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RESUMO

OLIVEIRA, Adriana Paulo de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2022. Efeitos do cobre e zinco no tratamento da agua residuaria da
suinocultura em lagoas de alta taxa e valorizagao energética da biomassa via
carbonizagao hidrotérmica. Orientadora: Maria Lucia Calijuri. Coorientadora: Paula
Peixoto Assemany.

Nesse estudo foram avaliadas otimizagbes no processo integrado de cultivo de
microalgas na agua residuaria da suinocultura (ARS) e conversao da biomassa em
hidrochar. Para tanto, lagoas de alta taxa (LAT) em escala piloto foram alimentas com
ARS com diferentes teores dos micronutrientes Cu e Zn considerando misturas
desses elementos e também concentragdes individuais. Para as misturas (0,1 - 3,0
mg Cu/L + 0,5 - 25,0 mg Zn/L), o maior numero de células de microalgas foi
estabelecido em 1,8 mg Cu/L + 15,0 mg Zn/L. Quando os teores individuais de Cu (0,1
- 4,0 mg Cu/L) ou Zn (0,5 — 70,0 mg Zn/L) foram variados, a condigdo mais propicia
para o desenvolvimento algal foi obtido em 1,0 mg Cu/L e 40 mg Zn/L. Em todos os
testes realizados ficou evidente que o Cu e o Zn comprometeram a remogao de
nitrogénio amoniacal enquanto a reducgao de fésforo soluvel foi potencializada com a
adequacao desses micronutrientes. A remocao de Cu na ARS tratada em LAT variou
de 46 a 91% com a precipitagdo sendo o processo predominante, ja a remogao de Zn
alcancou 78 a 99% no qual a adsor¢ao pela biomassa foi um importante mecanismo.
Ao analisar a constituicdo bioquimica das biomassas cultivadas em diferentes teores
de Cu e Zn verificou-se que o conteudo de lipideos neutros (> 6%) é pouco atrativo
para a obtencao de biodisel. Ja& os carboidratos atingiram 58,8% na biomassa seca
livre de cinzas, com potencial para a conversdo em hidrochar por meio da
carbonizagao hidrotérmica (CHT). As cinzas também apresentaram concentragdes
expressivas (35 - 55%) sendo necessario identificar as interferéncias desse
constituinte no processo de CHT. Para essa avaliacdo, quatro biomassas foram
selecionadas e cada uma foi dividida em duas fragées. Uma fragao foi submetida ao
pré-tratamento com solugdo acida para redugdo de cinzas enquanto a outra
permaneceu com o conteudo de cinzas original. Ambas as fragdes foram utilizadas na
CHT. Os resultados demostraram que o pré-tratamento favoreceu a recuperacao de
energia nos hidrochars a qual alcangou até 73,5%. Porém, as cinzas podem

apresentar constituintes que atuam na hidrdlise da biomassa ou como catalisadores.



Assim, as cinzas possuem efeitos indesejaveis e favoraveis na CHT e os hidrochars
produzidos com e sem a redugao desse constituinte sdo indicados para aplicagdes

energéticas e recuperacao de areas degradadas respectivamente.

Palavras-chave: Bioremediagédo. Recuperagéo de nutrientes. Bioenergia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Adriana Paulo de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2022. Effects of copper and zinc in swine wastewater treatment in high-
rate algae ponds and biomass energy recovery through hydrothermal
carbonization. Adviser: Maria Lucia Calijuri. Co-adviser: Paula Peixoto Assemany.

Optimizations in the integrated process of microalgae cultivation in swine wastewater
(SW) and subsequent biomass conversion into hydrochar were evaluated. For this
purpose, pilot-scale high-rate algae ponds were fed with SW with different Cu and Zn
contents considering mixtures of these elements and individual concentrations. For the
mixtures (0.1 - 3.0 mgCu/L + 0.5 - 25.0 mgZn/L), algal growth was favored at a dose
of 1.8 mgCu/L + 15.0 mgZn/L. When only Cu concentration was tested (0.1 - 4.0
mgCu/L) the most favorable condition was obtained at 1.0 mgCu/L. Meanwhile, for
different Zn contents (0.5 - 70.0 mgZn/L), a stimulatory effect on algal growth was
observed in the 40.0 and 55.0 mg Zn/L treatments. Cu and Zn compromised the
removal of ammonia nitrogen while soluble phosphorus removal was enhanced in all
tests performed. In Cu removal (46 - 91%), precipitation was predominant, while in Zn
removal (78 - 99%), adsorption by biomass was an important mechanism. When
analyzing the biochemical constitution of biomass grown in different levels of Cu and
Zn it was found that the content of neutral lipids (> 6%) is unattractive for obtaining
biodiesel. The carbohydrates reached 58.8% in ash-free dry biomass, with potential
for conversion into hydrochar by hydrothermal carbonization (HTC). The ash also
showed significant concentrations (35 - 55%) being necessary to identify the
interference of this constituent in the HTC process. For this evaluation, four biomasses
were selected and each one was divided into two fractions. One fraction was submitted
to pre-treatment with acid solution for ash reduction while the other remained with the
original ash content. Both fractions were used in the HTC. The results demonstrated
that pre-treatment favors energy recovery in hydrochars, which reached up to 73.5%.
However, the ash may present constituents that act in the hydrolysis of biomass or as
catalysts. Thus, the ash can present undesirable and favorable effects in HTC and the
the hydrochars produced with and without the reduction of this constituent are

indicated for energy applications and recovery of degraded areas, respectively.

Keywords: Bioremediation. Nutrient recovery. Bioenergy.
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APRESENTACAO

A presente pesquisa integra os estudos realizados no Nucleo de Pesquisas
Ambientais Avangadas (SIGEOnPA), do Departamento de Engenharia Civil da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), que desenvolve pesquisas visando o
tratamento de efluentes concomitante com a producdo de biomassa algal para
posterior conversao em biocombustiveis. Essa pesquisa também tem sua origem no
projeto “Recuperagdo de energia no saneamento ambiental: microalgas para
biorremediagao de efluentes e produgao de bioenergia”, aprovado em 2019 junto ao
CNPq edital n°28/2018, processo 420429/2018-2.

Esse documento foi estruturado em 4 Capitulos relacionados com a pesquisa
desenvolvida. No primeiro capitulo estdo apresentados os resultados referentes a
avaliagao de diferentes misturas de Cu e Zn no cultivo de microalgas em lagoas de
alta taxa (LATs) alimentadas com agua residuaria da suinocultura (ARS). Por meio de
curvas de superficie resposta foi possivel analisar as interferéncias desses elementos
no numero de células, nas taxas de remocao de nutrientes, na capacidade de remocéao
de metais e na composig¢ao bioquimica da biomassa. Os resultados foram publicados
no Journal of Environmental Management.

No segundo e terceiro capitulos foram identificados os efeitos das
concentragdes individuais de Cu e Zn, respectivamente, no cultivo de microalgas em
LATs alimentadas com ARS. Essa avaliagao ocorreu por meio do momitoramento do
crescimento das microalgas e aplicacdo de balangos de massas referentes as
diferentes formas de N, P, Cu e Zn. Além disso, no segundo capitulo estédo
apresentados os resultados da aplicacdo de modelos matematicos que possibilitaram
identificar a dose maxima de Cu que compromete minimamente a remocgéao de
nutrientes. No terceiro capitulo estdo apresentados resultados adicionais referentes
ao estresse oxidativo e a correlagdo entre a producédo de substancias poliméricas
extracelulares e demanda quimica de oxigénio.

A partir dos resultados obtidos nos capitulos anteriores verificou-se que o Cu
e 0 Zn contribuiram para acréscimos os teores de cinzas nas biomassas. Os efeitos
favoraveis e indesejaveis desse comportamento na convers&do da biomassa algal em
bioenergia foram identificados. Para tanto, a carbonizagéo hidrotérmica (CHT) com e
sem pré-tratamento para redugéo no conteudo de cinzas foi adotada e os resultados

estao apresentados no quarto capitulo
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1. INTRODUGAO

As microalgas sao organismos que além da importancia na cadeia tréfica e na
atuagado como sumidouros dos gases de efeito estufa, tornaram-se também fonte de
biomassa e biomoléculas. Entre os produtos obtidos da biomassa algal, a conversao
em bioenergia se destaca uma vez que a demanda crescente por energia constitui
uma preocupacao global (KHAN; SHIN; KIM, 2018). Outra caracteristica das
microalgas consiste na capacidade de tratar efluentes por meio da assimilagcédo de
nutrientes e por fornecer o oxigénio para a degradagao biolégica da matéria organica
(BHATIA et al., 2021). Superar o déficit hidrico mundial € um dos principais desafios
sociais e econdmicos do século 21 (MORILLAS-ESPANA et al., 2021) sendo urgente
o tratamento dos efluentes e a redugdo da contaminacédo dos recursos hidricos. No
entanto, o tratamento de efluentes € um processo dispendioso o que requer
proposicdes viaveis economicamente (BHATIA et al., 2021). As microalgas podem
compor as solugdes para superar esses desafios por permitir a obtencado de biomassa
com valor agregado.

Todas essas possibilidades da biotecnologia das microalgas estdo em
consonancia com os Objetivos do Desenvolviemnto Sustentavel. Contudo, esforgos
significativos sdo necessarios para otimizar o sistema integrado de tratamento de
efluentes, producédo de biomassa e conversdo em bioenergia (BHATIA et al., 2021,
SALAMA et al., 2017). Entre eles, € necessario aumentar a produtividade algal. Nos
reatores de cultivo operados com esgoto domeéstico, como as lagoas de alta taxa
(LATs), a produtividade geralmente nao ultrapassa 40 g/m2.dia (PARK; CRAGGS,
2011; RANJAN; GUPTA; GUPTA, 2019), este valor maximo €& cerca de 2x menor que
o potencial tedrico determinado para as condi¢des ideais (77 g/m?.dia) (MELIS, 2009).
A baixa produtividade aumenta o consumo de recursos e energia envolvidos no cultivo
e processamento de biomassa o que torna o biocombustivel oneroso (CHEN; ZHAO;
Ql, 2015).

Entre os principais fatores controladores do crescimento das microalgas tem-
se as condicoes de luminosidade e temperatura, disponibilidade de silica e
concentragdes dos macronutrientes. Para esses fatores foram realizadas diversas
pesquisas que permitiram identificar as condicdes mais adequadas (MARTINEZ;
JIMENEZ; EL YOUSFI, 1999; MENEGOL et al., 2017; MILITAO et al., 2019;
MOHAMAD et al., 2017; RAS; STEYER; BERNARD, 2013). Por exemplo, para os
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macronutrientes foi observado que diferentes efluentes podem apresentar uma
relagdo proporcionalmente desiquilibrada entre os teores de C, N e P. Para esses
casos, algumas estratégias foram aplicadas como a suplementagdo de CO:2 para
compensar a limitagdo de C e a mistura de diferentes aguas residuarias para corrigir
as deficiéncias de N ou P (ASSIS et al.,, 2019; MOHSENPOUR et al., 2021;
PASKULIAKOVA et al., 2018; POSADAS et al., 2015; SUTHERLAND et al., 2016;
ZHENG et al., 2018). Portanto, existem formas bem estabelecidas para ajustar a
composi¢cao das aguas residuarias em termos de macronutrientes.

No entanto, a presenga dos micronutrientes nas aguas residudrias € uma
caracteristica menos explorada no contexto da biotecnologia de microalgas. Estudos
conduzidos em ecossistemas marinhos demostraram que a produtividade algal estava
relacionada com a disponibilidade de micronutrientes como o cobre (Cu) e zinco (Zn)
(COALE, 1991; STERNER, 1994; SUNDA; HUNTSMAN, 1996). A mesma abordagem
pode ser adotada para potencializar o crescimento algal em LATs. O Cu atua no
transporte de elétrons e o Zn compoem enzimas de assimilgdo de CO2 e P (LI et al.,
2018, 2020b). Logo, ajustar os teores de C e P pode nado ser suficientes para
maximizar o crescimento das microalgas se a possivel limitagdo de Zn também nao
for corrigida.

Apesar da importancia desses elementos para o desenvolvimento das
microalgas, os estudos se dedicaram em avaliar os efeitos toxicos (BAYSAL; OZBEK;
AKM, 2013; DOSHI et al., 2008; NOVAK et al., 2020; SANGJUMRAS et al., 2018;
ZERAATKAR et al., 2016; ZINICOVSCAIA et al., 2015). A possibilidade de causar
alteragdes nos ciclos bioquimicos e conferir riscos ecoldgicos sao fatores que motivam
e justificam essas investigagdes. No entanto, a presente pesquisa pretende, de uma
forma mais abrangente, investigar os efeitos negativos e positivos do Cu e Zn no
cultivo de microalgas em LATs alimentadas com agua residuaria.

A agua residuaria da suinocultura (ARS) é adequada para essa avaliagao por
ser reconhecida em apresentar concentragdes elevadas de Cu e Zn (0,8 a 59,4 mg
Cu/L e 0,5 a 234,1 mg Zn/L) (CHENG et al., 2019; ZENG et al., 2021). Na ARS o Cu
e 0 Zn tém origem na racao fornecida aos suinos pois sdo considerados promotores
do crescimento, sendo reportados teores entre 0,15 a 0,25 g Cue de 1 a 3 g Zn por
quilo de ragdo (HEJNA et al., 2021). Assim, o cultivo de microalgas na ARS possibilita
uma exploragcédo dos efeitos do Cu e Zn na dinamica de tratamento e producéo de

biomassa nas LATs de forma realista. Ademais, permite verificar a capacidade desse
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sistema em remover os metais. A avaliagdo do desempenho da biotecnologia de
microalgas no tratamento de aguas residuarias ocorre predominantemente por meio
da remogao de matéria organica e nutrientes (AGUIRRE et al., 2011; ASSIS et al.,
2017; DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2016; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017;
KEBEDE-WESTHEAD; PIZARRO; MULBRY, 2006; LUO et al., 2016). Enquanto as
informacdes sobre o desempenho e mecanismos envolvidos na remocao de metais
S840 escassas.

Determinar essa capacidade é necessario para consorciar um aumento na
produtividade de biomassa com a adequacéo do efluente aos padrbées ambientais.
Além disso, ao identificar a atuagao dos microrganismos cultivados nas LATs na
remogao de metais € possivel avaliar as transferéncias desses elementos para
biomassa e as implicagdes nas rotas de valorizagdo energética. Devido as interagbes
entre os metais, as microalgas, demais microrganismos e matéria organica presentes
nas LATSs, espera-se que a biomassa produzida apresente esses elementos em sua
constituicdo. Essa incorporagcdo pode ser atribuida as precipitacbes que podem
ocorrer durante o tratamento e a sorcdo pela biomassa. Essa caracteristica,
juntamente com a presenga dos demais compostos inorganicos presentes no efluente,
contribui para acréscimos nos teores de cinzas, sendo reportados porcentagens de
até 62% (URRUTIA; YANEZ-MANSILLA; JEISON, 2019).

As cinzas podem reduzir o poder calorifico dos combustiveis e contribuir para
a incrustagao, corrosao e formacgéo de escoria (HESS et al., 2019; LIU et al., 2019;
MARIN-BATISTA et al., 2019). Por outro lado, os processos de conversao das
microalgas em biocombustivel como a gaseificagao e a liquefagao hidrotérmica foram
potencializados por constituintes que integram as cinzas devido a agéo catalisadora
(CHEN et al., 2017; HOGNON et al., 2014). Para uma melhor compreensao desses
efeitos é essencial conhecer a composi¢cdo das cinzas e avangar nas pesquisas
considerando as interferéncias nos demais processos de obtengao de biocombustivel
de microalgas, como a carbonizag&o hidrotérmica (CHT).

Na CHT é possivel obter hidrochar, um material rico em carbono e que pode
ser utilizado como combustivel sélido. A CHT converte predominantemente
carboidratos em hidrochar (LI et al., 2019), sendo este um dos principais constituintes
da biomassa cultivada na ARS (20 a 58%) (CHENG et al., 2019; SILVEIRA et al.,
2021). Assim, o cultivo de microalgas na ARS seguido de CHT pode ser considerado

um processo integrado e sinérgico que pode conferir maiores possibilidades de
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sucesso no tratamento de efluentes, produgéo de biomassa e obtengao de bioenergia.
Contudo, poucos estudos foram encontrados na literatura referente a CHT de
microalgas cultivada em ARS (MARIN-BATISTA et al., 2019) o que demostra que as
pesquisas referentes ao tema ainda estdo em andamento e s&o poucas as
informagdes reportadas na literatura. Entre elas, tem-se a necessidade de investigar
os efeitos indesejaveis e favoraveis das cinzas (CASTRO et al., 2021; LIU et al., 2019).
As cinzas sao inerentes na biomassa e a identificagdo das interferéncias na CHT
permitirdo o desenvolvimento e aperfeicoamento de metodologias e equipamentos
destinados a obtencao de biocombustivel de microalgas.

Diante do exposto, sobre o que ja foi realizado para aumentar a produgao de
microalgas em aguas residuarias, sobre o que € aplicavel em termos praticos e
considerando o aprimoramento das metodologias que ainda precisam ser avaliadas
quanto a CHT, propde-se nesse estudo a otimizagdo da producdo e valorizagao

energética da biomassa de microalgas cultivada em agua residuaria.

2. HIPOTESES DE PESQUISA

o Ajustes nas concentragao de Cu e Zn podem ser utilizados para compor
uma estratégia para otimizar o desempenho das lagoas de alta taxa no que
se refere a remogéo de nutrientes (nitrogénio e fésforo) e metais (cobre e
zinco) e produgao de biomassa;

o As lagoas de alta taxa podem ser aplicadas como unidades de
tratamento para a remocgéao de cobre e zinco presentes na agua residuaria da
suinocultura;

o A adequagao de cobre e zinco na agua residuaria da suinocultura pode
promover um acréscimo no conteudo de cinzas da biomassa;

o O pré-tratamento para reducao do conteudo de cinzas pode potencializar
a recuperacgao de energia presente na biomassa.

o A carbonizagao hidrotérmica pode ser aplicada como rota de valorizagéo
energética da biomassa cultivada na agua residuaria da suinocultura com

adequacao de cobre e zinco apo6s a redugdo no conteudo de cinzas.



22

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a producao de microalgas em diferentes concentragdes de cobre e
zinco presentes na agua residuaria da suinocultura utilizada como meio de cultivo e
avaliar as interferéncias das cinzas presentes na biomassa no processo de

carbonizagao hidrotérmica.

Objetivos especificos

o Avaliar as interferéncias dos elementos cobre e zinco no crescimento
das microalgas considerando misturas desses elementos e também variagoes
nas concentracdes individuais;

o Determinar a produgao e composicao bioquimica da biomassa cultivada
em agua residuaria da suinocultura com diferentes concentracdes de cobre e
zinco;

o Avaliar a remogao de nutrientes (nitrogénio e fésforo), matéria organica
e metais (cobre e zinco) da agua residuaria da suinocultura tratada em lagoas
de alta taxa;

o Analisar a composi¢éo das cinzas presentes na biomassa de microalgas
cultivada na agua residuaria da suinocultura com diferentes concentracoes de
cobre e zinco;

o Identificar o pré-tratamento para reducao nos teores de cinzas;

o Avaliar as interferéncias da inclusdo do pré-tratamento para redugao de
cinzas no rendimento e nas caracteristicas dos produtos da carbonizagao

hidrotérmica.
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4. ARTIGO I. Swine wastewater treatment in high rate algal ponds: effects of Cu

and Zn on nutrient removal, productivity and biomass composition*

Abstract: This study aimed to evaluate the simultaneous interferences of Cu and Zn
found in swine wastewater (SW) in the development of microalgae considering real
conditions of cultivation in high rate algal ponds (HRAPs). Ten HRAPs on a pilot scale
were fed with SW with different mixtures of Cu (0.5 to 3.0 mg/L) and Zn (5.0 to 25.0
mg/L). The interferences of these metals in removing nutrients (N-NH4* and soluble
phosphorus (Ps)) from the SW were determined. In addition, this study evaluated the
effects on biomass growth and biochemical composition. Chlorella sp. was dominant
in all HRAPs and the condition that potentiated its growth occurred in medium
containing 1.8 mg Cu/L + 15.0 mg Zn/L, while higher concentrations conferred
inhibition. Only Cu compromised the removal rates of N-NH4* while the effects of Zn
were not significant. Contrary, Zn interfered with Ps removal rates, but the impact of
Cu was not significant. The greatest Cu applications increased the protein levels by
biomass (50.5 to 55.2%). Carbohydrate accumulation was favored by conditions that
inhibited the development of microalgae due to either limitation or excess of metals.
Copper and Zn compromised the levels of lipids, and the control treatment had the

highest content (24.5%). The presence of Cu and Zn changed the dynamics of HRAPs.

Keywords: Chlorella sp.; bioremediation; nutrient recovery; agroindustrial effluent.

4.1.Introduction

The supply of water and energy is essential for human and economic
development. Thus, technological alternatives that make it possible to combine
renewable energy generation in a systematic and coordinated approach with the
protection of water resources are urgent. In this scenario, the cultivation of microalgae
in wastewater has gained notoriety. As they develop, microalgae assimilate the
nutrients from the wastewater and provide oxygen, allowing biological oxidation of
organic matter and effluent treatment. The microalgae biomass produced in this
process can be used as a source of bioenergy (FALLAHI et al., 2021; SINGH et al.,
2021) or other value-added products.

* ANEXO A
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However, several contaminants are present in wastewater. They can act as
inhibitors of algal growth and consequently limit the integrated wastewater treatment
system, biomass production, and bioenergy production. Heavy metals are among the
biologically toxic compounds. Various wastewater such as those of industrial origin
(metallurgical, mining, textile, tannery, among others) and agroindustry (cattle, swine)
have metals in their composition (BURAKOQOV et al., 2018; HEJNA et al., 2021). The
most common elements in these effluents include copper (Cu) and zinc (Zn) (AKPOR,
2014; HEJNA et al., 2021). For example, swine farming uses Cu and Zn as feed
additives; therefore, swine wastewater (SW) has high concentrations of these
elements, reaching up to 13.5 mg Cu/L and 94.0 mg Zn/L (CESTONARO DO AMARAL
et al.,, 2014).

Copper and Zn are critical elements in algae cultivation (GEDDIE; HALL,
2019). The excess of these metals can cause the formation of reactive oxygen species,
which can damage various biochemical components of cells. On the other hand, Cu
and Zn in low concentrations are essential for the microalgae development. Copper is
an important component of the photosynthetic apparatus, being responsible for
transferring electrons from photosystems Il to | (MIAZEK et al., 2015; YONG et al.,
2020). Zinc, in turn composes several essential enzymes for the development of
microalgae, such as alkaline phosphatase that acts on the absorption of P and carbonic
anhydrase that integrates the CO: transport and fixation system (BASCIK-
REMISIEWICZ et al., 2009).

Therefore, the success of microalgae cultivation for biotechnological
applications is associated with the adequacy of Cu and Zn levels, but literature little
explores this topic. Establishing the concentrations of these elements that stimulate
and inhibit microalgae growth is necessary to propose the conditions to maximize algal
productivity and increase effluent treatment efficiency. Besides, metals can affect the
biochemical composition of biomass resulting in altered levels of carbohydrates, lipids,
and proteins (ERMIS et al., 2020; MIAZEK et al., 2015; YANG et al., 2015).

Recent research conducted on lab scale and controlled conditions found that
SW with a concentration above 1.0 mg Zn/L inhibited in the growth of microalgae
Coelastrella sp. This same behavior was not observed for the protein content, which
improved from 0.09 to 0.21 g/g, with Zn concentrations from 0.5 to 8.0 mg Zn/L in the
medium (LI et al., 2020). Similarly, an increase in Cu concentrations in SW from 0.1 to

3.0 mg Cu/L reduced the concentration of Coelastrella sp. by about 55% and the
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protein content in biomass by 35%. The removal of ammonia nitrogen was also altered,
from 61.6 to 38.6%, and phosphorus reduced from 70.5 to 12.6% (LI et al., 2018).
These studies demonstrate the important of understanding the complex
interactions between the microalgae physiology and the presence of metals in
wastewater. Thus, further research efforts are necessary in order to assess the
simultaneous interference of Cu and Zn in the wastewater. The metals co-occur in the
SW, but the effects of this mixture on microalgae growth are not well known and cannot
be predicted considering the toxicity of the elements individually and without knowing
the dominant microalgae specie. In addition, simplified strategies that consist in the
use of filtered and autoclaved effluents do not portray the complex and heterogeneous
composition of the SW. Furthermore, they also disregard the critical role of other
microorganisms present in the effluent, which can interfere with the effects of Cu and
Zn. These simplified systems also do not correspond to the actual cultivation conditions
in large reactors such as high rate algal ponds (HRAP). The scarcity of studies using
this approach limits the identification of trends and the consolidation of information.
Given these gaps, the objectives of this study were to (i) identify the
concentrations of Cu and Zn that inhibit and promote the development of microalgae,
(i) evaluate the interferences of these elements in the removal of nutrients and organic
matter from the SW treated in HRAP, (iii) determine the removal of the metals Cu and
Zn from the SW treated in HRAP and (iv) quantify the productivity and composition of
the biomass cultivated in the SW with different concentrations of these metals. For a
realistic analysis, the experimental unit comprised ten outdoor HRAPs. Each HRAP
was operated with SW with different mixtures of Cu and Zn. The interferences of these
elements in microalgae growth were identified using a response surface curve, which
allowed the establishment of conditions that enhance the treatment and resources

recovery from SW.

4.2.Materials and Methods

The experiment was conducted outside of the Laboratory of Sanitary and
Environmental Engineering at the Federal University of Vigosa, Brazil (20° 45' 37" S
42° 52' 04" O) during August 2020 (APENDICE A). This month corresponds to the

winter, characterized by a dry period. During the experiment period, the accumulated
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daily precipitation was equal to 0.0 mm. The average air temperature was 18.2 to

24.1°C, and the average solar radiation was 836.9 kJ/m>.

4.2.1. Experimental conditions

Ten HRAPs on a pilot scale were used as experimental units with the following
dimensions: 1.28 m wide, 2.86 m long, a surface area of 3.3 m?, and a useful depth of
0.30 m. These ponds were made of fiberglass with six-blade steel paddlewheels
moved by a 1 hp electric motor that maintains the effluent speed between 0.10 m/s
and 0.15 m/s. So, the revolving of the medium and the exposure of microalgae to
sunlight were guaranteed.

The HRAPs were operated in batches using the SW from the Teaching,
Research, and Extension Unit in Swine Farming from the Department of Animal
Science at UFV. In this unit, sixty matrices are maintained in the intensive confinement
system with a complete production cycle. The SW generated in the cleaning of the
facilities is directed to an anaerobic biodigester and aerated pond. The last unit was
the SW collection site used in this study (Table 4.1).

Table 4.1. Physical and chemical characterization of swine wastewater (SW) used as a
microalgae growth medium in high rate algal ponds.

Variable Value Variable Value
pH 8.56 Ps (mg/L) 18.7
CODt (mg/L) 436.8 EC (mS/cm) 3.9
CODs (mg/L) 209.7 Total alkalinity (mg CaCOs/L) 1960.0
BOD (mg/L) 120.0 TSS (mg/L) 228.0
TKN (mg/L) 595.9 VSS (mg/L) 58.0
NOs (mg/L) 82.0 FSS (mg/L) 170.0
N-NH4* (mg/L) 435.3 Cu (mg/L) 0.1

Pt (mg/L) 25.8 Zn (mg/L) 0.5

All analyzes were performed according to APHA (2017). CODt: total chemical oxygen demand. CODs: soluble
chemical oxygen demand. BOD: biochemical oxygen demand. TKN: total Kjeldahl nitrogen. NOs™: nitrate. N-NH4*:
ammonia nitrogen. Pt: total phosphorus. Ps: soluble phosphorus. EC: Electric conductivity. TSS: total suspended
solids. VSS: volatile suspended solids. FSS: fixed suspended solids.

The central composite design-centered face (a = 1) was used to identify the
interferences of different Cu and Zn concentrations in HRAP performance. This
methodology proved to be efficient in evaluating the effects of mixing metals on
microalgae growth, simultaneously enabling a low consumption of time and resources
to carry out the experiments (SINGH et al., 2016; SONG et al., 2012). The
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concentrations varied between 0.5 and 3.0 mg Cu/L and from 5.0 to 25.0 mg Zn/L,
which were defined considering the environmentally relevant concentrations. An
additional HRAP was operated without the addition of Cu and Zn, used as a control.
First, volumes of 800 L of SW and 100 L of inoculum were added to each
HRAP. The inoculum consists of mixed biomass previously cultivated in a HRAP fed
with SW operated in batch for 15 days. The biomass was composed of different
microorganisms, such as bacteria, protozoa, and microalgae, and presented a total
suspended solids equal to 480.0 mg/L and chlorophyll a concentration of 2.4 mg/L.
According to classification system of Chlorophyceae, only the genus Chlorella sp. was
observed (BICUDO; MENEZES, 2006). Then, the concentrations of Cu and Zn were
added. Stock solutions of copper chloride (200 g/L) and zinc chloride (300 g/L) were
previously prepared and used to promote each HRAP concentration established in the

central composite design.

4.2.2. Variables monitored during the operation of HRAPs

HRAPs were operated until the chlorophyll a (chl a) levels decreased. Chl a
contents were determined every two days by extraction with 80% hot ethanol as
previously described in the Dutch standard (NEDERLANDS NORM, 1981), based on
Nush (1980). During this period, pH, temperature, and dissolved oxygen (DO)
concentration were determined daily, at 12 and 1 pm, and in situ using a Hach
multiparameter probe model HQ30D/LDO.

The concentrations of volatile suspended solids (VSS), soluble phosphorus
(Ps), soluble chemical oxygen demand (CODs), ammonia nitrogen (N-NH4*), nitrate
(NOgs7), and total Kjeldahl nitrogen (TKN) were quantified every two days, following the
procedures described in APHA (2017). The concentrations of organic nitrogen (Norg)
were obtained through the difference between TKN and N-NH4*. Un-ionized ammonia
(NHs3) was quantified from the concentrations of N-NH4* and the values of temperature
and pH, as presented by Uggetti et al. (2014). Nitrite concentrations were not
determined because this compound undergoes rapid oxidation to NOs~ and may not be
found in appreciable quantities. The different forms of N quantified in this study (N-

NH4*, NOs", Norg, and NH3) were used in the mass balance considering that the sum
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of these compounds was equal to 100%, the concentrations were normalized for each
day of monitoring.

At the beginning and the end of the experiment, the soluble and total Cu and
Zn concentrations were quantified. Such analyzes occurred through digestion followed
by reading on an atomic absorption spectrophotometer (Varian SpectrAA 1000). The
concentrations of total Cu and Zn were used to verify the maintenance of the applied
dose. Total suspended solids (TSS) were also determined at the end of the experiment,
according to APHA (2017).

Chl a concentrations were used in productivity calculations (Equation 4.1).

P — bmax*V

Equation 4.1
AxT

Where: P is the productivity of chl a (g/m2.d). The term bmax refers to the
maximum concentration of chl a (g/m3), V is the volume (0.9 m3), A is the area of the
HRAP (3.3 m?), and T is the time necessary to reach the maximum bmax concentration
(d).

Coefficients of the kinetic models of zero and first-order (Equation 4.2 and 4.3,
respectively) were determined to evaluate interferences of Cu and Zn addition in the

removal of N-NH4* and Ps.

C=Cy—kt Equation 4.2

C=Cq ekt Equation 4.3

Where: C is the concentration of the nutrient (mg/L), t is the time (d), Co is the
initial concentration of the nutrient (mg/L), and k is the reaction rate in mg/L.d for the
order zero kinetics and d-* for first-order kinetics.

The HRAP performance in removing Cu and Zn was analyzed using the metal
removal capacity (Equation 4.4) also used in other researches (NOVAK et al., 2020;
RUGNINI et al., 2017a; SAAVEDRA et al., 2018; YANG et al., 2015).

_ V+(Ci—Cp)

Equation 4.4
w
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Where: q is the metal removal capacity by biomass (mg/g), Ci is the applied
metal concentration, Cs is the final concentration of the metal in the soluble form (mg/L),

and W refers to the mass of dry biomass, which in this study was considered as TSS
(g/L).

4.2.3. Identification and quantification of microalgae

To identify and quantify microalgae, samples of 90 mL of each HRAP were
collected when chl a concentration reached its maximum value. After collection, the
samples were preserved with 10 mL of 4% formaldehyde solution. The identification
occurred according to Bicudo and Menezes (2006). The final cell concentration was
determined by counting cells in a Neubauer chamber using a microscope (model CX40

RF 100, Olympus Corporation) configured with a 40x magnification objective.

4.2.4. Biochemical characterization of the obtained biomass

The biomass harvesting was carried out through coagulation with NaOH (240
g/L), which promoted the pH adjustment to values previously defined in JarTest
assays. Coagulation was carried out in the HRAP itself and occurred by vigorously
stirring the effluent to disperse the NaOH, followed by resting for 12 hours to provide
biomass sedimentation. The supernatant was discarded, and the biomass was frozen
and lyophilized.

For quantifying the protein content in the biomass, a nitrogen to protein
conversion factor of 6.25 (ZHONG et al., 2012) was adopted. Nitrogen, in turn, was
quantified according to APHA (2017). The carbohydrate concentration was determined
from the quantitative acid hydrolysis of the biomass (HOEBLER et al., 1989), followed
by the phenol-sulfuric method (DUBOIS et al., 1956). The reading occurred in
spectrophotometry (490 nm) using the standard glucose curve.

The lipid content was determined by the Soxhlet extraction method (AOAC,
2000). After macerating the biomass, neutral lipids were extracted in the fat determiner
(Tecnal TE-044-8/50) for 6 hours, with 99% hexane solvent. After in the same
equipment, membrane lipids were extracted with 96% ethanol for 3 hours, and

quantification was performed by gravimetry.



30

Determination of ash content consisted of weighting 1 g of biomass to
previously weighed porcelain crucibles placed in a muffle furnace at 550 ° C for 1 h.
The difference in masses calculated the ash content before and after the combustion

of the sample.

4.2.5. Statistical analysis

The results obtained for the number of cells, reaction rate, and metal removal
capacity were analyzed by determining the response surface curve, the coefficient of
determination and significance of the coefficients at the level of 5% and 10% using t-
test. For other parameters, descriptive statistics were applied. All analyzes were

performed using the SigmaPlot 12.0 software.

4.3.Results and Discussion

4.3.1. Biomass development

HRAP monitoring varied between 16 and 20 days, depending on the decay of
the chl a levels. The identification and quantification of the algal cells demonstrated
that Chlorella sp. initially present in the inoculum was dominant in all HRAPs. No
development of another genus was observed. Chlorella sp. is recognized for its ability
to adapt to different cultivation conditions since the rigidity of the cell wall may protect
against aggressive substances and acts to preserve the integrity of the cell (SAFI et
al., 2014).

The number of cells of Chlorella sp. for the different mixtures of Cu and Zn is
presented in the Figure 4.1. The equation that describes data dispersion indicates that
both Cu and Zn elements had significant effects (p <0.05) on cell density. The inflection
point of the paraboloid function corresponds to the dose of 1.8 mg Cu/L + 15.0 mg
Zn/L, giving a Zn:Cu ratio of 8.3:1 equally observed in the biomass of Scenedesmus
sp. (SHAABAN et al., 2010). This condition enhances microalgae growth; other values
indicate a deficiency of these elements or an excess that can cause toxicity.

For example, HRAP with 0.5 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L showed the lowest
number of cells among the HRAPs with metals application (4.52 x 108 cell/mL) which

can be attributed to a possible limitation of these elements. While the addition of higher



31

doses, such as 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L (5.67 x 108 cell/mL), probably inhibited
algal growth due to excess. A third inhibitory condition may have occurred in treatments
with the limitation of one element concomitant with the high concentration of another.
This seems to be the case for the HRAP that received 3.0 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L (4.57
x 10° cell/mL), possibly the Cu dose was high and caused toxicity, while the addition
of Zn was not enough to support the growth of Chlorella sp. Therefore, microalgae
cultivation for biotechnological applications is related to the adequacy in Cu and Zn

concentrations, which is little explored. The present study makes an important
contribution in this regard.

N° cel. = 0.39 + 5.06%¥Cu + 0.59%Zn - 1.39*Cu? - 0.02* Zn®
R? = 0.85 *significant at the 5% level
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Figure 4.1. Model that describes the number of cells of Chlorella sp. as a function of the
different concentrations of Cu and Zn. The red dots refer to the number of cells quantified in
each treatment.

To assess the inhibitory effects of Cu and Zn, the concentrations of chl a were
determined over time. The HRAP that received the largest applications of Cu and Zn
(3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L) showed a chl a content that was approximately constant
during the first 10 days, while in the other HRAPs, the adaptation period was around 5
days (Figures 4.2A and 4.2B). The maximum concentration of chl a in this treatment

did not exceed 1.52 mg/L, which is 34.8% less than that observed in the control and
54.0% less than the addition of 1.75 mg Cu/L + 15.0 mg Zn/L.

Similar results were previously reported. During the cultivation of Coelastrella

sp. in the SW, a reduction of chl a concentration of about 71% was observed in 2.0 mg



32

Cu/L (LI et al., 2018) and approximately 59% with 8.0 mg Zn/L (LI et al., 2020). The
growth of Chlamydomonas sp. was not feasible in landfill leachate in concentrations
above 4.0 mg Cu/L (PASKULIAKOVA et al., 2018). The tannery effluent with
concentrations of 4.9 mg Cu/L, 7.9 mg Zn/L, 3.2 mg Pb/L, and 12.8 mg Cr/L was
unsuitable for cultivating Scenedesmus sp. (AJAYAN et al., 2015).

Copper and Zn compromise the development of microalgae due to the
increased production of reactive oxygen species and the ability to replace the Mg?* ion
in the chlorophyll molecule (Li et al., 2018; Li et al., 2020). However, in the same
concentration, Cu is more toxic to microalgae than Zn (OUYANG et al., 2012; YANG
etal., 2015). Copper's ability to reduce D1 protein synthesis, affect intracellular osmotic
balance, and inhibit cell division (LI et al., 2018; YONG et al., 2020).
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Figure 4.2. Concentration of chlorophyll a obtained during the monitoring of the development
of microalgae cultivated in SW with different Cu and Zn concentrations.

The behavior of the chl a level was reflected in the chl a productivity. The
HRAP with the highest application of Cu and Zn had the lowest value (25.42 mg chl
a/m2d) (Table 4.2). On the other hand, a productivity 2x higher was obtained in HRAP
with 1.75 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L (50.53 mg chl a/m? d). The need to increase
productivity is one requirement to optimize the integrated system of wastewater
treatment and microalgae biomass production (BHATIA et al., 2021; SALAMA et al.,
2017). Low productivity increases the consumption of resources and energy involved
in the cultivation and processing of biomass, making the biofuel produced more
expensive (CHEN; ZHAO; Ql, 2015). The present study results demonstrate that the

adjustment in the concentrations of Cu and Zn improves the performance of HRAP in
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terms of algal growth and can be a strategy to adapt the culture medium with
micronutrients.

Levels of VSS during the monitoring varied from 40 to 216 mg/L (Figures 4.3A
and 4.3B), reflecting the diverse community of microorganisms in the HRAPs. de
Godos et al. (2009) obtained up to 1,500 mg/L in HRAP operated with diluted SW. The
higher concentration observed by the authors can be attributed to the pH that remained
approximately constant (= 8) and the dilution that probably reduced the toxic
compounds in the SW, such as metals and antibiotics (CHENG et al., 2019).

The addition of 0.5 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L showed an increasing trend of
VSS over time, reaching the maximum concentration of 216 mg/L. The proportion of
Zn and Cu in this treatment was equal to 50:1, which differs from the proportion of 8.3:1
established as the most suitable for microalgae growth (Figure 4.1). Bacteria, in
general, encode few enzymes that depend on Cu (SAMANOQVIC et al., 2012). On the
other hand, this element is necessary for photosynthetic organisms (MIAZEK et al.,
2015; YONG et al., 2020).

Table 4.2. Productivity of chlorophyll a during microalgae cultivation in SW with different Cu
and Zn concentrations.

Treatment (mg Cu/L + mg Zn/L) Productivity of chl a (mg chl a/m? d)

Control 44.55
0.5+5.0 47.35
0.5+15.0 33.09
0.5+25.0 33.48
1.75+5.0 50.53
1.75+15.0 49.10
1.75+25.0 35.99

3.0+5.0 32.96
3.0+15.0 49.59
3.0 +25.0 25.42

This difference between the most suitable proportions of Zn:Cu for the
development of microalgae (8.3:1) and other microorganisms present in HRAPs (50:1)
can represent a challenge to maintain the balance of the microbial community and
reconcile efficient treatment wastewater with maximum algal growth. These results
suggest that the Cu demand for microalgae growth may compromise the development

of other microorganisms.
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Figure 4.3. Effects of different concentrations of Cu and Zn on the levels of volatile suspended
solids monitored during the treatment of SW in HRAPs.

Previous research has shown that the biomass of activated sludge was
negatively affected at concentrations above 1.0 mg Cu/L (LIN; YANG; LIU, 2003).
Ermis et al. (2020) investigated the effects of Fe addition on SW on the development
of a microorganism mixed culture. The authors found that the addition of Fe provided
a 2.5x increase in the abundance of Chlorella sorokiniana. However, other
microorganisms such as Azospirillum, Thermomonasfusca, Poteriospumella, and

Desulfovibrio oxamicus almost disappeared in this condition.

4.3.2. Environmental variables

An approximately constant pH was observed until the 4" day (Figures 4.4A
and 4.4B). There was an increase between the 5th and the 7th day, and the values
reached 9.0 - 10.1. This result can be attributed to the consumption, by microalgae, of
dissolved CO2 (POSADAS et al., 2017). The low biodegradability of SW (BOD/COD =
3.64, Table 1) possibly limited the CO2 supply provided by heterotrophic bacteria. An
increase in pH is expected when photosynthesis is intense and consumes CO: faster
than can be replenished by bacterial respiration. Carbonate and bicarbonate ions
dissociate and generate an accumulation of hydroxyl ions (ABDEL-RAOUF; AL-
HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012), being responsible for pH increasing.

From the 7" day onwards, pH decreased continuously and reached a value
close to 6.0 at the monitoring end. Nitrification (discussed in item 4.3.3) is a process

that can acidify the medium, and the presence of Zn?>* may have contributed to
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accentuating pH reduction as it produces H* ions in contact with water (KREZEL;
MARET, 2016). The maintenance of a pH higher than 8.0 observed in the control
throughout the period reinforces this hypothesis.

The pH values observed in this study do not seem to limit the development of
micralgae, as these microorganisms can grow in the SW in a pH range of 6 to 10
(CHENG et al., 2019), these being the values observed in the present study. However,
other microorganisms were possibly inhibited. For example, a pH greater than 8.5 does
not favor the development of aerobic heterotrophic bacteria (CRAGGS et al., 2014)

that act on the degradation of organic matter.
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Figure 4.4. pH (A and B) and oxygen saturation (C and D) recorded during the operation of
HRAPs fed with SW with different Cu and Zn concentrations.

Oxygen saturation (Figures 4.4C and 4.4D) increased during all HRAPs
operations, from 1.6 - 10.1% at the beginning of the monitoring to up to 140.4% at the
end of the experiment. Microalgae are recognized for their remarkable ability, through
photosynthesis, to promote aerobic conditions in HRAP. This ability has the advantage

of lowering 2x the operating and maintenance costs than an activated sludge system
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(GARFI; FLORES; FERRER, 2017). However, it is important to highlight that the
excess of oxygen may also indicate that the presence of Cu and Zn and pH variations
compromised the development of bacteria and, consequently, the consumption of DO,

resulting in an accumulation.
4.3.3. Removal of organic matter and nutrients

In all HRAPs, CODs concentrations increased (Figures 4.5A and 4.5B). The
treatments that favored the growth of microorganisms such as bacteria, referred to as
VSS concentrations, provided the lowest increase in CODs values. This was the case
of HRAPs with 0.5 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L where the CODs concentration at the end
of monitoring was equal to 441.0 mg/L. Conversely, the highest CODs values were
observed in treatments that inhibited the growth of microorganisms due to a limitation
or excess of Cu and Zn. The HRAP with low concentration of these elements (0.5 mg
Cu/L + 5.0 mgs/L) reached a CODs concentration of up to 795.0 mg/L and in the
HRAPs with the highest applications of Cu and Zn (3.0 + 15.0 and 3.0 mg Cu/L + 25.0
mg Zn/L) values of CODs reached 753.3 and 682.5 mg/L, respectively.
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Figure 4.5. Soluble chemical oxygen demand variation during the operation of HRAP fed with
SW with different Cu and Zn concentrations.

These results may reflect a possible inhibition of bacteria responsible for the
organic matter degradation. The low concentrations of VSS and accumulation of DO
presented in items 4.3.1 and 4.3.2 are also indicators of this inhibition. This behavior
associated with the ability of microalgae and bacteria to produce extracellular

polymeric substances (EPS) due to the presence of metals may have contributed to
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the increase in CODs. Kiran and Thanasekaran (2011) observed that in a medium
containing 2.0 mg Cu/L, the cyanobacteria Lyngbya putealis increased by 2.3x the
production of EPS in the form of exoprotein compared to the treatment with 0.1 mg
Cu/L.

The main routes of N conversion in HRAPs were evaluated by quantifying
NH4*, NH3, NOs and Norg during the monitoring (Figure 4.6). At the beginning of the
experiment, the most considerable fraction of N was NH4*, varying from 56.0 to 59.3%.
Between the 5th and 7th days, NHs levels increased due to high pH values (9.0 to
10.1), giving percentages between 15.7% in the HRAPs with 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg
Zn/L and 49.1% with the application of 3.0 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L. In this last
treatment, the NH3s concentration reached 122.0 mg/L, which may pose a risk of toxicity
for the microbial community of the HRAPs. Kwon et al. (2020) observed that the
number of Chlorella vulgaris cells grown in SW with 100 mg/L of NH3 was lower when
compared to the synthetic medium.

In the following days, NO3  concentrations continually increased to 87.6%
(534.7 mg/L). This result associated with decreases in NH4" suggests recovery of the
microbial community affected by NH3 and the promotion of nitrification. However, this
process was compromised with the application of 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L, where
the reduction of NH4™ was only 66.1%. In the other treatments, removal varied from
81.0 to 92.0%. Other studies showed that nitrification was negatively affected in the
activated sludge reactor with 5 mg Cu/L (LEE et al., 2009) and 10 mg Zn/L (KAPOOR
et al., 2015).

As for Norg, the highest percentage was found in HRAP with 0.5 mg Cu/L +
15.0 mg Zn/L, an average value equal to 22.7% (164.3 mg/L), which remained
approximately constant during the monitoring. The application of 3.0 mg Cu/L + 15.0
mg Zn/L gave a minimum value of 0.42% (2.5 mg/L), indicating that N's assimilation
was not viable. For the other HRAPSs, an oscillation was observed over the days. This
behavior is expected for batch tests because, at the beginning of the experiment, it is
likely that the concentration of Norg in the SW represented the un-degraded organic
compounds. N can be made available and assimilated by biomass with the action of
heterotrophic bacteria (COUTO et al., 2015). This assimilation contributes to the
addition of Norg that makes up biomass.
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Figure 4.6. Percentages of nitrogen forms in HRAPs treating SW with different Cu and Zn
concentrations.
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The N transformations observed in the present study indicated that the excess
of metal negatively affected the conversions of NH4* through nitrification as observed
in the HRAP with 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L; and assimilation as verified in the HRAP
with 3.0 mg Cu/L + 15.0 mg Zn/L. The reaction rates for NH4" (knHa+) were determined
using first-order kinetics, which is the model that best adjusted to variations in the
concentrations of NH4* (R? between 0.92 and 0.99).

The values of knn4+ and the model that describes data dispersion are
presented in the Figure 4.7. The addition of Zn did not show significant interference in
knHa+ (p > 0.10), while the effects of Cu were significant (p < 0.05). The addition of 0.5
mg Cu/L gave the highest values of knna+, from 0.104 d-' to 0.089 d-" regardless of the
addition of Zn. The control showed a similar result (0.108 d-'), while the performance
of HRAP with 3 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L was about half (0.048 d'). These results show

that an increase in the concentration of Cu reduces the values of knHa+.

k

i = 0.115% - 0.010%Cu - 0.001Zn

R2=0.66 * significant at the 5% level

Figure 4.7. Reaction rate for ammonia nitrogen (knns+) Obtained through first-order kinetics.
knna+ were quantified during SW treatment with different mixtures of Cu and Zn in HRAPs. The
red dots refer to the knnsa+ quantified in each treatment.

Zhou et al. (2019) reported a similar result when calculating the reaction rates
of synthetic SW treatment in a duckweed system. Values varied from 0.097 to 0.079
d" when using 0.1 to 1.0 mg Cu/L, and decreased to 0.031 d' when 2.0 mg Cu/L was
tested. For the authors, the excess of Cu (> 2.0 mg/L) resulted in the production of

reactive oxygen species, which inhibited the assimilation of ammonia nitrogen by the
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biomass and the nitrification-denitrification resulting from the rhizosphere
microorganisms activity.

Ps can be removed through adsorption and assimilation by biomass and
chemical precipitation during microalgae cultivation in wastewater. It is possible to
suggest that all of these processes occurred during the operation of the HRAPs. At the
beginning of the experiment, the initial concentration of Ps was 26.1 mg/L. However,
Ps concentrations decreased to ~22.3 mg/L with 5.0 mg Zn/L followed by 19.3 mg/L in
the 15.0 mg Zn/L HRAP and 18.1 mg/L after the application of 25.0 mg Zn/L (Figure
4.8). This reduction indicates that the application of Zn contributed to the formation of
precipitates in the form of zinc phosphate, also found by Li et al. (2020) after the
application of different concentrations of Zn in the SW.

Besides, between the 5" and 7" days, pH values were adequate for removing
Ps by precipitation with cations, such as Ca? * and Mg?*. In the following days, with
biomass growth, assimilation and adsorption were probably the dominant processes.
An indication of this occurrence is observed for HRAP with 1.75 mg Cu/L + 15.0 mg
Zn/L. This treatment presented the most suitable conditions for microalgae growth and

conferred the highest percentage of removal of Ps (82.8%) at the end of the

experiment.
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Figure 4.8. Soluble phosphorus monitored during the operation of HRAPs fed with SW with
different Cu and Zn concentrations.

Interestingly, the second-best performance in removing Ps, 73.0%, occurred
in the HRAP that inhibited biomass growth (3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L). Li et al.
(2020) found that an increase in Zn from 0.5 to 4.0 mg/L inhibited the growth of

microalgae Coelastrella sp. in SW but increased P removal from 68.0 to 76.4%. The
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energy demand to adapt to a medium with an excess of metals and the use of
polyphosphates as an intracellular detoxification mechanism for microalgae
(LAPORTE et al.,, 2020; ZHOU et al., 2012) may have contributed to greater
assimilation of P. This behavior is also demonstrated when analyzing the lowest
percentages of removal of Ps, which occurred with the minimum applications of Cu
and Zn: control (36.4%); 0.5 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L (38.6%) and 0.5 mg Cu/L + 15.0
mg Zn/L (38.1%).

Another result that shows this characteristic refers to the values obtained for
the reaction rate of Ps (kps) (Figure 4.9) using models of first-order kinetics (R? between
0.73 to 0.94). The equation that describes the dispersion of the kps values shows that
only the application of Zn caused significant interferences (p < 0.10). The higher the
Zn dose, the higher the kps values. They reached 0.054 and 0.053 d' with the
application of 1.75 Cu/L + 15.0 mg Zn/L and 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L, respectively.
The lowest value was 0.030 — 0.022 d-! with the addition of 5.0 mg Zn/L, regardless of
the Cu application. Li et al. (2020) also noticed this trend during the cultivation of
Coelastrella sp. in the SW. The authors observed that with the addition of 2.0 mg Zn/L,
kps was 0.053 d-', whereas in a medium with 8.0 mg/L, it reached 0.078 d-".

Kp, = 0.0248* + 0.0008**Zn + 0.0008Cu
R2 = 0.46 significant at the * 5% and **10% level

—
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Figure 4.9. Reaction rate for soluble phosphorus (kes) obtained through first-order kinetics. kps
were quantified during SW treatment with different mixtures of Cu and Zn in HRAP. The red
dots refer to the kps quantified in each treatment.



42

4.3.4. Removal of metals

The performance of HRAPs in removing Cu and Zn metals was determined
considering the removal capacity (Figures 4.10A and 4.10B), which considers the
amount of metal removed per mass of solids. The equations in Figure 4.10 have two
crucial characteristics. The first one shows that Cu and Zn did not compete for binding
sites. Only the concentrations of Cu significantly interfered in the ability to remove Cu
(gcu) (p < 0.05), and only the application of Zn showed significant effects on the ability
to remove Zn (qzn) (p < 0.05).

The second characteristic refers to the proportionality between the application
of metal and the values of q. The higher the Cu concentration, the higher the qcu
values. Average capacities were equal to 1.1; 2.5 and 3.1 mg/g for HRAPs with 0.5;
1.75 and 3.0 mg Cu/L, respectively. The same trend was observed for qzn, where the
averages were equal to 11.9; 26.7, and 33.3 mg/g in treatments that received 5.0; 15.0,
and 25.0 mg Zn/L, respectively. A higher value of q was expected for treatments that
favored algal growth in detriment over treatments that inhibited it. However, this
behavior did not occur. The HRAP that inhibits algal growth due to an excess of metal
(3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L) presented a qcu (3.4 mg/g) and qzn (36.1 mg/g) superior
to that obtained in the treatment that favored the development of microalgae (1.75 mg
Cu/L + 15.0 mgs/L; qcu = 2.6 mg/g and qzn = 25.9 mg/g). Thus, there was no correlation
between the levels of cell number or chl a or productivity of chl a with g (R? < 0.20).

Microalgae cell multiplication contributes to reducing dissolved Cu and Zn
through complexes formed with EPS, cell wall binding, and assimilation. EPS and the
cell wall of microalgae have functional groups that enable the characteristic
coordination binding of the Cu?* ion (KUMAR et al., 2015). As for assimilation, it was
reported that Chlorella sp. contributed up to 18% of the total Cu removal through
intracellular adsorption (WILDE et al., 2006). This ability was not evident in the present
study.

This result does not indicate that microalgae did not act to remove metals; it
only suggests that in HRAP fed with SW, other factors also contributed, such as the
pH that remained above 6.0, and this condition does not favor the ionic forms of Cu
and Zn in water (LANGMUIR et al., 2004). Furthermore, due to its high electronegativity
and lower ionic radius, Cu interacts strongly with organic matter (BEZERRA,
TAKIYAMA; BEZERRA, 2009), contributing to the complexation of this element. As for
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Zn, this element can interact with SW constituents and form several inorganic

compounds, such as zinc phosphate (discussed in item 4.3.3) and different forms of
zinc hydroxides (KREZEL AND MARET., 2016).

Qg = 0.7005** + 0.0124Zn + 0.7877*Cu

y, = 2.9658% + 1.0699%Zn - 1.1591Cu
R? = (.88 significant at the *5% and **10% level

R* = 0.85 *significant at the 5% level
i L i 1'
| //" )’ o
F o | s |
A s 40T |
| II | B |
| [ | |
| < | | . |
P | | |
O | | - |
‘,{. e | § 30 | . |
= | = | |
S | | = |
a2 . = | |
s | ™~ 20
g | 4 | 2| :
-: I' i " 245 E’ | ® Il
= 11 ks B o ot
o 101
I . 420 o .
: : * »
I 15 o) I ~
Y M " & JE= =
5% - 3. %
2 . W e 25 — P A
s v 2.0 e # A
C 1.0 =y y L T—
u “”,:_: 1L 0.5 Cy f:ng ') L0 3

Figure 4.10. Capacity to remove Cu (qcu) (A) and Zn (gzn) (B) quantified during SW treatment
with different mixtures of Cu and Zn in HRAP. The red dots refer to the gcu and gz quantified
in each treatment.

The different routes suggested for metals removal (complexation, precipitation,
assimilation) resulted in similar removal of dissolved Cu and Zn in treatments that
stimulated and inhibited algal growth. The HRAP with 1.75 mg Cu/L + 15.0 mg Zn/L
provided removal of dissolved Cu and Zn equal to 77.1 and 88.8%, respectively, while
the application of 3.0 mg Cu/L + 25.0 mg Zn/L promoted a reduction of 69.3 and 86.1%,
respectively. The average removals considering all treatments were equal to 75.4% for
Cu and 88.6% for Zn. Although few studies have evaluated the removal of metals from
wastewater treated in HRAPs, the reported results are similar to those of the present
study. For example, the removals of Cu and Zn from domestic sewage were 81-87%

and 73-88%, respectively (TOUMI; NEJMEDDINE; BELKOURA, 2003; TOUMI,
NEJMEDDINE; EL HAMOURI, 2000).

4.3.5. Biomass composition

The determination of the biomass composition is essential to establish the best

applications. In the present study, the addition of Cu and Zn promoted an increase in
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ash contents, which remained between 35.8 and 40.9%, exceeding the concentration
observed in the control (17.4%). The ash concentrations may vary according to the
characteristics of the growth medium and the cultivation conditions, with percentages
of 10.6% in the biomass cultivated in synthetic medium (TORO et al., 2013) up to
62.0% for the biomass grown in effluent from the mining (URRUTIA; YANEZ-
MANSILLA; JEISON, 2019).

A high concentration of ash in the microalgae biomass represents a significant
challenge for the production of biofuels, as this characteristic reduces the calorific
value of the feedstock. Also, the costs associated with ash removal can increase the
sale price of biofuel (HESS et al., 2019). On the other hand, macro and micronutrients
may be present in the ash composition, making attractive the biomass application as
a biofertilizer (DINIZ et al., 2017).

Dry ash-free biomass was considered to assess the interferences of the metals
Cu and Zn in the contents of the other compounds (proteins, carbohydrates, and lipids).
The significant fraction corresponded to proteins, with levels ranging from 31.7 to
55.2% (Table 4.3). The microalgae biomass that was grown in a medium with high
concentrations of N, as observed in the SW (TKN + NOs™ = 677.9 mg/L), contributes to
the formation of proteins (MENEGOL et al., 2017). The contents of this metabolite
observed in the present research are consistent with the percentages of 16.2 to 53.1%
reported in the literature for microalgae biomass grown in wastewater (FERREIRA et
al., 2018; MOHEIMANI et al., 2018; MONTERO et al., 2018). The highest protein level
was observed with the addition of 3.0 mg Cu/L (50.5 to 55.2%) in the same HRAPs
that presented the highest increases in CODs, as discussed in item 4.3.3. Given this
result, it is possible to suggest that the excess of Cu induced the synthesis of EPS in
the form of exoproteins also observed in other studies (KIRAN; THANASEKARAN,
2011; TANGO et al., 2018).

Protein-rich biomass can be used as an ingredient or supplement in the animal
diet. A previous study showed that the protein concentrations present in the microalgae
biomass grown in the SW were comparable to the soybean meal used in the swine’s
feeding (from 37 to 44%) (MOHEIMANI et al., 2018). However, the risks associated
with this practice, such as toxic compounds in biomass and the animal's adaptability

to microalgae as a food ingredient, should be investigated.
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Table 4.3. Concentrations of proteins, carbohydrates, and lipids quantified in dry ash-free
biomass cultivated in SW with different concentrations of Cu and Zn.

Treatment Proteins Carbohydrates Total lipids
(mg Cu/L + mg Zn/L) (%) (%) (%)
Control 45.9 26.2 245
0.5+5.0 371 31.8 8.1
0.5+15.0 52.5 33.2 8.1
0.5+25.0 32.4 10.8 14.0
1.75+5.0 34.1 20.5 14.2
1.75+15.0 31.7 18.9 16.4
1.75+ 25.0 34.0 17.3 20.2
3.0+5.0 55.2 24.6 17.9
3.0+ 15.0 54.6 19.6 22.7
3.0+25.0 50.5 29.3 8.7

The highest concentrations of carbohydrates occurred in conditions that
inhibited the development of microalgae, either due to the Cu limitation observed in
HRAPs with 0.5 mg Cu/L + 5.0 mg Zn/L (31.8%) and 0.5 mg Cu/L + 15.0 mg Zn/L
(33.2%) or excess of both elements as verified in the HRAP with 3.0 mg Cu/L + 25 mg
Zn/L (29.3%). Microalgae can store carbohydrates to ensure survival in extreme
environments and synthesize osmoprotectants such as glycerol and sugars (SUN et
al.,, 2014). Silva et al. (2018) mentioned that phytoplankton could synthesize
carbohydrates as a defense mechanism because this metabolite can bind to metal,
decreasing bioavailability.

The synthesis of carbohydrates and lipids can compete (RIZWAN; MUJTABA;
LEE, 2017). Therefore, differently from carbohydrates, the production of lipids was
compromised under conditions of limitation or excess of Cu and Zn. Control treatment
had the maximum lipid (24.5%). Rugnini et al. (2018) found a 26.7% reduction in the
levels of lipids in the biomass of Desmodesmus sp. when grown without medium with
9.8 mg Cu/L and 7.4 mg Ni/L compared to the control treatment. Conversely, Yang et
al. (2015) found that the lipids in the Chlorella minutissima biomass increased, in
relation to control, 21.1 and 18.3% when grown at 25.4 mg Cu/L and 392.3 mg Zn/L,
respectively.

The previous researches report divergent results. An increase in lipid levels
may occur due to stress induced by metals, but these elements can also result in lipid
peroxidation (LI et al., 2018; YANG et al., 2015). It is possible that the metal

concentration that stimulates the production of lipids is specific to each species of
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microalgae and is likely to be affected by the conditions of cultivation and composition

of the wastewater.

4.4. Conclusion

The condition that potentiates the growth of microalgae was 1.8 mg Cu/L +
15.0 mg Zn/L, and the addition of 0.5 mg Cu/L + 25 mg Zn/L provided the greatest
increase of VSS. An increase in CODs was observed in all treatments, emphasizing
the HRAPs that received the major application of metals. The addition of Cu interfered
negatively in the reaction rate of N-NH4* while the application of Zn favored the rate of
reaction of Ps. The presence of Cu did not affect the removal capacity of Zn, and this
metal did not interfere with the removal capacity of Cu. A large removal of Cu and Zn
was observed; however, the microalgae seem to present a modest contribution to this
performance. The treatments with the lowest concentrations of Cu and Zn provided the
highest concentrations of carbohydrates but resulted in a decrease in lipid content. The

treatments with an excess of Cu (3.0 mg Cu/L) stimulated the production of proteins.
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5. ARTIGO II. Efeitos do cobre na constituicido da biomassa microalgal e na
remogao de nutrientes durante o tratamento de agua residuaria da

suinocultura em lagoas de alta taxa

Resumo: A agua residuaria da suinocultura (ARS) € reconhecida por sua
contaminagdo com Cu o que pode limitar a aplicagdo das microalgas para a
recuperacao os recursos presentes nesse efluente. Assim, as interferéncias do Cu na
producdo e constituicho da biomassa e na remocado de nutrientes da ARS foi
investigada. Para tanto, doze lagoas de alta taxa (LATs) foram operadas com 800 L
de ARS com diferentes concentragdes de Cu (0,1 a 4,0 mg/L), simulando as condi¢des
reais de cultivo. Os resultados mostraram que a concentragao de 1,0 mg Cu/L estimula
o crescimento algal, enquanto acima de 3,0 mg Cu/L causa inibigdo. A remocéo de
nutrientes da ARS foi alterada devido a presenca de Cu sendo que um acréscimo nos
teores desse elemento reduziu a taxa de remocgao de N-NH4* (determinada por meio
do modelo cinético logistico modificado) de 0,440 para 0,066 dia™' com a aplicagdo de
0,5 e 4,0 mg Cul/L, respectivamente. Um comportamento inverso foi observado para a
taxa de remogédo de P sollvel sendo que o valor igual a 0,002 dia™' foi obtido para a
LAT com 0,5 mg Cu/L o qual aumentou para 0,038 dia™ no tratamento com 2,0 mg
Cu/L. A remocéao de Cu soluvel na ARS tratada alcangou 91%, a extragdo quimica
sequencial demostrou que esse desempenho estava associado com a precipitagao de
Cu com oOxidos de Fe e Mn favorecidos pelos acréscimos de pH. Ao avaliar a
composi¢cao bioquimica das biomassas verificou-se que os carboidratos (49,0 —
58,8%) e proteinas (34,9 — 38,6%) foram os compostos em maior concentragao.
Contudo, o Cu afetou a producéo de lipideos e carotenoides e o maior conteudo foi
observado no controle (15,5%) e 0,5 mg Cu/L (4,6 mg/g) respectivamente. Em
conclusao, ajustes no teor de Cu pode ser utilizado para promover o crescimento das
microalgas, contudo mudancas significativas foram observadas no desempenho das

LATs quanto a remog¢ao de nutrientes e constituigdo da biomassa.

Palavras-chave: Chlorella sp.; efluente agroindustrial; remog¢do de nutrientes;

remocgao de cobre; recuperagao de recursos.

5.1. Introducao
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A carne suina é uma das mais consumidas em todo o0 mundo o que coloca a
suinocultura entre os setores mais importantes na producao de alimentos. Em 2019,
cerca de 109,5 milhdes de toneladas de carne suina foram consumidas (OECD, 2020)
e o plantel mundial alcangou 769,05 milhdes de animais (NAGARAJAN et al., 2019).
Apesar da importancia social e econdmica da suinocultura, essa atividade é também
considerada de grande potencial poluidor devido volume de residuos gerados,
estimados entre 3,07 a 6,15x108 m3/dia (NAGARAJAN et al., 2019). Associado com
esse volume expressivo, a agua residuaria da suinocultura (ARS) é um efluente
reconhecido por apresentar diversos poluentes que incluem nutrientes (nitrogénio total
de 200 a 2055 mgl/L; fosforo total de 100 a 260 mg/L), matéria organica (demanda
bioquimica de oxigénio de 2000 a 30000 mg/L) e metais como o cobre (CHENG et al.,
2019).

A presenga de Cu na ARS tem sua origem na ragao fornecida aos suinos,
sendo reportados valores entre 0,8 e 14,2 mg/L (CHENG et al.,, 2019). Essa
caracteristica se tornou uma preocupacgao pois, embora o Cu seja um micronutriente
essencial para humanos, animais e plantas, pode oferecer riscos para a saude
humana e o meio ambiente. Diante disso, € necessario o tratamento adequado da
ARS de forma a promover a remogao dos multiplos poluentes encontrados nesse
efluente, incluindo o Cu. O tratamento escolhido deve considerar as transformacgoes
em diregdo a economia circular, com abordagem que visa reciclar e economizar agua,
energia e nutrientes. Nesse cenario, o cultivo de microalgas na ARS ganhou
notoriedade devido a capacidade desses microrganismos em promover o tratamento
da ARS ao mesmo tempo em que produz biomassa com potencial para uso como
ragdo animal e conversdo em energia (SILVEIRA et al., 2021).

Apesar de todas as oportunidades envolvendo o cultivo de microalgas na
ARS, a presenga de Cu nesse efluente pode comprometer o tratamento pois,
concentragdes elevadas de Cu, como aquelas observadas na ARS, podem inibir o
crescimento das microalgas e conferir maior toxicidade quando comparado com
outros metais, como o zinco e o cadmio (BABU et al., 2014; CAO et al., 2015; NOVAK
et al.,, 2020). A presengca de Cu também interfere nas reagdes bioquimicas e na
remogao de nutrientes da ARS. Por exemplo, o Cu compromete a remogao de
nitrogénio amoniacal (N-NH4"), sendo este um importante parametro de avaliagdo do

tratamento de aguas residuarias. Li et al. (2018) observaram que quando a
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concentragdo de Cu na ARS aumentou de 0,10 para 3,0 mg/L a redu¢ao de NHs-N
obtida durante o cultivo de Coelastrella sp. decresceu de 61,6% para 38,6%.

A composigao bioquimica da biomassa também sofre interferéncias do Cu. Li
et al. (2020) verificaram que a biomassa de Scenedesmus dimorphus apresentou um
decréscimo na concentracdo média de carboidratos de 504 mg/g para 326 mg/g
quando a concentragdo de Cu aumentou de 1,0 para 2,0 mg/L. Li et al. (2018)
observaram que o conteudo de proteinas na microalga Coelastrella sp. decresceu de
um proporgao de 0,297 de proteina/massa de células secas em 0,10 mg Cu/L para
0,194 em 3,0 mg Cu/L. Por outro lado, Li et al. (2022) reportaram um acréscimo no
conteudo de lipideos de cerca de 43 para 49% quando a concentragdo de Cu no meio
de cultivo de Monoraphidium sp. QLY-1 aumentou de aproximadamente 0,5 mg Cu/L
para 1,0 mg Cu/L.

Fica evidente que o Cu altera o desempenho do tratamento da ARS via
microalgas. Contudo, esses efeitos devem ser melhor compreendidos afim de nao
inviabilizar a utilizacdo dessa biotecnologia, mas apresentar as condigdes mais
adequadas de tratamento que permita explorar todas as vantagens associadas com o
cultivo de microalgas. Nessa avaliacdo podem ser aplicados balangos de massas e
modelos matematicos. Zhou et al. (2019) determinaram a maxima concentragao de
Cu na ARS que favorece a remocgao de nutrientes utilizando lemnas por meio da
aplicacdo do modelo cinético logistico modificado e com a identificacdo do stress
ambiental externo.

Outro parametro a ser avaliado € a propria remogao de Cu. O cultivo de
microalgas foi sugerido para a remocao de metais de aguas residuarias devido a
adsorcao pela biomassa e precipitacdo em pH elevado que frequentemente ocorre
durante o cultivo algal. Contudo, os estudos conduzidos para avaliar a capacidade de
remogao de metais pelas microalgas foram conduzidos utilizando meio de cultura
sintético enriquecido com um metal especifico (HAMED et al., 2017a, 2017b; NOVAK
et al., 2020; PENA-CASTRO et al., 2004; RUGNINI et al., 2017b). Essas condi¢bes
nao consideram a composi¢gdo heterogénea das aguas residuarias que apresentam
diversos compostos inorganicos, matéria organica, sélidos em suspensdo e uma
comunidade microbiana diversificada que pode atuar na remog¢ao dos metais.

Zeraatkar et al. (2016) enfatizam a necessidade de testes em escala piloto
para verificar a real aplicabilidade das microalgas na remog¢ao de metais. Oliveira et

al. (2021) conduziram testes nessa configuracéo, utilizando LAT em escala piloto
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alimentada com ARS com diferentes concentracdes de Cu e Zn. Os autores obtiveram
uma remogao média de Cu igual a 75,4% sendo atribuido uma contribuigdo modesta
das microalgas nesse desempenho e outros fatores predominaram na remoc¢ao de Cu
com a precipitagdo. A investigacdo das principais formas desse elemento deve ser
investigada por meio da especiagdo quimica para assim sugerir as condi¢coes
otimizadas de operagao dos sistemas de cultivo algal de forma a maximizar a
remocgao.

Dessa forma o objetivo desse estudo foi avangar nas pesquisas com
aplicagcdes em escala piloto e por meio de uma analise mais abrangente. Para isso,
buscou-se identificar os efeitos de diferentes concentracbées de Cu no cultivo de
microalgas considerando as interferéncias no crescimento algal e as alteragdes na
remocao de nutrientes. Com a aplicacdo de modelos matematicos que descreveram
a variagao desses resultados foi possivel uma nova interpretacdo dos efeitos do Cu
durante o tratamento da ARS em LATs. Além disso, buscou-se estabelecer os
mecanismos que atuam na remoc¢ao de Cu durante o tratamento da ARS em LATs e
avaliar as alteragcdes na composicao bioquimica da biomassa cultivada em diferentes

concentracdes desse elemento.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Agua residuaria da suinocultura (ARS)

A ARS utilizada nessa pesquisa foi obtida na Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extens&o (UEPE) em Suinocultura, do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) (20°46'17"S 42°51'35"0). Nesse local é adotado o sistema
de confinamento intensivo onde estdo abrigadas 60 matrizes distribuidas em
diferentes estagios de desenvolvimento (ciclo completo de producdo). A limpeza e
desinfec¢cdo das baias ocorre uma vez ao dia por meio de raspagem seguindo de
lavagem com agua. A agua residuaria gerada nesse processo € direcionada para a
estagcdo de tratamento que possui as seguintes unidades: desarenador, digestor
anaerobio do tipo canadense (250m?3) seguindo de lagoa aerada (86m?3) e decantador
secundario. A ARS foi coletada na lagoa aerada e caracterizada (APHA, 2017) (Tabela
5.1).
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Tabela 5.1. Caracterizagdo da agua residuaria da suinocultura coletada na lagoa aerada e
utilizada como meio de cultivo de microalgas.

Variavel Valor  Variavel Valor
pH 8,3 Fésforo soluvel (mg/L) 34,9
DQQO’ soluvel (mg/L) 161,0 Cond. elétrica (mS/cm) 3,6
Nitrogénio organico (mg/L) 60,0  Alcalinidade (mg CaCOa/L) 1337,9
Nitrato (mg/L) 46,6 Sol. suspensos volateis (mg/L) 78,8
Nitrogénio amoniacal (mg/L) 293,6  Sdl. suspensos totais (mg/L) 109,8
Fosforo total (mg/L) 66,5 Cobre total (mg/L) 0,1

* demanda quimica de oxigénio

5.2.2. Operacgao das lagoas de alta taxa

Como unidades experimentais foram utilizadas doze LATs que estédo
instaladas na area externa do Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental, na
UFV (20°46'09"S e 42°51'29"0). As LATs sao unidades de cultivo de microalgas e
tratamento de efluentes com formato de pista construidas em fibra de vidro com
volume util de 1,00 m?, largura de 1,28 m, comprimento igual a 2,86 m, profundidade
util de 0,30 m e area util de 3,30 m? As LATs possuem pas de ago inoxidavel
acionados por um motor elétrico de 1 hp que por meio de um redutor e o inversor de
frequéncia mantem a velocidade do efluente entre 0,10 m/s e 0,15 m/s. Em todas as
doze LATs foram adicionados 800 L de ARS e 100 L de inoculo. O inoculo consiste
em uma biomassa previamente cultivada na ARS o qual apresentou um teor de solidos
suspensos totais igual a 190,0 mg/L e concentracao de clorofila a igual a 1138,3 pg/L.
Em analise no microscopio, apenas o género Chlorella sp. foi identificado no inoculo.

Para avaliar as interferéncias do Cu no desempenho das LATSs foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado no qual um tratamento controle e outras cinco
diferentes concentracbes de Cu foram testadas em duplicata, totalizando doze
unidades experimentais. As LATs utilizadas como controle contaram apenas com a
concentracao de Cu que ja estava presente na ARS (0,1 mg Cu/L). Nas demais LATs
foram testadas as concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg Cu/L. Para a adigéo
destas doses, a concentragdo de Cu que ja estava presente na ARS foi considerada
e por diferenca determinou-se o volume de solucdo estoque a ser aplicado para
alcancar os teores testados. Uma solugao estoque de cloreto de cobre (200 g/L, marca
Vetec Quimica) foi previamente preparada e transferida para as LATs conforme a
concentragdo estabelecida. E importante destacar que a utilizagéo de cloreto do cobre

para promover um ajuste nas concentragdes de Cu nao conferiu alteracbes
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expressivas na condutividade elétrica da ARS a qual variou de 3,40 a 3,95 mS/cm
para todos os tratamentos.

As LATs foram operadas entre os meses de maio e junho de 2021 em regime
de batelada até o decaimento da concentracdo de clorofila a (chl a) que foram
quantificadas diariamente por meio da extracdo com etanol 80% a quente descrito em
norma holandesa (NEDERLANDS NORM, 1981), com base em Nush (1980). Para os
dias em que foram observadas as maiores concentragcdes de chl a amostras de cada
LAT foram analisadas para a identificagdo dos géneros de microalgas (BICUDO;
MENEZES, 2006) utilizando camara de Neubauer e microscépio (CX40 RF 100,
Olympus Corporation). Durante esse periodo os valores médios de temperatura do ar
variaram entre 14,2 e 21,1°C; a precipitacao acumulada foi igual a 9,0 mm e a radiagao
solar total média foi de 1085,3 kdJ/m? (INMET, 2021).

5.2.3. Avaliacao da remoc¢ao de nutrientes

Para avaliar as interferéncias do Cu na remocg¢ao de N-NH4* e fosforo soluvel
(Ps) foram adotadas duas metodologias, a primeira (i) consiste em realizar um balang¢o
de massa com a identificacdo das diferentes formas de N e P no inicio e final do
experimento. Para o N foram quantificados o N-NH4*; amonia livre (NH3); nitrato (NO3"
) e nitrogénio organico (Norg). A fracdo de NHs foi calculada conforme apresentado
por Uggetti et al. (2014) utilizando valores de pH e temperatura medidos diariamente
nas LATs utilizando sonda multiparametro (Hach modelo HQ30D). O mesmo
equipamento foi utilizado para monitorar a saturacdo de oxigénio. As concentragdes
de NHs obtidas no decorrer do monitoramento (ou seja, determinadas durante todos
os dias de condugao do experimento) foram somadas. O resultado desse somatorio
foi reportado como concentracao de NHs no final do experimento. Essa abordagem foi
necessaria devido a possibilidade de perdas de NHs por volatilizagdo. As demais
formas de N foram determinadas segundo APHA (2017). O nitrito ndo foi considerado
por ser rapidamente oxidado. Para o P foram identificados as formas totais
estabelecidas em APHA (2017) sendo elas o fésforo reativo (Pr); fosforo hidrolisavel
(Phidro) e fésforo organico (Porg).

A segunda metodologia (ii) consiste em identificar o stress ambiental externo
(Q) induzido pelo Cu igualmente realizado por Zhou et al. (2019). Para isso foi aplicado

o modelo cinético logistico modificado (Equagao 5.1) para descrever a remogao de N-
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NH4* e Ps. A partir da identificagdo dos parametros do modelo foi possivel calcular o
valor de Q (Equagao 5.2) para cada concentracado de Cu e identificar a condi¢ao que

fornece o menor valor.

Equacéao 5.1

Q=1—— Equacao 5.2

Onde C é a concentragéo do nutriente (mg/L), Co € a concentragdo inicial de
nutriente (mg/L), t € o tempo (d), k é a constante de remogéo (d'), a é o parédmetro a

ser estimado (a<1) e Q é o stress ambiental externo (ZHOU et al., 2019).

5.2.4. Avaliacao da remogao de cobre

A fragao dissolvida do Cu (filtradas em membrana de 0,45um) foi monitorada
e definida nesse estudo como o parametro para avaliar as variacdes desse elemento
durante o tratamento da ARS em LATs. Além disso, o método de extragao quimica
sequencial foi utilizado para verificar as diferentes formas quimicas do Cu no inicio e
final do experimento. Para isso, extratores quimicos de forga crescente foram
utilizados conforme descrito em Tessier et al. (1979) e Veeken (1998). Em resumo,
foram identificadas as fragdes de Cu precipitado com carbonatos por meio do ajuste
do pH com acido acético; ligado a 6xidos de ferro e manganés extraido com solugao
de ditionito de sddio, citrato de sédio e acido citrico e por fim adsorvido na matéria
organica extraido com solugdo de EDTA. Em todas as etapas, as concentracdes de
Cu foram submetidas a uma etapa de digestdo seguida de leitura em

espectrofotdbmetro de absorgao atébmica Varian SpectrAA 1000.

5.2.5. Caracterizagao bioquimica da biomassa produzida

Ao final de cada teste, as pas das LATs foram desligadas por 12 horas para
possibilitar a separagao, por sedimentagao gravitacional, da biomassa produzida. O
sobrenadante foi descartado e a biomassa colhida foi seca em estufa a 70°C e

posteriormente macerada e utilizada para a quantificagcdo dos teores de proteinas,
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carboidratos, lipideos, carotenoides e cinzas. O teor de proteina foi definido pelo fator
de conversao de nitrogénio para proteina de 6,25 (ZHONG et al., 2012). O nitrogénio,
por sua fez foi quantificado segundo APHA (2017). A concentracao de carboidratos foi
determinada a partir da hidrdlise acida quantitativa da biomassa (HOEBLER et al.,
1989) seguida do método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

O teor de lipidios foi determinado pelo método de extracdo soxhlet (AOAC,
2000). A extragao dos lipideos neutros foi realizada no determinador de gordura
(Tecnal TE-044-8/50) durante 6h, com o solvente hexano a 99%. Posteriormente, no
mesmo equipamento, foi realizada a extracéo de lipideos de membrana com etanol a
96% durante 3h e a quantificagcao foi realizada por gravimetria. A quantificagdo dos
carotenoides totais na biomassa seca foi realizada conforme apresentado por Pancha
et al. (2014) e com modificagdes descritas em Pozzobon et al. (2021). A determinagéo
do teor de cinzas ocorreu por gravimetria no qual 1g de biomassa foi inserida em forno
mufla a 550°C por 1h.

5.2.6. Analises estatisticas

Para comparar o desenvolvimento da biomassa, a remog¢éo de nutriente e a
caracterizagcado bioquimica da biomassa entre as diferentes aplicacbes de Cu foi
realizada analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de médias de Tukey a 5%
de probabilidade utilizando o software Minitab 17. Os valores de Q foram avaliados
usando regressao com identificagdo da curva que descreve as variagdes dos dados e

do coeficiente de determinacéo.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Producao de biomassa

A identificagcdo dos géneros de microalgas presentes nas LATs néo foi
possivel com a adigdo de 3,0 e 4,0 mg Cu/L devido ao pouco numero de células. Para
os demais tratamentos, apenas a Chlorella sp. foi observada. Entre as microalgas
cultivadas na ARS, a Chlorella esta entre as mais empregadas, principalmente as

espécies C. vulgaris (CHENG et al., 2019) que s&o reconhecidas por sobreviver em
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ambientes aquaticos poluidos e apresentar menor inibicdo na presenca de Cu
(PANDEY; HAN; GAUR, 2015).

O periodo de monitoramento de cada LAT variou conforme o decaimento dos
teores de chl a (Figura 5.1). O controle e as LATs com a adi¢do de 0,5 mg Cu/L foram
acompanhadas por 13 dias, com a aplicagado de 1,0 mg Cu/L foram monitoradas por
25 dias e os demais tratamentos foram acompanhados por 30 dias. Essas diferencas
podem ser explicadas pela interagao entre as microalgas e o Cu. Esse elemento € um
micronutriente essencial para o crescimento algal pois esta envolvido em diferentes
funcdes incluido a atuagao na cadeia de transporte de elétrons, a absorgao de ferro e
compdem diversas enzimas (PEERS; QUESNEL; PRICE, 2005; RAVEN; EVANS;
KORB, 1999). E possivel sugerir que as doses inferiores a 0,5 mg Cu/L n&o foram
suficientes para atender essas demandas e suportar o crescimento algal, de forma

que o Cu se tornou limitante, conferindo concentragcdes de chl a inferiores a 1215,0

Ma/L.
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Figura 5.1. Concentragao de clorofila a obtidas durante o cultivo de microalgas em lagoas de
alta taxa alimentadas com agua residudria da suinocultura com diferentes concentracdes de
Cu (n=2).

Por outro lado, a adigdo de 1,0 mg Cu/L possibilitou um crescimento continuo
das microalgas e proporcionou as maiores concentragdes de chl a entre todos os
tratamentos, alcangando até 2561,2 ug/L, a qual foi significativamente maior (p < 0,05)
se comparada com as demais LATs. A microalga Scenedesmus dimorphus também
apresentou um crescimento otimizado com a adicdo de 1,0 mg Cu/L (LI et al., 2020).

Na presente pesquisa, quando o Cu aumentou para 2,0 mg Cu/L, a concentragao
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maxima de chl a foi igual a 2002,6 ug/L enquanto as LATs com 3,0 e 4,0 mg Cu/L
inibiram o crescimento algal e conferiram um teor de chl a de 60-70% e 82-86% menor
se comparado com o controle e com a adi¢cao de 1,0 mg Cu/L respectivamente. Esses
resultados sdo semelhantes aos reportados para a espécie Scenedesmus almeriensis
(SAAVEDRA et al., 2018), Desmodesmus sp., Chlorella vulgaris (RUGNINI et al.,
2017) e a Monoraphidium pusillum (NOVAK et al., 2020) que também apresentaram
um crescimento inibido nas concentragdes acima de 2,0 mg Cu/L. O Cu tem a
capacidade de substituir o ion Mg?* na molécula de chl a e torna-la inativa, pode
inativar enzimas e promover o estresse oxidativo (KUPPER et al., 2003; LAPORTE
et al., 2020).

5.3.2. Variagoes do pH e saturacao de oxigénio

As variagdes do pH apresentaram dois comportamentos distintos conforme a
concentracado de Cu aplicada (Figura 5.2). Para as LATs controle e com a adi¢ao de
0,5 mg Cu/L foi observado um decréscimo do pH de 8,3 quantificado no inicio no
monitoramento até 6,1. Para as demais LATs foi observado um comportamento
inverso no qual o pH aumentou alcangando valores entre 9,0 e 9,5. Nas LATs é
possivel elencar alguns fatores que interferem nos valores de pH, entre eles tem-se a
nitrificagdo que promove uma acidificagdo do meio enquanto a fotossintese contribui
com o aumento. Conforme o processo dominante, ocorre redugcdo ou acréscimo do
pH.

Essas alteragbes podem ter reflexos no desenvolvimento dos microrganismos
e resultar em reagcdes quimicas que podem modificar a constituicdo da ARS, por
exemplo o pH elevado observado nas LATs com adi¢do acima de 1,0 mg Cu/L pode
propiciar a precipitacao do P que é favorecida em pH entre 9,0 e 10,5 (ARBIB et al.,
2014; WHITTON et al., 2015) e do Cu que frequentemente ocorre em pH superior a
8,0 (SCHOCK; LYTLE, 1995). O pH acima de 9,2 possibilita a conversdo do N-NH4*
em NHs (EZE et al., 2018) sendo esta ultima forma de N passivel de volatilizagdo. De
forma oposta, as LATs controle e com aplicagcéo de 0,5 mg Cu/L ndo apresentaram as
condi¢des mais adequadas para essas reagdes. Esse comportamento ficou evidente
no balango de massa realizado para o P e N conforme sera discutido em detalhes no
item 5.3.3.
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As microalgas sao reconhecidas por sua notoéria capacidade de produzir
oxigénio, essa habilidade ficou evidenciada nas LATs com concentragdes de Cu
inferiores a 2,0 mg Cu/L onde a saturagao de oxigénio alcangou 108%. A manutencgao
de condigdes aerdbias nas LATs devido a atuagado das microalgas torna esse sistema
de tratamento atrativo pois potencializa a oxidacédo da matéria organica e propicia a
nitrificagdo. Por outro lado, as LATs com 3,0 e 4,0 mg Cu/L apresentaram as menores
porcentagens com valores que nao ultrapassaram 90,8 e 75,5% respectivamente, o
que sugere uma atividade fotossintética reduzida em relagdo aos demais tratamentos.

Esse comportamento condiz com os resultados apresentados no item 5.3.1.
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Figura 5.2. Variagdes do pH (A) e saturacdo de oxigénio (B) durante a operagao das lagoas
de alta taxa alimentadas com agua residuaria da suinocultura com diferentes concentragoes
de Cu.

A relagéo entre o desenvolvimento das microalgas e as variagdes de pH e
saturacdo de oxigénio observados no presente estudo sdo semelhantes aos
resultados reportados por Santiago et al. (2013) durante a operagdo de LAT
alimentada com esgoto doméstico sem e com pré-desinfecgéo ultravioleta. Utilizando
esgoto sem desinfecgao foi obtido uma menor produgao de biomassa, o pH médio do
meio foi igual a 7,7 e a saturagdo de oxigénio foi igual a 87 + 26%. Quando o cultivo
aconteceu em esgoto com desinfecgdo, uma maior producao de biomassa algal foi
observada o que conferiu valores mais elevados de pH (até 9,1) e saturagdo de
oxigénio (112 = 31%).

5.3.3. Remocao de nitrogénio e féosforo
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Em todos os tratamentos as remocgdes de N-NH4* foram superiores a 80%,
com destaque para as LATs que receberam 1,0 e 2,0 mg Cu/L que conferiram uma
reducao préxima de 100%, sendo significativamente maior (p < 0,05) se comparado
com o tratamento controle (87,9%), com a adi¢ado de 0,5 mg Cu/L (85,4%) e 4,0 mg
Cu/L (87,6%) (Figura 5.3). Contudo, a avaliagcdo da velocidade com que essas
remogdes ocorreram demostra que conforme a concentragéo de Cu aumentou, menor
foram as taxas de remog&o de N-NH4*, que decresceram de 0,440 d' em 0,5 mg Cu/L

para 0,066 d' com a adigéo de 4,0 mg Cul/L.
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Figura 5.3. Variagdo das concentragcdoes de N-NH4* e taxa de remogao durante o cultivo de
microalgas em lagoas de alta taxa alimentadas com agua residuaria da suinocultura com
diferentes concentragdes de Cu (n=2).

A aplicacdo de Cu pode afetar negativamente as velocidades de conversao
do N-NH4* em NOs durante o tratamento da ARS em LATs (OLIVEIRA et al., 2021)
uma vez que O0s microrganismos que atuam nesse processo, como as bactérias
nitrificantes parecem ser sensiveis a presenca de Cu. Esse comportamento foi
observado ao realizar o balango de massa de N (Figura 5.4). No final do experimento
o NOs foi a forma de N predominante no controle, com porcentagem igual a 82,6%.
Essa fracdo decresceu conforme as concentragbes de Cu aumentaram até valor
minimo de 10,5% quantificado na LAT com 4,0 mg Cu/L, sendo este teor semelhante
ao observado no inicio do monitoramento.

Portanto, outros processos de conversao do N-NH4* permitiram alcangar as
remocdes superiores a 85% observadas em todos os tratamentos com aplicagéo de
Cu (Figura 5.3). A assimilagao e conversao em Norg apresentou a menor contribuicao

para esses resultados pois foi a forma de N com menor porcentagem observada ao
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final do experimento (2,8 a 5,5%) e ndo apresentou diferencas significativas (p > 0,05)
entre os tratamentos. Por outro lado, a formacdo de NHs acumulada durante o
monitoramento foi mais expressiva, com porcentagens que alcangaram até 80%. A
nitrificagdo pode acidificar o meio, como esse processo ficou comprometido nas LATs
com aplicagdes de Cu, o aumento do pH em decorréncia da fotossintese foi
predominante, sendo este um dos fatores determinantes para a formacdo NHs. Esse
comportamento é desfavoravel para a recuperacao de N na forma de biomassa uma

vez que predominou as perdas de N com a formacgao de NHs.
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Figura 5.4. Balangco de massa para as diferentes formas de N quantificadas no inicio (A) e
final (B) da operacao das lagoas de alta taxa alimentadas com agua residuaria da suinocultura
com diferentes concentragdes de Cu.

Quanto as concentragbes de Ps, foi observado uma remocgao
significativamente maior (p < 0,05) com a aplicagéo de 1,0 mg Cu/L (68,5%) e 2,0 mg
Cu/L (71,7%) se comparado com as demais LATs, onde as redugdes foram de 57,6 a
21,6% (Figura 5.5). Diferente da taxa de remocgao de N-NH4*, a taxa de remocéao de
Ps aumentou de 0,002d-' na LAT com 0,5 mg Cu/L até 0,038d-' com a aplicagéo de
2,0 mg Cu/L. O melhor desempenho observado nesta ultima LAT esta possivelmente
associado com o pH alcalino que promove a precipitacdo do P e o crescimento algal
que favorece a assimilagao. Além disso parece existir uma intrinseca relagao entre P
e metais. Laporte et al. (2020) verificaram que a espécie Ulva compressa apresentou
maior requisito de energia para se adaptar ao meio com Cu. Su (2021) mencionam
que o acumulo de polifosfato facilita a incorporacdo de metais nas células de
microalgas. Esses aspectos, ou seja, a producédo de ATP a partir de adenosina

difosfato (ADP) juntamente com o acumulo de polifosfato podem ter favorecido a
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remocao de Ps nos tratamentos com doses mais elevadas de Cu. Esse fato é reiterado

ao observar a segunda maior taxa de remogao de P, o qual ocorreu com a aplicagao

de 3,0 mg Cu/L (0,005 d™').
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Figura 5.5. Variacdo das concentragcdes de Ps e taxa de remocido durante o cultivo de
microalgas em lagoas de alta taxa alimentadas com agua residuaria da suinocultura com
diferentes concentracdes de Cu (n=2).

Entre as diferentes formas de P quantificadas no inicio do experimento, a
concentragao de Pr representou a maior fragao (41,4 a 45,5%) seguido do Porg (27,3
a 33,2%) e Phidro (24,0 a 28,2%) (Figura 5.6). Apds o tratamento, foi observado uma
reducao de Pr nas LATs onde o crescimento algal foi favorecido. A LAT com 1,0 mg
Cu/L conferiu a menor fragao (34,3%), ja a LAT com 4,0 mg Cu/L apresentou a maior
porcentagem, com valor igual a 45,6%. O Pr é amplamente mensurado como
ortofosfato (PO43") (APHA, 2017), sendo essa a principal forma na qual as microalgas
assimilam P (KHANZADA, 2020). Portanto, uma reducao nessa fracdo é esperada
conforme as microalgas se desenvolvem o que pode justificar a menor porcentagem
obtida com a adigédo de 1,0 mg Cu/L pois esse tratamento apresentou as condi¢des
mais adequadas para o crescimento das microalgas.

O decréscimo nas concentracdes de Pr foi acompanhado de um aumento nos
teores de Porg, a maior concentragao foi verificada na LAT com 2,0 mg Cu/L (47,7%)
seguido da LAT com 3,0 mg Cu/L (44,1%) enquanto a LAT com 4,0 mg Cu/L conferiu
a menor porcentagem (35,7%). Esses resultados reiteram a hipdtese de maior
assimilagcao de P com a adi¢ao de Cu e possivelmente contribui para que a LAT com
2,0 mg Cu/L apresentasse a maior remogao de Ps (71,7%) entre todos os tratamentos.
Esses resultados sao inovadores considerando a dificuldade de remogao de P nos

sistemas de tratamento de efluentes. Estudos anteriores mostraram uma reducao de
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P inferior ao verificado nesta pesquisa. Sutherland et al. (2014) obtiveram eficiéncia
maxima de 60% na remoc¢ao do Ps do esgoto doméstico tratado em LAT. Cheng et al.
(2017) reportaram uma redugao maxima de 50% alcangada por meio de ajustes na

relagdo N:P do meio de cultivo.

1.0 0.5
2.0 Control 2.0 Control Pr
\VAVI @;ff/m' s Phidro
== Porg

3.0

Concentragédo de Cu (mg/L) Concentragdo de Cu (mg/L)

Figura 5.6. Balangco de massa para as diferentes formas de P quantificadas no inicio (A) e
final (B) da operagdo das lagoas de alta taxa alimentadas com agua residuarias da
suinocultura com diferentes concentragdes de Cu.

Diante do fato da aplicacdo de Cu afetar as remogcdes de N-NH4* e Ps e
visando a proposicao de doses de Cu de forma a ndo comprometer a remogao de
nutrientes, foi identificado o estresse ambiental externo (Q) induzido pelo Cu (Figura
5.7). A curva quadratica que descreve a disperséo dos valores de Q evidencia que o
efeito inibidor do Cu foi maior na remoc¢ao de N-NH4* se comparado com a remogao
de Ps. A resolucao das equacgdes conferiu os valores minimos de Q nas doses de 0,5
mg Cu/L e 2,0 mg Cu/L para a remogao de N-NH4* e Ps respectivamente.

Com essa abordagem foi possivel identificar trés diferentes doses de Cu,
aquela que estimula a produgao de microalgas (1,0 mg Cu/L), que melhora a taxa de
remogao de N-NH4* (0,5 mg Cu/L) e a concentragado que potencializa a remogao de
Ps (2,0 mg Cu/L). Chen et al. (2015) cultivaram C. vulgaris FACHB-6 em diferentes
concentragdes de Cd e observaram que a coexisténcia de metais pesados na agua
residuaria pode afetar a remogao de N-NHs* e P-PO43". Contudo, essa caracteristica
tem recebido pouca atencido. Por esse motivo os resultados obtidos na presente
pesquisa apresentam uma contribuicdo importante ao identificar as concentragdes de

Cu que afetam a dindmica de tratamento e producédo de biomassa em LATSs.
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Figura 5.7. Efeitos do estresse ambiental externo induzido pelo Cu na remocao de N-NH4* e

Ps.

5.3.4. Remocgao de cobre

E possivel observar que o Cu reagiu com os compostos presentes na ARS o

que conferiu uma reducao da fragdo dissolvida em relagdo a dose aplicada, com

remocgdes entre 64 e 70% observadas no primeiro dia de monitoramento. Essa

ocorréncia pode ser atribuida as reacdes entre o Cu e os constituintes da ARS. Nicolau

et al. (2005) observaram o mesmo comportamento apds a adicdo de Cu no esgoto

doméstico para avaliar a toxicidade no sistema de lodos ativados.
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Figura 5.8. Variagbes de Cu dissolvido durante o cultivo de microalgas em lagoas de alta taxa
alimentadas com agua residuaria da suinocultura com diferentes concentragdes de Cu (n=2).
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No decorrer do tratamento o controle apresentou a menor variagao de Cu
dissolvido com concentragdes que permaneceram proximo de 0,08 mg/L. Entre as
LATs com aplicacao de Cu, a adicdo de 0,5 mg Cu/L proporcionou a menor redugao
de Cu dissolvido ao final do monitoramento (46%) em relagao a dose aplicada (0,5 mg
Cu/L). Para as demais LATSs foi observado uma remogao expressiva, que alcangou 71
a 91% em relacdo a dose aplicada. Contudo, esse desempenho nido apresentou
correlagao com o crescimento da biomassa estimada pelos teores de chl a (R?< 0,38).
O pH elevado observado nessas LATs (9,0 a 9,5) provavelmente contribuiu para a
precipitacdo e o melhor desempenho se comparado ao tratamento com 0,5 mg Cu/L
onde o pH foi inferior a 8,5.

Para identificar os principais fatores que afetam a dindmica de variagéo do Cu
em LAT foi aplicada a extracdo sequencial. Os resultados obtidos permitiram
identificar a porcentagem de Cu que estava na forma dissolvida, ligada a carbonatos,
a oxidos de ferro e manganés e compostos organicos (Figura 5.9). O balango de
massa obtido com a aplicagdo dessa metodologia permitiu uma recuperacao de Cu
que variou entre 102 e 122% o que demostra que as fragdes identificadas nesse
estudo sdo as mais representativas. Os resultados obtidos na presente pesquisa
corroboram com as porcentagens reportadas em estudos semelhantes no qual a uma
recuperacao de metal apos sucessivas extragoes variou entre 71,1 € 146,1% (TYTLA,
2020) e entre 90 e 120% para o Cu (WILDE et al., 2006).
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Figura 5.9. Balango de massa para as diferentes formas de Cu quantificadas no inicio (A) e
final (B) da operagao das lagoas de alta taxa alimentadas com agua residuarias da
suinocultura.
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No inicio do experimento o Cu ligado aos 6xidos de Fe e Mn representava a
maior fracéo, entre 33,3 e 40,9%, seguido do Cu dissolvido (30,0 a 35,6%), enquanto
a fragao ligada aos compostos organicos apresentou a menor contribuigcao (10,1 a
13,6%). Ao final do tratamento, as porcentagens relacionadas aos carbonatos e
compostos organicos apresentaram as menores variagbes comparada com o inicio do
tratamento. A alteragcdo mais expressiva ocorreu na LAT com 1,0 mg Cu/L com
reducao de 17,5% para 7,4% relacionado aos carbonatos e de 12,5% para 8,2%
associado com os compostos organicos.

Com o desenvolvimento da biomassa esperava-se uma contribuicdo mais
expressiva dos compostos organicos na formagcdo de complexos com o Cu. Esse
elemento é reconhecido pela a formagcdo de moléculas estaveis com a matéria
organica (SILVEIRA; ALLEONI; GUILHERME, 2003). A extragcédo sequencial de Cu em
lodo de esgoto demostrou que a fracdo ligada organicamente correspondia a
porcentagens acima de 80% (TYTLA, 2019, 2020), resultado n&o observado na
presente pesquisa. Esse comportamento pode estar associado com o pH, pois
reportou-se que a sor¢ao 6tima de cations metalicos por microalgas ocorre no pH entre
4 e 6 pois grupos funcionais liberam seus prétons e se tornam disponiveis para a
ligacao dos metais (KUMAR; PANDEY; GAUR, 2016).

Por outro lado, as fragbes dissolvidas e relacionada com os 6xidos de Fe e
Mn apresentaram uma variagdo mais expressiva. A LAT com aplicagdo de 0,5 mg
Cu/L proporcionou um acréscimo de Cu dissolvido que passou de 35,2% no inicio do
experimento para 53,9% no final do monitoramento. Esse comportamento foi
acompanhado de uma reducgao nas fracbes de Cu ligado aos 6xidos que decresceu
de 37,6% para 15,4%. Nos demais tratamentos foi observado uma variagéo inversa,
sendo que a fragdo ligada aos 6xidos aumentou em relagdo ao inicio do experimento,
alcancando uma porcentagem de até 65,6%. Essa divergéncia nos resultados pode
ser atribuido as variagdes do pH, pois o aumento do pH diminui a solubilidade dos
oxidos (KRUGER GONCALVES et al., 2011).

Diante desses resultados é possivel sugerir que as microalgas tém um
importante papel na remog¢ao de Cu em LAT, contudo a atuagado predominante nao
parece estar associada com a assimilagao, mas com os acréscimos do pH resultado

da atividade fotossintética.
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5.3.5. Composic¢ao bioquimica da biomassa

E essencial a caracterizacdo da biomassa desenvolvida nas diferentes
concentracdes de Cu a fim de se estabelecer as rotas de valorizagdo adequadas. A
adicdo de Cu contribuiu para os teores de cinzas que aumentaram de 35,5% no
controle até 51,2% com a adi¢cao de 4,0 mg Cu/L, por esse motivo a composi¢cao
bioquimica da biomassa foi realizada considerando a biomassa seca livre de cinzas
(Tabela 5.2). Em todos os tratamentos o composto em maior concentragao foram os
carboidratos, com porcentagens acima de 49%. Destaque para as adi¢cbes de 1,0 e
2,0 mg Cu/L que apresentaram um teor igual a 58,1 e 58,8% respectivamente, sendo
significativamente maior (p < 0,05) se comparado com o controle (49,4%). Wang et al.
(2015) reportaram concentragdes de carboidratos semelhantes, entre 46,0 e 58,3%,
na biomassa de Chlorella vulgaris JSC-6 cultivada em ARS com diferentes dilui¢cdes.

Uma possivel rota de valorizagdo energética para a biomassa com maior
concentragcao de carboidratos € a produgao de bioenergia como bioetanol e biogas.
Os carboidratos de microalgas sao representados principalmente por glicose, amido
e celulose que podem ser fermentados (CHEN et al., 2015; HO et al., 2013; WANG et
al., 2015). Essa rota é particularmente atraente pois os carboidratos a base de
microalgas sao considerados sem lignina. Além disso, a producao de carboidratos de
microalgas ndo compete por terras agricolas e produgéo de alimentos o que constitui
uma vantagem em relagdo as matérias primas tradicionais utilizadas na producgéo de
bioetanol, como a cana-de-agucar (KOUTRA et al., 2018; YEN et al., 2013).

Tabela 5.2. Concentragado de proteinas, carboidratos, lipideos e carotenoides quantificados
na biomassa seca livre de cinzas cultivada na agua residuaria da suinocultura com diferentes
concentracdes de Cu (n=2).

Tratamento Carboidratos Proteinas Lipideos (%) Carotenoides
(mg Cul/L) (%) (%) Neutros Membrana (mg/g)
Controle 494 b 349 a 54a 10,1 a 20b

0,5 49,8 b 39,1a 3,5a 7,2 ab 46 a

1,0 58,1 a 34,2 a 28a 4,8 bc 0,7e

2,0 58,8 a 37,4 a 2,3a 6,6 abc 1,2c¢

3,0 53,5ab 35,5a 29a 2,7c 0,7d

4,0 55,0 ab 38,6 a 29a 3,3¢c 0,4f

Na mesma coluna, letras diferentes indica diferenga significativa ao nivel de 5%.

A producao de biogas ¢é outra alternativa potencial devido a baixa assimilagao

de N (Norg < 5,5%, Figura 5.4) associado com o conteudo elevado de carboidratos o
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que pode conferir uma relagdo C:N adequada para a digestao anaerdbia. Uma terceira
op¢ao para a obtengao de biocombustivel a partir de biomassa rica em carboidratos &
a producao de hidrochar por meio da carbonizagao hidrotérmica (CHT). Esse processo
€ amplamente utilizado para a conversdo de biomassas lignocelulésicas em biochar
enquanto especificamente para a biomassa de microalgas as pesquisas estdo em
andamento. Contudo, os resultados sdo promissores pois com a aplicacdo da CHT é
possivel obter hidrochar derivado de microalgas com caracteristicas que se
assemelham a alguns carvdes, como lignita (MARIN-BATISTA et al., 2019).

Outras aplicagbes foram citadas na literatura. Silveira et al. (2021) também
verificaram que a biomassa cultivada em ARS apresentou maior concentragéo de
carboidratos (20,8 a 31,3% considerando a biomassa com cinzas) se comparado com
as proteinas e lipideos. Os autores sugerem a aplicagdo dessa biomassa para a
producao de racado animal pois os carboidratos constituem a maior propor¢ao na dieta
animal e as porcentagens obtidas foram proximas aos da soja, importante matéria-
prima utilizada na alimentagdo animal.

A aplicagdo de Cu nao interferiu nos teores de proteinas pois as porcentagens
obtidas n&o apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (p > 0,05), com
valores que permaneceram entre 34,9 a 38,6%. Esse comportamento esta associado
com a assimilacdo de N (Norg) que também nao apresentou diferenga entre os
tratamentos (Figura 5.4). O conteudo obtido no presente estudo foi similar ao valor
médio de 39,2% observado por Moheimani et al. (2018) para a biomassa de
microalgas cultivada em ARS. Os autores consideraram a biomassa um substituto
para o farelo de soja, comumente utilizado na alimentacdo animal. O perfil de
aminoacidos da Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus foi semelhante aos graos
tradicionalmente utilizados na composicdo da ragdo animal (BECKER, 2007). A
utilizacdo da biomassa de microalgas na alimentacdo dos suinos desperta grande
interesse pois a ragéo € um insumo que pode representar mais de 50% do custo total
de produgéao de suinos (VELAYUDHAN; KIM; NYACHOTI, 2015).

Outra caracteristica atrativa na utilizacdo da biomassa na suplementacao
animal diz respeito a presenca de carotenoides que sao reconhecidos por atuarem no
fortalecimento do sistema imunoldgico e como antioxidantes naturais além de serem
precursores da vitamina A (CHRISTAKI et al., 2013). Os teores de carotenoides totais
obtidos para a biomassa cultivada na LAT com 0,5 mg Cu/L apresentou o maior

conteudo (4,6 mg/g) seguido do tratamento controle (2,0 mg/g) enquanto os demais
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tratamentos apresentaram uma concentracdo até 12x menor. E interessante observar
que os maiores conteudos de carotenoides totais ndo foram observados nos
tratamentos que favoreceram o crescimento algal (1,0 e 2,0 mg Cu/L).

Conforme discutido no item 5.3.1 é possivel sugerir que concentragdes
menores que 0,5 mg Cu/L foram insuficientes para suportar o crescimento algal, essa
condicao de limitacdo de micronutrientes pode aumentar a producao de carotenoides
pois, além de atuar na absor¢ao de luz, os carotenoides sé&o antioxidantes que pode
ter a producéo estimulada em condi¢des de estresse (MINHAS et al., 2016). O pH de
6,1 a 8,5 observado no controle e com a aplicagédo de 0,5 mg Cu/L também pode ter
contribuido para esse resultado em relagdo ao demais tratamentos, onde o pH
alcancou 9,5. O pH igual a 7,5 foi sugerido como a condi¢ao ideal para a cultura de
Dunaliella salina atingir a maior taxa de producao de beta caroteno (POURKARIMI et
al., 2020).

A concentracao de carotenoides observada na LAT com 0,5 mg Cu/L foi maior
que os teores de 183,03 ug/g reportados por Rodrigues et al. (2014) para a biomassa
da microalga Phormidium autumnale cultivada em agua residuarias de matadouro e
também superou o conteudo de 1 — 2 g/kg de matéria seca mencionados por Christaki
et al. (2013) como o conteudo esperado de carotenoides para as microalgas. Por outro
lado, os resultados obtidos na presente pesquisa foram semelhantes aos teores
reportados por Sukumaran et al. (2014) de 0,175 a 0,573% para a biomassa de
Arthrospira platens cultivada em meio sintético com diferentes proporcdes de efluente
da industria de 6leo de palma. Dessa forma, a ARS com ajuste adequado na
concentracdo de Cu demostrou elevado potencial para cultivo de microalgas para a
producao de carotenoides.

Quanto aos teores de lipideos, 0 maior conteudo de lipideo total foi observado
no controle (15,5%) seguido da adigao de 0,5 mg Cu/L (10,7%) enquanto os valores
minimos de 5,6 e 6,3% foram observados nas biomassas cultivadas nas LATs com
3,0 e 4,0 mg Cu/L respectivamente. Esse decréscimo sao reflexos da redugéo de
lipideos de membrana enquanto os lipideos neutros ndo foram significativamente
diferentes entre os tratamentos (p > 0,05). Os lipidios neutros sdo de interesse para a
producdo de biocombustiveis, contudo os teores observados no presente estudo
foram inferiores a 5,4% e podem nao ser atrativos para a conversao em biodiesel.

Os lipidios de membrana sdo compostos de acidos graxos e sdo importantes

componentes estruturais das membranas celulares e organelas (SOLOVCHENKO,
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2012). Na presente pesquisa foi observado que a adigdo de Cu alterou esses
compostos conferindo uma reducéo de até 73,0% nos tratamentos com as maiores
aplicagdes de Cu se comparado ao controle. A limitagao de Cu no tratamento controle
e com a aplicagdo de 0,5 mg Cu/L pode ter induzido maior producdo de lipideos,
semelhante ao observado para os carotenoides. O Cu induz a produg¢ao de espécies
reativas de oxigénio que podem causar a peroxidagao dos lipidios da membrana
(FERNANDES; HENRIQUES, 1991). Esse comportamento foi sugerido em estudo
anterior que identificou que os teores de lipidios na biomassa cultivada em ARS foram
comprometidos em condicoes de excesso de Cu e Zn e o tratamento controle

apresentou a maxima concentragédo (OLIVEIRA et al., 2021).

5.4. Conclusao

Foi possivel concluir que a aplicagdgo de 1,0 mg Cu/L promoveu o
desenvolvimento das microalgas enquanto concentracdes inferiores nao foram
suficientes para suportar o crescimento algal. Essas condi¢des divergiram daquelas
mais propicias para a remocao de nutrientes, sendo que a taxa de remocgao de N-NH4*
ficou comprometida nas doses acima de 0,5 mg Cu/L. Por outro lado, o Cu favoreceu
a remocgao de Ps na concentracao de 2,0 mg Cu/L. O principal mecanismo de
remocao de Cu foi a precipitagdo com 6xidos de Fe e Mn em decorréncia dos
acréscimos do pH observados nos tratamentos com concentragdes acima de 1,0 mg
Cu/L. A rota mais atrativa para a aplicagdo da biomassa cultivada em 0,5 mg Cu/L é
a utilizacdo como ragcdo animal enquanto a biomassa com 1,0 mg Cu/L possui

caracteristicas atrativas para a conversdo em bioetanol, biogas e hidrochar.
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6. ARTIGO Ill. Tratamento da agua residuaria da suinocultura a base de
microalgas para remocao de micropoluentes: desempenho de lagoas de

algas de alta taxa operadas com diferentes concentragées de zinco

Resumo: O objetivo desse estudo foi identificar as interferéncias de diferentes
concentragdes de Zn presentes na agua residudrias da suinocultura no desempenho
das lagoas de alta taxa. Para essa avaliagao foram determinados o crescimento das
microalgas, resposta bioquimica dos microrganismos, remoc¢ao de nutrientes,
producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS), mecanismos envolvidos
na remogao de Zn e composi¢do bioquimica da biomassa. Os resultados
demonstraram que a aplicagdo de 40 mg Zn/L favoreceu o crescimento das
microalgas enquanto a dose de 70 mg Zn/L causou estresse oxidativo conforme
determinacdo de H202 e conteudo de malondialdeido. A remogdo de N-NH4* foi
comprometida com o0 aumento na concentragao de Zn devido a inibigdo no processo
de nitrificacdo. Por outro lado, a remocgao de P soluvel por meio da assimilagao foi
potencializada nas condigbes que propiciaram o crescimento algal. A producdo de
EPS na forma de carboidratos aumentou no decorrer do monitoramento, o que foi
refletido em acréscimos de demanda quimica de oxigénio. Quanto aos mecanismos
envolvidos na remoc¢ao de Zn, o crescimento da biomassa apresentou uma
contribuigdo importante, mas nao superou a fragao relacionada aos carbonatos (28 —
44%). O Zn n&o interferiu nos teores de proteinas e carboidratos, contudo a adigéo de
55 mg Zn/L proporcionou as maiores concentragdes de lipideos totais. Os efeitos do
Zn na remocgao de nutrientes e composi¢do bioquimica da biomassa devem ser
ponderados a fim de consorciar a remog¢ao de metais, a remogao de nutrientes e a

producéo de biomassa com valor agregado.

Palavras-chave: biorremediagao; efluente agroindustrial; remocdo de metal;

recuperacao de recursos.
6.1. Introducgao
Uma importante mudanga no paradigma do tratamento das aguas residuarias

esta acontecendo, objetivando a recuperagao dos recursos presente nesses efluentes

com foco em uma bioeconomia circular. Nesse cenario, o cultivo de microalgas em
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aguas residuarias é uma alternativa atrativa devido a capacidade desses
microrganismos de produzir diversos compostos metabdlicos de valor comercial como
carboidratos, proteinas e lipideos. Ao mesmo tempo em que ha a produgdo de uma
biomassa valorada, ocorre a bioremediagdo do efluente, como a remocido dos
nutrientes e oxidagcdo da matéria organica (MOBIN; CHOWDHURY; ALAM, 2019).

A aplicacdo da biotecnologia das microalgas no tratamento das &aguas
residuarias juntamente com a obtencdo de biomassa foi extensamente investigada.
Gouveia et al. (2016) utilizaram esgoto domeéstico no cultivo das microalgas e
reportaram uma remocgao acima de 63% de demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrogénio (N) e fésforo (P) e uma produtividade de biomassa de até 0,44 g/L.dia
contendo 32,7% de proteina. Hena et al. (2015) obtiveram remogdes acima de 99%
de DQO, N e P apos tratamento agua residuaria da bovinocultura utilizando
microalgas. A produtividade de biomassa de 0,27 g/L.dia com um conteudo lipidico de
23,6% foi reportada pelos autores. Zhu et al. (2013) verificaram uma remocgéo acima
de 65% de DQO, N e P da agua residuaria da suinocultura e uma produtividade de
biomassa entre 0,1 e 0,3 g/L.dia.

No entanto, esse desempenho pode ser comprometido devido a presenca de
metais nas aguas residuarias. O zinco (Zn) € um elemento frequentemente observado
nos efluentes (DAVEREY et al., 2014) e pode ser encontrado no esgoto doméstico e
na agua residuaria da suinocultura (ARS) em concentragdes superiores a outros
metais (HARGREAVES et al., 2018; SUZUKI et al., 2010). Na ARS foram reportados
até 94 mg Zn/L com origem na ragao fornecida aos suinos (CESTONARO DO
AMARAL et al., 2014). As concentracdes elevadas de nitrogénio amoniacal (2,8 g/L)
e solidos em suspenséo (13,3 g/L) (SZOGI; VANOTTI, 2016; ZHOU et al., 2012b)
foram consideradas as principais limitantes do cultivo de microalgas na ARS. Diante
disso, algumas abordagens bem-sucedidas como a conversdo do N-NH4* em nitrato
foram aplicadas (PRAVEEN et al., 2018). No entanto, a investigacao sobre os efeitos
da presencga do Zn nesse efluente ndo recebeu a mesma atencao.

O Zn em baixas concentragcdes € considerado um micronutriente que estimula
o crescimento algal, enquanto concentragdes elevadas causam toxicidade o que pode
comprometer a remocao de N e P da ARS (LI et al., 2020). Dessa forma, é preciso
identificar as concentragdes de Zn que favorecem e comprometem o crescimento das

microalgas e estabelecer como esse elemento pode afetar a remogao de nutrientes e
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matéria organica considerando aplicacées em escala real, como aquelas que ocorrem
nas lagoas de alta taxa (LATSs).

A remocgao do Zn em LAT é outro aspecto que deve ser investigado. Enquanto
crescem, as microalgas podem remover esse elemento por bioacumulag&o no interior
das células e a biossorgédo na parede celular (KUMAR et al., 2015; ZERAATKAR et
al., 2016). Além disso, 0 Zn pode reagir com os diversos compostos inorganicos
presentes na ARS o que contribui para a precipitagao. Devido as diferentes formas de
remogao de metais, Hargreaves et al. (2018) mencionam que no tratamento de aguas
residuarias, a abordagem simplista considerando apenas as formas soluveis e
particuladas pode restringir a compreensao dos mecanismos atuantes. A especiagao
quimica pode ser utilizada para identificar as principais formas dos metais, consistindo
em um avango importante para estabelecer estratégias de operagcéo das LATs de
forma a potencializar a remogao desses elementos.

Dessa forma os objetivos desse estudo foram (i) avaliar as interferéncias do Zn
na producgao de microalgas cultivada em LATSs (ii) identificar os efeitos da presencga do
Zn na remogao de nutrientes e matéria orgéanica da ARS; (iii) avaliar as remogdes de

Zn nas LATs e (iv) determinar as alteragdes na composig¢ao bioquimica da biomassa.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Agua residuaria da suinocultura

A ARS utilizada nessa pesquisa foi obtida na Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extens&o (UEPE) em Suinocultura, do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Nesse local é adotado o sistema de confinamento intensivo
de ciclo completo de producdo. A agua residuaria gerada é resultado da limpeza e
desinfeccao das baias, sendo direcionada para a estacao de tratamento de efluentes
composta das unidades de desarenador, digestor anaerobio do tipo canadense
seguido de lagoa aerada e decantador secundario. A ARS utilizada nesse estudo foi
coletada na lagoa aerada e apresentou uma concentragéo de nitrogénio amoniacal
total (N-NH4") de 276,6 mg/L; nitrato (NOs") de 14,3mg/L; fésforo soluvel (Ps) igual a
35,8 mg/L; DQO soluvel (DQOs) de 184,4 mg/L, solidos suspensos volateis (SSV)
igual a 113,3 mg/L e concentracdo de Zn total de 0,5 mg/ L, quantificados segundo
APHA (2017).
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6.2.2. Lagoas de alta taxa

O experimento foi conduzido utilizando doze LATs idénticas instaladas na
area externa do Laborat6rio de Engenharia Sanitaria e Ambiental, na UFV (20°46'09"S
42°51'29"0). As LATs foram construidas em fibra de vidro com volume util de 1,00 m?,
largura de 1,28 m, comprimento igual a 2,86 m, profundidade util de 0,30 m e area util
de 3,30 m2. Possuem pas de aco inoxidavel composta de 6 laminas acionadas por um
motor elétrico de 1 hp que por meio de um redutor e um inversor de frequéncia mantém
a velocidade do efluente entre 0,10 m/s e 0,15 m/s.

Em cada LAT foram adicionados 800L de ARS e solucio de cloreto de zinco
(300 g/L, marca Neon) necessaria para ajustar as concentragdes de Zn para valores
iguais a 10, 25, 40, 55 e 70 mg Zn/L, sendo estes os valores comumente observados
na ARS (CESTONARO DO AMARAL et al.,, 2014; CHENG et al.,, 2019). Cada
concentragdo de Zn foi testada em duplicada totalizando 10 LATs. Duas LATs
adicionais foram utilizadas como controle, as quais nao receberam adicdo de Zn,
operando com a concentragdo que ja estava originalmente presente na ARS (item
6.2.1).

Apods a adicdo de ARS e ajuste na concentragao de Zn, cada LAT recebeu
100L de inéculo que consiste em uma biomassa previamente cultivada em LAT
alimentada com ARS e operada em batelada durante 15 dias. O inéculo foi
caracterizado e apresentou uma concentragao de solidos suspensos totais igual a 205
mg/L e teor de clorofila a igual a 1794 ug/L. Em andlise no microscopio optico, apenas
Scenedesmus sp. foi identificado em concentragéo igual a 2,74x10° células/mL.

As pas de cada LAT foram acionadas para dar inicio a operagcédo das LATs
que ocorreu em regime de batelada até o decaimento da concentragéo de clorofila a
(chl @) (NEDERLANDS NORM, 1981; NUSH, 1980). Essa variavel foi monitorada
diariamente e utilizada como indicador do crescimento algal, igualmente adotado em
pesquisas anteriores (ERMIS et al., 2020; SILVEIRA et al., 2021). A conduc¢do do
experimento ocorreu entre os meses de julho e agosto de 2021, a variagdo da
temperatura média do ar nesse periodo variou de 12,2 a 19,8°C, a precipitagéao
acumulada foi igual a 1,8 mm e radiacdo solar total média foi igual a 1276 kJ/m?
(INMET, 2021).
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6.2.3. Monitoramento das lagoas de alta taxa

Os efeitos das diferentes concentragbes de Zn no desempenho das LATS
foram avaliados considerando a produg¢ao de biomassa; determinagao de indicadores
bioquimicos de resposta a toxicidade do Zn; variagao nas concentracdes de nutrientes
e matéria organica; remocao de Zn com a identificagdo dos mecanismos envolvidos e
alteragbes na composig¢ao bioquimica da biomassa.

Além do monitoramento dos teores de chl a (utilizado como indicador da
producao algal), também foram realizadas a quantificacao e identificacdo das células
de microalgas para os dias no qual a concentragao de chl a alcangou o valor maximo.
A concentragdo celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer
utilizando microscopio de luz (modelo CX40 RF 100, Olympus Corporation). A
identificagcao fenotipica ocorreu segundo Bicudo and Menezes (2006).

A producgao de carotenoides pela espécie Scenedesmus obliquus se mostrou
sensivel a presenca de Zn (OMAR, 2002). Por esse motivo foram quantificadas
diariamente as concentrag¢des de carotenoides totais conforme descrito em Pancha et
al. (2014), com modificagdes segundo Pozzobon et al. (2021). Os resultados foram
analisados em conjunto com os indicadores bioquimicos de resposta a toxicidade do
Zn determinados no final do experimento. Nessa avaliacdo foram quantificadas as
concentragdes de H202 que, entre as espécies reativas de oxigénio, é aquela que
apresenta a maior concentragdo e maior tempo de vida (DIAZ; PLUMMER, 2018).
Para a medicdo do conteudo de H202, as células de microalgas foram colhidas por
centrifugacao e a reacao e leitura das absorbancias ocorreram conforme descrito em
Chokshi et al. (2017). Os resultados foram expressos com base nos teores de SSV
(umolH202/gSSV).

A peroxidacéo lipidica foi determinada no final do experimento em termos do
conteudo de malondialdeido (MDA) segundo Chokshi et al. (2017) com absorbancias
(A) lidas em 450, 532 e 600 nm. A concentracdo de MDA foi calculada conforme a

Equacéo 6.1 (CHOKSHI et al., 2017) e expressa com base nos teores de SSV:

6,45*(As32—A600)]—[0,56*A4s50]

MDA (pmol/gSSV) = [ SSv

Equacao 6.1
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Para avaliar as alteragdes da presenca de Zn na remoc¢ao de nutrientes foram
quantificadas diariamente as concentragdes de N-NH4*, NOs™ e P soluvel (Ps) (APHA,
2017). Como a presenca de metais pode favorecer a assimilagao de P (OLIVEIRA et
al., 2021), a concentragdo de P organico (Porg) foi quantificada no inicio e final do
experimento (APHA, 2017). Ademais, para auxiliar na avaliagao das interferéncias da
adicao de Zn nas variagdes de N-NH4* e Ps, os coeficientes do modelo cinético de
primeira ordem (Equacao 6.2) foram determinados, igualmente adotado em estudo
previo (LI et al., 2020):

C=Cy ekt Equacéo 6.2

Em que: C é a concentragdo do nutriente (mg/L), Co € a concentragéo inicial
do nutriente (mg/L), t € o tempo (d) e k é a taxa de reagéo (d).

A remocao de matéria organica foi inferida considerando as concentragdes de
DQOs monitoradas diariamente (APHA, 2017). Os metais podem contribuir para a
producao de substancias poliméricas extracelulares (EPS) por bactérias e microalgas
(CHEN et al.,, 2014; NAVEED et al.,, 2019; OZTURK; ASLIM, 2008), esse
comportamento foi sugerido para explicar os acréscimos de DQO durante o
tratamento da ARS em LATs (OLIVEIRA et al., 2021). Para identificar a relagdo entre
as concentracdes de EPS e DQO, os teores de EPS soluvel na forma de proteinas e
carboidratos foram determinados em amostras coletadas diariamente a partir do
segundo dia de monitoramento. As amostras foram filtradas em membrana de 0,45
Mm seguido da aplicagdo dos métodos fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) para a
quantificacdo da EPS na forma de carboidratos e de Bradford (BRADFORD, 1976)
para determinacao de EPS constituida por proteinas.

Para verificar as diferentes formas quimicas do Zn apés o tratamento da ARS
em LATSs, adotou-se a extragdo quimica sequencial. Para isso, extratores quimicos
de forga crescente foram utilizados baseado na metodologia descrita por Tessier et al.
(1979) e Veeken (1998). O método discrimina os metais associados com carbonatos,
ligados a 6xidos de ferro e manganés, adsorvido na matéria organica e a fragao
residual que sado as formas de Zn nao quantificas nas etapas anteriores. A
determinacao do Zn nessas diferentes fragdes foi realizada no inicio e final do
monitoramento utilizando espectrofotdbmetro de absor¢do atdémica Varian SpectrAA
1000.
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As variagdes nas concentracdes de nutrientes (N e P) e Zn foram discutidas
considerando as alteracées de pH observadas em cada tratamento. Para isso, o pH
foi monitorado utilizando sonda multiparametro (Hach modelo HQ30D).

A composig¢ao bioquimica da biomassa produzida nas LATs com diferentes
concentragbes de Zn também foi avaliada. Ao final das bateladas as pas das LATs
foram desligadas por 12 horas para a colheita da biomassa via sedimentagéo
gravitacional. O sobrenadante foi descartado e a biomassa colhida foi seca em estufa
a 70°C e utilizada na quantificagéo dos teores de proteinas, carboidratos, lipideos e

cinzas conforme descrito em Oliveira et al. (2021).

6.2.4. Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram comparados por meio da analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. A variagbes nas
concentragcdes de EPS foram correlacionadas com as variagdes de DQOs utilizando

o coeficiente de Pearson. Todas as analises foram realizadas no software Minitab 17.

6.3. Resultados e Discussao

6.3.1. Crescimento algal e indicadores de dano oxidativo

Cada LAT foi acompanhada conforme o decréscimo nos teores de chl a. As
LATs controle e com a aplicacdo de 10 mg Zn/L foram monitoradas por 15 dias, o
tratamento com 25 mg Zn/L foi monitorado por 26 dias e as demais LATs foram
acompanhadas por 35 dias (Figura 6.1A). Além de afetar o periodo de crescimento
das microalgas, a adicao de Zn conferiu um teor maximo de chl a significativamente
maior (p < 0,05) nas LATs com 40 e 55 mg Zn/L (3267 e 3080 ug/L, respectivamente)
se comparado com os demais tratamentos, nos quais a concentracdo de chl a ndo
ultrapassou 2154 ug/L. Um comportamento semelhante foi observado para os
carotenoides sendo que a adigao de 40 e 55 mg Zn/L conferiram os maiores conteudos
(6,5 e 5,9 pg/mL, respectivamente) e foram significativamente maiores (p < 0,05) em
relagao aos tratamentos que possivelmente apresentaram uma limitacdo de Zn, como
o controle (3,0 pg/mL) e a LAT com 10 mg Zn/L (2,0 ug/mL) ou excesso desse

elemento, como o tratamento com 70 mg Zn/L (3,4 pg/mL) (Figura 6.1B).
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Figura 6.1. Clorofila a (A) e carotenoides totais (B) quantificados durante o cultivo de
microalgas em diferentes concentracées de Zn. Concentragbes de H;O, (C) e MDA (D)
quantificados na biomassa que se desenvolveu em lagoas de alta taxa alimentada com agua
residudria da suinocultura com diferentes concentragdes de Zn (n=2).

Os resultados obtidos indicam que as concentragbes de 40 e 55 mg Zn/L
podem ter proporcionado um efeito estimulador na produgao de chl a e carotenoides.
Outra informacdo que reforca esses resultados é o numero de células de
Scenedesmus sp. quantificado nos dias de maxima concentracdo de chl a. Com a
aplicagdo de 40 mg Zn/L foram contabilizados 4,70x10® células/mL sendo
significativamente maior (p < 0,05) em relagdo ao controle e com a aplicagao de 10,
25 e 55 mg Zn/L que apresentaram valores médios iguais a 2,15; 1,63; 3,06 e 2,82x108
células/mL, respectivamente. A LAT com 70 mg Zn/L ndo apresentou células viaveis.

O Zn compde diversas enzinas importantes para o desenvolvimento das
microalgas, como a fosfatase alcalina, superoxido dismutase, RNA polimerase e
anidrase carboénica (BASCIK-REMISIEWICZ et al., 2009). Portanto, a adequac&o nas
concentragbes desse elemento estimula o crescimento algal. Por outro lado, a
concentragdo de 1 mM de Zn (65,38 mg Zn/L) apresentou um efeito severo no

crescimento de Scenedesmus acuminatus (HAMED et al., 2017a). Esse metal
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também foi capaz de inibir a sintese de pigmentos em Scenedesmus obliquus e
Scenedesmus quadricauda o que foi atribuido a dano oxidativo (OMAR, 2002).

Para fornecer mais informagdes sobre o estresse oxidativo, as concentracdes
de H202 e MDA foram quantificadas ao final do experimento. A concentragao de H202
foi significativamente maior (p < 0,05) no tratamento com 70 mg Zn/L. O controle
apresentou a segunda maior concentragdo, enquanto as aplicagdes de 40 e 50 mg
Zn/L apresentaram um valor cerca de 2x menor se comparado com o controle (Figura
6.1C). As microalgas produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) em condi¢des
normais de cultivo, contudo a concentracido de H202 nas células de Scenedesmus
pode aumentar em condi¢des de estresse resultado do excesso de metais e também
em casos de limitacdo de nutrientes (DANOUCHE et al., 2020; SULOCHANA;
ARUMUGAM, 2020). Portanto, pode-se justificar as maiores concentragbes de H20:2
observadas com a aplicagdo de 70 mg Zn/L onde o Zn estava em excesso € no
controle no qual o Zn se tornou, possivelmente, um micronutriente limitante.
Choudhary et al. (2007) mencionam que 0 Zn aumenta o estresse oxidativo ao inativar
a producdo de antioxidantes o que resulta em desequilibrio metabdlico.

A concentracdo de MDA foi significativamente maior (p < 0,05) com a
aplicagao de 70 mg Zn/L se comparada com a aplicagdo de 25 mg Zn/L o qual
apresentou o menor conteudo, enquanto os demais tratamentos apresentaram
concentragdes estatisticamente iguais (p > 0,05). Os acréscimos no conteudo de MDA
conforme o aumento nas concentragbes de metal no meio de cultura de microalgas
foram observados anteriormente (BABU et al., 2014; CHOUDHARY et al., 2007;
HAMED et al., 2017a, 2017b). No entanto, informacdes reportadas para a biomassa
cultivada em LAT n&o foram encontradas. Assim, os resultados obtidos na presente
pesquisa podem contribuir para preencher essa lacuna, ajudando na compreensao
dos processos envolvidos na dindmica do crescimento das microalgas em um efluente
complexo e rico em Zn. Além disso, elucida os fatores que afetam a composicao
bioquimica da biomassa (detalhes no item 6.3.4) pois, a peroxidagao lipidica pode
afetar negativamente os componentes celulares como as proteinas, carboidratos e
lipideos (KARATAS; OBEK; KAMISLI, 2009).

6.3.2. Variagdo nas concentragoes de nutrientes e matéria organica
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Ao final do tratamento foi obtida uma remocéo de N-NH4* que variou entre 88
e 100% (Figura 6.2A). O melhor desempenho foi observado no tratamento com 40 mg
Zn/L o que pode estar associado com a assimilacdo de N-NH4* uma vez que esse
tratamento conferiu as condi¢gdes mais propicias para o crescimento algal. A formagéao
e volatilizacdo de NH3 também podem contribuir para a remog¢ao de N-NH4*. Contudo,
esse processo ocorre em pH acima de 9,2 (EZE et al.,, 2018), a depender da
temperatura, e o pH monitorado nas LATs apresentou valores entre 6,5 e 8,5 o0 que
n&o favorece essa ocorréncia.

A fim de fornecer mais informacdes sobre os efeitos do Zn na remocéo de N-
NH4* foi determinada a taxa de remogéao desse nutriente que apresentou valores que
diferiram significativamente (p < 0,05) entre todos os tratamentos. No controle e nas
LATs com aplicagéo de 10, 25, 40, 50 e 75 mg Zn/L foram obtidas taxas iguais a 0,152;
0,135; 0,107; 0,085; 0,073 e 0,068 d', respectivamente. E possivel observar que as
taxas de remogao de N-NH4* decresceram conforme o aumento da aplicagao de Zn,
sendo que o valor observado no controle foi 2,2x maior se comparado com a adigao
de 70 mg Zn/L.

Esses resultados estdo relacionados com a diminuigdo da conversdo de N-
NHs* em NOs e podem ser melhores observados ao analisar as variagbes nas
concentragdes de NOs durante o cultivo (Figura 6.2B). A concentragao de NOs™ obtida
no controle alcangou 861,1 mg/L, decrescendo progressivamente para 848,3; 615,8;
597,5; 391,9 e 269,4 mg/L nas LATs com 10, 25, 40, 55 e 70 mg Zn/L,
respectivamente. Wu et al. (2018) observaram que as bactérias oxidantes de amoénia
foram significativamente inibidas pelo Zn. Em 10 mg Zn/L, a remogao de N-NHs*
observada pelos autores foi de 65 - 80% e em 50 mg Zn/L reduziu para 15 - 40%.

A adig¢ao de Zn reduziu a concentragao inicial de Ps (Figura 6.2C). No controle

foi quantificada a concentragao de 35,8 mg/L que decresceu continuamente até 19,2
mg/L na LAT com adigdo de 70 mg Zn/L, efeito atribuido possivelmente a formagao
do fosfato de zinco, igualmente observado por Li et al. (2020). Esse comportamento &
vantajoso devido a possibilidade de recuperagao de P, que é um recurso mineral
limitado e um importante insumo para o desenvolvimento agricola e industrial. No
entanto, a precipitagdo durante o cultivo das microalgas reduz a concentracéo de P
prontamente disponivel e pode interferir negativamente no crescimento da biomassa.

Dessa forma, o Zn pode apresentar um efeito duplamente desafiador para o

crescimento das microalgas: se adaptar aos efeitos oxidativos induzidos por esse
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metal e a limitagcao de Ps. Na presente pesquisa, a limitacdo de Ps nao foi observada
devido as elevadas concentragcdes observadas na ARS. Considerando o N como a
soma de N-NH4* e NO3s e o P como a concentragao de Ps, a razao N:P foi igual a 8;
9; 10; 11; 12; 15 para as LATs controle e com a adigédo de 10, 25, 40, 55 e 70 mg Zn/L,
respectivamente. A razdo N:P igual a 16 foi identificada para o fitoplancton marinho
(REDFIELD, 1934). Contudo, as microalgas apresentam uma flexibilidade e a razao
N:P para o cultivo em aguas residuarias pode variar de 5 a 30 (CHOI; LEE, 2015).

Ao final do tratamento, a remocdo mais expressiva de Ps ocorreu nas
condigbes mais adequadas para o crescimento algal. O desempenho
significativamente maior (p < 0,05) foi de 86,3% de remogao obtido com a aplicagcéo
de 40 mg Zn/L seguido de 76,9% observado com a adigdo de 55 mg Zn/L. Para as
demais LATs, as remogdes variaram entre 56% e 20%, sendo o menor valor
observado na LAT com adi¢do de 70 mg Zn/L. Um comportamento semelhante foi
observado ao determinar a taxa de remocgéao de Ps, que apresentou valores iguais a
0,029; 0,046; 0,037; 0,042; 0,039 d-' para as LATs controle e com a adigdo de 10, 25,
40 e 55 mg Zn/L, respectivamente. Para a LAT com 70 mg Zn/L n&o foi obtido ajuste
no modelo cinético de primeira ordem (R? = 0,228) pois nesse tratamento as
concentragdes de Ps foram aproximadamente constantes.

As condigdes mais favoraveis para o crescimento das microalgas promoveram
as maiores remogdes de Ps, sugerindo que a assimilagdo foi um importante
mecanismo de remoc¢ao. Por outro lado, a precipitagao na forma de fosfato de calcio,
sendo este o precipitado de P que pode ser observado durante o tratamento de
efluentes com microalgas (LARSDOTTER et al., 2010) ndo parece ter contribuido para
as reducdes de Ps no decorrer do monitoramento pois a formacao desse composto
ocorre geralmente em pH maior que 9,0 (PRATT et al., 2012) e o pH observado nas
LATs permaneceu entre 6,5 e 8,5.

Para fornecer mais informacdes a esse respeito, as concentragdes de Porg
foram quantificadas. Em relagdo a concentragéao de P total, o Porg correspondeu no
inicio do tratamento as porcentagens entre 35,5 e 41,2% e no final do experimento os
valores foram de 46,9; 79,5; 78,4; 75,6; 62,4 e 45,6% observados no controle e LATs
com a aplicagao de 10, 25, 40, 55 e 70 mg Zn/L, respectivamente. Esses resultados
evidenciam que a adequacao nas concentragcdes de Zn favorece a assimilacéo de P,
0 que pode ser atribuido ao fato do Zn compor a enzima fosfatase alcalina que atua
na absorcao desse nutriente (GEDDIE; HALL, 2019; MALASARN et al., 2013). Foi
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reportado que 76 a 96% do P foi removido por sedimentagao e apenas 3 a 23% foi
assimilado pela biomassa durante o cultivo das microalgas na ARS (ABOU-SHANAB
et al., 2013). Por outro lado, quando o cultivo aconteceu em ARS sintética com
diferentes concentragdes de Zn, a contribuigdo da assimilagao de P pelas microalgas

variou entre 61 e 96% (LI et al., 2020).
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diferentes concentragdes de Zn (n=2).
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As concentragbes de DQOs monitoradas durante o cultivo de microalgas na
ARS aumentaram em todas as LATs (Figura 6.2D), e os acréscimos foram
significativamente maiores (p < 0,05) nas doses acima de 25 mg Zn/L. Nesses
tratamentos as concentragdes de DQOs no inicio do cultivo foram proximas de 190
mg/L e os acréscimos alcangaram até 624 mg/L, enquanto nos demais (controle e 10
mg Zn/L) os valores permaneceram inferiores a 300 mg/L. Resultados semelhantes
foram observados anteriormente durante o cultivo de microalgas em ARS com
diferentes concentragdes de Cu e Zn no qual os acréscimos de DQOs foram atribuidos
a producgéo de EPS (OLIVEIRA et al., 2021).

Na presente pesquisa essa hipotese foi testada. A partir da determinagao dos
principais constituintes da EPS (na forma de proteinas e carboidratos) verificou-se que
as variacoes de EPS na forma de proteinas decresceram com o tempo em todos os
tratamentos (Figura 6.2E). Portanto, esse constituinte ndo contribuiu para os
acréscimos de DQOs. De forma oposta, os teores de EPS constituidos de carboidratos
aumentaram nos tratamentos com aplicagdo acima de 25 mg Zn/L e passaram de
concentragdes iniciais entre 315 e 418 mg/gSSV até valores cerca de 2x maiores no
final do monitoramento (Figura 6.2F). As variagbes de DQOs e EPS na forma de
carboidratos apresentaram o coeficiente de Pearson igual a 0,78; 0,84; 0,70 e 0,64
para as LATs com 25, 40, 55 e 70 mgZn/L, respectivamente. Segundo Schober and
Schwarte (2018), valores entre 0,70 e 0,89 s&o classificados como correlagéo forte
entre as variaveis. Portanto, é possivel confirmar que a producédo de EPS na forma de
carboidratos esta relacionada com as variagdes de DQOs.

A presenca de metal é reconhecida por induzir a producdo de EPS pelo
consorcio alga-batéria e essa estratégia ameniza os efeitos negativos da toxicidade
(Yu et al., 2021). Em volta da microalga Chlorella sp. cultivada em 125 mg Zn/L foi
verificada a presenga de uma mucilagem. A secregao desse polimero foi sugerida
como estratégia para reduzir a toxicidade do Zn (FERRARO et al.,, 2018). Os
resultados obtidos na presente pesquisa complementam essas informacdes ao
demostrarem que a producdo de EPS durante o tratamento da ARS em LAT pode
resultar em um acréscimo de DQOs. E importante destacar que o EPS possui valor
comercial devido as diferentes aplicacdes, dentre as quais € utilizado na engenharia
mecanica como redutores de arrasto e no saneamento devido a sua capacidade de

remogao de poluentes (XIAO; ZHENG, 2016). Portanto, o ajuste das concentragdes
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de Zn pode ser utilizado como estratégia para potencializar a produgao deste

bioproduto.

6.3.3. Remocgao de zinco

No final do experimento uma remocao expressiva de Zn soluvel foi observada
com porcentagens entre 78 e 99%. As LATs com 25 e 40 mg Zn/L conferiram as
maiores redugdes (99%), sendo significativamente maior (p > 0,05) em relagdo aos
demais tratamentos. Heidarpour et al. (2019) obtiveram remog¢des acima de 90% apos
20 dias de cultivo da Chlorella beijerinck em meio com 10 e 100 mg Zn/L. Ledda et al.
(2015) observaram que 63 a 91% do Zn presente na ARS foi removido apds o cultivo
de Chlorella sp.

Diversos fatores foram atribuidos para explicar a remogao de metais durante
o tratamento da ARS em LATs, como a complexacdo, precipitacdo e assimilagao
(OLIVEIRA et al., 2021), mas a contribuicdo de cada rota nao foi reportada. A fim de
estabelecer o mecanismo responsavel pela remogdao de Zn nas LATs, foram
determinadas as concentragcbes desse elemento que estavam associadas com os
carbonatos, ligados aos 6xidos de Fe e Mn, a compostos organicos e a fragao residual
(Figura 6.3).

Ligado aos
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Concentragdo de Zn (mg/L) 70

Figura 6.3. Balanco de massa com distribuicdo percentual das diferentes formas de Zn
quantificadas no inicio (A) e final (B) da operagao das lagoas de alta taxa alimentadas com
agua residuarias da suinocultura.

No inicio do experimento, o Zn estava em menor porcentagem relacionado

com os compostos orgénicos (3,7 a 6,7%) o que era esperado devido a baixa
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concentragdo de compostos organicos observado na ARS no inicio do experimento
(SSV =113,3 mg/L). De modo oposto, a maior propor¢ao estava ligada aos carbonatos
(19,1 a 36,5%) e na forma soluvel (21,0 a 29,9%), ou seja, as formas trocaveis e
moveis do Zn foram dominantes. O Zn € reconhecido pela elevada mobilidade e
solubilidade devido as propriedades de baixa constante de formacao, taxa de reagao
lenta e dindmica de coordenacdo flexivel (HARGREAVES et al., 2018; KREZEL;
MARET, 2016). Foi reportado que mesmo apés a compostagem do esterco de suinos,
95% da concentracdo de Zn estava biodisponivel, sendo esta a forma que oferece
maior risco ambiental e potencial toxicidade (LU et al., 2014).

No final do experimento as porcentagens atribuidas aos carbonatos ainda
eram elevadas (28,7 a 44,2%), a fragéo ligada aos 6xidos de Fe e Mn permaneceu
praticamente inalterada, enquanto a fracdo soluvel decresceu e alcangou a
porcentagem minima de 0,8% na LAT com 25 mg Z/L. Esse comportamento foi
acompanhado de um aumento na porcentagem relacionada com os compostos
organicos a qual alcangou até 43,3% na LAT com 55 mg Zn/L. Esses resultados
podem estar associados com o crescimento algal. A parede celular das microalgas
apresenta grupos funcionais como —COOH; —OH; —POs3; —NH2 e —SH que conferem
uma carga negativa a superficie celular e proporcionam locais de ligagao para cations
metalicos (KUMAR et al., 2015). Além disso, as microalgas podem armazenar 0s
metais de forma intracelular. O acumulo intracelular foi principal mecanismo de
remogao de metais pesados pela microalga Chlorella minutissima UTEX2341 (YANG
et al., 2015). Essa caracteristica das microalgas € particularmente atrativa para a

remocao de Zn devido a capacidade de imobilizar esse metal.

6.3.4. Composicao bioquimica da biomassa

A adicao de Zn alterou a composig¢ao bioquimica da biomassa cultivada nas
LATs conferindo um acréscimo nos teores de cinzas conforme o aumento da aplicagao
de Zn, com porcentagens que variaram entre 34,8% no controle até 54,9% na LAT
com 70 mg Zn/L. Assim, a avaliagado dos teores proteinas, carboidratos e lipideos

foram determinados considerando a biomassa seca livre de cinzas (Tabela 6.1).



96

Tabela 6.1. Composicao bioquimica da biomassa apds o cultivo em diferentes concentracoes
de Zn (n=2).

Tratamento  Proteinas Carboidratos Lipideos (%)
(mg Zn/L) (%) (%) Neutros Membrana Totais
Controle 49,0 a 43,0 a 0,5 7,5 8,0c
10 51,3 a 35,7 a 1,5 11,5 13,0b
25 53,5a 34,0a 2,7 9,8 12,5b
40 451 a 435 a 2 9,4 11,4 b
55 41,2 a 40,8 a 5,8 12,4 18,2 a
70 48,6 a 399a 4,5 7,0 115b

Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes.

Em todos os tratamentos os teores de proteinas superaram os demais
constituintes e apresentaram concentragdes estatisticamente iguais (p < 0,05) entre
as diferentes aplicacdes de Zn. Esses resultados condizem com a assimilagcdo de N
sugerida para explicar as remogdes expressivas de N-NHs4* (Figura 6.2A). A
concentragdo de carboidratos foi o segundo metabdlito em maior concentragéo
observada em todas as biomassas, com teores estatisticamente iguais (p < 0,05) entre
os tratamentos. De acordo com Omar (2002), o Zn demostrou ser essencial para a
atuagao de enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos e proteinas.

Ao relacionar esses resultados com as variagées de EPS é possivel sugerir
que as microalgas priorizaram a produc¢ao intracelular de proteinas uma vez que as
concentracdes na forma de EPS soluvel decresceram no decorrer do experimento. Li
et al. (2020) observaram um acréscimo nos teores de proteinas na biomassa de
Coelastrella sp. conforme o aumento da concentragdo de Zn no meio de cultura. Os
autores atribuiram esses resultados a sintese de proteinas antioxidantes.

Moheimani et al. (2018) utilizaram ARS no cultivo de microalgas e obtiveram
biomassa com 39,1% de proteinas e 35,3% de carboidratos, semelhante ao
observado na presente pesquisa. Os autores sugerem que a biomassa pode ser
utilizada como alimento para os suinos pois apresentou os aminoacidos essenciais.
Outra possivel rota de aproveitamento para essa biomassa é a conversdo em
biocombustiveis. Ferreira et al. (2018) utilizaram a biomassa de microalgas, com
predominancia de S. obliquus, cultivada em diferentes aguas residuarias para a
obtencgao de biohidrogénio. Os autores verificaram que a biomassa cultivada na ARS
apresentou maior rendimento em biohidrogénio o que foi atribuido a presenca de
36,2% de agucares totais.

Quanto aos lipideos totais, foi observado a menor concentragdo no controle

enquanto um valor cerca de 2,3x maior (p < 0,05) foi obtido com a aplicagdo de 55 mg
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Zn/L, representando um teor igual a 18,2%. Contudo, os lipideos neutros que sao de
interesse para a produgao de biocombustivel estavam em uma concentracdo de
apenas 5,8% enquanto os lipideos de membrana correspondiam a maior fragao
(12,4%), sendo este comportamento observado em todas as biomassas (os lipideos
de membrana superaram os neutros). Um teor de lipideos semelhante ao observado
no presente estudo foi obtido por Montero et al. (2018) para a biomassa de microalgas
cultivada na ARS digerida anaerobiamente. Os autores verificaram que a biomassa
com a maior concentracao de lipideos apresentou um perfil de éster metilico de acido
graxo inadequado para a produgéo de biodiesel. Por outro lado, na constituicdo dessa
biomassa foram observados acidos y-linolénico, palmitico e linoléico, que podem ser
utilizados na aquicultura.

No presente estudo ndo foi observada relacdo entre os indicadores de
estresse oxidativo (H202 e MDA) e os teores proteinas, carboidratos e lipideos. Os
microrganismos que se desenvolvem nas LATs sao diversificados (bactérias, fungos,
protozoarios e microalgas) e podem apresentar respostas bioquimicas diferentes na
presenga do Zn. Além disso, esse estudo foi realizado em sistema complexo (LAT),
composto por muitas varidveis que podem interagir entre si, o que aumenta a
dificuldade de correlacionar os dados. No entanto, ressalta-se que essa é a realidade
do cultivo de microalgas em aguas residuarias e, portanto, melhor representa a

dindamica das aplicacdes reais.

6.4. Conclusao

A presencga de Zn na ARS apresentou multiplos efeitos durante o tratamento
em LAT. Esse metal afetou o crescimento algal sendo que as concentragdes de 40 e
55 mg Zn/L conferiram as condi¢gdes mais propicias para a producéo de biomassa.
Quanto maior foi a concentracdo de Zn, menor foi a taxa de remocédo de N-NH4™,
enquanto a taxa de remogao de Ps apresentou maior valor nas condigdes que
favoreceram o crescimento das microalgas. A presenga de Zn estimulou a produgéo
de EPS na forma de carboidratos o que refletiu em acréscimos na DQOs. As
microalgas atuaram na remocdo de Zn e podem apresentar uma contribuicdo
importante na imobilizagdo desse metal. Quanto a constituigdo de biomassa, a adigao
de Zn nao afetou a producio de proteinas e carboidratos e a LAT com a adicédo de 55

mg Zn/L proporcionou as maiores concentragdes de lipideos totais.
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A presente pesquisa apresentou uma contribuicdo importante no
entendimento dos efeitos do Zn no desempenho das LATs. Esses resultados sao
inovadores pois demostraram que as LATs apresentam potencial para a remocgao de
Zn da ARS. No entanto, os efeitos desse metal na remogdo de nutrientes e
constituicdo da biomassa devem ser ponderados a fim de consorciar a remocao de

metais, a remogao de nutrientes e a producao de biomassa com valor agregado.
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7. ARTIGO IV. Carbonizagao hidrotérmica de microalga cultivada em agua

residudria: uma abordagem sobre os efeitos das cinzas

Resumo: As interferéncias das cinzas nos processos de conversdo da biomassa de
microalgas em biocombustivel € um tema pouco explorado o que limita a compressao
dos seus efeitos. Para uma avaliacdo dessas interferéncias, quatro biomassas
cultivadas na agua residuarias da suinocultura foram lavadas com solugao acida para
reducao nos teores de cinzas. As biomassas com e sem esse pré-tratamento foram
submetidas ao processo de carbonizagcédo hidrotérmica (CHT) para a produgéo de
hidrochar. Os resultados demostraram que a solu¢ao acida removeu entre 73 e 99%
de P, K, Ca, Mg, Zn, Mn e Na, indicando que esses sao os principais constituintes das
cinzas presentes na biomassa. Por outro lado, o pré-tratamento promoveu um
acréscimo nos teores de N e S. Apds a CHT, os hidrochars derivados das biomassas
pré-tratadas para remogao de cinzas (H-DBs) apresentaram um poder calorifico 1.8x
superior em relagao aos hidrochars sem o pré-tratamento (H-Bs). Além disso, para H-
DBs a recuperacéo de energia alcangou até 73,5%, enquanto em H-Bs variou entre
49,3 - 62,0%. No entanto, a avaliacdo das razdes atdbmica O/C e H/C demostraram
que na constituicdo das cinzas podem estar presentes elementos que atuam na
hidrolise da biomassa ou como catalisadores das reag¢des envolvidas na CHT. Diante
disso, os efeitos benéficos ou indesejaveis da presenga das cinzas podem competir
durante a CHT e determinar os rendimentos e as propriedades dos hidrochars. Foi
possivel sugerir a utilizagao de H-Bs na recuperacéo e areas degradadas. Por outro
lado, devido ao baixo teor de cinzas e maior poder calorifico, os H-DBs podem ser
utilizados em aplicagdes energéticas seja como matéria prima para produgdo de

eletrodos para supercapacitores ou como material combustivel.
Palavras-chaves: hidrochar; recuperagao de energia; efluente agroindustrial.
7.1. Introducao
As microalgas sao reconhecidas pela sua capacidade de atuar no tratamento
de efluentes, além disso, a biomassa produzida pode ser convertida em

biocombustivel (BHATIA et al., 2021). Contudo, esforgos significativos sao

necessarios para otimizar essa biotecnologia e estabelecer um processo eficiente de
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producado de biocombustiveis a partir de microalgas. Entre os desafios tem-se a
composi¢cao da biomassa cultivada em efluentes, pois, além dos produtos com valor
agregado como proteinas, lipideos e carboidratos, essa biomassa também é
caracterizada pelo alto conteudo de cinzas (15 - 62%) e elevado teor de umidade (92
- 99%) observado mesmo apds a etapa de colheita (ASSIS et al., 2017; FERREIRA
et al., 2020; URRUTIA; YANEZ-MANSILLA; JEISON, 2019). Com essas
caracteristicas € necessario processar grandes quantidades de material inerte e de
agua para a obtencédo dos bioprodutos de microalgas o que pode refletir em um
aumento nos custos de produc¢ao do biocombustivel.

Visando contornar o obstaculo referente a umidade, processos térmicos que
utiizam biomassa umida foram investigados em estudos anteriores como a
gaseificagao, liquefacédo e carbonizagao hidrtotérmicas. Entre essas, a aplicagéo da
carbonizagao hidrotérmica (CHT) se mostrou promissora pois uma matéria-prima com
teor de umidade entre 75 e 90% € adequada para o processo (KUMAR; ANKARAM,
2019), o que reduz a necessidade de desidratagcao da biomassa algal. Além disso, o
menor requisito de pressdo e temperatura (> 2 MPa e 180 - 220 °C) quando
comparada como a liquefagéo (5 - 20 MPa, 280 - 370 °C) e gaseificagéo (22 - 36 MPa
e 400 - 500 °C) e os tempos reacionais geralmente inferior a 90 min potencializam a
utilizagcao da CHT, devido ao menor consumo energético (HUPFAUF et al., 2016;
MATHIMANI; MALLICK, 2019).

Diante dessas vantagens, a CHT foi utilizada em diversas pesquisas o que
possibilitou a conversao da biomassa algal em hidrochar, um material rico em carbono
que pode ser utilizado como combustivel sélido, fertilizante do solo e como material
adsorvente (CASTRO et al., 2021; CHU et al., 2020; HEILMANN et al., 2010; KHOO
et al.,, 2020; LIU et al.,, 2019; MARIN-BATISTA et al., 2019; TSARPALI; KUHN;
PHILIPPIDIS, 2022; ZHANG; ZHAO; WANG, 2020). Outro produto da CHT é a fragao
aquosa constituida de compostos solubilizados e que pode ser utilizada como meio
de cultivo das microalgas (TARHAN et al., 2021), permitindo uma abordagem em
termos de biorrefinaria e de economia circular.

Quanto ao desafio referente as cinzas, atualmente este constituinte é
considerado indesejavel por reduzir o rendimento do processo de conversao da
biomassa em biocombustivel, comprometer a qualidade dos produtos obtidos,
oferecer risco de danificar os equipamentos e contribuir para a producéo de escéria e
incrustacdo (HESS et al., 2019; ROBIN et al., 2018). Diante disso, alguns estudos
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avaliaram a insercdao de um tratamento para reduzir o conteudo de cinzas. Por
exemplo, Liu et al. (2019) pré-trataram a biomassa de microalgas cultivada em esgoto
doméstico com solucéo acida (HCI 4 M) o que permitiu uma redugao no conteudo de
cinzas de 44,7% para 14,5%. Os hidrochars produzido com essas biomassas
apresentaram poder calorifico superior (PCS) de 7,1 - 8,9 MJ/Kg e 20,9 — 26,6 MJ/Kg
respectivamente (LIU et al., 2019). Marin-Batista et al. (2019) produziram hidrochar a
partir da biomassa de microalgas cultivada na agua residuaria da suinocultura e
obtiveram material com PCS igual 18,6 MJ/Kg. Esse valor aumentou 1,37x apos o
hidrochar ser lavado com solugéo acida (HCI 1 M) para reduc¢ao das cinzas e outros
subprodutos (MARIN-BATISTA et al., 2019).

Apesar da redugao do conteudo de cinzas ter aumentado a energia contida
no hidrochar, essa abordagem deve ser melhor investigada pois outros processos de
conversdo das microalgas em biocombustivel, como a liquefacdo e a gaseificagéo
hidrotérmica, foram potencializados por constituintes que integram as cinzas devido a
acao catalisadora (CHEN et al.,, 2017; HOGNON et al., 2014). Além disso, foi
observado que a redugao de cinzas nem sempre € acompanhada de uma diminuigao
na energia necessaria para a decomposi¢cao térmica da biomassa (CARPIO et al.,
2019). As cinzas sao inerentes na biomassa e a identificagao das interferéncias na
CHT é necessaria para o desenvolvimento e aperfeicoamento de metodologias e
equipamentos destinados a produgédo de biocombustivel a partir de microalgas. No
entanto, a composicao das cinzas € um tema pouco explorado, o que limita uma maior
compreensao dos seus efeitos.

Diante disso, os objetivos desse estudo foram analisar a composicdo das
cinzas presentes na biomassa de microalgas cultivada em efluente, aplicar solugéo
acida para reducéo no conteudo de cinzas como pré-tratamento da CHT e avaliar as
interferéncias da inclusdo dessa etapa no rendimento e nas caracteristicas dos
produtos da CHT. Para essa avaliagcdo quatro biomassas de microalgas com
composicdo distintas foram avaliadas. Essas biomassas e os hidrochars derivados
foram caracterizados quanto a estrutura e perfis quimicos. A fase aquosa também foi
caracterizada a fim de identificar os efeitos das cinzas na solubilizagado de nutrientes.
Com esse estudo foi possivel identificar algumas implicagdes que as cinzas podem
apresentar durante a CHT e estabelecer uma nova perspectiva quanto aos efeitos

desse constituinte, destacando as principais inovagdes deste trabalho.
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7.2. Materiais e Métodos

7.2.1. Biomassas

Foi utilizado biomassa produzida em lagoa de alta taxa (LAT) em escala piloto
(volume util de 1m?3) instaladas no Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental
da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Quatro LATs foram operadas em batelada
com agua residuaria da suinocultura (ARS) proveniente da Unidade de Pesquisa
Extensao e Ensino em Suinocultura da UFV. A ARS apresentou demanda quimica de
oxigénio igual 436.8 mg/L; nitrogénio total Kjeldahl de 595.9 mg/L; fésforo total de 25.8
mg/L, cobre total igual a 0, 1 mg/L e zinco total de 0,5 mgZn/L. Cada uma das quatro
LATs recebeu ARS com a mesma constituicdo em termos de macronutrientes.
Contudo, em cada LAT foram ajustadas diferentes concentragdes de Cu e Zn, pois
estudo preliminar demostrou que a ARS com ajuste nas concentragbes desses
elementos favorece a produtividade (APENDICE B).

Diante disso, as trés LATs foram operadas com a ARS com adequacéo de Cu
e Zn nas concentragdes de 1,0 mg Cu/L, 10 mg Zn/L e 1,75 mg Cu/L + 15,0 mg Zn/L.
A quarta LAT foi utilizada como controle, ou seja, nao foi corrigido os teores de Cu e
Zn, mas contou apenas com as concentracdes observadas inicialmente na ARS (0, 1
mg Cu/L e 0,5 mg Zn/L). Todas as quatro LATs foram operadas em batelada por um
periodo de tempo que variou de 20 a 25 dias conforme o decréscimo de clorofila a
utilizado como parametro de monitoramento. No final do cultivo as biomassas foram
colhidas por meio do ajuste de pH obtido com a aplicagao de NaOH, congeladas e
liofilizadas.

Foram atribuidas as denominag¢des biomassa 1 (B1) referente ao tratamento
controle, biomassa 2 (B2) cultivada na ARS com concentragdo de Cu ajustada para
1,0 mg Cu/L, biomassa 3 (B3) cultivada com 10 mg Zn/L e a biomassa 4 (B4) que
cresceu na ARS com 1,75 mg Cu/L + 15,0 mg Zn/L. Todas as biomassas
apresentaram uma composi¢ao mista que incluiu microalgas do género Chlorella sp.,

bactérias e outros microrganismos, além de matéria organica e inorganica.

7.2.2. Remogao de cinzas
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Como pré-tratamento da CHT foi adotada a lavagem da biomassa com
solucao de HCI a 0,25M. Esse método foi escolhido, pois em estudo preliminar
demostrou o melhor desempenho na remogao de cinzas ao mesmo tempo em que
manteve os maiores teores de carbono na biomassa (APENDICE C). Para a remogao
de cinzas, foi utilizada a biomassa com particulas entre 1 - 1,4 mm (obtidas com a
utilizagado de moinho tipo Wiley), a qual foi transferida para frascos contendo a solugao
de HCIl numa proporgao de 1:80 (m/v) (BANDARA; GAMAGE; GUNARATHNE, 2020).
Os frascos foram inseridos em incubadora com agitagao orbital a 120 rpm (ASTON et
al., 2018) por 1 hora. Apds essa etapa, as biomassas foram lavadas com agua
destilada até o sobrenadante apresentar pH proximo de 7,0 (LIU et al., 2019). Em
seguida as biomassas foram secas em estufa a 40°C até peso constante. As
biomassas antes e apds o pré-tratamento para a reducdo no conteudo de cinzas

(deashing biomass - DB) foram caracterizadas e utilizadas nos testes de CHT.

7.2.3. Carbonizagao hidrotérmica

A CHT foi conduzida em reator compacto Parr 5500 Series com capacidade
de 300 mL e com controlador de temperatura e velocidade de rotagdo. As biomassas
com e sem o pré-tratamento para remogao de cinzas foram transferidas para o reator
e juntamente com agua destilada em uma proporgéo de 1:15 igualmente adotado por
(LIU et al., 2019). O reator foi purgado com nitrogénio gasoso durante 5 min e mantido
sob agitacdo de 500 rpm na temperatura de 170°C por 10 minutos. Essas as
condigbes foram identificadas anteriormente como as mais adequadas para a
obtengao de hidrochar a partir da biomassa algal cultivada em efluente (CASTRO et
al., 2021) e sdo semelhante as condi¢cdes adotadas na torrefagdo umida da biomassa
de Chlorella vulgaris (160°C por 10 minutos) (GAN et al., 2020, 2021). Decorrido o
tempo de reacéo iniciou-se o resfriamento do reator utilizando um sistema interno que
permite recircular agua gelada. Em seguida, a amostra foi retirada do reator e
centrifugada para a separacao das fases soélida e aquosa. A fase sélida (hidrochar) foi
seca em estufa a 40°C até peso constante enquanto a fase aquosa foi mantida a
temperatura de 4°C até a caracterizagao.

Na Figura 7.1 é apresentado o fluxograma da metodologia adotada, as
biomassas B sao referentes as biomassas sem a redugao de cinzas, ou seja, séo as

biomassas brutas cultivadas na ARS com diferentes concentragcdes de Cu e Zn
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conforme descrito na sec¢ao 2.1. As biomassas DB1, DB2, DB3 e DB4 referem-se ao
material obtido apds a lavagem com solugao acida das respectivas biomassas B1, B2,
B3 e B4. Os hidrochars obtidos a partir de cada biomassa foi referenciado com a

inclusdo do prefixo H (H-B e H-DB). Todos os testes de CHT foram realizados em

triplicata.
Bl B2 . Reducao de cinzas {> DBl DRB?
B3 B4 DB3 DB4
CHTJL JLCHT
H-B1 H-B2 H-DB1 H-DB2
H-B3 H-B4 H-DB3 H-DB4

Figura 7.1: Fluxograma da metodologia adotada.

7.2.4. Caracterizagao das biomassas, hidrochars e fase aquosa

Para inferir sobre os principais elementos relacionados com as cinzas foram
quantificados nas biomassas e hidrochars as concentracbes de macro e
micronutrientes conforme procedimentos descritos em EMBRAPA (2009). O fésforo
(P) foi quantificado por colorimetria; potassio (K) por fotometria de chama; calcio (Ca)
e magnésio (Mg) por absorcdo atdémica; enxofre (S) por turbidimetria; os metais
manganés (Mn), cobre (Cu), cadmio (Cd), ferro (Fe) e zinco (Zn) foram determinados
em amostras submetidas a uma etapa de digestdo seguida de quantificagcdo por
absorcao atdémica (Optima 8300). Também foram determinadas as concentragdes de
nitrogénio (N) pelo método Kjeldahl. Além disso, para avaliar os efeitos da etapa de
remogao de cinzas na composi¢cao bioquimica das biomassas, foram quantificadas,
antes e apos o pré-tratamento, as concentragdes de carboidratos, proteinas e lipideos
totais conforme descrito em Oliveira et al. (2021).

O desempenho da CHT foi avaliado considerando a caracterizagdo das
biomassas e hidrochars com a quantificagdo dos teores de cinzas determinados por
meio da diferengca de massas antes e apds a combustdo da amostra em forno mufla

a 550°C por 1h. O poder calorifico superior (PCS) também foi utilizado nessa avaliagéo
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sendo obtido experimentalmente utilizando o método da bomba calorimétrica
adiabatica. O PCS foi utilizado para verificar a recuperagédo de energia considerando
a recuperacao de solidos, este por sua vez, foi determinado de acordo com a Equacéao
7.1:

Recuperacio de sélidos (%) = —<ar % 100 Equacao 7.1

Mpjomassa

Em que: mchar € @ massa de hidrochar produzida apds a CHT € Mbiomassa € a
quantidade de biomassa bruta submetida a CHT, em base seca.

O percentual de recuperagao de energia foi determinado conforme a Equagéo
7.2:

PCSchar
PCSpiomassa

Recuperacdo de energia (%) = Recuperacdo de sélidos * Equacgéo 7.2

Em que: Re €& a porcentagem de recuperagdo de energia e PCSchar €
PCSbiomassa representam o poder calorifico superior do hidrochar e da biomassa
respectivamente.

Outros parametros adotados para avaliar o desempenho da CHT incluiram a
analise elementar das biomassas e hidrochars com a determinagédo do conteudo de
carbono (C), hidrogénio (H) e N utilizando analisador elementar Perkin Elmer, PE-
2400, série Il. O teor de enxofre (S) foi obtido por turbidimetria, com leitura em
espectrofotbmetro no comprimento de onda igual a 440 nm. O teor de O foi
determinado a partir da diferenga entre 100 e o somatério dos teores de cinzas, C, H,
N e S. Os resultados obtidos para o C, H e O foram analisados por meio do diagrama
de Van Krevelen que apresenta as variagdes das razbées atdmicas O/C e H/C.

Biomassas e hidrochars foram caracterizados ainda por meio da difragao de
raio-X (DRX) para a caracterizagao estrutural e identificagdo dos principais compostos
formados com a aplicacdo da CHT. Para tal, foi utilizado o sistema de difracdo D8
Discover (Bruker), Radiagéo Cu-ka (A = 1,5418 A) e com variagdo angular de 10-80°
(20). Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software X'pert Highscore.
A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) (equipamento JEOL modelo JSM-

6010LA) foi utilizada para avaliar a estrutura superficial. Para identificar os perfis
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quimicos foi utilizada a espectrofotometria de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) por meio do equipamento FTIR Alpha.

A caracterizacdo da fase aquosa também foi realizada a fim de identificar
transferéncia de nutrientes das biomassas para essa fracdo e os efeitos do pré-
tratamento para da remocdo de cinzas nesse processo. Para tanto, foram
quantificados na fase aquosa os teores de P e NKT segundo APHA (2017) e carbono

organico total determinado no equipamento Shimadzu TOC 5000.

7.2.5. Analises estatisticas

Os resultados que caracterizaram os hidrochars referentes a recuperagao de
sélidos, recuperagao de energia, PCS, cinzas, macro e micronutrientes bem como os
parametros que caracterizaram a fase aquosa foram submetidos a andlise de

variancia e ao teste de significancia ao nivel de 5% utilizando o software Minitab 17.

7.3. Resultados e Discussao

7.3.1. Caracterizagao inicial das biomassas

A Tabela 7.1 apresenta a caracterizacdo das biomassas. A B1 apresentou a
menor concentragao de cinzas e o maior conteudo de lipideos se comparada com as
demais biomassas, o que sugere que as condigdes de cultivo (com ajuste nos teores
de Cu e Zn) comprometeram a producao de lipideos. A biomassa B2 apresentou o
maior teor de proteinas, e também foi a biomassa com as maiores concentragdes de
P, Ca e Cr o que pode ser atribuido a precipitacdo que possivelmente ocorreu durante
o cultivo e a colheita. A B4 apresentou o maior conteudo de N, possivelmente
resultado da assimilagdo desse nutriente pela biomassa durante o cultivo na ARS
(OLIVEIRA et al., 2021).

Ap0ds a aplicagao do pré-tratamento foi observado um decréscimo nos teores
de cinzas que passaram de 17,4 — 41,3% para 8,2 — 11,9%. Essa redugao foi
acompanhada de um aumento no conteudo de carboidratos (exceto para DB3) e
proteinas em até 2x o que € consistente com trabalhos anteriores (AUDU et al., 2021;
CARPIO et al., 2019).



112

Tabela 7.1: Caracterizacao bioquimica das biomassas utilizadas nos testes de carbonizacao
hidrotérmica.

Parametro B1 B2 B3 B4 DB1 DB2 DB3 DB4
Carboidratos (%) 20 13,7 235 253 245 257 21,8 50,2
Proteinas (%) 35 38 259 18,9 48 458 52,6 20,7
Lipideos totais (%) 18,7 3,4 2,8 98 119 104 11,56 82
Cinzas (%) 174 399 413 378 106 10,8 11 10,9
PCS (MJ/kg) 146 133 132 144 224 21,8 220 223

C (%) 31,4 31,0 292 325 450 472 459 50,1
H (%) 521 49 512 533 75 76 73 715
0 (%) 18,7 19,3 19,6 18,33 292 26,6 27,9 227
N (g/kg) 37,0 40,7 445 50,6 744 744 682 682
P (g/kg) 439 550 465 46,3 42 36 37 43
K (g/kg) 170 159 132 181 03 03 03 03
Ca (g/kg) 66,6 101,3 803 751 60 90 90 6,0
Mg (g/kg) 99 71 81 51 03 03 03 03
S (g/kg) 50 66 48 49 65 66 67 66
Cu (g/kg) 03 16 23 31 03 20 21 03
Fe (g/kg) 43 34 32 24 49 48 48 48
Zn (g/kg) 42 11 219 302 04 03 03 04
Mn (g/kg) 04 03 03 02 005 008 008 0,05
Na (mg/kg) 12 27 12 16 002 009 01 0,01
Ni (mg/kg) 50 49 61 41 80 74 76 81

Pb (mg/kg) 36,2 73 186 277 29 79 82 27
Cr (mg/kg) 159 18,6 156 10,9 230 204 212 232

A reducdo de cinzas proporcionou ainda um acréscimo em todas as
biomassas no conteudo de C em cerca de 1,5x, o H aumentou 1,4x e 0 O em até 1,6x.
O acréscimo de C e H possivelmente contribuiu para as variacdes nos valores de PCS,
que passaram de 13,2 — 14,6 MJ/kg antes da remogéao de cinzas para 22,1 - 22,4
MJ/kg apo6s a aplicagcao do pré-tratamento. Resultado semelhante foi reportado em
estudos anteriores, sendo que um reducédo no conteudo de cinzas na biomassa de
microalgas de 27,1 para 13,5% resultou em um aumento no PCS de 24,4 para 26,2
MJ/kg (AUDU et al., 2021). Em outra biomassa algal o decréscimo no conteudo de
cinzas 44,7 para 14,4% foi acompanhado de um aumento de PCS de 9,5 para 24,2
MJ/kg ((LIU et al., 2019)

As concentracdes de N e S também apresentaram acréscimos apos a etapa
de reducédo de cinzas. Na DB1, o N alcangou o dobro do teor observado inicialmente
em B1 enquanto a DB3 conferiu 0 maior acréscimo de S, passando de 4,8 para 6,7
g/kg. A producéo de hidrochar para posterior utilizagdo como combustivel solido a
partir de biomassa rica em N e S n&o ¢é atrativo devido ao risco de emisséo de gases

de efeito estufa (NOx e SOx) que podem ser produzidos durante a combustao.
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Quanto aos demais elementos analisados, foi possivel observar que a
reducdo de cinzas promoveu um acréscimo nos teores de Cr e Ni, por outro lado foi
observado um decréscimo consideravel nos teores de P, K, Ca, Mg, Zn, Mn e Na com
remocgdes que variaram entre 73 e 99%. Uma reducdo adicional foi observada na
biomassa DB1 relacionada com o Pb (92%); na DB3 referente ao Cu (9%) e Pb (56%)
e na DB4 relacionada com Cu (90%) e Pb (90%). Esses resultados demostram que
dentre os elementos caracterizados, o P, K, Ca, Mg, Zn, Mn e Na sao os principais

constituintes das cinzas presentes na biomassa cultivada na ARS.

7.3.2. Carbonizagao hidrotérmica

7.3.2.1 Caracterizacdo energética

As biomassas com e sem prévia redugdo de cinzas foram utilizadas no
processo de CHT afim de produzir hidrochars. E possivel observar que o pré-
tratamento proporcionou um aumento significativo (p < 0,05) na recuperagédo de
sélidos apenas no hidrochar H-DB4 se comparado com H-B4, os quais apresentaram
valores iguais a 71,2% e 60,1%, respectivamente (Figura 7.2A). Essa diferenga entre
os hidrochars H-B4 e H-DB4 pode ser explicado por dois fatores. Primeiramente, (i) a
B4 apresentou a maior concentracdo de K sendo que os sais associados com esse
elemento sao reconhecidos pela solubilidade o que provavelmente contribuiu para o
deslocamento para a fracdo aquosa reduzindo assim a massa de sélidos em H-B4.

Além disso, (ii) a DB4 apresentou o maior conteudo de carboidratos (50,2%),
possivelmente necessitando de condi¢des mais agressivas de CHT para que as
reacdes ocorressem. A temperatura e tempo de reacao insuficientes para ativar a
energia de quebra das ligagbes dos principais componentes das microalgas (lipidios,
proteinas e carboidratos) pode resultar em maior rendimento em termos de sélidos
(FENG et al., 2018). Esse comportamento também pode ser observado ao analisar as
variagdes nas razdes atdbmicas O/C e H/C (Figura 7.3) e os espectros de FT-IR (Figura

7.6) sendo que os resultados observados para DB4 foram semelhantes ao H-DB4.
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Figura 7.2: Recuperacéo de sélidos (A), poder calorifico superior (B), teor de cinzas (%) e
recuperagao de energia (%) determinados para hidrochars produzidos a partir de biomassa
de microalgas (n=3, barras verticais representam o desvio padrdo). Médias que nao
compartilham uma letra s&o significativamente diferentes.

Para as demais biomassas (DB1, DB2 e DB3) foi observado que a remogéao
de cinzas nao afetou a recuperacéo de sdlidos apés a CHT, ou seja, os H-Bs foram
estatisticamente iguais (p > 0,05) aos respectivos H-DBs. No entanto, no caso de uma
contribuicdo expressiva das cinzas na composi¢gao do hidrochar, a utilizagdo apenas
do indicador recuperacgao de solidos pode ser enganosa para avaliar o desempenho
do processo (SMITH; SINGH; ROSS, 2016). Este parece ser o caso de todos os
materiais H-Bs, nos quais uma fragao entre 44,5 — 52,0% do conteudo de sdlidos eram
cinzas, sendo significativamente maior (p < 0,05) se comparados com H-DBs (14,8 —
16,2%) (Figura 7.2C).

Ao comparar o PCS (Figura 7.2B), observa-se que a redugao de cinzas
seguida da CHT promoveu um acréscimo de cerca de 1,8x em relagéao aos hidrochars
derivados da biomassa sem o pré-tratamento, refletindo o efeito negativo da presenca
de cinzas. Os materiais H-DBs apresentaram PCS entre 21,1 e 23,6 MJ/kg.

Comparando esses valores com os diferentes tipos de carvao, observa-se uma
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proximidade com a lignita (28,3 MJ/kg) (FOWLER; HU, 2004). Além disso, a energia
contida nos hidrochars com prévia reducdo de cinzas foi superior aos valores
reportados na literatura a partir da biomassa algal constituida de uma mistura de
diferentes espécies de algas marinhas (13,0 — 15,6 MJ/kg) (TAG et al., 2016) e
derivado da biomassa algal cultiva em efluente agroindustrial (~17 MJ/kg) (CASTRO
et al., 2021).

Esse resultado promissor também foi verificado para a recuperacdo de
energia (Figura 7.2D), sendo que todos os hidrochars produzidos com a biomassa
com prévia reducao de cinzas apresentaram porcentagens significativamente maiores
(p < 0,05) se comparado com aqueles oriundos das biomassas sem o pré-tratamento.
O menor rendimento energético foi de 49,3% quantificado no H-B2, o que pode estar
relacionado ao elevado conteudo de cinzas (52,0%). Por outro lado, a maior
porcentagem foi de 73,5%, verificada no H-DB4. Esse desempenho supera os valores
reportados por Hupfauf et al. (2016) de 16 a 60% obtidos apds ampla revisédo da CHT
de microalgas.

Para compreensdo das reacgdes envolvidas na CHT e inferir sobre os efeitos
das cinzas foi utilizado o diagrama de Van Krevelen (Figura 7.3). Uma reducéo nas
proporgdes de O/C e H/C é desejavel, pois confere aos hidrochars maior potencial
energético. Os resultados demostram que a redugdo de cinzas contribuiu para as
reacdes envolvidas na CHT e conferiu menor razdo O/C e H/C se comparados os
hidrochars H-DBs com as biomassas DBs. As redugdes variaram entre 22,6 — 32,6%
na razao O/C e de 5,8 - 9,2% na proporcao H/C, exceto para DB4 e H-DB4, que
apresentaram valores semelhantes. Para os demais hidrochars H-DBs € possivel
sugerir que a desidratagcdo foi o processo dominante seguido da descarboxilagao.
Apesar das reducgdes, a razdo H/C ainda foi alta em todos os hidrochars (1,8 - 2,0),
quando comparada com os carvoes (H/C < 1,0), enquanto a razdao O/C pode ser

igualada a lignita.
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Figura 7.3: Diagrama de van Krevelen e as razbes atémicas H/C e O/C das biomassas e
hidrochars. Os valores referentes aos hidrochars correspondem a média de trés repeticoes
(n=3).

A perda de O é mais evidente do que a de H durante a CHT de microalgas
(ZHANG; ZHAO; WANG, 2020) e a necessidade de reduzir os valores da relagédo H/C
no hidrochar derivado de biomassa algal foi observado anteriormente sendo que os
valores reportados variaram de 1,48 a 2,06 (CASTRO et al., 2021; KHOO et al., 2020).
Diante desse comportamento, estratégias devem ser adotadas para melhorar o
desempenho da CHT de microalgas com foco na remogao de H o qual pode ser obtido
por meio da desidrogenacgao. Essa adequacgao € importante, pois reduz a liberagao de
fumaca e vapor d'agua e pode minimizar as perdas de energia durante o processo de
combustdo (CHEN et al., 2018). Considerando a aplicagdo no solo, também é
necessaria uma redugao na razao H/C para valores inferiores 0,6 a fim de minimizar
a reatividade e proporcionar o sequestro de C (SCHIMMELPFENNIG; GLASER,
2012).

Para os hidrochars oriundos das biomassas brutas, verificou-se um acréscimo
na razao O/C e H/C em H-B4 e na proporgéao O/C para H-B1 e H-B3, se comparados
com as biomassas de origem. Para esses tratamentos houve um aumento de O/C e
H/C em diregao a desmetanizagao (remocao de grupos metila), o que pode conferir
maior hidrofilicidade aos hidrochars (SCHIMMELPFENNIG; GLASER, 2012).
Resultado semelhante foi observado durante a CHT de lodo de esgoto, em que houve
acréscimo no conteudo de O atribuido a hidrdlise dos polissacarideos (WANG et al.,
2019). Provavelmente a hidrélise foi favorecida nessas biomassas pois elementos que
sdo acido de Lewis (Fe e Zn) podem acelerar essas reagdes (HAMID; TEH; LIM,

2015). Essa ocorréncia torna-se evidente na biomassa B4 a qual apresentou a maior
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concentracdo de Zn o que pode ter favorecido os acréscimos em O/C e H/C ao
comparar H-B4 e B4.

Dentre os hidrochars oriundos das biomassas sem pré-tratamento, uma
excecgao foi observada para H-B2 que, ao invés de aumento, verificou-se uma redugao
na proporcao O/C e H/C em 285 e 6,1%, respectivamente. Essa ocorréncia
proporcionou ao H-B2 a menor razdo O/C e H/C (0,3 e 1,8, respectivamente) entre
todos os hidrochars obtidos nesse estudo, o0 que sugere um potencial para a aplicagao
como combustivel. Esse resultado apresenta uma divergéncia em relacédo a
caracterizagcado do H-B2 apresentada na Figura 2, sendo este hidrochar aquele com
maior concentragdo de cinzas (52,0%) e com a menor recuperacédo de energia
(49,3%), indicando um material de baixa qualidade para aplicagdes energéticas.

Uma possivel explicagao esta associada com as implicacbes que as cinzas
podem apresentar durante a CHT. A primeira (i) refere-se ao fato das cinzas nao
contribuirem para o PCS, o que é refletido na recuperacao de energia. A segunda (ii)
€ decorrente da capacidade das cinzas promoverem a hidrélise. Smith et al. (2016)
verificaram que a CHT de lodo de esgoto apresentou solubilizagdo de C proporcional
as cinzas e Liu et al. (2019) sugeriram um aumento na hidrélise da biomassa de
microalgas com maior teor de cinzas durante a CHT. Acidos de Lewis podem favorecer
essas reagcdes (HAMID; TEH; LIM, 2015). Contudo, a relagdo entre as cinzas e
hidrolise da biomassa nao esta clara, necessitando de pesquisas adicionais. A outra
ocorréncia (iii) esta relacionada a possibilidade das cinzas apresentarem constituintes
que atuam como catalizadores durante a CHT. A presenga de Ca apresentou uma
funcao catalisadora durante a liquefagcao hidrotérmica de cascas de madeira (FENG
et al., 2014). Um comportamento semelhante pode ser sugerido para o hidrochar H-
B2 uma vez que a biomassa B2 apresentou a maior concentragao de Ca.

Todas essas implicagdes podem ocorrer simultaneamente o que torna
complexa as vias reacionais associadas com as cinzas, sendo que a competi¢cao
durante a CHT pode determinar os rendimentos e as propriedades resultantes nos
hidrochars.

Diante dos resultados obtidos é possivel sugerir que na composi¢cao das
cinzas podem estar presentes elementos indesejaveis e outros que sdo de interesse
na CHT. Nessa avaliagao devem ser considerados os elementos que podem atuar na
hidrolise e como catalisadores. A esse respeito € necessaria uma investigacao da

atuacgao especificamente do Ca. No caso de uma contribuigédo positiva desse elemento
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durante a CHT é possivel potencializar a presenga na biomassa com a substituicao
dos coagulantes convencionais por hidroxido de calcio na etapa de colheita. Além
disso, a escolha dos constituintes presentes nas cinzas deve considerar 0s riscos
associados com a incrustagdo. E desejavel que as cinzas apresentem alta
temperatura de fusio para reduzir esse risco. Metais alcalinos, K e Na podem reduzir
a temperatura de fusédo das cinzas, enquanto o Mg e Ca tem efeito oposto (MARIN-
BATISTA et al., 2020).

7.3.2.2 DRX, MEV e FT-IR

Quanto as alteragdes estruturais observadas nas biomassas e hidrochars
(Figura 7.4) foi possivel observar que inicialmente as biomassas brutas apresentaram
difratogramas semelhantes indicando uma caracteristica amorfa com estrutura
atbmica sem ordem a longa distancia. Apenas a biomassa B2 apresentou um pico em
48,6° referente ao CaCOs o0 que condiz com a maior concentragdo de Ca observada
nessa biomassa (Tabela 7.1). A CHT sem o pré-tratamento para a remogao de cinzas
nao contribuiu para a formacao de estruturas semicristalinas em H-B3 e H-B4. Em H-
B1 foi observada a presenca de SiO2 e em H-B2 foram identificados Fe(POs)s e
compostos associados com o Mg, assim como Liu et al. (2019), que verificaram a
presenca de Mgo,064Ca0,936CO3 no hidrochar derivado de biomassa alga cultivada em
esgoto.

A aplicagao da solugao acida na etapa de remogao de cinzas conferiu padrées
de difragdo na DB4 semelhantes aos observados em B4, enquanto nas demais foram
observados C1oH1sNa, C12H22011 e SiO2. Esses mesmos compostos permaneceram
apés a CHT, sendo que o hidrochar H-DB4 apresentou as maiores mudancas
estruturais com picos adicionais proximos de 20,6 e 45,5° correspondentes ao SiOze
NaCl, respectivamente. A presenga de SiO2 apés a CHT da biomassa de microalgas
foi reportada anteriormente (CASTRO et al., 2021; LIU et al., 2019). A silica (SiO2.H20)
integra a parede celular das microalgas e, portanto, € esperado na composigédo da
biomassa e esta sujeita as reagdes da CHT, além disso, o SiO2z é insoluvel em HCI
(LIU et al., 2019) o que pode justificar os acréscimos nas biomassas e hidrochars apoés

a remocgao de cinzas.
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Figura 7.4: Difratogramas de raios-X determinados nas biomassas brutas (A), apds reducao
de cinzas (B) e os respectivos hidrochars H-B (C) e H-DB (D). " CaCQgs, °© CiH1sNa,
C12H22014, * SiOy, " Fe(PO3)s, * relacionado ao Mg, # NaCl.

O MEV foi utilizado para comparar a morfologia das biomassas e hidrochars.
As biomassas sem a prévia remocao de cinzas (Figura 7.5A-D) apresentaram uma
superficie rugosa o qual permaneceu ap6s a CHT. Para os hidrochars obtidos a partir
dessas biomassas (Figura 7.5I-L), verificou-se ainda estruturas fragmentadas, devido
a presenga de carbono amorfo (LIU et al., 2019). Além disso, a hidrdlise durante a
CHT pode contribuir para a reducdo do tamanho das particulas presentes na
biomassa. Ja a rugosidade pode ser decorrente da presenga das cinzas em maior
concentragdo pois, ao analisar as imagens referentes as biomassas DB e os
hidrochars H-DB (Figuras 7.5E-H e 7.5M-P) verifica-se uma superficie mais lisa com
minimizacao da superficie tortuosa. Apesar desse resultado, a morfologia dos
hidrochars H-DB foi predominantemente irregular. Zhang et al. (2020) mencionam que
o alto teor de nitrogénio na biomassa de microalgas pode proporcionar essa
caracteristica.

A analise FT-IR (Figura 7.6) demostrou que as biomassas apresentaram perfil

espectral semelhantes antes da etapa de redugao de cinzas, sendo que as bandas
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entre 606 e 560 cm™' foram atribuidas a P-O (Bl; PAN, 2017). Em torno de 1200 a 900
cm™' representam os carboidratos, no entanto, a banda em 1030 cm™' também pode
ser referente ao alongamento Si-O (HE; GIANNIS; WANG, 2013). A banda préxima
de 1650 cm™ esta associada ao grupo amida | e 1550 cm™ ao grupo amida Il, que
possuem ligagdes C=0, N-H e C-N, caracteristicas das proteinas. Bandas proximas
de 2900 a 2700 cm™' estdo relacionados com as vibragdes simétricas e assimétricas
de C-H presentes em grupamentos metil e metileno (indicacdo da presenca de
lipidios) (SILVA et al., 2012).

Ao comparar os hidrochars com (H-DBs) e sem (H-Bs) a remog¢ao de cinzas
(Figuras 76C e 7.6D, respectivamente), observa-se que a intensidade das bandas na
regido relacionada com o movimento de estiramento P-O reduziu, refletindo a
composi¢ao das biomassas apds o pré-tratamento, pois uma menor intensidade pode
representar uma menor concentragao de P. Um comportamento inverso foi observado
nas bandas 1600 e 1460 cm™, no qual ocorreu um acréscimo na intensidade ao
comparar H-DBs e H-Bs. Esse resultado pode ser decorrente da maior concentragao
de N observada nas biomassas submetidas a remogao de cinzas (DBs), além de
indicar a ocorréncia das reacdes de descarboxilagcdo durante a obtencdo dos
hidrochars H-DBs (HE; GIANNIS; WANG, 2013), igualmente sugerido na andlise do
diagrama de Van Krevelen (sec¢ao 7.3.2.1).

Para os hidrochars H-DB1 e H-DB2 foi observado um decréscimo nas
intensidades relacionadas com a banda préxima de 1000 cm™' se comparados com as
biomassas de origem, indicando a degradagéo dos carboidratos. Por outro lado, o H-
DB4 foi semelhante a DB4, sugerindo que para essa biomassa os carboidratos foram
preservados durante a CHT. Conforme discutido na seg¢ao 7.3.2.1, as condi¢cdes
adotadas de CHT possivelmente ndo foram suficientes para fornecer energia para
quebra das ligagdes do elevado conteudo de carboidratos observado nessa biomassa
(50,2%).
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correspondentes H-B (C) e H-DB (D).

Intensidades semelhantes também foram observadas nas bandas 2920 e 2850
cm'. Entre os componentes bioquimicos, os lipideos representados nessa regido
apresentaram a menor concentracao (3,4 — 18,7%). Além disso, devido a hidrdlise
limitada de lipidios polares e neutros, ndo é esperado grandes alteragdes referentes
a esse composto apds a CHT (CASTRO et al., 2021; LI et al., 2019). De forma geral,
os espectros FT-IR indicaram que proteinas e carboidratos atuaram nas reacoes
envolvidas na CHT conforme demostrado para a maioria dos hidrochars

caracterizados, enquanto a participagao dos lipideos foi menos evidente.
7.3.2.3 Macro e micronutrientes

Os hidrochars foram caracterizados quanto aos teores de macro e
micronutrientes a fim auxiliar na definigdo das aplicagbes mais adequadas (Tabela
7.2). De forma geral, os hidrochars apresentaram uma maior concentragdo dos
elementos analisados se comparado com as biomassas de origem (Tabela 7.1), o que

indica que a CHT foi eficiente em concentrar a maioria desses constituintes (CASTRO
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et al., 2021). Essa caracteristica pode ser explorada visando a recuperagdo dos
metais, Abidli et al. (2022) afirmam que em termos de economia circular, a valorizagao
e reciclagem de residuos com metal € de grande interesse devido ao seu alto custo
de extragdo e ao possivel esgotamento das reservas. Para essa rota de
aproveitamento, os hidrochars H-Bs possuem maior potencial por apresentar maiores

concentracdes desses elementos.

Tabela 7.2: Caracterizacdo dos hidrochars obtidos apés a aplicacdo da carbonizacao
hidrotérmica. Os valores sao referentes as médias (n=3).

Nutriente H-B1 H-B2 H-B3 H-B4 H-DB1 H-DB2 H-DB3 H-DB4
N (g/kg) 395b 30,8c 345bc 358bc 682a 619a 619a 68,2a
P(g/kg) 56,8c 756a 713b 70,2b 27d 222d 3,0d 1,9d
K (g/kg) 95b 18,3a 95b 8,2c 0,5d 0,5d 0,5d 0,6d
Ca(g/kg) 84,1d 142,2a 118,4b 113,8c 09e 1,1e 0,8e 0,8e

Mg (g/kg) 13,7a 9,7¢ 114b 7,4d 04e 04e 04e 0,3e
S (g/kg) 45b 46Db 42b 40b 7,2a 7,2a 7,1a 6,8 a

Cu(g/kg) 0,5e 20c 3,1b 4,2 a 0,6e 32b 15cd 1,0de
Fe (g/kg) 6,7c 46e 46e 3,6f 7.6 a 6,7c 71b 5,7d
Zn(g/kg) 37,8b 1,3c 383b 466a 1,1c 0,5c 1,2¢C 0,7c

Mn (g/kg) 0,5a 04b 0,5a 0,3b 0,1c 0,1c 0,1c 0,1c

Na (mg/kg) 0,4d 1,5a 0,6b 0,5¢c 0,01f 0,05ef 0,07e 0,10e

Ni (mg/kg) 8,8f 9,8e 7949 76h 11,2d 151a 11,7c 145D

Pb (mg/kg) 20,8c 849 286b 37,5a 57h 124e 112f 145d

Cr(mg/kg) 0,5 nd 0,3 0,3 nd nd 0,3 nd

nd — ndo detectado. Médias que ndo compartilham uma letra s&o significativamente diferentes

O fato da CHT ter concentrado a maioria dos constituintes inicialmente
observados na biomassa também é atrativo visando a obtencao de maiores teores de
nutrientes para o uso como fertilizante do solo, no entanto a presenga dos metais deve
ser considerada pois pode restringir essa pratica. Para avaliar esse risco, 0s
hidrochars foram comparados com padrées ambientais determinados para biossaélido
(BRASIL, 2020a; EPA, 2018). Nessa avaliagao observou-se que as concentragdes de
Pb e Ni extrapolam os valores limites que sao de 0,30 — 0,84 e 0,42 g/kg,
respectivamente. A concentragdo de Zn em H-Bs (exceto para H-B2) também
ultrapassou o recomendado (2,8 — 7,5 g/kg).

Essas concentracbes podem ser ajustadas para os valores limites (a
biolixiviagdo pode ser aplicada), pois a utilizagao do hidrochar para a aplicagdo no solo
apresenta varios aspectos positivos como o fornecimento dos macronutrientes N, P,
K, Ca, Mg e S. Ao comparar as concentracbes desses elementos com os teores

minimos recomendados para fertilizantes orgénicos, observa-se que os hidrochars
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oriundos das biomassas brutas (H-Bs) sédo ricos em N, P e Ca, apresentando
concentragdes superiores aos limites estabelecidos em até 14x (BRASIL, 2020b).
Para os hidrochars resultantes das biomassas com remocgao de cinzas (H-DBs),
apenas o N atende a concentragdo minima de 1% (BRASIL, 2020b). Ressalta-se que
o fornecimento de N para as culturas agricolas reflete em maiores produtividades,
além disso, o processo de producdo de amébnia é responsavel pela emissao de cerca
de 3,5 toneladas de CO2 e consome 52,8 MJ de energia para cada tonelada de amdnia
(SANTOS; PIRES, 2018). Portanto, o potencial de utilizagdo dos H-DBs para a
aplicagao no solo deve ser considerado.

No entanto, ao comparar os dois grupos de hidrochars (H-Bs e H-DBs), &
possivel sugerir que o primeiro é mais adequado para a aplicagao no solo devido a
capacidade de fornecer multiplos nutrientes, em especial o P que € obtido a partir da
mineragao de rocha fosfatica, sendo este um recurso com disponibilidade limitada. Os
H-DBs apresentaram menores concentragdes da maioria dos nutrientes em
decorréncia da solubilizacdo apds lavagem com solucdo de HCI (Tabela 7.1). E
importante destacar que estudos anteriores aplicaram diretamente no solo a biomassa
de microalgas cultivada em efluente sendo obtidos resultados promissores quanto ao
desenvolvimento do milho e pastagem (LORENTZ et al., 2020; SILVA et al., 2021).
Logo, a producéo de hidrochar para essa finalidade deve ser adotada em casos nos
quais os custos associados com a CHT sejam compensados. A utilizagdo para
recuperacao de areas degradadas € uma exemplo uma vez que uma das vantagens
associadas ao hidrochar refere-se a sua atuagdo como adsorventes para remogao dos
poluentes organicos e inorganicos do solo (SANTOS; PIRES, 2018).

Por outro lado, como ja mencionado (sec¢do 7.3.2.1), os hidrochars H-DBs
apresentaram caracteristicas mais adequadas para a utilizacdo como biocombustivel
devido ao maior PCS e menor conteudo de cinzas. Assim, durante a combustédo
fornece mais energia ao mesmo tempo que apresenta menor risco de incrustagao. No
entanto, as concentracées de N e S na biomassa tornaram-se maiores apds a etapa
de remocado de cinzas e permaneceram elevadas nos hidrochars H-DBs. Essa
caracteristica pode ser considerada um fator que limita a utilizagado dos hidrochars H-
DBs como biocombustivel devido ao risco de emissdo de gases SOx e NOx. A
caracterizacao de diferentes carvdes foram observados valores inferiores a 1,5% para

oNeentre 0,2 e 2,8% de S (OZER et al., 2017). Considerando as especificagdes para
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0 uso de pellets como biocombustiveis solidos tem-se as restricdoes de S inferior a
0,5% e N menor que 2,5% (ISO, 2016).

Ao comparar esses valores com aqueles obtidos para os hidrochars H-DBs é
possivel verificar que as concentragoes de S sdo semelhantes aos carvoes, enquanto
o N supera em até 4,5x. Os limites estabelecidos para pallets ndo sao atendidos,
indicando a necessidade de reducdo de S e N. Os teores de N nos produtos
combustiveis de microalgas como hidrochar e bio-oleo foram considerados um dos
principais desafios envolvendo a obtengcdo de energia a partir dessa biomassa
(COUTO et al., 2018; LENG et al., 2021). Leng et al. (2021) sugerem que aumentar a
severidade da reagao pode diminuir o teor de N no hidrochar, mas as compensacoes
entre o rendimento e a remogao de N devem ser avaliadas. Oliveira et al. (2022)
também verificaram que o conteudo de N no hidrochar produzido com lodo de esgoto
apresentou um conteudo de N que impede a sua utilizacdo como combustivel sélido,
os autores propuseram a mistura com outro combustivel para adequar a concentragao
de N.

Outra alternativa menos explorada para os hidrochars produzidos com
biomassa cultivada em efluentes é a obtencdo de eletrodos de supercapacitores,
considerados as baterias do futuro. A presengca de N contribui para o hidrochar
apresentar um notavel desempenho de armazenamento eletroquimico por promover
reacdes redox reversiveis e induzir a molhabilidade entre a superficie do eletrodo e o
eletrolito (DEMIR et al., 2018; REN et al., 2018). O biochar com 1,5% de N a partir da
CHT de macroalgas seguida de uma etapa de ativagcdo com KOH proporcionou
retencdo da capacitancia de até 96% (mesmo apds 10000 ciclos na densidade de
corrente de 10 A/g) (REN et al., 2018).

O biochar derivado de macroalga e ativagdo com HNO3 apresentou retengéo
da capacitéancia proximo de 100% (apds 5000 ciclos em 2 A/g). Esse excelente
desempenho foi atribuido, entre outros fatores, a introdugdo do tratamento com
HNOs3 que resultou em acréscimo de N no biochar de 0,05 para 4,9% e reducao de
cinzas. Para os biochars que nao receberam esse tratamento foi observado um
desempenho eletroquimico inferior, atribuido as reagdes de redugao/oxidagao de
metais na estrutura do biochar (POURHOSSEINI; NOROUZI; NADERI, 2017).
Portanto, os hidrochars H-DBs obtidos no presente estudo podem ser promissores
para a producdo de eletrodos para supercapacitores por apresentarem as

caracteristicas apropriadas como a redugao nos teores de metais e acréscimo no
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conteudo de N. No entanto, a viabilidade dessa aplicagao requer analises adicionais

que nao foram realizadas nesse trabalho.
7.3.3. Caracterizagao da fase aquosa

A Figura 7.7 apresenta as concentracbes de COT, NKT e P para a fase
aquosa obtidas em cada teste de CHT realizado. As concentragbes de COT variaram
entre 5,2 a 7,9 g/L com o maior teor obtido durante a produgéo do hidrochar H-DB2.
Esse resultado indica uma maior transferéncia de C da biomassa DB2 para a fase
aquosa 0 que nao € um comportamento desejado uma vez que o objetivo da CHT é
concentrar C no hidrochar. Ainda assim, os valores observados no presente estudo
séo inferiores aos reportados por Marin-Batista et al. (2019) de 11,5 a 13,1 g/L.
Possivelmente devido as temperaturas mais elevadas aplicadas pelos autores (180 —
240°C) durante a CHT de biomassa algal se comparado ao do presente estudo
(170°C), o que pode ter contribuido para a dissolugdo da matéria organica.
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Figura 7.7: Caracterizacdo da fase aquosa obtida apés a CHT para as biomassas de
microalgas com e sem o pré-tratamento para a remogao de cinzas.
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As variagdes de NKT foram mais evidentes se comparada com o COT e P,
com concentragdes inferiores a 0,15 g/L observadas nas fases aquosas produzidas
durante a CHT de DB1, B4 e DB4 enquanto nas demais foram observados teores
significativamente maiores (p < 0,05), entre 1,2 e 1,9 g/L. Devido ao maior conteudo
de N nas biomassas submetidas ao pré-tratamento para a reducao de cinzas, era
esperado uma maior concentracdo de NKT nas fases aquosas derivadas dessas
biomassas, o que n&o ocorreu. E possivel sugerir que a formacéo de gases contendo
N contribuiu para esse resultado. Um comportamento semelhante era aguardado para
o P, contudo, os resultados demonstraram concentragdes de P estatisticamente iguais
para todas as fases aquosas (99 — 175 mg/L). As mesmas condi¢des de temperatura
e pressao adotadas em todos testes de CHT podem ter favorecido esse desempenho
uma vez que a concentragcdo de P na fase aquosa pode aumentar com o acréscimo
da temperatura devido a maior dissolu¢gdo da matéria organica (MARIN-BATISTA et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2022).

Devido a composigao rica em nutrientes, estratégias visando a recuperagao
de energia e nutrientes presentes na fase aquosa podem ser adotadas. Entre elas foi
proposto a recirculagao na prépria CHT o que possibilitou um acréscimo no conteudo
de C de 62,24% para 65,61% e um aumento no rendimento energético de 0,77 para
0,82 (STEMANN; PUTSCHEW; ZIEGLER, 2013). No entanto, a recirculagao pode
contribuir para acréscimos de N no hidrochar o que requer uma avaliagao para a definir
a proporcdo da fase aquosa que pode retornar na CHT. Outra possibilidade é a
aplicagao na reforma em fase aquosa (aqueous phase reforming - APR) o que permite
a conversao de compostos organicos em Ha. A integracao da CHT de lodo de esgoto
e APR da fase aquosa possibilitou uma recuperagao de energia de 93,5% nas
condicdes otimizadas (OLIVEIRA et al., 2022).

Uma terceira possibilidade para a recuperagao de energia presente na fase
aquosa é a utilizacdo como substrato na digestdo anaerdbia para a producédo de
biogas. A aplicagdo da CHT da biomassa de microalgas seguida de digestao
anaerobia da fase aquosa alcangou uma recuperagdo de energia liquida de 91%
(MARIN-BATISTA et al., 2019). Apesar dessa alternativa ser promissora tendo em
vista os requisitos minimos de energia da etapa de digestdo anaerdébia, a fase aquosa
obtida no presente estudo apresentou uma relacdo C:N:P de 64,4 - 31,2: 0,8 — 13,7:
1 (considerando o C como a concentragao de COT e N igual a concentragédo de NKT).

Essa composi¢cao é desbalanceada para o processo, considerando uma relagao
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recomendada de cerca de 130:5:1 (degradacéo de carboidratos) (CHERNICHARO,
2007). A deficiéncia de C observada em todos as fases aquosas e a limitagdo de N
referentes aos tratamentos DB1, B4 e DB4 deve ser ajustada para a utilizacdo na
digestdo anaerobia. Uma alternativa é a co-digestdo com materiais capazes de
compensar essas deficiéncias.

Além das estratégias para recuperagao de energia presente na fase aquosa,
também ¢é possivel a recuperacdo dos nutrientes em aplicagbes agricolas. A fase
aquosa resultado da CHT de lodo esgoto e esterco de suinos foi aplicada no cultivo
de arroz o que resultou em um aumento no rendimento da cultura de até 34,1% em
relacédo ao tratamento com aplicagao de uréia. Apesar desse excelente resultado, uma
avalicdo dos metais pesados deve ser realizado para garantir a aplicagao segura da
fase aquosa no solo (HE et al., 2022).

A recuperacao de nutrientes também pode ocorrer por meio do cultivo de
microalgas. Para essa rota é recomenda a diluigdo pois o crescimento algal pode ser
inibido pela presenga das substancias inibidoras presentes na fase aquosa como
fendis e metais além de apresentar cor marron que pode limitar a penetracéo de luz
(YAO et al., 2016). Contudo, o cultivo de microalgas na fase aquosa de processos
hidrotérmicos com diluicdo apropriada pode resultar em producdo de biomassa
comparavel com o meio de cultivo padrdo (meio sintético) (BAGNOUD-VELASQUEZ
et al., 2015).

7.3.4. Conclusao

As cinzas presentes nas biomassas de microalgas cultivadas na agua
residuaria da suinocultura foram majoritariamente compostas por P, K, Ca, Mg e Pb.
A reducéao no conteudo desses elementos antes da CHT proporcionou hidrochars com
maior poder calorifico, melhor rendimento energético e presenca de estruturas
semicristalinas se comparado com os hidrochras produzidos sem essa etapa.
Contudo, o pré-tratamento para reducao de cinzas removeu possiveis elementos que
poderiam atuar na hidrélise e como catalisadores da CHT, além de contribuir para uma
maior concentracdo de N e S na biomassa.

Dessa forma, os hidrochars sem o pré-tratamento para reducdo de cinzas
apresentaram caracteristicas mais adequadas para a aplicagdo no solo, com a

possibilidade de fornecer multiplos nutrientes. Os hidrochars com o pré-tratamento
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apresentaram maior potencial para aplicagdes energéticas como material combustivel
para fornecimento de energia apds redugdo nos teores de N e S ou no
armazenamento de energia como material eletrodo de supercapacitores.

Os efeitos das cinzas durante a CHT s&o complexos especialmente quando
se utiliza biomassa com composigdo heterogénea como aquela cultivada em aguas
residuarias. Contudo, € possivel concluir que estratégias de remogao de cinzas devem
ser consideradas visando a retirada dos compostos indesejados, mas mantendo
outros de interesse. Além disso, apos a remocéao das cinzas, as condigdes 6timas da
CHT como tempo de reacdo e temperatura podem ser alteradas e devem ser
identificados.

Por fim, remog¢dao de cinzas nao parece interferir na solubilizacdo de

nutrientes da biomassa para a fase aquosa.
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8. CONCLUSOES GERAIS

A producgao de biomassa cultivada em lagoas de alta taxa foi otimizada com a
adequacgao nas concentragcbes de Cu e Zn, sendo que as melhores condicbes
identificadas correspondem a 1,8 mgCu/L + 15,0 mgZn/L; 1,0 mgCu/L e 40,0 mg Zn/L.
No entanto, essas condigdes nao favoreceram a remocg¢ao de N-NH4* por inibir o
processo de nitrificacdo. Além disso, a remogao de DQOs apresentou acréscimos nos
tratamentos com aplicagdo de metal o que foi relacionado com a producédo de
substancias poliméricas extracelulares na forma de carboidratos. Essas
caracteristicas podem representar um desafio para conciliar a maximizagdo da
producao de biomassa algal com a remog¢ao de N-NH4* e matéria organica. Para o P
soluvel foi possivel observar um comportamento oposto sendo que a adequagao nos
teores de Cu e Zn favoreceram a remogao desse elemento seja por precipitagado ou
assimilagao. Esses resultados séo inovadores considerando a dificuldade de remogao
de P nos sistemas de tratamento de efluentes.

Quanto a composig¢ao bioquimica da biomassa, foi possivel identificar que os
elementos Cu e Zn comprometeram a producéao de lipideos neutros indicados para a
produgao de biodiesel. Por outro lado, as concentragdes elevadas de carboidratos
identificadas em todos os tratamentos € uma caracteristica que potencializa a
utilizagao da biomassa para a conversdo em outras formas de energia como bioetanol
e hidrochar. Essa possibilidade deve ser avaliada considerando os riscos e efeitos
indesejaveis referentes as cinzas, pois a corregao nos teores de Cu e Zn além de
contribuir, por si sO, para os acréscimos nas concentragdes de cinzas também
favoreceu a precipitacao de outros elementos.

A respeito das cinzas verificou-se que a redugao desse constituinte é possivel
com a lavagem da biomassa com solugdo acida, contudo esse pré-tratamento
promove uma concentragado no conteudo de N e S. A carbonizacéo hidrotémica das
biomassas com e sem reduc¢ao de cinzas resultou na producédo de hidrochars com
potencial para aplicagdes distintas. Sem o pré-tratamento € possivel sugerir que os
hidrochars s&o mais indicados para a recuperagdo de areas degradadas. Os
hidrochars obtidos a partir da biomassa com reducédo de cinzas sao mais indicados
para aplicacbes energéticas como material eletrodo para supercapacitores ou como
combustivel, sendo necessaria uma reducdo nos teores de N para essa ultima

aplicagao.
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9. RECOMENDAGOES

S&o apresentadas algumas recomendagdes para trabalhos futuros:

- Avaliar os efeitos da presencga de Cu e Zn durante o tratamento de efluentes
em lagoas de alta taxa em regime de operacgao continua pois pode diferir do regime
em batelada adotado na presente pesquisa. Uma das diferengas esta relacionada com
a capacidade de adaptagdo dos microrganismos aos metais.

- Avaliar as alteracbes na comunidade microbiana durante tratamento de
efluente com diferentes concentracbes de Cu e Zn. Essa anadlise permitira a
proposicao de medidas de otimizagao para conciliar a maxima producéo de biomassa
com a remocao de nutrientes, especialmente de N-NH4*.

- Determinar as concentragdes de outros micronutrientes para potencializar a
producao de biomassa em lagoas de alta taxa e identificar as interferencias na
dimanica do tratamento de efluentes. Dentre os elementos é possivel sugerir o ferro.

- Caracterizar as substancias poliméricas produzidas durante o tratamento da
agua residuaria da suinocultura em lagoas de alta taxa.

- I[dentificar os compostos presentes nas cinzas da biomassa que podem atuar
na hidrélise ou como catalizadores das reagdes relacionadas com a carbonizagao
hidrotérmica.

- Verificar se os custos e impactos ambientais relacionados com a etapa de

remogao de cinzas sdo compensados com o aumento do poder calofirico do hidrochar.
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APENDICE A

Figura I: Estacdo de tratamento da agua residuaria da suinocultura instalada na Unidade de
Ensino, Pesquisa e Extensao em Suinocultura da Universidade Federal de Vigosa.

Figura ll: Lagoas de alta taxa instaladas no Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental
da Universidade Federal de Vigosa.
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APENDICE B
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Figura I: Produtividade de biomassa total quantificados durante o cultivo de microalgas em
agua residuaria da suinocultura com diferentes concentragdes de cobre.
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Figura Il: Produtividade de biomassa total quantificados durante o cultivo de microalgas em
agua residuaria da suinocultura com diferentes concentragées de zinco.
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Tabela lll: Tratamentos aplicados para remocéo de cinzas com a identificagdo dos teores de

carbono e cinzas (n=3).

Tratamento Carbono (%) Cinzas (%)
Biomassa bruta 20,6 d 39,7b
Agua 26,0 ¢ 442 a
Agua quente 256 ¢ 424 a
HCI 0,10M 442 b 6,3¢c
HCI 0,25M 49,2 a 3,8e
HCI 0,50M 451b 4.4 d
HCI 1,0M 47,5 ab 51c
HCI 4,0M 450b 4.4 d
NaOH 0,25M 23,4 cd 37,7b
NaOH 0,50M 24,5 cd 38,8b
NaOH 1,0M 26,2 c 40,8 ab
NaOH 4,0M 28,4 ¢ 421 a
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