11.
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Tabela 11— Limites dos valores preditos das varidveis Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
Fésforo Total (PT), Taxa de Crescimento e Produtividade e valores observados para a espécie

Dunaliella tertiolecta

Previsao
Variavel Limite Inf. Limite Sup. Observado
(-5%) (+5%)
DQO (%) 41,72 100,00 60,21
PT (%) 13,18 45,80 37,01
Taxa de Cresciment
axa de ﬂ:_el;c'me"° 0,0146 0,0259 0,0250
orodutivi
rodutividade 0,1685 0,1933 0,1766

(g. L-l.dial)

Passado entdo aos dados da Tabela 11, nota-se que para a espécie D. tertiolecta
apresentou todos os valores observados dentro da faixa dos modelos. Isso mostra que os dados

obtidos no estudo para a constru¢cdo dos modelos possuem boa confiabilidade.

A resolugdo CONAMA N° 430, de 13 de maio de 2011 aponta que os limites de Fésforo
Total poderdo ser definidos por 6rgdos ambientais competentes, ndo apresentando valores

proprios, como também ndo define limites de DQO para lancamento de efluentes.

Nesse sentido, apesar de possuir um regime hidrico diferente da regido de Campina
Grande, a resolucdo CONSEMA N° 355 de 13 de julho de 2017, do Rio Grande do Sul, revela-
se bastante abrangente. Ela cita um limite de DQO para langamento de efluentes em corpo

hidrico com valor mdximo variando entre 150 e 330 mg.L"‘conforme a vazdo do corpo hidrico.

Para o Fésforo Total, a resolugdo CONSEMA N° 355 de 13 de julho de 2017, do Rio
Grande do Sul menciona que em trechos com registro de floragdo de cianobactérias e onde
ocorra a captagdo para abastecimento publico deve haver controle do fésforo total e estabelece
limites m4ximos para diferentes vazdes de efluentes, ficando entre 1 e 4 mg.L"!. Neste caso os
valores finais preditos pelos modelos, utilizando como base de cdlculo os parametros de cultivos
otimizados, para ambas as espécies, obedecem a 3 das 4 faixas de vazao, ficando somente acima

do valor estabelecido para vazdes acima de 10000 m3.h' (CONSEMA, 2017).
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A normativa do Equador (MINISTERIO DEL AMBIENTE, 2003) traz limites maximos
para despejo em corpos de dgua doce de 250 mg.L'para DQO e 10 mg/L para Fésforo Total.

A outro exemplo internacional, a legislacdo da Irlanda define tais limites em 125 e 2 mg.L™!

para DQO e Fosforo Total, respectivamente (SCHELLENBERG et al., 2020).

Sequencialmente, os cultivos com os dados otimizados de taxa de crescimento e
produtividade (Figuras 19 e 20) foram também utilizados para aferir o teor lipidico da biomassa
algal. Os valores obtidos para as espécies Chlorella vulgaris e Dunaliella tertiolecta podem ser

observados na Tabela 12.

Tabela 12— Teores lipidicos para as microalgas Dunaliella tertiolecta e Chlorella vulgaris

. Capsula Seca Capsula com Biomassa Lipideos Lipideos
Microalga () () (g/g de (%)
biomassa)
D. tertiolecta 76,7279 77,1535 0,4256 42,56
C. vulgaris 65,5800 65,7192 0,1392 13,92

Os cultivos visando afericdo de teor lipidico apresentaram valores de 42,56% de
composi¢ao da biomassa da Dunaliella tertiolecta e de 13,92% para a Chlorella vulgaris. El
Aroussi et al. (2015), em cultivo da D. tertiolecta com o fertilizante 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) atingiu valores entre 38 e 43% de teor lipidico. Kumar et al. (2018), empregando como
fertilizante o composto NPK, a base de nitrogénio, fésforo e potéssio, na proporcao 10:26:26,
atingiram uma acumulacdo lipidica de 20,92%. Ainda sobre a D. tertiolecta, Rizwan et al.
(2017) em seus melhores resultados com adicao de EDTA Férrico ao cultivo, demonstraram

uma taxa de crescimento de 0,275 g.L-'dia™! e 35% de conteiido lipidico.

Em estudos sobre a C. vulgaris, Chang et al. (2020), analisando o uso de eletro-oxidac¢ao
na producdo lipidica chegaram a um resultado maximo de 38,7% de teor lipidico, acima do
apresentado na atual pesquisa pela C. vulgaris. Ja Choi et al. (2019), em cultivo utilizando meio
trifosfato (TP), atingiram cerca de 41% de teor lipidico maximo. De forma semelhante,
Sanchez-Saavedra et al. (2020) testaram a aplicacdo de diferentes frequéncias de luz no cultivo
da C. vulgaris. Seus melhores resultados chegaram a 18,74% de conteudo lipidico, préximos

aos apresentados na atual pesquisa.

Nota-se assim, que em relacdo ao contetido lipidico, os resultados apresentados da D.
tertiolecta foram semelhantes a superiores aos estudos comparativos(EL AROUSSI et al.,
2015; KUMAR et al., 2018; RIZWAN et al., 2017), demonstrando a aplicabilidade da espécie

para producao de biocombustiveis ao ser cultivada em meio composto por efluente doméstico
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e rejeito de dessalinizagdo. Em contrapartida, para a espécie C. vulgaris a producdo lipidica foi
inferior a outros estudos com a espécie (CHANG et al., 2020; CHOI et al., 2019; SANCHEZ-
SAAVEDRA et al., 2020), porém os resultados servem de base para futura aprimoracao lipidica
da espécie, visando a efetiva combinac¢do da capacidade de producdo de biocombustivel com

os resultados eficientes de biorremediacdo demonstrados.
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6 CONCLUSOES

A partir das condi¢Oes e cultivos estabelecidos na pesquisa, foram retiradas as seguintes

conclusoes:

. A utilizacao de meios de cultivos alternativos para as espécies, em especifico efluente
de filtro anaerdébio e rejeito de dessalinizacdo se mostrou eficiente, performando com
crescimento satisfatério para ambas as espécies em estudo. Para a Taxa de Crescimento a
Chlorella vulgaris apresentou os melhores resultados e para a Produtividade a Dunaliella

tertiolecta apresentou os valores mais elevados;

. Para as faixas de condi¢des de cultivos escolhidas, ambas espécies obtiveram 6timos
resultados de biorremediacdo. Nenhuma das espécies apresentou remocao significativa das
varidveis Salinidade e Condutividade Elétrica, mas os cultivos comprovaram a correlacio entre
elas e suas reducdes de concentragdes com a dilui¢do do rejeito de dessalinizagdo nos outros

efluentes em estudo;

. Foi percebido pelos modelos estatisticos gerados que os fatores independentes de cultivo
influenciam fortemente no desenvolvimento das microalgas e com isso chegado nos valores
otimos de cultivo para tanto as varidveis individualmente, como para a otimizacdo conjunta

delas;

. Os modelos estatisticos gerados foram validados em sua grande maioria, ficando
somente o modelo para DQO da Chlorella vulgaris fora da faixa de validacao, resultando assim,

em todos os outros modelos validados;

. Tratando-se da medi¢do do teor lipidico, este se mostrou inferior a0 comparar com
estudos similares para a Chlorella vulgaris, contudo atingindo bons resultados para a Dunaliella

tertiolecta, denotando eficicia da biomassa da espécie para a producao de biocombustivel.
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