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RESUMO

DIAS, Amanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Recuperagdao da microalga Scenedesmus sp. por meio de diferentes
coagulantes naturais. Orientador: Alisson Carraro Borges. Coorientadores: André
Pereira Rosa e Marcio Arédes Martins.

A coagulagao-floculagdo pode ser usada para recuperagédo de microalgas, tendo em
vista sua eficiéncia, simplicidade e custos reduzidos. Por meio da adicdo de
coagulantes € possivel desestabilizar as cargas superficiais das microalgas e
recuperar sua biomassa. O uso de coagulantes quimicos, como poliacrilamida,
podem causar contaminagdes ao ambiente e danos a saude humana. Portanto,
estudos com coagulantes naturais como quitosana, Moringa oleifera e Guazuma
ulmifolia, sao inovadores. Dessa forma, nesse trabalho objetivou-se avaliar a
eficiéncia da separagdo da biomassa da microalga Scenedesmus sp. por meio da
coagulagao-floculagéo, utilizando-se poliacrilamida, quitosana, M. oleifera e G.
ulmifolia, otimizando-se as condigbes por meio de delineamento composto central
rotacional. Poliacrilamida e quitosana apresentaram eficiéncias superiores a 90% e
70%, respectivamente. As doses 6timas foram 13,3 mg L™ de polimero sintético e 5
mg L™ de quitosana, e pH étimo de 6,5, faixa natural das microalgas. A quitosana é
considerada onerosa em escala plena devido aos elevados custos de aquisicdo. Em
relacdo a M. oleifera e G. ulmifolia, estudou-se dose, pH e tempo de sedimentagao
como variaveis independentes. Encontraram-se eficiéncias superiores a 70% e 60%,
respectivamente. As doses 6timas obtidas foram de 80 mg L™ de M. oleifera e 30 mg
L™ de G. ulmifolia, ambos em pH 4, e tempos de sedimentagdo de 30 e 3 min para
M. oleifera e G. ulmifolia. Assim, esses coagulantes naturais sdo promissores e
podem ser utilizados na coagulagao-floculagdo para recuperagéo de biomassa de

Scenedesmus sp., minimizando o uso de coagulantes sintéticos.

Palavras-chave: Quitosana. Moringa oleifera. Guazuma ulmifolia. DCCR.



ABSTRACT

DIAS, Amanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Scenedesmus sp. microalgae recovery by different natural coagulants. Adviser:
Alisson Carraro Borges. Co-advisers: André Pereira Rosa and Marcio Arédes
Martins.

Coagulation-flocculation can be used for microalgae recovery, considering its
efficiency, simplicity and low costs. Through the addition of coagulants, it is possible
to destabilize the microalgae surface loads and recover their biomass. The use of
chemical coagulants, such as polyacrylamide, can cause environmental
contamination and damage to human health. Therefore, studies with natural
coagulants such as chitosan, Moringa oleifera and Guazuma ulmifolia, are
innovative. Thus, this study aimed to evaluate the efficiency of Scenedesmus sp.
biomass recovery through coagulation-flocculation, using polyacrylamide, chitosan,
M. oleifera and G. ulmifolia, optimizing the conditions through central composite
rotational design. Polyacrylamide and chitosan presented efficiencies >90% and
>70%, respectively. The optimum doses were 13.3 mg L™ of synthetic polymer and 5
mg L7 of chitosan, and an optimum pH of 6.5, the natural range of microalgae.
Chitosan was considered unfeasible on a full scale due to high acquisition costs, so
other natural coagulants should be studied. Regarding M. oleifera and G. ulmifolia,
dose, pH and settling time were studied as independent variables. Efficiencies above
70% and 60% were found, respectively. The optimal doses obtained were 80 mg L’
of M. oleifera and 30 mg L™ of G. ulmifolia, both at pH 4, and settling times of 30 and
3 min for M. oleifera and G. ulmifolia. Thus, these natural coagulants are promising
and they can be used in coagulation-flocculation to recover Scenedesmus sp.

biomass, minimizing the use of synthetic coagulants.

Keywords: Chitosan. Moringa oleifera. Guazuma ulmifolia. CCRD.
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1 INTRODUGAO GERAL

A dificuldade de recuperacédo de biomassa de microalgas, devido ao seu
tamanho microscopico e estabilidade em meio aquoso, demanda estudos a fim de
alcangar eficiéncia com custos razoaveis. O interesse nessa biomassa se deve ao
acumulo de lipidios, proteinas e carboidratos nas células, que podem ser usados
para produgdo de biocombustiveis, na industria de cosméticos e na alimentagao
humana e animal.

A combinacdo da coagulacéo-floculacdo € indicada como técnicas
simples e de baixo custo, comparada a centrifugacdo, sendo desejavel a fim de
promover eficiéncia e reduzir custos com o processo. A coagulagao-floculagdo é
realizada em trés fases. Na primeira, ocorre agitacdo rapida da suspenséo, com a
adicdo de um produto coagulante. Na segunda, € necessaria a agitagdo lenta,
promovendo a agregagao das células e formagdo de flocos, passiveis de
sedimentacdo. Na terceira fase, a sedimentacdo das células ocorre devido a
diferenca de densidade dos flocos e da agua, e é possivel separar a biomassa do
meio aquoso. Embora as células de microalgas possam se sedimentar naturalmente
nos cultivos, esse processo é lento e ocorre quando as células atingem o ponto
maximo de crescimento e entram em senescéncia, que compreende em estado
fisiolégico no qual as células sao inviaveis para comercializagao.

Por essa razdo, é desejavel o uso de coagulantes, visando rapida
recuperacdo de biomassa, além de permitir recuperacdo de células viaveis,
especialmente na fase em que ha maior acumulo de lipideos e carboidratos,
denominada fase estacionaria. A adicdo dos coagulantes a suspensao de
microalgas promove desestabilizacdo das cargas superficiais das células, por
mecanismos fisicos, como adsorgdo, e quimicos, como neutralizagdo de cargas,
formacao de pontes, formagao de mosaico (mecanismo patch) e varredura. Pode ser
dificil identificar a ocorréncia isolada de um mecanismo, uma vez que esses agem
em conjunto e dependem das caracteristicas do coagulante usado.

Sais quimicos, como o coagulante sulfato de aluminio, e polimeros
sintéticos, como a poliacrilamida, sao eficazes para recuperagcédo de microalgas, mas
podem ser problematicos, pois, dependendo da finalidade da biomassa, esses
compostos podem ser fonte de contaminacao, tanto da biomassa, quanto do meio

ambiente. A poliacrilamida, por exemplo, pode liberar o monémero acrilamida, que é
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cancerigeno e provoca problemas neurologicos. Apesar dos riscos citados, a
poliacrilamida € muito utilizada na recuperacdo de microalgas devido ao baixo custo
de aquisicao e a elevada eficiéncia.

Com o intuito de reduzir o uso de coagulantes quimicos, a aplicagao de
coagulantes naturais, também chamados de coagulantes verdes, pode reduzir os
riscos de contaminagédo. Esses produtos sdo derivados de vegetais ou animais, e
possuem caracteristicas como carga superficial ou grupos ativos capazes de
promover a coagulacao-floculagcado. Esses coagulantes foram usados inicialmente no
tratamento de agua para abastecimento e aguas residuarias. Devido ao potencial
para tratamento de agua, expandiu-se o seu uso também para a recuperagao de
microalgas.

O coagulante natural mais conhecido é a quitosana, relatada como um
composto que promove eficiéncias satisfatorias de recuperagdo de microalgas
devido aos grupos ativos em sua composigao, além de carga superficial catibnica.

Ja as sementes de Moringa oleifera sao conhecidas pelo alto teor de
proteinas que promovem a desestabilizacdo de cargas de coloides. O preparo das
sementes com a finalidade de coagulagéo-floculacdo € considerado simples, visto
que € necessario, basicamente, secar e ftriturar as sementes, dissolvendo,
posteriormente, em solugao salina. A presencga dos ions da solucéo salina, além de
ionizar os compostos ativos dos coagulantes naturais, também auxilia na
compressao da dupla camada difusa, facilitando a eficiéncia da coagulacao-
floculagao.

Outra espécie potencial € Guazuma ulmifolia, conhecida popularmente
como mutambeira. Suas cascas sao usadas em comunidades rurais brasileiras para
clarificacdo de rapadura e existem poucos estudos com essa espécie para
tratamento de agua. Faz-se aprofundar o conhecimento cientifico a fim de expandir o
uso dessa espécie para outras aplicagbes, como recuperagdo de microalgas, uma
vez que a mutambeira € facilmente encontrada em paises da América do Sul.

O desafio de encontrar coagulante natural eficiente e aplicavel em escala
industrial € ponto de partida para estudos de otimizagcéo. A dosagem do coagulante
€ influenciada pela espécie de microalgas, condi¢gbées de cultivo, como temperatura,
fertilizantes e contaminagdo da suspensao por cianobactérias. Além disso, o pH do

meio é imprescindivel para alcangar o maior desempenho do coagulante, visto que
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esta relacionado com a protonagéo de grupos ativos responsaveis pela coagulagéo-
floculagao.

A fim de otimizar as variaveis que influenciam na coagulagao-floculagéao
de microalgas, como dose e pH, ferramentas estatisticas podem ser utilizadas para
desenvolver metodologia simples e eficiente. O delineamento composto central
rotacional (DCCR) foi desenvolvido para estudar a interacdo de variaveis com a
vantagem de obter menor numero de ensaios e resultar em estudos em curto
intervalo de tempo. A aplicagdo desse delineamento na coagulagao-floculagao de
microalgas é desejavel devido a necessidade de otimizagdo dos parametros que
influenciam na eficiéncia em cada condig¢ao de cultivo.

Dessa forma, nesse trabalho objetivou-se estudar e comparar a aplicagcao
de coagulante sintético poliacrilamida e coagulantes naturais quitosana, M. oleifera e
G. ulmifolia para recuperagao de biomassa de microalgas da espécie Scenedesmus
sp. cultivadas no municipio de Vigosa, estado de Minas Gerais. No estudo
agruparam-se o0s coagulantes de caracteristicas semelhantes a fim de entender os
mecanismos de acdo dos mesmos. Assim, estudou-se os polimeros catibnicos
sintético e natural, poliacrilamida e quitosana, a fim de otimizar a dose e pH ideal
para promover maior eficiéncia de recuperagcao de biomassa de Scenedesmus sp.
Em seguida, estudou-se o coagulante vegetal, sementes de M. oleifera, e o potencial
de coagulagdo-floculagdo de cascas de G. ulmifolia, inédito na literatura para
recuperacao de microalgas, a fim de se obter a dose, pH e tempo de sedimentagao
que promovem eficiéncia satisfatoria de biomassa, além de explorar o potencial

desses coagulantes.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 INTRODUGAO

O desafio do reuso das aguas e reaproveitamento de recursos de forma
sustentavel é amplamente discutido no contexto atual. A coagulagao-floculagéo é
uma técnica relativamente simples utilizada para tratamento de agua, remocgao de
cor, compostos organicos, micropoluentes, 6leos e graxas, além de aplicagdes para
recuperacao de microalgas (OLADOJA, 2015; UDOM et al., 2013).

Esse processo consiste em adicionar um produto quimico ou natural com
propriedades que promovem aumento do tamanho das particulas,
consequentemente tem-se elevagao da velocidade de sedimentagao por gravidade e
favorecimento da concentragdao dos sélidos (DELRUE et al., 2015; GODOS et al.,
2011). Coagulantes quimicos convencionais, como coagulantes metalicos sulfato de
ferro e sulfato de aluminio e polimero sintético poliacrilamida, sdo preocupantes
devido aos residuos perigosos que podem deixar na agua (HAMID et al., 2016).

Dessa maneira, compostos naturais capazes de substituir ou minimizar
compostos quimicos no processo de coagulacao-floculagao sao estudados para
realizar o procedimento de forma limpa e com menor geragao de residuos (AHMAD
et al., 2011; CHOY et al., 2018; VANDAMME et al., 2010). Nesse sentido, o estudo
de coagulantes naturais, também chamados de coagulantes verdes, os quais séo
polimeros derivados de plantas ou residuos de animais, soluveis em agua,
organicos, ibnicos (catibnicos ou aniénicos) e nao ibnicos, sao reportados como
alternativa para coagulagdo e separagdo de solidos dissolvidos em um meio
(SALEEM; BACHMANN, 2019).

A recuperagdo de microalgas, por sua vez, & estudada devido a
capacidade de sintetizar lipideos, proteinas e carboidratos em curto intervalo de
tempo que podem ser destinados a produtos de alta demanda como biocombustivel
e bioprodutos de alto valor comercial, como antioxidantes e nutracéuticos (HOM-
DIAZ et al., 2017). Esses organismos fotossintetizantes s&o microscopicos, com
tamanho na ordem de 2 a 50 pm, possuem baixa densidade celular e carga
superficial negativa, devido a presencga de hidroxilas e radicais de carbonatos (ALI;
MUSTAFA; SALEEM, 2018; NAYAK et al., 2019; RASHID; REHMAN; HAN, 2013b).

Aliar um procedimento viavel de recuperagcéo de biomassa de microalgas
com a recuperagao de recursos, como partes vegetais e residuos de animais, € uma

alternativa para promover o desenvolvimento sustentavel. Sendo assim, o uso de
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coagulantes naturais para facilitar a recuperacdo de microalgas cumpre ainda o
objetivo de obter biomassa com elevado valor agregado e reduzidos riscos de
contaminagdo. A biomassa microalgal pode ser aproveitada tanto para fins
energéticos, quanto para produgdo de cosméticos, farmacos e emprego na
alimentacdo humana e animal (ALI; MUSTAFA; SALEEM, 2018; HAMID et al., 2016).

A eficiéncia do coagulante, bem como a dose requerida, € variavel e
ambas podem depender das diferentes caracteristicas do sistema, como tipo de
espécie de microalga, fase de desenvolvimento, concentracdo e composicdo das
células, pH e forga idnica do meio de cultivo (UDOM et al. 2013). A massa molecular,
a composicdo e a carga eletrostatica dos coagulantes também influenciam na
aplicabilidade da técnica (UDOM et al., 2013).

Por essas razdes, estudos de otimizagdo dos ensaios de coagulagao-
floculagdo bem como uso de diferentes coagulantes naturais sdo reportados na
literatura. Na sequéncia serdo apresentados e discutidos aspectos relativos a
eficiéncia e aos atributos de alguns coagulantes naturais relatados em artigos
cientificos para diferentes espécies de microalgas, bem como seus mecanismos de
agao, com o intuito de elucidar algumas lacunas do conhecimento dentro desta

tematica.

2.2 COAGULAGAO-FLOCULAGAO

Uma vez que as microalgas tém carga superficial negativa, o que impede
a aglomeragéao das células em suspensao, a adigdo de coagulantes como polimeros
catibnicos pode minimizar as cargas superficiais desses coloides e permitir a
aglomeracao das células, formando flocos e facilitando sua separagdao (MUBARAK;
SHAIJA; SUCHITHRA, 2019; OLADOJA, 2015). Esse processo, chamado de
coagulagao-floculagéo, é considerado de baixo custo, simples e de baixa demanda
energética quando se comparado a outras técnicas, como a filtragéo e centrifugagéo
(GUPTA et al., 2014; OLADOJA, 2015).

Enquanto a coagulagao corresponde ao momento em que o coagulante é
adicionado tendo-se a desestabilizacdo das cargas, a floculagdo € a juncédo das
pequenas particulas que formam flocos mais densos e passiveis de separacao fisica
(GODOS et al. 2011).

Variaveis como a velocidade e tempo de agitacdo de cada fase podem

influenciar no desempenho do processo de recuperacdo de biomassa. Em
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laboratério, ensaios em jarros (jar test) sdo utilizados para definir a melhor condigao
de acordo com o tipo de coagulante testado.

Dessa forma, os parametros citados séo importantes, pois se o tempo e
velocidade na etapa de coagulagao (fase rapida) nao forem suficientes, o coagulante
pode n&o ser completamente dissolvido no meio ou n&o colidir de forma homogénea
com as células (GUTIERREZ et al., 2015; HAMID et al., 2016). Na floculagdo (fase
lenta) em condi¢des inadequadas, as particulas podem nao ter tempo suficiente para
colisdo e formacgao dos flocos, ou ainda ha a colisdo brusca implicando na quebra
dos flocos (GUTIERREZ et al., 2015). Em adigdo, um dos principais fatores
intervenientes na eficacia do processo corresponde ao tempo de sedimentacéo,
sendo que a otimizacao é necessaria para permitir que a maior quantidade de flocos
seja completamente separada da agua, garantindo maior eficiéncia de recuperagao
de biomassa (GERCHMAN et al., 2017).

2.2.1 Mecanismos de acao de coagulagao-floculagdo com coagulantes
verdes

A natureza das microalgas e do tipo de coagulante natural utilizado age
na coagulacao-floculagdo por meio de diferentes mecanismos. A literatura descreve
basicamente quatro meios de agédo desse tipo de coagulante, que podem agir de
forma individualiza ou combinada. Segundo Bolto e Gregory (2007), Bratby (2016) e
Vandamme (2013) os principais mecanismos envolvidos nos processos de
coagualagao-floculagéo séo:
i) neutralizagdo: as células carregadas negativamente adsorvem fortemente ions ou
polimeros carregados positivamente (Figura 2.1a);
i) mecanismo de mosaico (patch) eletrostatico: polimero carregado faz ligagées com
células de microalgas de carga oposta, assim, o polimero tem localmente a sua
carga superficial invertida, resultando em manchas de carga oposta na superficie.
Dessa forma, as células se conectam umas com as outras através dos caminhos de
cargas opostas promovendo a floculagao (Figura 2.1b). Para Bolto e Gregory (2007)
esse mecanismo € considerado como efeito da neutralizagao.
iii) mecanismo de ponte: ocorre quando polimeros de cargas semelhantes aos
coloides interagem pela adsor¢cao de compostos na superficie coloidal e ligam essas
espécies, formando pontes entre as células (Figura 2.1c).
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iv) varredura: quando ha precipitagdo de minerais, como hidroxidos metalicos,
presentes no meio de cultivo, tendo-se o arrastamento das células de microalgas
(Figura 2.1d).

Figura 2.1 — Representacdo dos principais mecanismos associados a coagulagao-
floculagdo: (a) neutralizacdo de cargas, (b) mecanismo patch, (c)

formacgao de pontes, (d) varredura

D O®.
SOB% o
@6@%

S®

Fonte: Do autor (2020).

2.3 COAGULANTES

Em geral, a coagulacao-floculacdo pode ser induzida por coagulantes
metalicos, polimeros inorganicos e polimeros organicos (sintéticos ou naturais). O
uso de coagulantes quimicos pode ser usado quando néo ha restricdo de demanda
do uso do sobrenadante e da biomassa recuperada (CHEN et al., 2013). Entretanto,
devido ao risco de contaminagdao ambiental, minimizar o uso desses insumos
quimicos pode eliminar riscos de contaminagédo e poluicdo (WAN et al., 2015). A
poliacrilamida, por exemplo, € relacionada com elevada eficiéncia na coagulagao-
floculagdo, porém, a acrilamida, sub-produto desse polimero, tem efeitos

cancerigenos e tem riscos de contaminagdo ambiental (RUDEN, 2004).
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Por essa razdo, os coagulantes verdes podem ser opg¢ao de tecnologia
viavel para aplicagdo em coagulacdo-floculagdo de microalgas, devido a

biodegradabilidade e nao apresentarem riscos de toxicidade (OLADOJA, 2015).

2.3.1 Coagulantes verdes

Os coagulantes verdes sao compostos organicos, também conhecidos
como polieletrdlitos, considerados recursos renovaveis e degradaveis, né&o
apresentando riscos a saude e ao ambiente (ENAMALA et al.,, 2018; SALEEM,;
BACHMANN, 2019). Segundo Saleem e Bachmann (2019), esses coagulantes sao
soluveis em agua e podem ter carateristicas aniénicas, catiénicas, poli-ibnicas ou até
mesmo nao idnica, a depender da natureza de cada material com potencial
coagulante, o qual pode ser derivado de diversas partes das plantas e também de
partes de alguns animais, como crustaceos.

Saleem e Bachmann (2019) explicam que desde meados de 1970,
quando comegaram as publicagbes com coagulantes naturais para tratamento de
agua, o interesse no assunto aumentou ao longo dos anos, sendo que o Brasil é um
dos paises que mais publica na area. Embora o assunto seja discutido ha mais de
40 anos, a aplicacdo comercial é escassa, principalmente devido a altas doses, valor
agregado para purificagdo dos extratos a fim de melhorar o potencial coagulante e
falta de interesse de investidores no financiamento desses produtos (CHOY et al.,
2018; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2019).

Os compostos presentes nesses coagulantes e que promovem a
desestabilizacdo da suspensdo sao descritos como polissacarideos,
aminopolissacarideos, substancias polifendlicas, proteinas, enzimas e
glicoproteinas. Polieletrélitos naturais ricos em taninos, por exemplo, sdo potenciais
coagulantes naturais, pois possuem grupo amina em sua composi¢ao (FUAD et al.
2018; SALEEM; BACHMANN 2019). Ainda segundo Fuad et al. (2018), o Aflok € um
exemplo de tanino extraido da Acacia mearnsii comercializado e que pode ser
utilizado para recuperar biomassa de microalgas. Deve-se destacar que muitas
vezes, 0 processo de extracdo e purificagdo destas substancias naturais, como os
taninos, envolve o emprego de agentes quimicos que podem deixar residuos,

levando a questionamentos quanto a natureza final desses compostos.
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Algumas plantas como Moringa oleifera, cactos, amidos de diversos
vegetais e substancia extraida da carapaga de crustaceos (quitosana) sao
extensamente estudadas, além de outras plantas e materiais também serem
pesquisados. A seguir, serao descritos os coagulantes naturais mais citados na

literatura para recuperagao de microalgas.

Moringa oleifera

A Moringa oleifera é uma arvore encontrada em paises de clima tropical,
cujas folhas, sementes e flores podem ser usadas em alimentacgéo, fins medicinais e
como coagulante para tratamento de agua (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012).
As sementes dessas arvores sao ricas em proteinas, que podem atuar como
polieletrélitos catidnicos e a vantagem do uso dessa espécie em recuperagao de
microalgas € a obtengdo de biomassa sem tragos de contaminante e baixo custo
(BARRADO-MORENO; BELTRAN-HEREDIA; MARTIN-GALLARDO, 2016).

A eficiéncia da M. oleifera € amplamente reportada na literatura. Hamid et
al. (2016) encontraram que o aumento da dose de 10 a 50 mg L™" reduz o potencial
zeta das microalgas, demonstrando que ocorre 0 mecanismo de neutralizagdo de
cargas. Segundo esses autores, ocorre a agregacao das células das microalgas que
formam flocos grandes e favorecem a sedimentagdo. Ja Teixeira, Kirsten, e Teixeira
(2012) relatam que a dose de 1.000 mg L' em pH 9,2 foi necessaria para atingir
89% de eficiéncia. Mais dados de eficiéncia podem ser visualizados na Tabela 2.1.

Hauwa et al. (2017) destacam que M. oleifera contém cerca de 1% de
polieletrolitos ativos carregados positivamente. Esses autores encontraram boa
remocgao de microalgas estudando os efeitos do pH, tempo de sedimentacao e dose
do extrato de moringa por superficie de resposta.

Barrado-Moreno; Beltran-Heredia; Martin-Gallardo (2016) demonstram
que a concentragao inicial da microalga também afeta a eficiéncia da floculagdo. Os
resultados encontrados permitiram concluir que maior concentragao de células leva
a aumento do percentual de remogao. Outra variavel bastante relatada devido a
influéncia na coagulagéao-floculagéo é o pH, pois, desempenha importante papel na
protonagao dos compostos. No entanto, Barrado-Moreno, Beltran-Heredia, e Martin-
Gallardo (2016) ndo encontraram diferenga significativa na mudanca de pH de 5
para 9. Ja Ali, Mustafa, e Saleem (2018) encontraram diferengas no pH, apontando o

valor de pH 6 como o melhor para seu estudo. E importante ressaltar que os meios
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de cultivo e tipo de alga afetam a eficiéncia, explicando assim, a variagdo do melhor
pH para cada pesquisa.

Outro aspecto importante foi relatado por Behera e Balasubramanian
(2019). Os autores destacam a influéncia de extrato salino de M. oleifera, visto que
na presenca de sal (NaCl) os compostos ativos sdo extraidos e ficam mais
disponiveis para a coagulagdo-floculagdo. Assim, a interagdo dos compostos ativos
e extrato salino com os compostos das microalgas levam a neutralizagéo de cargas,
formacdo de pontes, além do aumento da concentragdo de ions influenciar na

compressao da dupla camada que resulta na floculagdo das microalgas.

Quitosana

A quitosana é um biopolimero nao toxico, ndo corrosivo e seguro para se
manusear (AHMAD et al., 2011). Possui alta carga catibénica e cadeia polimérica que
leva a ligagdo de agregados e a subsequente precipitagdo (RENAULT et al., 2009).
Ainda segundo esses autores, a quitosana é elencada como o segundo biopolimero
mais abundante do mundo, depois da celulose, e as principais fontes sao
crustaceos, como camardes e caranguejos. No Brasil, esse composto pode ser
obtido dos residuos do processamento desses animais, apresentando-se como fonte
de renda incremental as familias de pescadores (PRADO et al., 2004).

Apesar da abundancia do polimero, faz-se necessaria a otimizagao das
conducdes de coagulacao, a fim de reduzir os custos do processo (GUPTA et al.,
2018; RASHID; REHMAN; HAN, 2013). Apesar da quitosana ser um coagulante
natural, o processo de extracdo desse composto a partir da quitina aliado a
produgcdo de microalgas em larga escala em sistema integrado de cultivo e a
recuperacao de biomassa tem-se o incremento dos custos do processo, o que pode
o tornar inviavel economicamente (HAMID et al., 2016).

A quitosana deve ser preparada em meio acido para solubilizar os
compostos, normalmente pela adicdo de acido acétido ou HCI, o que justifica os
baixos valores de pH ao final dos ensaios (GERCHMAN et al., 2017; RASHID;
REHMAN; HAN, 2013a; YUNOS et al.,, 2017). Chen et al. (2013) observaram
reducdo de pH do meio de cultura de 10 para 7 devido a caracteristica acida da
quitosana utilizando-se dose de 0,08 g L™.

Apesar dos problemas relatados, estudos diversos s&o realizados

demonstrando a eficiéncia da quitosana, representando o maior numero de
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publicagdes com coagulantes naturais para recuperagdo de biomassa microalgal,
como listado e detalhado na Tabela 2.1. O mecanismo de acdo mais citado para
esse composto € a neutralizagao de carga, pois, por meio da adi¢ao de contra-ions,
a quitosana ao ser adsorvida pelas particulas negativas, neutraliza as cargas,
permitindo a floculagdo (NAYAK et al., 2019). Segundo esses autores, a formagao
de pontes também pode ser identificada. Nesse mecanismo, a quitosana
primeiramente neutraliza as cargas das microalgas e gera saldo de cargas positivas
no nucleo, que funciona como agente quelante. Nesse processo a dose de
quitosana € menor do que um mecanismo que ocorre somente com a neutralizagao
de cargas. Isso explica as diferentes doses o6timas que sdo encontradas na
literatura, pois o processo de coagulacédo e floculagdo depende da interagdo do
coagulante com o tipo de suspenséao (LAM et al., 2014).

Além disso, o aumento da dose pode elevar a eficiéncia da coagulagao
até um limite em que ocorre a reversdo de cargas e também se verifica que a
quitosana perde sua propriedade coagulante em pH basico e altas concentragcdes de
coagulante (GERCHMAN et al., 2017; YUNOS et al., 2017).



Tabela 2.1 - Coagulantes verdes mais relatados na literatura nos ultimos cinco anos para recuperacao de diferentes espécies

de microalgas

Coagulantes verdes ~ Dose de Eficiéncia de
o Parte vegetal ) ) Concentracao .
Nome cientifico tilizad Espécie de microalga pH coagulante  recuperacéo Referéncia
utilizada
(nome popular) (gL™ (%)
Jatropha curcas (pinhdo
sementes 6,0 0,1 85
manso)
Conocarpus erectus Microalgas de agua (ALI; MUSTAFA,;
sementes ) ) . 7,0 0,05 93
(mangue de botao) residuaria doméstica SALEEM, 2018)
Azadirachta indica (nim) sementes 9,0 0,2 98
Moringa oleifera sementes 6,0 0,05 80
Azadirachta indica (nim) folhas 24,0 52
Ficus indica (figueira da
L palma o 12,0 60
India) Consorcio Chlorella sp,
) ] (BEHERA,;
Moringa oleifera semente Scenedesmus sp. 8,0 76
) ] ) . ] 75-7,8 BALASUBRAMANIAN,
Citrus sinensis (laranja) Cynecocystis sp e 18,0 47 2019)
Punica granatum (roma) cascas Spirulina sp. 18,0 50
Musa acuminata
cascas 18,0 48
(banana)
) ) (BARRADO-MORENO;
Chilorella, Microcystis,
BELTRAN-HEREDIA;
Moringa oleifera sementes Oocystis e 7,0 0,018 80~90
MARTIN-GALLARDO,
Scenedesmus sp.
2016)
Quitosana - Scenedesmus sp. 9,0 0,08 90 (CHEN et al. 2013)
Quitosana - Chlorella vulgaris 7-8,0 0,01 90 (GERCZH(;\:/;;\' etal,
Quitosana - Scenedesmus sp. 91,36 mg L™ 7,0 0,08 80 (GUPTA et al., 2014)
Continua
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Tabela 2.1 - Coagulantes verdes mais relatados na literatura nos ultimos cinco anos para recuperagao de diferentes espécies
de microalgas (continuagéo)

Eficiéncia
Coagulantes verdes - Dose de
e Parte vegetal . . Concentragao de a
Nome cientifico o Espécie de microalga .. . a pH coagulante ~ Referéncia
utilizada inicial 1 recuperacao
(nome popular) (gL™)
(%)
Acacia mearnsii
(acacia-negra) Consorcio 7,7 0,01 >90
“Ecotan” Monoraphidium
cascas - ,
Acacia mearnsii Scenedesmus (GUTIERREZ et al., 2015)
(acacia-negra) Stigeoclorium 7,7 0,05 >90
“Tanfloc”
Moringa oleifera sementes Chlorella sp. - 6%55_ 0,01 >97 (HAMID et al. 2016)
Moringa oleifera 7,5 0,35 >80
Strychnos potatorum sementes Botryococcus sp. - (HAUWA et al., 2017)
. 7,5 0,35 41
(clareira-noz)
. . - ~ . 11.86 x 10° p (KANDASAMY; SHALEH,
Vigna radiata (feijao) gréo Nannochloropsis sp. células mL™" 2,0 20 mLL >90 2017)
Ph ]
Quitosana - aeodactylum ; 7.0 0,04 >90 (LAM et al., 2014)
tricornutum
Quitosana - Chlorella sp. 2629 L 8,0 0,01 98 (NAYAK et al., 2019)
Casca de ovo Cholrella pyrenoidosa 3,38¢gL" 4,0 0,1 99 (PANDEY et al., 2019)
. . R (RASHID; REHMAN;
Quitosana - Chilorella vulgaris 1,0glL 6,0 0,12 92 HAN, 2013b)
Opuntia ficus (cacto) palma 740 UNT - 0
Moringa oleifera semente Chiorelia sp. pounT  naral 4,67 85 (UDOM et al., 2013)
Quitosana - Chlorella sorokiniana 20gL" 6,0 0,02 99 XU; PUR;&'\:';) BAGANZ,
Quitosana - Chlorella sp. 60 UNT 7%48_ 0,03 98 (YUNOS et al., 2017)

@ Concentragao inicial de microalgas.
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Outros coagulantes verdes

Os coagulantes verdes mais citados na literatura sao quitosana e Moringa
oleifera, como visto na Tabela 2.1. Outros materiais estudados sdo sementes de
Azadirachta indica (nim), Jatropha curcas (pinhdo manso), Conocarpus erectus
(mangue de botdo), Strychnos potatorum (clareira-noz), Ficus indica (figueira da
india) (ALlI; MUSTAFA; SALEEM, 2018; BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019;
HAUWA et al., 2017).

Behera e Balasubramanian (2019) estudaram diversos coagulantes
naturais (Tabela 2.1) e encontraram diferengcas no desempenho dos mesmos. Esses
autores destacam que as diferencas de densidade de carga e compostos ativos sao
0s responsaveis pelos mecanismos de ponte e estabilizagdo da suspensdo. Os
melhores resultados foram com M. oleifera e F. indica. Nesse estudo, o aumento da
concentracdo de microalgas necessitou menor dose para a floculagdo maxima,
principalmente devido aos mecanismos de ponte.

Diferentes resultados de recuperacdo de biomassa utilizando-se
Azadirachta indica foram encontrados por Ali, Mustafa, Saleem (2018) e por Behera
e Balasubramanian (2019), oss primeiro, obtiveram eficiéncia maior para esse
material do que M. oleifera, enquanto que, os segundos, obtiveram menores
desempenhos de separacdo. Isso demonstra a necessidade de se estudar e
entender o mecanismo desse potencial coagulante, bem como otimizar as condi¢des
de coagulacao-floculagao.

Os estudos de Kandasamy e Shaleh (2017) e Pandey et al. (2019) com
Vigna radiata (feijao mungu) e casca de ovo sao inéditos para a recuperagéo de
microalga. De acordo com os autores, eficiéncias superiores a 90% demonstram o
potencial desses produtos e a necessidade de buscar novos coagulantes mais
viaveis e de menor custo. Para V. radiata, a redugao do potencial zeta demonstra
que ha neutralizagdo de cargas e a formagado de flocos resistentes demonstra a
formacao de pontes. Comportamento semelhante foi observado para as cascas de
ovo, além de diferentes pH resultarem em mudangas no potencial zeta,
consequentemente, na eficiéncia da floculagao.

Outro comportamento importante a ser ressaltado € que o S. potatorum,
rico em carboidratos e alcaloides, esteve associado a baixa eficiéncia de
recuperacdo de microalgas, o que foi associado a concentracdo de compostos na
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agua residuaria que adsorvem mais rapidamente na superficie do extrato do que a

microalga Botryococcus sp. (HAUWA et al., 2017).

2.4 CONCLUSAO

E possivel encontrar na natureza diversos materiais com propriedades
coagulantes, dentre eles, sementes, folhas, residuos de animais, entre outros. A
busca por coagulante eficiente, sustentavel e de menor custo cresceu nas ultimas
décadas. No entanto, ainda sdo poucos os estudos que testam a aplicagdo dessas
substancias para recuperagao de microalgas, que € promissora principalmente na
producao de biocombustiveis.

As pesquisas se concentram no uso de Moringa oleifera e quitosana, a
qual é relatada como fator que eleva custos quando aplicada em ensaios de
coagulacdo e floculagdo. E necessario ampliar os estudos & cerca de coagulantes
verdes a fim de se conhecer o maior numero de materiais com propriedades
coagulantes e se otimizar as condigcbes de aplicagdo a diferentes espécies de
microalga e meio de cultivo. Além disso, a padronizag¢ao do cultivo de microalgas em
diferentes estudos é forma de se controlar a variacdo das condicbes como dose e

pH dos coagulantes verdes.



28

2.5 REFERENCIAS

AHMAD, A. L. et al. Optimization of microalgae coagulation process using chitosan.
Chemical Engineering Journal, v. 173, p. 879-882, 2011.

ALI, M.; MUSTAFA, A.; SALEEM, M. Comparative Study between Indigenous Natural
Coagulants and Alum for Microalgae Harvesting. Arabian Journal for Science and
Engineering, 2018.

BARRADO-MORENO, M. M. .; BELTRAN-HEREDIA, J. .; MARTIN-GALLARDO, J.
Microalgae removal with Moringa oleifera. Toxicon, v. 110, p. 68-73, 2016.

BEHERA, B.; BALASUBRAMANIAN, P. Natural plamt extract as an economical and
ecofriendly alternative for harvesting microalgae. Bioresource Technology, v. 283,
p. 45-52, 2019.

BOLTO, B.; GREGORY, J. Organic polyelectrolytes in water treatment. Water
Research, v. 41, p. 2301-2324, 2007.

CHEN, L. et al. Optimal conditions of different flocculation methods for harvesting
Scenedesmus sp. cultivated in an open-pond system. Bioresource Technology, v.
133, p. 9-15, 2013.

CHOY, S. Y. et al. Separation of Chlorella biomass from culture medium by
flocculation with rice starch. Algal Research, v. 30, n. February, p. 162-172, 2018.

DELRUE, F. et al. Using coagulation-flocculation to harvest Chlamydomonas
reinhardtii. Coagulant and flocculant efficiencies, and reuse of the liquid phase as
growth medium. Algal Research, v. 9, p. 283-290, 2015.

ENAMALA, M. K. et al. Production of biofuels from microalgae - A review on
cultivation , harvesting , lipid extraction , and numerous applications of microalgae.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 94, n. May 2017, p. 49-68, 2018.

FUAD, NURAFIFAH; OMAR, R.; KAMARUDIN, SURYANI; HARUN, RAZIF; IDRIS,
A.; AZLINA, W. A. K. G. W. Effective use of tannin based natural biopolymer , AFlok-
BP1 to harvest. Journal of Environmental Chemical Engineering, v. 6, n.
February, p. 4318-4328, 2018.

GERCHMAN, Y. et al. Effective harvesting of microalgae : Comparison of different
polymeric flocculants. Bioresource Technology, v. 228, p. 141-146, 2017.

GODOS, |. DE et al. Coagulation/flocculation-based removal of algal-bacterial
biomass from piggery wastewater treatment. Bioresource Technology, v. 102, n. 2,
p. 923-927, 2011.

GUPTA, S. K. et al. Design and development of polyamine polymer for harvesting
microalgae for biofuels production. Energy Conversion and Management, v. 85, p.
537-544, 2014.



29

GUPTA, K. S. et al. Wastewater to biofuels: Comprehensive evaluation of various
flocculants on biochemical composition and yield of microalgae. Ecological
Engineering, v. 117, n. February, p. 62-68, 2018.

GUTIERREZ, R. et al. Harvesting microalgae from wastewater treatment systems
with natural flocculants: Effect on biomass settling and biogas production. Algal
Research. v. 9, p. 204-211, 2015.

HAMID, S. H. A. et al. A study of coagulating protein of Moringa oleifera in
microalgae bio- flocculation. International Biodeterioration & Biodegradation, v.
113, p. 310-317, 2016.

HAUWA, A. et al. Harvesting of Botryococcus sp. biomass from greywater by natural
coagulants. Waste and Biomass Valorization, v. 0, n. 0, p. 0, 2017.

HOM-DIAZ, A. et al. Performance of a microalgal photobioreactor treating toilet
wastewater: Pharmaceutically active compound removal and biomass harvesting.
Science of the Total Environment, v. 592, p. 1-11, 2017.

KANDASAMY, G.; SHALEH, S. R. M. Harvesting of the microalga Nannochloropsis
sp. by bioflocculation with mung bean protein extract. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 182, n. 2, p. 586-597, 2017.

LAM, G. P. et al. Cationic polymers for successful flocculation of marine microalgae.
Bioresource Technology, v. 169, p. 804-807, 2014.

MUBARAK, M.; SHAIJA, A.; SUCHITHRA, T. V. Flocculation: An effective way to
harvest microalgae for biodiesel production. Journal of Environmental Chemical
Engineering, v. 7, n. 4, p. 103221, 2019.

NAYAK, M. et al. Performance evaluation of different cationic flocculants throught pH
modulation for efficient harvesting of Chlorella sp. HS2 and their impact on water
reusability. Renewable Energy, v. 136, p. 819-827, 2019.

OLADOJA, N. A. Headway on natural polymeric coagulants in water and wastewater
treatment operations. Journal of Water Process Engineering, v. 6, p. 174-192,
2015.

PANDEY, A. et al. Experimental studies on zeta potential of flocculants for harvesting
of algae. Journal of Environmental Management, v. 231, n. February 2018, p.
562-569, 2019.

PRADO, A. G. S. et al. Comparative adsorption studies of indigo carmine dye on
chitin and chitosan. Journal of Colloid and Interface Science, v. 277, n. 1, p. 43—
47, 2004.

RASHID, N.; REHMAN, S. U.; HAN, J.-l. Rapid harvesting of freshwater microalgae
using chitosan. Process Biochemistry, v. 48, p. 1107-1110, 2013.

RENAULT, F. et al. Chitosan for coagulation/flocculation processes - An eco-friendly



30

approach. European Polymer Journal, v. 45, n. 5, p. 1337-1348, 20009.

RUDEN, C. Acrylamide and cancer risk — expert risk assessments and the public
debate. Food and Chemical Toxicology, v. 42, p. 335-349, 2004.

SALEEM, M.; BACHMANN, R. T. A contemporary review on plant-based coagulants
for applications in water treatment. Journal of Industrial and Engineering
Chemistry, v. 72, p. 281-297, 2019.

TEIXEIRA, C. M. L. L.; KIRSTEN, F. V.; TEIXEIRA, P. C. N. Evaluation of Moringa
oleifera seed flour as a flocculating agent for potential biodiesel producer microalgae.
Journal of Applied Phycology, v. 24, p. 557-563, 2012.

UDOM, |I. et al. Bioresource Technology Harvesting microalgae grown on
wastewater. Bioresource Technology, v. 139, p. 101-106, 2013.

VANDAMME, D. et al. Flocculation of microalgae using cationic starch. Journal of
Applied Phycology, v. 22, n. 4, p. 525-530, 2010.

VANDAMME, D. Flocculation based harvesting processes for microalgae
biomass production. 2013. Tese (Doctor in Bioscience Engineering) - Faculty pf
Bioscience Engineering, Kortrijk, Belgium, 2013.

WAN, C. et al. Current progress and future prospect of microalgal biomass harvest
using various flocculation technologies. Bioresource Technology, v. 184, p. 251—
257, 2015.

XU, Y.; PURTON, S.; BAGANZ, F. Chitosan flocculation to aid the harvesting of the
microalgae Chlorella sorokiniana. Bioresource Technology, v. 129, p. 296-301,
2013.

YUNOQOS, F. H. M. et al. Harvesting of microalgae (Chlorella sp.) from aquaculture
bioflocs using an environmental-friendly chitosan-based bio-coagulant. International
Biodeterioration & Biodegradation, v. 124, p. 243-249, 2017.



31

3 ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO: Otimizacdao simultanea de pH e dose dos

coagulantes poliacrilamida e quitosana na recuperacao de Scenedesmus sp.

3.1 INTRODUGAO

A coagulagao-floculagdo € uma técnica considerada simples, de baixo
consumo de energia, confiavel e aplicavel a remogao de turbidez, cor, patégenos
compostos organicos, oleos, gorduras e microalgas (AHMAD et al., 2011; CHOY et
al., 2014; OLADOJA, 2015). Esse processo consiste na adigao de produtos que, por
meio de mecanismos especificos, atuam na desestabilizagdo de cargas superficiais
e subsequente formacgao de flocos, que podem ser separados por diferenga de
densidade (ABOMOHRA et al., 2018; GODOS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018)

Devido a simplicidade da coagulagao-floculagao, essa técnica € empregada
para recuperagdo ou colheita de biomassa de microalgas (HAMID et al., 2016;
LANANAN et al., 2016; YUNOS et al., 2017). O interesse comercial nas microalgas
se deve ao acumulo de lipideos, proteinas e carboidratos que podem ser designadas
a produgao de biocombustivel, racdo animal, alimentos, cosméticos e farmacos
(ENAMALA et al.,, 2018; SLADE; BAUEN, 2013). As células das microalgas sao
particulas coloidais da ordem de 3 a 50 uym, carregadas negativamente e, que
devido a repulsédo de suas cargas, permanecem estaveis no meio (LANANAN et al.,
2016; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2019; PUGAZHENDHI et al., 2019). Dessa
forma, a coagulagao-floculagdo pode ser realizada por meio da adicdo de produtos,
como polimeros catidbnicos que minimizam ou neutralizam as cargas superficiais
dessas células, induzindo a sua agregacao e consequente formagao de flocos, os
quais podem ser separados fisicamente (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2019).

Os coagulantes comumente utilizados nesses processos, devido a eficiéncia,
sdo os polimeros catiénicos sintéticos e naturais (ROSELET et al., 2015). Entretanto,
as dificuldades relacionadas a sua aplicacdo, no caso dos polimeros sintéticos, se
devem a contaminacdo ambiental e da biomassa devido aos subprodutos
intermediarios ndo biodegradaveis que sao gerados, além de perigo a saude
humana, como riscos neurotdxicos e carcinogénicos (RUDEN, 2004).

A quitina € um biopolimero natural abundante na natureza, superado
somente pela celulose, encontrada em carapaca de crustaceos, como camarao e
caranguejo (OLADOJA, 2015). Segundo esse autor, a quitosana, obtida da

desacetilagdo da quitina, possui propriedades particulares, como presenca de
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grupos primarios de amina, que s&o responsaveis pelas propriedades coagulantes
desse material. Apesar das caracteristicas ambientalmente favoraveis desse
produto, o custo de aquisicdo € o empecilho na aplicacdo da quitosana na
coagulagao-floculagdo (GRANADOS et al.,, 2012; GUPTA et al.,, 2014). Por
conseguinte, estudos de otimizagcdo desses coagulantes sdo realizados a fim de se
estudar as condicdes que promovam a maior recuperacao de biomassa de
microalgas com menor dose e custo agregado.

Uma vez que a variagao da coagulacao-floculagao depende da interagao das
caracteristicas de cada espécie de microalga, pH do meio e coagulante; ndo existem
informagdes suficientes dos efeitos dos coagulantes na recuperagéo de biomassa de
microalgas, visto que diferentes doses e pH sao relatados na literatura para
coagulagao-floculacdo de microalgas (GUPTA et al., 2018). Musa et al. (2019)
relatam dose 6tima de polimero sintético de poliacrilamida de 10 mg L' em pH 6,5
para recuperacao de Chlorella sp. Por sua vez, Nayak et al. (2018) sugerem dose
6tima de 10 mg L™ de quitosana e pH 8 para recuperagdo dessa mesma espécie. Ja
Gupta et al. (2018) descrevem eficiéncias acima de 90% para recuperagado de
Scenedesmus sp. utilizando-se 100 mg L™ de quitosana em pH 7 e 10 mg L™ de
polimero catidnico sintético em pH 10.

Assim, observa-se que a variagdo desses parametros reforca que as
condicbes de cultivo como, espécie, concentracao de células, forga idnica, pH do
meio, carga superficial, fase de crescimento, composi¢ao e concentracdo do meio de
cultivo influenciam na interagdo do coagulante com a microalga e
consequentemente, interfere na eficiéncia de recuperagao de biomassa (UDOM et
al.,, 2013). Além disso, a maioria dos estudos de coagulagao-floculagédo de
microalgas sdo com a espécie Chlorella sp., fazendo-se necessario otimizar
condi¢cbes para outras espécies como Scenedesmus sp..

Para otimizar as condigdes de coagulagao-floculagdo, delineamentos
estatisticos que descrevem o comportamento da resposta de interesse influenciada
por diferentes variaveis sao utilizados como ferramenta para auxiliar a determinagao
das melhores condigées em um processo (BEZERRA et al., 2008).

Dessa forma, baseado nas propriedades quimicas, potencial de aplicagao e
diferentes resultados reportados na literatura, foram escolhidos o polimero sintético
poliacrilamida e o polimero natural, quitosana, a fim de se avaliar a eficiéncia da

separagao da biomassa de Scenedesmus sp. cultivada em Vigosa (MG), por meio da
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coagulagao-floculagdo, em diferentes doses e pH do meio, analisando-se a
adequacao da resposta ao modelo gerado por meio do Delineamento Composto

Central Rotacional.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cultivo de microalgas

A espécie Scenedesmus sp. foi cultivada em sistema aberto do tipo
raceway, que consiste, simplificadamente, em lagoa de baixa profundidade, que
utiliza a luz solar para producdo de biomassa (GUPTA et al., 2015). O cultivo foi
realizado conforme Rocha et al. (2019), em meio de cultura L4-m, cujas proporgdes
de fertilizantes encontram-se dispostas na Tabela 3.1, até o inicio da fase

estacionaria, aproximadamente 10 dias.

Tabela 3.1 - Proporgdes de fertilizantes do meio de cultivo L4-m

Fertilizantes Concentragdo (mg L™)
Ureia (45,0% N) 180,00
Cloreto de Potassio (54,1% K30) 173,90
Super Fosfato Simples (15,3% P20s) 114,30
Sulfato de Magnésio Heptahidratado (9,0% Mg) 71,00
Sulfato de Ferro Monohidratado (30,0% Fe) 13,30
Micronutrientes (grau analitico) Concentragdo (mg L™)
H3BO3 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS04.7H,0 0,22
CUSO4.5H20 0,08
NaMoO4.2H20 0,02
CO(N03)2.6H20 0,05

3.2.2 Obtencao e preparo dos coagulantes

Nos ensaios de coagulagao-floculagdo foram utilizados o polimero
sintético a base de poliacrilamida e p6 de quitosana (Sigma-Aldrich), este obtido de
cascas de camarao. Ambas as solugdes padrao de coagulantes foram preparadas
em maiores concentragdes para evitar diluicdo da suspensao de microalgas (GUPTA
et al., 2014).

Para preparo da solugao de polimero sintético, o p6 foi previamente seco
em estufa a 105 °C por 24 h e 5 g do polimero foram dissolvidos a 60 °C em 300 mL
de agua destilada sob agitacdo constante. Apds a total dissolugéo, completou-se o

volume para 500 mL a fim de se obter solugédo estoque de 10.000 mg L. Conforme
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recomendado por BLEEKE; MILAS; WINCKELMANN (2015), a solucdo foi
armazenada a 4°C por, no maximo, 15 dias. Por fim, a partir dessa solucgéo,
diluigbes correspondentes as doses entre 3,0 e 18,0 mg L' foram utilizadas.

A solugédo padrdao de quitosana foi preparada no dia dos ensaios para
evitar degradagcdo da mesma. Dissolveu-se, entdo, 100 mg de quitosana em 10 mL
de solucédo de HCI (0,1 M) em constante agitagcado por 10 min, em seguida, a solugéo
foi diluida em 100 mL de agua deionizada para se obter solugdo estoque de
quitosana de 1.000 mg L' (YUNOS et al., 2017). A partir desta solugédo prepararam-
se diferentes diluigdes, correspondentes as concentracbes estudadas entre 5,0 e
20,0 mg L. A alteracdo do volume final dos ensaios apds a adicdo dos coagulantes

foi considerada inexpressiva, o que também foi descrito por Gerchman et al. (2017).

3.2.3 Determinacao da densidade 6ptica

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada até o periodo que corresponde
ao final da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria. A observacao dessa fase foi
determinada por meio da analise de crescimento por aproximadamente 10 dias
(CHEN et al., 2013; LETELIER-GORDO et al., 2014). A densidade 6ptica (DO), que
€ a absorbancia da suspensdo de microalgas, foi determinada em comprimento de
onda de 750 nm para obtencgéo da curva de crescimento das células e da eficiéncia
dos coagulantes. As leituras de DO foram realizadas em espectrofotébmetro (Thermo
Scientific — Multiskan Go) antes e depois dos ensaios de coagulacao-floculacéo
(BLEEKE; MILAS; WINCKELMANN, 2015; GRIF et al.,, 2011; LAM et al., 2014).
Dessa maneira, foi possivel identificar e comparar a eficiéncia de remocédo de
biomassa para cada coagulante em estudo. A eficiéncia foi determinada conforme a
Equacao 3.1 (ROSELET et al., 2015).

_ DOI-DOf

ER (%) = DO

x 100 (Equagao 3.1)

Em que:

ER = eficiéncia de recuperacao (%);
DOi = densidade optica (750 nm) inicial,
DOf = densidade 6ptica (750 nm) final.
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Ao final da curva de crescimento, foi determinada a concentragdo de
biomassa seca (Equagéo 3.2), na forma de sdélidos suspensos, por meio de método

gravimétrico (APHA, 2017, OLIVEIRA et al., 2018).

M
CBseca = VS (Equacéo 3.2)

Em que:
CBseca = cOncentragdo de biomassa seca (mg L™);
Ms = massa seca (mg);

V = volume de amostra (L).
3.2.4 Determinacao da eficiéncia de coagulagcao-floculagao

O jar test (teste do jarro), modelo AT700 (Alfa Tecnoquimica), foi usado a
fim de otimizar o processo de coagulacao-floculagdo. Um esquema do processo esta

disposto na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Etapas de coagulagao-floculagado em jar test
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Leitura de
absorbancia inicial Ajuste de pH
(750 nm)

v

< Jar Test >

v

Agitacao rapida
(160 rpm, 1 Min)

v

Agitacao lenta
(30 rpm, 10 mMin)

v

Sedimentacgéao
(20 min)

v

Leitura absorbancia Coleta do
final (v50 nm) ‘ sobrenadante

Fonte: Do autor (2020).
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Os béqueres foram preenchidos com 500 mL de suspensao de
microalgas, filtradas previamente para remocdo de células velhas e sujidades,
resultando em absorbancia inicial meédia de 0,055. Foram estudadas
concomitantemente doses de coagulantes entre 3,0 e 18,0 mg L' e 5,0e20,0 mg L
de polimero sintético e quitosana, respectivamente, e pH entre 4 e 9. As faixas de
valores foram escolhidas apds testes preliminares e também baseando-se no estudo
de Ahmad et al. (2011). O pH foi alterado em cada ensaio utilizando-se solugdes de
HCI (2M) e NaOH (2M).

Na fase de mistura rapida, a suspensao de microalgas foi agitada a 160
rom durante 1 minuto. Em seguida, na mistura lenta, agitada a 30 rpm por 10
minutos conforme método adaptado de Lananan et al. (2016) e Oliveira et al. (2018).
Esse procedimento foi seguido de sedimentagao por 20 minutos, tempo também
escolhido apds testes prévios. Ao final dos ensaios, as amostras foram coletadas a 2

cm da superficie e submetidas as leituras de absorbancia.

3.2.5 Analise do potencial zeta

Avaliou-se o potencial zeta dos coagulantes estudados e da suspensao
de microalgas a fim de entender o mecanismo de ag&o dos coagulantes. As analises
foram feitas no Laboratério de Embalagens do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, no aparelho Zetasizer Nano-ZS

(Malvern).

3.2.6 Planejamento experimental

O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para
otimizar a dosagem de coagulante e o pH na remogao de biomassa de microalgas,
por meio de coagulagéo-floculagéo, sob o efeito de diferentes doses de coagulantes
e faixa de pH variada. A escolha das variaveis foi feita apds realizacdo de testes
preliminares, objetivando o menor numero possivel de ensaios, para que todas as
corridas fossem efetuadas em mesmo dia, reduzindo-se a interferéncia do tempo.

O DCCR consistiu em um esquema fatorial 22 com mais quatro pontos
axiais e seis pontos centrais, totalizando 14 corridas, realizadas de maneira
aleatodria. Os niveis altos e baixos foram escolhidos a partir dos resultados obtidos

em ensaios preliminares.
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Os niveis de dosagem de coagulante e de pH estudados s&o mostrados
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Niveis codificados e reais das variaveis independentes no DCCR

Coagulante Variaveis Niveis das variaveis independentes
independentes -a -1 0 +1 +q
Polimero Dose (mg L™) 3,00 5,19 10,50 15,80 18,00
sintético pH 4,00 4,73 6,50 8,27 9,00
Quitosana Dose (mg L™) 5,00 7,19 12,50 17,80 20,00
pH 4,00 4,73 6,50 8,27 9,00

O efeito das variaveis dose de coagulante e pH foi avaliado por meio da
analise de variancia (ANOVA). Avaliou-se também a validade ou ndo de predigéo
dos modelos gerados. Graficos de contorno que mostram o comportamento da
variavel resposta em fungcédo da variagao dos niveis das doses de coagulante e do
pH foram gerados (HAUWA et al., 2017).

Para a analise dos dados foi utilizado o programa Minitab versao 2018. Os

graficos foram gerados utilizando-se o programa Statistica versao 2010.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliagao do crescimento das microalgas

No cultivo de microalgas, o momento entre o final da fase exponencial € 0
inicio da fase estacionaria corresponde a redugao da atividade metabdlica associada
a divisdo celular e ao maior acumulo de metabdlitos de reserva nas células, com
consequente acumulo de compostos, como lipideos neutros. Esse foi, portanto, o
ponto de interesse para colheita das microalgas, pois, corresponde a fase de
crescimento onde se agrega valor a esse produto (BARROS et al., 2015; REN et al.,
2013). Por essa razao, optou-se, nesse estudo, por coletar as microalgas no inicio

da fase estacionaria, correspondendo ao nono dia, conforme ilustrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Curva de crescimento das microalgas
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Além disso, a concentragao de biomassa de microalgas, que corresponde
as células suspensas no meio, € determinante no processo de coagulagao-
floculagao, visto que a interagdo dos coagulantes também depende da concentragéo
de biomassa (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019; CHEN et al., 2013). Kim et al.
(2011) relatam em seus estudos com coagulante metalico que altas concentragcbes
de biomassa, na ordem de 2.000 mg L™, podem tornar a coagulacio-floculagéo
ineficiente, uma vez que os coagulantes perdem sua acgdo. Nesse estudo, a
concentragcédo de biomassa foi de aproximadamente 100 mg L™, calculado conforme
a Equacao 3.2. Dessa forma, o emprego dos polimeros sintético e de quitosana

foram otimizadas para essa concentragao de biomassa.

3.3.2 Eficiéncia dos coagulantes

Estudos com polimeros sintéticos de poliacrilamida e polimeros naturais a
base de quitosana demonstram o potencial desses coagulantes na colheita de
biomassa de diferentes espécies de microalgas (MUSA et al., 2020; NAYAK et al.,
2019; ROSELET et al., 2015; YUNOS et al.,, 2017). No presente estudo houve
remogodes acima de 90% e de 75% (Tabela 3.3) usando poliacrilamida e quitosana,
respectivamente. A variavel indicativa foi a densidade Optica do sobrenadante,

analisada em espectrofotdmetro no comprimento de onda 750 nm (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 — Eficiéncias encontradas na coagulacéao floculagdo de Scenedesmus sp.
utilizando-se polimero sintético poliacrilamida e polimero natural

quitosana
Polimero sintético Quitosana
Ensaio Dose H Eficiéncia Dose H Eficiéncia
(mg L™ P remogdo (%)  (mgL™) P remocao (%)
1 5,19 4,73 100,0 7,19 4,73 57,8
2 15,80 4,73 99,3 17,80 4,73 39,2
3 5,19 8,26 96,1 7,19 8,26 51,7
4 15,80 8,26 99,2 17,80 8,26 75,3
5 3,00 6,50 39,5 5,00 6,50 73,1
6 18,00 6,50 98,8 20,00 6,50 48,5
7 10,50 4,00 99,3 12,50 4,00 271
8 10,50 9,00 99,4 12,50 9,00 29,5
9 10,50 6,50 99,5 12,50 6,50 46,7
10 10,50 6,50 99,3 12,50 6,50 33,2
11 10,50 6,50 99,8 12,50 6,50 22,4
12 10,50 6,50 100,0 12,50 6,50 247
13 10,50 6,50 99,6 12,50 6,50 54,4
14 10,50 6,50 100,0 12,50 6,50 41,9

A poliacrilamida mostrou-se efetiva com dosagens acima de 5,19 mg L™
Observou-se também que para esse polimero, o pH nao influenciou no desempenho
do coagulante, uma vez que houve boas remocdes de biomassa em toda a faixa de
pH estudada. O pH natural da suspensao pode variar de 6 a 9 dependendo das
condigbes de cultivo, como fase de desenvolvimento, alcalinidade e didéxido de
carbono dissolvido no meio (MUSA et al., 2020; NGUYEN et al., 2019). Dessa forma,
nao é necessario ajuste de pH quando a poliacrilamida é empregada para colheita
de biomassa de Scenedesmus sp., 0 que também é relatado em por Musa et al.
(2020) e Nguyen et al. (2019), visto que o pH natural desse cultivo foi de
aproximadamente 6,5; estando dentro da faixa de atuagao do coagulante.

Diferentes produtos comerciais de poliacrilamida foram testados por
Bleeke; Milas; Winckelmann, (2015) para separagdo de microalgas Chlorella sp,
Scenedesmus aculminatus e Chlamydomonas reinhardtii. Concentracdes de 1,5 a
4,0 mg L', a depender da espécie de microalga, culminaram em eficiéncia de
remogao de células maior que 90%. O alto peso molecular, devido as cadeias
longas, e elevada carga catibnica desse tipo de polimero resultam em eficiéncias
desejadas para diferentes condigdes de cultivo e diferentes espécies de microalgas
(BLEEKE; MILAS; WINCKELMANN, 2015; MUSA et al.,, 2020; NGUYEN et al,,
2019). Apesar das caracteristicas da poliacrilamida, Chen et al. (2013) obtiveram
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eficiéncias de colheita de Scenedesmus sp. de aproximadamente 20% utilizando
dose de 0,05 g L™ na faixa de pH do meio entre 7,0 e 11,0. Esses autores relatam
que as propriedades da solugcdo de polimero e sua interagdo com as microalgas
podem afetar o desempenho desse coagulante.

Em relacdo a quitosana, observou-se nesse estudo que dose minima de 5
mg L™ foi suficiente para atingir eficiéncia maior que 70% de remog&o de densidade
optica em pH 6,5 (Tabela 3.4). Observou-se nesse experimento que a maior dose
estudada (20 mg L) resultou em eficiéncia de 48%, esse comportamento pode
ocorrer devido a restabilizagdo de cargas do sistema.

Além disso, a quitosana € mais eficiente na faixa de pH entre 6,0 e 8,0,
pois, perde sua carga e habilidade de coagulagdo em meio mais alcalino
(GERCHMAN et al., 2017). Gupta et al. (2014) encontraram eficiéncia maior que
70% de recuperacdo de Scenedesmus sp. em pH 7,0 e dose de 40 mg L™, A melhor
dose reportada pelos autores foi superior a encontrada no presente estudo, mas
ressalta-se que diferentes caracteristicas do meio de cultivo e concentracdo de
biomassa podem resultar em diferentes doses 6timas mesmo em pH semelhante.

Devido ao carater acido da solugao padrao de quitosana (pH igual a 2,6) e
quantidade de solugao adicionadas nas cubas, houve reducdo de pH ao final de
alguns ensaios, como pode ser visto na Figura 3.3. Esse mesmo comportamento foi
relatado por Chen et al. (2013) que, usando a dose de 80 mg L™ de quitosana,
reportaram redugao de pH de 10,0 para 7,0 e eficiéncia de colheita de 95%. Yunos
et al. (2017) também relatam variacdes de pH empregando doses de 5 a 50 mg L™.
Diferente do presente estudo, esses autores descrevem que, apesar da acidez da
solucado de quitosana, houve inexpressiva reducdo do pH do meio, ainda dentro da
faixa estudada, de 7,0 a 8,0.
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Figura 3.3 — Variacao de pH ao inicio e final dos ensaios com quitosana
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Embora a quitosana seja citada na literatura como eficiente coagulante
natural para a recuperagao de microalgas, € necessario observar que a eficiéncia e
as doses usadas na mistura quitosana-microalga depende da espécie empregada,
contaminagdes no cultivo e também das caracteristicas da solugcdo de quitosana,
como grau de desacetilacdo, massa molar e pureza (GRANADOS et al., 2012;
OLADOJA, 2015; YUNOS et al., 2017). Isso é observado na variacao de resultados
de dose dtima, entre 10 e 120 mg L™, além de meios com pH entre 6,0 e 8,0
discutidos na literatura (GUPTA et al., 2014; LAM et al., 2014; NAYAK et al., 2019;
RASHID; REHMAN; HAN, 2013; XU; PURTON; BAGANZ, 2013; YUNOS et al.,,
2017). Além disso, resultados de eficiéncia menor que 20% usando quitosana para
recuperar consoércio de microalgas de diferentes espécies também podem ser
encontrados (GRANADOS et al., 2012).

Uma vez que as condicdbes de coagulagao-floculagdo, utilizando a
quitosana, ndo podem ser generalizadas, a busca por condigdes de cultivo mais
homogéneas, o entendimento acerca da interagdo das microalgas com os
coagulantes deve ser aprofundado. Para o uso da quitosana com a finalidade de
recuperacao de biomassa de microalgas ainda se faz necessaria a otimizagao para
indicar melhor dose e pH que promovem a maior eficiéncia de colheita de biomassa
do cultivo empregado (XU; PURTON; BAGANZ, 2013).

3.3.3 Analise do potencial zeta e mecanismos de coagulagao
O potencial zeta mede o potencial elétrico das particulas em um liquido e

€ um indicador importante da estabilidade de dispersao coloidal (Hamid et al. 2014;
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Zhang et al. 2018). Os mecanismos de coagulacdo dependem das caracteristicas
superficiais das células de microalgas e dos coagulantes usados (ENAMALA et al.,
2018). Sabe-se que as microalgas possuem carga superficial negativa,
principalmente relacionado a presenca dos grupos funcionais carboxilas (-COOH),
hidroxilas (-OH) e fosfatos (PO4>) (GUPTA et al., 2018; NAYAK et al., 2019;
PUGAZHENDHI et al., 2019). Sabendo disso, com a analise do potencial zeta &
possivel identificar os possiveis mecanismos de coagulagdo, pois, quanto maior a
carga elétrica positiva do coagulante, maior a tendéncia da coagulagao ocorrer por
neutralizagdo de cargas e mecanismo patch, ja cargas negativas indicam que o
mecanismo de formacao de pontes pode ocorrer.

A espécie utilizada nesse estudo, possui carga aproximada de -4,44 a -
11,83 mV, dependendo do pH (Tabela 3.4). Além disso, a carga mais negativa foi

observada em pH mais préximo da neutralidade.

Tabela 3.4 — Potencial zeta dos coagulantes e microalga

Potencial zeta (mV)

Padrao poliacrilamida (pH 3,5) 57,06
Padrao quitosana (pH 2,6) 45,23
pH 4,0 pH 6,5 pH 9,0
Microalga (Scenedesmus sp.) -4,44 -11,83 -11,23

A poliacrilamida e quitosana possuem carga catiénica, em pH 3,5 e 2,60
respectivamente (Tabela 3.4). Uma vez que as microalgas apresentam maior carga
negativa em pH préximo a neutralidade, a eficiéncia dos polimeros catibnicos
quando considerado o mecanismo de desestabilizacdo de cargas é melhor nesse
ponto pelo fato de se ter uma melhora na interacéo eletrostatica entre as células das
microalgas e o coagulante (CHEN et al., 2013). Além disso, a presenga de grupos
amina na quitosana em meio acido aumenta a protonizacdo dessas cadeias,
tornando a quitosana mais catiénica e, portanto, mais atraida por anions (AHMAD et
al., 2011).

Os estudos de Dong; Chen; Liu, (2014) utilizando quitosana e
poliacrilamida em meio com pH 5,0, 9,0 e 12,0 demonstraram que esses
coagulantes tiveram melhor eficiéncia em meio com pH 5,0. Observou-se que no
perfil do potencial zeta da solugcao de quitosana, os compostos sdo mais protonados

em pH mais acido. A partir do pH 8, a carga do potencial zeta da quitosana chega a



43

0 mV, assim, o polimero tem sua capacidade de coagulagéo-floculagdo reduzida,
visto que as cargas positivas e negativas de sua superficie se anulam.

A diferenca de cargas observada para os coagulantes catibnicos em
estudo e a microalga (Tabela 3.4) indica que pode ocorrer neutralizagdo de cargas
das microalgas, pois ions de carga positiva sdo adsorvidos a superficie das células e
levam a reducdo da repulsédo eletrostatica entre particulas (AHMAD et al., 2011,
LOGANATHAN; SATHTHASIVAM; SARP, 2018). Porém, os mecanismos de
coagulagao-floculagcdo de microalgas usando polimeros catibnicos ainda ndo sao
bem esclarecidos e sabe-se que podem ocorrer separadamente ou em conjunto
(MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2019; PUGAZHENDHI et al., 2019).

Devido a caracteristica catibnica desses polimeros, quitosana e
poliacrilamida, supde-se que a coagulacdo do sistema microalga-polimero envolve
neutralizacdo, mecanismo patch ou mosaico e formacédo de pontes (CHEN et al.,,
2013; DONG; CHEN; LIU, 2014; LAM et al., 2014; MUSA et al., 2020; NGUYEN et
al., 2019).

A diferengca de cargas entre coagulantes e microalgas (Tabela 3.4) e as
caracteristicas dos coagulantes usados nesse trabalho, como elevada massa molar,
indica que os processos mencionados acima provavelmente sao 0s responsaveis
pela coagulacéo-floculagdo. Visto que, a neutralizagdo ocorre quando o polimero
possui carga oposta ao coloide, assim, o coagulante catibnico neutraliza as cargas
superficiais das microalgas; a formacdo de pontes se da quando polimeros de
cadeia longa e mesma carga da suspensao adsorvem na superficie de varias
particulas formando lagos que se estendem na superficie das particulas e as ligam
por meio de pontes formando agregados evidenciados pela formacado de flocos
grandes (BOLTO; GREGORY, 2007; BRATBY, 2016; RENAULT et al., 2009).

Ja o mecanismo patch ou mosaico ocorre quando o coagulante tem alta
densidade de cargas e interage com a superficie negativa das microalgas formando
areas carregadas com cargas positivas e negativas, assim, as partes das células
adjacentes com cargas opostas sado atraidas umas pelas outras, formando espécie
de remendo ou mosaico (BRATBY, 2016; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2019;
VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013).

Ahmad et al. (2011) explicam que a desestabilizagdo de cargas da
suspensao de microalgas quando se adiciona carga catidbnica, como quitosana,

ocorre devido as regides positivas serem adsorvidas pelas regides negativas das
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células, assim, durante a agitagdo ocorre colisdo entre essas particulas que séo
agregadas. Esses autores também destacam que ao adicionar concentragéo de
cargas positivas maiores do que o0 necessario para desestabilizar as cargas
negativas, pode ocorrer restabilizagdo de cargas e a eficiéncia da coagulagao-
floculagéo reduz a formacéo de flocos.

Como o mecanismo de formacdo de pontes ocorre entre particulas e
polimeros de mesma carga, elevada quantidade de carga catibnica pode
primeiramente neutralizar as cargas da suspensdo de microalgas e o saldo de
cargas positivas nos nucleos funciona como agente quelante (BLEEKE; MILAS;
WINCKELMANN, 2015; GUPTA et al., 2014; NAYAK et al., 2019). De acordo com
esses autores, o mecanismo de formacado de pontes requer menor dose que o
mecanismo de neutralizagdo, isso explica a variagdo de doses empregadas na
literatura, uma vez que a interagdo microalga-polimero varia em cada condi¢do. Uma
vez que 0S mecanismos agem em conjunto e os polimeros e microalgas possuem
caracteristicas superficiais diversas, como diferentes grupos ativos, nao é possivel
afirmar com certeza qual o mecanismo atuou majoritariamente no processo de
coagulagao-floculagdo, fazendo-se apenas uma especulacdo dos provaveis

mecanismos responsaveis pela eficiéncia no processo.

3.3.4 Obtencao do modelo de predicao e das superficies de resposta

Como registrado anteriormente, observou-se na Tabela 3.3 que a maior
remocgao de células medida por densidade Optica para o polimero sintético ocorreu
independentemente do pH estudado e que doses superiores a 5,19 mg L
promovem maiores remogdes de biomassa de microalgas. Em relagdo a quitosana,
houve remocbes na faixa de pH estudada (Tabela 3.3), e as remogdes mais
expressivas ocorreram na faixa de pH entre 6,0 e 8,0. Além disso, dose similar a
empregada para o polimero sintético, promoveu eficiéncia maior que 70%.

As medidas de densidade optica sao apropriadas para cultivos em baixas
concentragbes, como é o caso desse estudo. Contudo, leituras efetuadas em 750
nm resultaram em baixa absorbancia inicial (valores médios entre 0,05 e 0,06). As
discrepancias de resultados estio relacionadas a limitacdo de exatidao do processo
de determinagao de cultivos menos concentrados, conforme também reportado por
Delrue et al., (2015).
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Na Figura 3.4, observa-se o grafico de Pareto para as regressodes
estudadas de DOgremov (Densidade optica removida) por polimero sintético e
quitosana. As barras que ultrapassam as linhas verticais sao significativas a 5 e 10%
de probabilidade. Observa-se que a significAncia das variaveis foi diferente para
cada modelo, assim, eliminaram-se as variaveis menos significativas, observando-se
também a hierarquia das variaveis a fim de gerar modelos mais simples, mantendo-

se boa capacidade preditiva.

Figura 3.4 — Efeito de Pareto para densidade optica removida utilizando-se (a)
polimero sintético poliacrilamida e (b) quitosana, a nivel de 5 e 10% de
probabilidade
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Pode-se comparar, nesses graficos, a importancia de cada fator estudado
e suas interagbes na recuperagao de microalgas. A remog¢ao de densidade éptica
utilizando-se o polimero sintético tem efeito significativo para dose. Observa-se na
Figura 3.4(a) que o efeito do pH n&o é significativo na remogao de densidade 6ptica
a niveis de 5 e 10% de significancia estatistica na faixa estudada. Embora o pH seja
uma variavel importante no processo de coagulagao-floculagéo, a nao significancia
estatistica desse fator é explicada em razdo do coagulante atuar de maneira
eficiente em toda a faixa de pH estudada, ndo apresentando diferenca nos
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resultados de remocgao de densidade oOptica (considerando-se as condigdes iniciais
de baixa densidade otica). Nesse caso, pode-se afirmar que o processo de
coagulagao-floculagdo sem ajustes de pH para esse coagulante, promove reducgéo
de custos com reagentes, desde que o processo seja efetuado em valores de pH e
aporte de microalgas dentro da faixa estudada neste trabalho (MUSA et al., 2020).

Sabe-se que o pH exerce fungdo fundamental na coagulagao-floculagao
com quitosana, pois, a mesma tem protonagao dependente do pH (GUPTA et al.,,
2014). Mesmo que o pH nao tenha apresentado significancia nos testes (Figura
3.4b) optou-se pela sua manutengdo nos modelos, devido a sua importancia
experimental.

As metodologias de superficie de resposta, como o DCCR, possuem
vantagem de permitir inferéncias sobre experimentos com multiplas variaveis e
ajuste de modelos com numero de corridas reduzido, e foram inicialmente aplicadas
a métodos relacionados a cromatografia. No entanto, pesquisas com outras
respostas podem ser desenvolvidas aplicando-se seus principios (BEZERRA et al.,
2008). Os testes com este tipo de metodologia devem ser feitos em condi¢gdes muito
controladas. No presente experimento, mesmo com o rigoroso controle laboratorial,
os valores dos coeficientes que mostram o desempenho do modelo foram
considerados pequenos.

Os modelos ajustados de segunda ordem que foram gerados para as
respostas usando polimero sintético (R? igual a 65,25%) e quitosana (R? igual a
68,20%) sao apresentados nas equacgbes 3.3 e 3.4, respectivamente. Modelos
podem ser considerados indicadores de tendéncia quando R2?<0,60 e para fins
preditivos acima desse valor (BARROS NETO et al., 2007). Observou-se que as
eficiéncias de poliacrilamida foram satisfatérias, a baixa densidade optica inicial,
provavelmente reduziu o poder de predicdo do modelo, e, como sugestdo, faixas

entre 3 e 5 mg L™ de poliacrilamida devem ser estudadas.

DORemovipsinetico = 0,0409 + 0,00578 * Dose (mg L") — 0,00568 * pH — 0,000226 *
Dose (mg L™") * Dose (mg L™") + 0,000446 pH * pH
(Equacéo 3.3)

DORremoV/quitosana = 0,1442 — 0,01554 * Dose (mg L") — 0,00816 * pH + 0,000406 *
Dose (mg L™") * Dose (mg L™") + 0,000755 * Dose (mg L") * pH
(Equacéao 3.4)
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A dose o6tima gerada pelo modelo para remogao de microalgas, calculada
por meio do programa Minitab foi de 13,3 mg L e 5,0 mg L™ quando empregados o
polimero sintético e a quitosana, respectivamente. Esses valores indicam a condi¢ao
ideal para maxima recuperacdo de biomassa de microalgas. E importante observar
que o efeito do pH néao foi significativo em ambos os modelos e, embora seja uma
variavel relevante, nesse tipo de ensaio pode-se empregar o coagulante no pH
natural da microalga, préximo a 6,5, visando eficiéncia e redugdo de custos com
alteracao de pH (MUSA et al., 2020).

Os graficos de contorno obtidos (Figura 3.5) apontam as regides e
condigdes de melhor eficiéncia. Na Figura 3.5a, percebe-se que o pH n&o influenciou
de fato na eficiéncia de recuperacao de microalgas e que as melhores doses estao
entre 10 a 14 (mg L™"). Em adicdo, na Figura 3.5b observa-se que ha regides dtimas
em pontos de pH e dose extremos, dessa forma, do ponto de vista econédmico, pode-

se escolher o pH e a dose que proporcionem custos menos onerosos.

Figura 3.5 — Grafico de contorno demonstrando o efeito do pH e da dose de (a)
polimero sintético e (b) quitosana para remogao de microalgas
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Nesse trabalho, houve confirmagdo da eficiéncia dos coagulantes
estudados e indicacdes satisfatdrias de otimizagcado dos parametros estudados para a
microalga Scenedesmus sp. A dose de quitosana indicada para as condi¢cdes deste
trabalho foi menor do que o relatado na literatura, tal fato pode ser atribuido a
concentracdo da biomassa e tipo de quitosana utilizada.

Em relagédo a quitosana, de maneira preliminar, estimou-se, considerando-
se as condigbes aqui estudadas, custo de R$ 35 por quilograma de microalga
extraida, utilizando-se quitosana processada e com grau de pureza maior. Apesar de
onerosa, a quitosana pode apresentar viabilidade quando se constata que a
producdo de camarao, cujos residuos séo fonte de quitosana, é intensa na regido do
nordeste brasileiro e essa mesma regido € o polo nacional de producédo de
microalgas. Assim, os custos poderiam ser reduzidos com a aquisicdo e uso do
produto local (PRADO et al., 2004). A quitosana tem a vantagem de n&o apresentar
riscos de contaminagcdo do sobrenadante e efeitos toxicos para o ambiente (WU et
al., 2012). Embora o uso da quitosana implique em doses superiores a
poliacrilamida, essa € relacionada a riscos ambientais, contaminag¢ao da biomassa e

potencial carcinogénico (RUDEN, 2004).

3.4 CONCLUSOES

O uso de coagulantes para recuperagéo de biomassa de Scenedesmus
sp. € importante para obter processo rapido de recuperagao de biomassa microalgal.

O uso de polimero sintético poliacrilamida possui a vantagem de ser
eficiente para diferentes condi¢gbes de cultivo e espécies de microalgas, entretanto,
efeitos deletérios a saude e ambiente demandam a reducdo de seu uso e
substituicdo por outros coagulantes menos prejudiciais.

A quitosana é eficiente para recuperagcao de Scenedesmus sp.. Porém,
observa-se que tem maior seletividade de condicdes, especialmente com a faixa de
pH, devido a protonagao dos grupos ativos responsaveis pela coagulacado. O uso da
quitosana em escala real deve avaliar a viabilidade econdmica, especialmente em
regides como o nordeste brasileiro, polo de producdo de microalgas e crustaceos,
que é fonte de obtencdo de quitosana. Além disso, € importante explorar outros
coagulantes naturais com eficiéncias de recuperagdo de biomassa em diferentes
cultivos de microalgas, sejam sustentaveis e economicamente viaveis, a fim de

reduzir o uso de coagulantes sintéticos e consequentemente, seus efeitos deletérios.
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O uso DCCR na otimizagdo da coagulacdo-floculagcdo de microalgas é
desafiador devido a natureza biologica desses organismos, além disso, a variavel
resposta, densidade Optica, possui valores muito baixos que podem influenciar na

eficiéncia desse tipo de estatistica multivariada.
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4 ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO: Otimizagdo da recuperagdo da microalga
Scenedesmus sp. com uso de coagulantes obtidos a partir das plantas M.
oleifera e G. ulmifolia

4.1 INTRODUGAO

Microalgas sé&o estudadas devido a capacidade de acumular compostos
como lipideos e proteinas, que podem ser destinados a produgido de
biocombustiveis e fonte de alimentagdo (CHEW et al., 2018; HOUSER et al., 2014).
Apesar do potencial, a produ¢cdo de biocombustiveis a partir de microalgas ainda
nao é competitiva no mercado devido aos elevados custos de produgdo em larga
escala (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012). A recuperacdao ou colheita da
biomassa, que consiste em concentrar as células e separa-las do meio liquido, é
etapa custosa, uma vez que as microalgas possuem tamanho entre 3 e 50 ym e séo
dotadas de cargas superficiais negativas que promovem estabilidade das células no
meio de crescimento (WU et al., 2012).

Técnicas envolvendo centrifugacao, filtragao, sedimentacao, floculagcéo e
coagulagédo quimica sédo estudadas com a finalidade de recuperagdo de microalgas,
sendo comum combinar dois ou trés procedimentos a fim de obter maior eficiéncia e
reduzir tempo e custos (BARROS et al., 2015; HAMID et al., 2016).

A combinacdo da coagulacao-floculacdo € utilizada para promover a
agregacao das células e facilitar a recuperagcdo da biomassa com custos razoaveis
(AHMAD et al., 2011; HAMID et al., 2016). Enquanto a coagulagdo envolve
processos quimicos e fisicos que desestabilizam as cargas das microalgas, a
floculagdo promove a agregacado das particulas desestabilizadas formando flocos
mais densos e capazes de se sedimentar (GUTIERREZ et al., 2015). Ressalta-se
que as microalgas podem se sedimentar naturalmente, porém, esse processo é lento
e requer grande demanda de area. Assim, para acelerar os procedimentos, a
escolha de um coagulante apropriado € essencial para a eficiéncia da coagulacao-
floculagao (GRIMA et al., 2003; HOUSER et al., 2014).

Dentre algumas limitagbes do emprego da coagulagdo seguida da
floculagdo podem-se destacar alto valor dos reagentes quimicos, elevada
dependéncia do pH, dificuldade na separagdo do coagulante da biomassa, eficiéncia
de recuperacdo dependente do coagulante usado e limitagdo na reciclagem do meio
de cultivo devido a possibilidade de contaminagao (SINGH; PATIDAR, 2018). Esses

problemas estdo associados normalmente ao uso de coagulantes quimicos, como
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sais inorganicos (FeCl, Al;SO4) e polimeros catidnicos sintéticos, como a
poliacrilamida (HAMID et al., 2014; RENAULT et al., 2009; YUNOS et al., 2017).
Além disso, esses compostos podem promover consequéncias ambientais como
contaminagdo de corpos hidricos por metais pesados, producao de elevados
volumes de lodo toxico e dispersdo de residuos de acrilamida que sao perigosos a
saude humana (RENAULT et al., 2009; RUDEN, 2004).

Por essa razao, os estudos e aplicagdes de polimeros naturais devem ser
amplamente explorados, pois, esses compostos sdo biodegradaveis e nao
apresentam riscos a saude (SINGH; PATIDAR, 2018). Assim, os polimeros naturais
sdo considerados opcdes viaveis para reduzir o uso de coagulantes quimicos,
permitindo a aplicagdo de método simples e limpo para recuperagdo das microalgas
(CHOQY et al., 2018).

Os coagulantes naturais mais recorrentes para a recuperagdo de
biomassa de microalgas sao a quitosana, taninos de Acacia sp. € amidos (FUAD et
al., 2018; HAMID et al., 2014). Porém, o processamento para obtencgao e purificacéo
desses compostos eleva os custos da técnica e inviabilizam o uso comercial (CHOY
et al.,, 2018; GRANADOS et al., 2012; HAMID et al., 2016). Outros produtos com
propriedades coagulantes e que exigem menor manipulacdo sdo descritos na
literatura, como sementes da espécie vegetal Moringa oleifera.

A M. oleifera € uma arvore facilmente encontrada na América do Sul
(HAMID et al., 2014), suas sementes possuem alto teor de proteinas que sao
responsaveis pelo potencial coagulante (VUNAIN et al.,, 2019). Em extrato salino,
esses compostos ativos sdo polieletrolitos e estudos citam eficiéncias superiores a
75% na recuperagao de microalgas (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019). Apesar
de ser um coagulante ja descrito na literatura, a interagdo do cultivo de microalgas
com o coagulante pode ser variavel, sendo viavel o uso de ferramentas estatisticas
multivariadas para auxiliar na otimizagdo desse coagulante (PANDEY et al., 2019).
Essas ferramentas sao eficientes para analisar respostas influenciadas por muitas
variaveis, com a vantagem de se obter menor numero de ensaios (MUSA et al.,
2018).

Outra espécie amplamente encontrada em paises de clima tropical é a
Guazuma ulmifolia, popularmente conhecida como mutambeira, cabeg¢a de negro,
periquiteira, embireira, pau-de-motamba, dentre outros (EMBRAPA, 2007). Relatos

do uso de cascas de G. ulmifolia para clarificar rapadura durante seu processo de
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producdo, motivaram estudos a fim de verificar o potencial desse vegetal para
remogao de turbidez de aguas superficiais por coagulagao-floculagdo (DELGADO et
al., 2016; FERIA-DIAZ; RODINO-ARGUELLO; GUTIERREZ-RIBON, 2016). Muniz
(2018) relatou que o uso de extrato das cascas de G. ulmifolia promoveu remogao
de turbidez de efluente lacteo sintético superior a 90%. Uma vez que o uso da
espécie apresenta-se como alternativa promissora para tratamento de agua e
efluentes, faz-se necessario explorar o potencial de coagulagao de seu extrato para
recuperar biomassa de microalgas tendo como premissas a simplicidade técnica,
baixo custo de aquisi¢cao e obtencao do extrato, além do carater sustentavel.

Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho, avaliar o potencial de
recuperacdo da microalga Scenedesmus sp., por meio de coagulagdo-floculagao
utilizando-se coagulantes naturais Moringa oleifera e Guazuma ulmifolia, pela

otimizagao das variaveis pH, dose de coagulante e tempo de sedimentagéo.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Cultivo de microalgas, preparo dos coagulantes e quantificacao
de células

A espécie Scenedesmus sp. foi cultivada em sistema de cultivo aberto do
tipo raceway, que consiste, simplificadamente, em lagoa de baixa profundidade, a
qual utiliza a luz solar para producao de biomassa (GUPTA et al., 2015). O cultivo foi
realizado por Rocha et al. (2019) em meio de cultura L4-m, ja descrito no Capitulo 3.

Nesse experimento, para realizar os ensaios de coagulagao-floculagéo,
foram usadas as sementes de Moringa oleifera e cascas de Guazuma ulmifolia,
coletadas na regiao Norte do estado de Minas Gerais. Ambas as solugdes estoque
de coagulantes foram preparadas em maiores concentragdes para evitar diluicdo da
suspensao de microalgas (GUPTA et al., 2014). Além disso, as solugcbes foram
preparadas no mesmo dia dos ensaios para evitar perdas das propriedades
coagulantes e alteragdo do volume final das cubas (BELTRAN-HEREDIA; MARTIN,
2008; GERCHMAN et al., 2017). Assim, apds a adi¢cdo dos coagulantes, a alteragao
do volume final foi inexpressiva, menor que 3%.

As sementes de M. oleifera foram descascadas e secas em estufa de
circulacao de ar forgado a 50°C por 24 horas, o que esteve de acordo com Hamid et

al. (2016) que reportam que a manutencdo de temperaturas abaixo de 60°C é
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importante para evitar danos as proteinas da semente Apds a secagem, as
sementes foram trituradas em liquidificador doméstico, seguido de peneiramento a
fim de padronizar as particulas com dimensdes superiores a 65 mesh. Em seguida, 5
g do p6 foram dissolvidos em 100 mL de solugédo de NaCl (Synth, P.A.) 1M em
agitacdo constante por 30 min. Por fim, a solugédo foi filtrada por duas vezes, a
primeira em filtro de celulose e a segunda em filtro de microfibra de vibro (47 ym),
conforme metodologia proposta por Beltran-Heredia; Martin (2008). Assim, a partir
da solugdo padrdo de 50 g L™, diferentes diluigdes foram preparadas e usadas
nesse experimento.

As cascas de G. ulmifolia foram secas em estufa com circulagao de ar
forcado durante 12 h a 50°C, trituradas em liquidificador doméstico e peneiradas
para a padronizagao das particulas com dimensdes superiores a 115 mesh (MUNIZ,
2018). Em seguida, seguindo metodologia proposta por Rodifio-Arguello et al.
(2015), a solugdo padrao de 10 g L™ foi preparada dissolvendo-se 10 g do material
em 1 L de solugéo de NaCl (Synth, P.A.) 1% (m/v) sob agitagao constante por 1 h.
Ressalta-se que o uso de G. ulmifolia é pouco relatado na literatura com a finalidade
de tratamento de agua e inédito para recuperacéo de biomassa de microalgas. As
diluiges para as concentragdes estudadas (0 a 50 mg L") foram realizadas
coletando-se o sobrenadante da solucéo padrao.

A leitura da densidade 6ptica (DO) foi feita tal como descrito no Capitulo 3

da presente dissertagao.

4.2.2 Determinacgao da eficiéncia de coagulagao-floculagao

O Jar Test (teste do jarro), modelo AT700 (Alfa Tecnoquimica), foi usado
a fim de otimizar o processo de coagulacao-floculagcdo. Um esquema do processo
esta disposto na Figura 4.1.

Os béqueres foram preenchidos com 500 mL de suspensao de
microalgas, filtradas previamente para remocg¢ao de células velhas, resultando em
absorbancia inicial média entre 0,07 a 0,08. Foram otimizadas as doses de
coagulantes (M. oleifera entre 0 e 80 mg L™ e G. ulmifolia entre 0 e 50 mg L™), faixa
de pH (entre 4 e 9) e tempo de sedimentacgéo (entre 3 a 30 min). Os niveis maximos
e minimos foram escolhidos apds testes preliminares (screening) e observando-se a
importancia dessas variaveis na coagulagao-floculagdo. O pH foi alterado para cada
ensaio utilizando-se solu¢des de HCI (2M) e NaOH (2M).
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Na fase de mistura rapida, a suspensao de microalgas foi agitada a 160
rom durante 1 minuto. Em seguida, na mistura lenta, a suspenséao foi agitada a 30
rom por 10 minutos, conforme testes preliminares e método adaptado de Lananan et
al. (2016) e Oliveira et al. (2018). Ao final dos ensaios, amostras foram coletadas a 2

cm da superficie e seguido da leitura de suas absorbancias.

Figura 4.1 - Etapas de coagulagao-floculagao utilizando-se Jar test

Suspensdo Scenedesmus sp.  |—p= Ajuste de pH —b-

Agitacdo rapida
(160 rpm, 1 min)

Leitura absorbancia Coleta do . = Agitacdo lenta
) Sedimentagao - grag
final (750 nm) sobrenadante ¢ (30 rpm, 10 min)

Fonte: Do autor (2020).

Cultivo de microalgas
em Raceway

Leitura de
absorbancia inicial
(750 nm) Adigdo de coagulante  [—p=

4.2.3 Analise do potencial zeta

Avaliou-se o potencial zeta dos coagulantes estudados e da suspensao
de microalgas a fim de entender o mecanismo de ag&o dos coagulantes. As analises
foram feitas no Laboratério de Embalagens do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, no aparelho Zetasizer Nano-ZS

(Malvern).

4.2.4 Planejamento experimental

O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para
otimizar a dose de coagulante, pH do meio e tempo de sedimentagao, por meio da
coagulacao-floculacdo, a fim de recuperar maior quantidade de biomassa de
microalgas.

A escolha das variaveis foi feita por meio de testes preliminares e
objetivando ter o menor numero possivel de ensaios. Assim, foram escolhidas as
variaveis dose, pH e tempo de sedimentacdo. A escolha dos termos que
permaneceriam ou nao nos modelos de predicao foi feita seguindo a ordem de

significancia observada nos graficos de Pareto. O DCCR consistiu em esquema
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fatorial 2°, mais seis pontos axiais e seis pontos centrais, totalizando 20 ensaios, que
foram realizados aleatoriamente. Como ressaltado anteriormente, os niveis altos e
baixos foram escolhidos apds revisdo da literatura, bem como apds ensaios
preliminares. Os niveis de dosagem de coagulante, pH e tempo de sedimentagao

estudados sao mostrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Niveis codificados e reais das variaveis independentes no DCCR

Coaaqulante Variaveis Niveis das variaveis independentes
9 independentes -Ql -1 0 +1 +d
Dose (mg L) 0,00 16,21 40,00 63,78 80,00
. pH 4,00 5,01 6,50 7,98 9,00
M. oleifera Temoo d
empode 300 847 1650 24552 30,00
sedimentagao (min)
Dose (mg L™) 0,00 10,13 25,00 39,86 50,00
- pH 4,00 5,01 6,50 7,98 9,00
G. ulmifolia

Tempo de

, ~ , 3,00 8,47 16,50 24,52 30,00
sedimentagao (min)

O efeito das variaveis pH, dose de coagulante e tempo de sedimentagao
foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA). Apds obtencdo dos modelos de
predigdo, graficos de contorno foram gerados para que os efeitos das variaveis e
suas interagdes fossem estudados (HAUWA et al., 2017). Para a analise dos dados
foi utilizado o programa Minitab versdo 2018, enquanto os graficos foram gerados

pelo Statistica versao 2010.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Resultados da eficiéncia de coagulagcao-floculagao
Nas Tabelas 4.2 e 4.3 estao dispostos os resultados obtidos nos testes do

jarro utilizando-se M. oleifera e G. ulmifolia, respectivamente, como coagulantes.
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Tabela 4.2 — Niveis reais dos fatores estudados, remoc¢ao da densidade oOptica e
eficiéncia de remocao da M. oleifera

M. oleifera
. Tempo de o
Ensaio Dose ) N . Eficiéncia
(Mg L'1) pH sedlrprsir:]tflgao DORrem DOren™ (%)
1 16,21 5,01 8,47 0,0336 40,7
2 63,78 5,01 8,47 0,0176 22,3
3 16,21 7,98 8,47 0,0260 32,9
4 63,78 7,98 8,47 0,0120 15,2
5 16,21 5,01 24,52 0,0279 38,0
6 63,78 5,01 24,52 0,0419 50,7
7 16,21 7,98 24,52 0,0094 12,8
8 63,78 7,98 24,52 0,0476 58,0
9 0,00 6,50 16,50 0,0184 22,0
10 80,00 6,50 16,50 0,0161 19,6
11 40,00 4,00 16,50 0,0662 80,6
12 40,00 9,00 16,50 0,0133 16,7
13 40,00 6,50 3,00 0,0024 3,3
14 40,00 6,50 30,00 0,0196 247
15 40,00 6,50 16,50 0,0145 17,3
16 40,00 6,50 16,50 0,0132 16,6
17 40,00 6,50 16,50 0,0193 23,4
18 40,00 6,50 16,50 0,0302 37,7
19 40,00 6,50 16,50 0,0146 17,8
20 40,00 6,50 16,50 0,0246 31,1

Nota: DOgrem™: Densidade optica removida em 750 nm.

Utilizando-se M. oleifera como coagulante, obteve-se eficiéncia de 80% de
DOgrem com dose de 40 mg L™", meio em pH 4 e 16,5 min de tempo de sedimentacgéo
(Tabela 4.2). Observa-se, também, que houve remogdo de DO em ensaio com
auséncia de coagulante. Isso ocorreu devido ao processo de sedimentacédo natural
da microalga, pois, ha o consumo de CO, no meio que leva a precipitacdo de
fosfatos, excretas de microalgas ou bactérias, além da tendéncia de sedimentagao
de células velhas (UDOM et al., 2013). Apesar disso, observa-se que nos ensaios
com adicdo de coagulante, aliados ao ajuste de pH e maiores tempos de
sedimentacdo, promoveu-se maiores porcentagens de recuperaciao de biomassa,

como pode ser observado na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Coagulagao-floculagcado de microalgas sem adicdo de M.oleifera (a
esquerda) e com coagulante (a direita) correspondentes aos ensaios 9
e 11, respectivamente (Tabela 4.2)

o L

Fonte: Do autor (2020).

Em relacdo a G. ulmifolia, verifica-se que a mesma demonstrou potencial
como coagulante na recuperacao de biomassa de microalga (Tabela 4.3). Observou-
se maxima de remogao de microalgas, aproximadamente 70%, em pH 4, dose de 25
mg L' e 16,5 min de tempo de sedimentagdo. Uma vez que ndo se tem relatos
desse coagulante na coagulagao-floculagdo de microalgas, considera-se que, para o
primeiro estudo, esse material demonstrou potencial na recuperacdo de
Scenedesmus sp. A eficiéncia ao final dos ensaios 9 e 11 também pode ser

observada na Figura 4.3.
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Tabela 4.3 - Niveis reais dos fatores estudados e remocao da densidade 6ptica,
seguidos por eficiéncia de G. ulmifolia

G. ulmifolia

Ensaio Dose H Tempo de DOken* Eficiéncia
(mg L™ P sedimentagao REM DOgrem* (%)
1 10,13 5,01 8,47 0,0142 21,5
2 39,86 5,01 8,47 0,0209 30,7
3 10,13 7,98 8,47 0,0000 0,0
4 39,86 7,98 8,47 0,0000 0,0
5 10,13 5,01 24,52 0,0118 16,7
6 39,86 5,01 24,52 0,0165 25,0
7 10,13 7,98 24,52 0,0049 7,0
8 39,86 7,98 24,52 0,0041 5,6
9 0,00 6,50 16,50 0,0000 0,0
10 50,00 6,50 16,50 0,0010 1,3
11 25,00 4,00 16,50 0,0500 69,4
12 25,00 9,00 16,50 0,0020 2,7
13 25,00 6,50 3,00 0,0000 0,0
14 25,00 6,50 30,00 0,0057 7,7
15 25,00 6,50 16,50 0,0000 0,0
16 25,00 6,50 16,50 0,0000 0,0
17 25,00 6,50 16,50 0,0032 5,0
18 25,00 6,50 16,50 0,0036 5,5
19 25,00 6,50 16,50 0,0076 10,6
20 25,00 6,50 16,50 0,0132 18,0

Nota: DOgregm™: Densidade optica removida em 750 nm.

Figura 4.3 — Coagulagao-floculagdo de microalgas sem adi¢gdo de G. ulmifolia (a
esquerda) e com coagulante (a direita) correspondentes aos ensaios 9
e 11, respectivamente (Tabela 4.3)

Fonte: Do autor (2020).
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Diferentemente do ensaio com M. oleifera, no ensaio com G. ulmifolia nao
foram observadas remogdes no ensaio 9 (auséncia de coagulante) o que pode estar

relacionado a baixa quantidade de células velhas e menor precipitagdo de fosfatos.

4.3.2 Obtencao dos modelos preditivos
Na Figura 4.4, visualiza-se o grafico de Pareto para as regressdes
estudadas de DOgrgm por M. oleifera e G. ulmifolia. As barras que ultrapassam as

linhas verticais s&o significativas a 5 e 10% de probabilidade.

Figura 4.4 — Efeito de Pareto para densidade optica removida utilizando-se (a) M.
oleifera e (b) G. ulmifolia, a nivel de 5 e 10% de significancia
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Observa-se na Figura 4.4, que a significaAncia das variaveis foi diferente
para cada modelo, assim, eliminaram-se as variaveis menos significativas,
observando-se também a hierarquia das variaveis a fim de gerar modelos mais
simples, mantendo-se boa capacidade preditiva. As equagbes geradas sao
apresentadas nas Equacgdes 4.1 e 4.2 para M. oleifera e G. ulmifolia,

respectivamente.
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DOgremovim.oeifera = 0,2357 - 0,000831 * Dose - 0,0542 * pH - 0,001547 * Tsed +
0,00373 * pH * pH + 0,000054 * Dose * Tsed
(Equacéao 4.1)

DOgemoV/G.umifoia = 0,1831 + 0,000421 * Dose - 0,05032 * pH - 0,000007 * Dose *
Dose + 0,003359 * pH * pH
(Equacéo 4.2)

Verificou-se que os modelos de regressédo foram significativos a 95% de
probabilidade. Além disso, a falta de ajuste nado significativa (p>0,05) indica que os
modelos se ajustaram aos dados. Modelos com R? acima de 0,8 sdo considerados
bem ajustados e R? <0,6 sdo usados somente como indicadores de tendéncia
(NAJIB et al., 2017, BARROS NETO et al., 2007). No presente trabalho obteve-se
que o modelo explica 74,5% da variagdo na resposta ao utilizar-se M. oleifera como
coagulante e 84,8% ao utilizar-se G. ulmifolia. Constatou-se na analise de
homocedasticidade que o erro afetou todos os pontos igualmente e observou-se
independéncia dos residuos, pois, ndo houve tendéncia entre esses. Entretanto,
devido a variabilidade do material biolégico e a adequacédo dos outros indices
citados, os modelos foram considerados apenas razoaveis para predizer os
resultados encontrados.

Na etapa de otimizacdo, maior densidade o6tica removida foi considerada
como alvo para ambos os modelos. Para M. oleifera, os valores foram: dose de 80
mg L, pH 4 e tempo de sedimentacdo de 30 min, com desempenho esperado de
100%. Ja para G. ulmifolia, as melhores condi¢des foram: dose de 30 mg L™, pH 4 e

tempo de sedimentagao de 3 min, com desempenho superior a 60%.

4.3.3 Desempenho dos coagulantes utilizados

A procura por coagulantes verdes e nao toxicos € necessaria a fim de
minimizar ou substituir o uso de coagulantes quimicos como sais metalicos e
poliacrilamida (AHMAD et al., 2011; HAMID et al., 2016). Para isso, analisar as
interagcdes entre variaveis independentes promove informag¢des mais reais a respeito
dos melhores parametros operacionais do processo em comparagado com
otimizagdes tradicionais lineares em que um parametro é avaliado fixando-se os
outros (HAUWA et al., 2017).
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Na Figura 4.5 sdo apresentadas as regides indicativas de melhor
eficiéncia utilizando-se a M. oleifera. As regides encontradas foram obtidas fixando-

se as variaveis nos pontos 6timos indicados pelo programa Minitab.

Figura 4.5 — Grafico de contorno demonstrando o efeito da dose, pH e tempo de
sedimentagao utilizando-se M. oleifera para (a) interagcdao Dose e pH

(b) Dose e tempo de sedimentagao (c) pH e tempo de sedimentacéo

Tempo de sedimentagdo (min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 - <002 |
Dose (mg L") <o Dose (mg L") Il <0,0225

(¢]
N

Tempo de sedimentagdo (min)

As sementes de M. oleifera sdo amplamente citadas na literatura para
tratamento de agua para abastecimento (BARRADO-MORENO; BELTRAN-
HEREDIA; MARTIN-GALLARDO, 2016). Devido ao conteudo de proteinas com
propriedades coagulantes, essas sementes s&o aplicadas também para a
recuperacao de biomassa de microalgas (HAMID et al., 2016). Além disso, o uso de
M. oleifera como agente coagulante pode reduzir custos e promover recuperagao de

microalgas de modo sustentavel (HAMID et al., 2016).
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Embora a técnica e o coagulante utilizados na recuperacdo devam ser
independentes da espécie de microalga, as diferentes caracteristicas das mesmas e
condicbes de cultivo alteram a composicao e superficie celular e implicam em
otimizacao de condigdes para cada realidade (PANDEY et al., 2019; UDOM et al.,
2013). Na Figura 4.5, os graficos de contorno representam a maior DOrgy da
relacdo entre duas variaveis (AHMADI et al., 2015). Foi encontrado que a remogao
de biomassa utilizando-se M. oleifera varia com dose, pH e tempo de sedimentacéo.
Observa-se que a eficiéncia é maior em meio acido, dose de 80 mg L™ e tempo de
sedimentacao de 30 minutos (Figura 4.5).

O ajuste de pH foi de fundamental importdncia no processo de
coagulacao-floculacdo, uma vez que o meio acido resultou em maior eficiéncia
devido a favoravel desestabilizagdo coloidal. O pH do meio influencia na carga
superficial tanto das microalgas quanto dos coagulantes (BEHERA;
BALASUBRAMANIAN, 2019). Diversas faixas de pH sao descritas como 6timas para
coagulagao-floculagédo de microalgas com M. oleifera. A combinagéo de pH alcalino,
onde ocorre a autofloculacdo das células de microalgas, e uso do extrato de M.
oleifera promoveram elevadas eficiéncias em outros estudos (BEHERA;
BALASUBRAMANIAN, 2019; TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012). Teixeira,
Kirsten, Teixeira (2012) observaram que a eficiéncia da coagulagao-floculagdo de
Chilorella vulgaris foi 48% menor no pH 4 em relagéo ao pH 9. No entanto, Barrado-
Moreno; Beltran-Heredia; Martin-Gallardo (2016) relatam que nao houve diferencga
significativa entre pH 5 a 9, resultando em recuperagdo de 80 a 90% de
Scenedesmus sp.. Essas diferencas reforcam que cada cultivo tem suas
caracteristicas proprias e devem ser otimizadas para cada coagulante empregado
(PANDEY et al., 2019).

A dose de coagulante aplicada também foi relevante para obtengao de
maiores eficiéncias. A variacdo da dose também depende da concentracdo da
biomassa no meio de cultivo (BARRADO-MORENO; BELTRAN-HEREDIA; MARTIN-
GALLARDO, 2016). Nesse estudo, nao se variou a concentragdo de biomassa, que
foi em média de 0,1 g L™, determinada no final da fase estacionaria. Para essa
quantidade de biomassa, observou-se na Figura 4.4 (a) e (b) que concentragdes
entre 70 e 80 mg L promovem elevadas remogdes de microalga. Os ensaios de
coagulagdo de Behera e Balasubramanian, (2019) para recuperar biomassa de
consoércio de Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Spirulina sp. resultaram em dose 10
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vezes maior que a obtida nesse estudo e eficiéncia de 75% para concentragcado de
biomassa 0,5 g L. Esses autores ressaltam que ha correlacdo linear entre dose de
coagulante e concentragdo de microalgas, em que a maxima eficiéncia ocorre com
aumento da concentragéo de biomassa e redugao da dose de coagulante.

Além disso, a recuperacdo de biomassa acima de 90% utilizando M.
oleifera é relatada na literatura, entretanto, tempos de sedimentacdo entre 1 a 4 h
podem ser observados (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019; HAUWA et al.,,
2017). Dessa forma, os resultados aqui apresentados para recuperagdo da
Scenedesmus sp. aqui estudada podem ser considerados adequados, uma vez que
30 min foram suficientes para promover eficiéncia coerente frente aos valores
reportados na literatura.

A espécie G. ulmifolia demonstrou potencial para a recuperagao de
biomassa de Scenedesmus sp. Observa-se na Figura 4.6 que meio acido aliado a
dose de 30 mg L' promovem a maior recuperagdo de biomassa de microalgas. O
tempo de sedimentacdo nao influenciou nos resultados podendo ser escolhido o
menor tempo para agilizar e simplificar o processo de coagulagao-floculacdo da

espécie estudada.

Figura 4.6 — Grafico de contorno demonstrando (a) o efeito da dose e pH utilizando-

se G.ulmifolia (b) efeito de dose e pH em escala reduzida
b)
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A G. ulmifolia foi estudada para remocéo de turbidez de agua superficial
no pH natural entre 7 e 8, encontrou-se eficiéncia de 60% e pH do meio inalterado
apés o tratamento com esse coagulante (FERIA-DIAZ; RODINO-ARGUELLO;
GUTIERREZ-RIBON, 2016). Os estudos de Rodifio-Arguello et al. (2015) relatam
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atividades coagulantes semelhantes entre G. ulmifolia e M. oleifera, demonstrando
eficiéncia entre 70 e 80% para turbidez inicial de agua superficial bruta de 100 UNT.
Ja os estudos de Muniz (2018) com agua sintética de laticinio, cuja turbidez inicial foi
de 700 UNT, apontam eficiéncia maior que 90% utilizando G.ulmifolia com dose
6tima de 775 mg L™ em pH 5.

Diferentes coagulantes naturais s&o estudados para recuperagdao de
biomassa de microalgas devido a necessidade de tornar o processo mais simples,
economicamente viavel e de menor impacto ao meio ambiente (ALI; MUSTAFA;
SALEEM, 2018). As variacbes no desempenho dos coagulantes naturais sao
relacionadas a densidade de carga e peso molecular dos polimeros (UDOM et al.,
2013). E importante destacar também que o melhor pH de coagulacdo depende de
cada coagulante, da espécie e da concentragcao da microalga, a exemplo disso, €
relatado que Chlorella sp coagula melhor meio alcalino enquanto Scenedesmus sp
coagula melhor em meio acido (MAJI et al., 2018).

Espécies vegetais como Opuntia cactos, Strychnos potato, Ficus indica,
Conacarpus erectus, Azadirachta indica, Moringa oleifera, além de outros
componentes naturais como casca de ovo, amidos catibnicos e quitosana sao
relatados na literatura com eficiéncias variando de 40 a 90% para recuperar diversas
microalgas (ALl; MUSTAFA; SALEEM, 2018; BEHERA; BALASUBRAMANIAN,
2019; HAUWA et al., 2017; PANDEY et al., 2019; UDOM et al., 2013).

Paralelamente a G. ulmifolia, Behera e Balasubramanian (2019) obtiveram
eficiéncia razoavel de 60% na recuperagcdo de consorcio de Chlorella sp,
Scenedesmus sp., Cynecocystis sp € Spirulina sp, em pH 7,5 utilizando extrato da
palma de Ficus indica (Figueira da india) como coagulante. A quitosana atingiu 80 %
de recuperagao de Scenedesmus em pH 7, segundo Gupta et al. (2014); enquanto
Moringa oleifera alcangou 79% de recuperacdo de microalgas provenientes de
esgoto doméstico em pH 6, conforme relata Ali; Mustafa; Saleem (2018).

Apesar da quitosana, amplamente citada devido a elevadas eficiéncias,
ser de origem animal e nao tdxica, o processo de derivatizagcdo da quitosana a partir
da quitina eleva os custos e pode tornar sua aplicagdo inviavel em larga escala
(HAMID et al., 2016). A viabilidade econdmica de coagulantes naturais como M.
oleifera é dificil de se determinar, mas, por ser utilizada em paises em
desenvolvimento para tratamento de agua e agua residuaria com custos

razoavelmente baixos, também pode ser aplicado para recuperagao de biomassa a
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fim de se reduzir os custos do processo (TEIXEIRA; KIRSTEN; TEIXEIRA, 2012).
Por essa razado, a busca por coagulantes naturais que obtenham eficiéncia e custos

razoaveis deve continuar (NAYAK et al., 2019).

4.3.4 Analise do Potencial zeta

Os mecanismos de coagulagdo dependem das caracteristicas superficiais
das células de microalgas e dos coagulantes usados (ENAMALA et al., 2018). A
carga superficial negativa das microalgas é relacionada principalmente a presenca
dos grupos funcionais carboxilas (-COOH), hidroxilas (-OH) e fosfatos (PO.™)
(GUPTA et al., 2018; NAYAK et al., 2019; PUGAZHENDHI et al., 2019). A espécie
utilizada nesse estudo, por sua vez, possui carga aproximada de -4 a -12 mV, visto
na Tabela 4.4. Além disso, a carga menos negativa foi observada em pH mais acido,
que foi a faixa que os coagulantes resultaram em maiores eficiéncias.

Observa-se na Tabela 4.4 que solugao padrao de M. oleifera, cujo pH é
4,76, possui carga superficial positiva, embora menos carregada que outros
coagulantes catiénicos, como quitosana. Por outro lado, a solugdo padréo de G.

ulmifolia, cujo pH da solugao é 5,60, possui carga superficial negativa.

Tabela 4.4 — Potencial zeta dos coagulantes e microalga

Potencial zeta (mV)

Padrao moringa (pH 4,76) 1,97
Padrao mutamba (pH 5,60) -34,77
pH 4 pH 6,5 pH 9
Microalga (Scenedesmus sp.) -4,44 -11,83 -11,23

A diferenga de cargas entre o potencial zeta da microalga em pH 4 e de
M. oleifera, indica que o mecanismo de neutralizagdo de cargas pode ser
responsavel pela coagulacado-floculacdo das microalgas, pois, as células
negativamente carregadas sao neutralizadas pelas cargas positivas do coagulante e
dos ions resultantes do extrato salino (HAMID et al.,, 2016; MUBARAK; SHAIJA;
SUCHITHRA, 2019). Além disso, a presenga de ions no meio e a precipitacao de
minerais no cultivo podem carregar as células levando também a sedimentagéo,
explicado pelo mecanismo de varredura (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019;
VANDAMME et al.,, 2013). Sabe-se ainda que a presenca de extrato salino é
responsavel por extrair compostos ativos dos coagulantes naturais que auxiliam na

coagulagao, protonizar os polieletrolitos e, também, o aumento da presenga de ions
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na solugcdo ajudam a reduzir a repulsdo entre as células e facilitam a coagulagao
(BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019; MEGERSA et al., 2019). Como exemplo,
para a M. oleifera, o extrato salino € responsavel por extrair osmoticamente as
proteinas para o meio aquoso (HAMID et al., 2016).

As cargas de mesmo sinal observado para as microalgas em pH 4 e
solugdo de G. ulmifolia (Tabela 4.4) indicam que a adsor¢do de compostos das
cascas de G. ulmifolia em conjunto com o mecanismo de pontes, onde polimeros de
cadeia longa se estendem na solugdo formando /oops que entrelagam as células das
microalgas e formam flocos maiores que sedimentam rapidamente, sao relacionados
a eficiéncia de coagulagdo por esse coagulante. Visto que, as interagbes entre as
superficies das particulas dos coloides e os coagulantes sado estabilizadas por
ligacdes covalentes, ibnicas, pontes de hidrogénio, for¢cas de atracdo moleculares ou
de Van der Walls (BEHERA; BALASUBRAMANIAN, 2019; BOLTO; GREGORY,
2007; RODINO-ARGUELLO et al., 2015).

Observou-se também, nesse estudo, que a remocédo de microalgas nos
ensaios sem a adi¢cao de coagulante ocorre porque com as mudangas de pH, a
concentracdo de ions aumenta, esses combinam com ions bivalentes como Ca?*
presentes no meio de cultivo e precipitam no meio devido a elevada densidade de
carga e superficie de adsor¢do que coagula as células das microalgas e sedimentam
por gravidade, pelo mecanismo de varredura (BEHERA; BALASUBRAMANIAN,
2019; VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013).

4.4 CONCLUSOES

Os coagulantes naturais estudados mostraram potencial para
recuperacao de biomassa de Scenedesmus sp. com eficiéncias superiores a 60% e
80% para G. ulmifolia e M. oleifera, respectivamente. Confirmou-se a eficiéncia de
Moringa oleifera e a Guazuma ulmifolia, inédita para recuperacéo de células de
microalgas, apresentou satisfatéria remocéo de biomassa produzida em cultivos
abertos. Ambos os coagulantes mostraram melhor desempenho em meio acido, pH
4, confirmando que cada coagulante deve ser otimizado para coagulagéo-floculagéao
de uma microalga especifica, visto que ocorrem variagdes devido a composi¢céo das

células e interagdo microalga-coagulante. Além disso, observou-se que esses
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coagulantes podem ser utilizados para recuperagdo de biomassa microalgal sem
causar danos ao meio ambiente.

O processo de coagulacao-floculagdo mostrou-se eficiente e resultou em
metodologia simples e rapida para o estudo, visto que, em menos de 1 hora é
possivel realizar todo o processo, desde a coagulagao a sedimentagdo. Os modelos
obtidos ajustaram-se bem aos dados. Com esse estudo, ressalta-se a necessidade
de explorar outras faixas de concentragcdo e pH para os coagulantes estudados,
além de buscar por novos coagulantes naturais a fim de minimizar custos e tornar a

recuperacao de microalgas viavel em larga escala.
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5. CONCLUSAO GERAL E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Observou-se que as condigdes de cultivo das microalgas interferem na
eficiéncia de recuperacao de Scenedesmus sp.. Assim, doses 6timas de coagulantes
e faixas de pH diferentes das comumente relatadas na literatura foram obtidas.

O uso do polimero sintético poliacrilamida e do polimero natural quitosana
resultou em elevada recuperagdo de biomassa -- maior que 90% -- com doses
relativamente baixas e sem necessidade de alteracdo do pH do meio. Os modelos
gerados pelo DCCR podem ser utilizados para fins preditivos quando R*>0,60. Os
custos da quitosana como coagulante natural sdo elevados, quando comparados ao
polimero sintético, e, por isso, estudos de otimizagcdo que considerem os custos do
processo como variavel dependente também devem ser realizados.

Nos estudos com os coagulantes naturais M. oleifera e G. ulmifolia
observou-se que estas espécies tem potencial na recuperacdo da biomassa de
Scenedesmus sp., resultando em eficiéncias maiores que 70% e 60%,
respectivamente. A G. ulmifolia, inédita para recuperagdo de biomassa de
microalgas, mostrou-se efetiva para esse uso, no entanto, enfatiza-se que os testes
foram realizados em escala de bancada.

Sugere-se que estudos sejam realizados para investigar outras variaveis
que influenciam na eficiéncia desses coagulantes, como o tipo de fertilizante que a
microalga é cultivada, variar a concentragdo de microalga e preparo de coagulantes
naturais em outros extratos salinos com diferentes concentracbes. Também sao
necessarios estudos de otimizagao aplicando-se os coagulantes naturais em cultivo
de microalgas em escala plena, levando também em consideragdo os custos como

variavel dependente.



