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RESUMO

GAMA, Rafael Carvalho Nogueira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2022. Biorremediacdo de aguas residuarias industriais via microalgas: efeitos da
disponibilidade de nutrientes na producao de bioprodutos de valor agregado. Orientadora:
Maria Licia Calijuri.

Apesar de sua importancia econdmica, a indudstria alimenticia é responsdvel por diversos im-
pactos ambientais negativos, principalmente quando suas dguas residudrias sdo lancadas de
forma inadequada nos corpos hidricos. A biotecnologia de microalgas pode representar uma
solucdo potencial para minimizar esses impactos, atuando na biorremediac¢do de diversos tipos
de dguas residudrias e produzindo biomassa de valor agregado. No entanto, alguns gargalos
ainda precisam ser superados, por exemplo, a baixa produtividade de biomassa de lagoas de
algas de alta taxa (LATs). Portanto, com o objetivo de melhorar a producdo de biomassa e o
desempenho do tratamento de dguas residudrias da industria de alimentos, este estudo avaliou
o efeito de diferentes relacdes C/N pela mistura de dguas residudrias de cervejaria e processa-
mento de carne durante o cultivo de microalgas em LATs. Foram avaliados meios de cultivo
em condic¢des 6timas (C/N = 6), déficit (C/N<6) e excedente (C/N>6) de carbono. O cresci-
mento da biomassa nao foi influenciado pelas condi¢des nutricionais, tanto na produgao de
clorofila-a (0,28 - 0,33 g/m?) quanto na producdo de biomassa total (4 - 5 g/m?), evidenciando
a capacidade do consércio microalga-bacteriano de se adaptar a diferentes condi¢des. As remo-
coes totais de carbono, nitrogénio e fésforo foram influenciadas pela disponibilidade de nutri-
entes. As melhores taxas de remoc¢ao de carbono, nitrogénio e fésforo foram 62% (C/N >7,4),
59% (C/N = 4,1) e 58% (C/N = 4,1), respectivamente. As condi¢des de déficit de carbono al-
cancaram melhor eficiéncia no tratamento, porém houve maior produ¢do de acidos graxos poli-
insaturados quando mais carbono estava disponivel. J4 quanto a produtividade da biomassa
microalgal e ao acimulo de carotenoides, ndo houve diferenca entre as condi¢cdes avaliadas.
Sendo assim, os resultados deste estudo apontam e debatem os pontos positivos e desafios en-
contrados para viabilizar a rota de aproveitamento da biomassa microalgal na suplementagdo

animal, buscando a valorizacdo de recursos advindos do tratamento de dguas residudrias.

Palavras-chave: Disponibilidade de nutrientes. Inddstria alimenticia. Aguas residuais mistas.
Produtividade de biomassa. Lagoas de algas de alta taxa.



ABSTRACT

GAMA, Rafael Carvalho Nogueira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Bioremediation of industrial wastewater via microalgae: effects of nutrient availability on
the production of value-added bioproducts. Adviser: Maria Lucia Calijuri.

Despite its economic importance, the food industry is responsible for several negative
environmental impacts, especially when its wastewater is improperly released into water
bodies. Microalgae biotechnology may represent a potential solution to minimize these impacts,
acting in the bioremediation of various types of wastewater and producing value-added
biomass. However, some bottlenecks still need to be overcome, for example, the low biomass
productivity of high rate algae ponds (LATSs). Therefore, with the aim of improving biomass
production and wastewater treatment performance of the food industry, this study evaluated the
effect of different C/N ratios by mixing wastewater from brewery and meat processing during
the cultivation of microalgae in LATs. Culture media under optimal conditions (C/N = 6),
carbon deficit (C/N<6) and carbon surplus (C/N>6) were evaluated. The growth of the biomass
was not influenced by the nutritional conditions, both in the production of chlorophyll-a (0.28
- 0.33 g/m?) and in the production of total biomass (4 - 5 g/m2?), evidencing the capacity of the
microalgae-bacterial consortium to adapt to different conditions. Total carbon, nitrogen and
phosphorus removals were influenced by nutrient availability. The best carbon, nitrogen and
phosphorus removal rates were 62% (C/N > 7.4), 59% (C/N = 4.1) and 58% (C/N = 4.1),
respectively. The carbon-deficit conditions achieved better treatment efficiency, but there was
a greater production of polyunsaturated fatty acids when more carbon was available. As for the
productivity of microalgal biomass and the accumulation of carotenoids, there was no
difference between the evaluated conditions. Therefore, the results of this study point out and
discuss the positive points and challenges found to make the route of using microalgal biomass
in animal supplementation feasible, seeking to value the resources arising from the treatment

of wastewater.

Keywords: Nutrient availability. Food industry. Mixed wastewaters. Biomass productivity.

High rate algal ponds.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Variacdo do oxigénio dissolvido (A) e pH (B) ao meio-dia durante o periodo de
monitoramento (n=2, as barras verticais representam o desvio padrao)........ccceeeeuvvvvreeeeeennn. 25

Figura 2. Concentragdo de clorofila-a no meio de cultura durante o monitoramento (A) (barras
verticais representam o desvio padrdo) e taxa de crescimento especifica no pico de produgdo de
clorofila-a (B) (letras entre parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia, N=2). ........cccccceeeeeeeerrrciirrnieeeneennn. 28

Figura 3. Concentracdo de carbono total no meio de cultura durante o monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remocdo (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan
a 10% de SignifiCANCIA, N =2). ...oviiiiiieiiiiiiiiiiieee e e ettt e e e e e e et eeeeeeeesneabareeeeeeeesnnnens 32

Figura 4. Balango de massa de carbono nos meios de cultura no inicio e no final da operagao.
A abreviatura do tratamento seguida por (i) é a concentragdo inicial e (f) € a concentragao final.

Figura 5. Balanco de massa de nitrogénio nos meios de cultura no inicio e no final da operacao.
A abreviatura do tratamento seguida por (i) € a concentragao inicial e (f) € a concentracgao final.
............................................................................................................................................ 35

Figura 6. Concentracdo de nitrogénio amoniacal no meio de cultura durante o monitoramento
(A) (barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remocao (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam uma diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Duncan a 10% de significAncia, N =2). ......ccooiiiiiiiiiiiiieiiiee et 36

Figura 7. Concentrag¢do de nitrogénio total no meio de cultura durante 0 monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remocao (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan
a 10% de significANCia, N =2). ..ouuiiiiiiiiiiie ittt e 38

Figura 8. Concentragao de fésforo total no meio de cultura durante o monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remocdo (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan
a 10% de significancia, N =2). ...cc.eeiiiiiiiiiiiiiiie e 39

Figura 9. Abundancia relativa do biovolume da comunidade fitoplanctonica...................... 54

Figura 10. Comportamento da concentragcdo de clorofila-a no meio de cultivo ao longo da
operacdo (n=2, barras verticais representam 0 desvio padrao).......cooccceeeeeveiieieeiniiieeeeenineeeen. 56

Figura 11. Comportamento da concentracdo de carotenoides totais durante a operagdo (n=2,
barras verticais representam 0 desvio PAATAO)......cceevurrreirriiiieiriiiieee et 62

Figura 12. Exemplares de Chlorella vulgaris (1) e Limnothrix planctonica (2). ........c.......... 71

Figura 13. Monitoramento da radiacdo global (KJ/m2). ........ccecviiriiiiniiiiniiiiiniiceieceeeeene 71



Figura 14. Monitoramento da temperatura do ar (°C)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracterizacdo das dguas residuais e meios de cultura de tratamento (valores médios
€ deSVIO PAATAO, NT2). ..viiiiiieiiiiiiiiiiiieee e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e sinbbbteeeeeeeesssnnnbbeeaeeeeeeens 21

Tabela 2. Producdo e produtividade de clorofila-a e s6lidos suspensos voléteis (biomassa)
(valores médios + desvio padrdo amostral). Letras sobrescritas distintas indicam uma diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia .................... 30

Tabela 3. Caracterizacdo das dguas residudrias (valores médios, desvio padrdo entre
PATENEESES ). wevvveeeeeeeeeeiiiittteeeeeeeaaaitttreeeeeeeeaasaanassaeeeeesesassnnssseeeeeesssssnnnssssseeeaessessnnnssssnaeeeseenns 49
Tabela 4. Siglas, condicio do meio de cultivo em relagdao a recomendacdo da USDA e
compOoSIiCA0 dO MEIO A€ CUILIVO. ....uvviiiiieeiiiiiiiiieieee e et e e e e e e e e e e e e e seebaaeeeeeeeeens 50

Tabela 5. Caracterizacdo dos meios de cultivo dos tratamentos (valores médios, desvio padrao
EINLTE PATEINILESES). +ouvvvvvrrrreeeeeeeriiiitreeeeeeeseaaaatarreeeeeesasssnnssneeeeeessesssassssseeeeesssssssnnsssssneeeeeeenns 50

Tabela 6. Producao de de sélidos suspensos totais recuperada nos tratamentos (valores médios,
desvio padrdo entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa
entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (N=2)..........cccccvvvrreeeeennnn. 55

Tabela 7. Eficiéncia da colheita nos tratamentos (%) (valores médios, desvio padrdo entre
parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenga significativa entre os tratamentos
pelo teste de Duncan a 10% de significancia (N=2)........ccccuvrieieeeeerniiiiiiiieeeeeeeeeeiiieeeeeee e 56

Tabela 8. Contetdo de lipideos em peso seco nos tratamentos (valores médios, desvio padrao
entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (N=2).......c.ccccueeeiriiiiieinniiieeennnnee. 58

Tabela 9. Produtividade lipidica dos tratamentos (valores médios, desvio padrdo entre
parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa entre os tratamentos
pelo teste de Duncan a 10% de significancia (N=2)........cccuuveieeieiiiiiiiiiiiiieeeee e 58

Tabela 10. Perfil de 4cidos graxos da biomassa obtida no tratamento de dguas residudrias em %
(valores médios, desvio padrio entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).
et e et e e e et e e e et e e e et e e e e b et e e e et n et e e et et e e e eaba e e e e ennnneeeas 59

Tabela 11. Concentragdo de carotenoides nas biomassas, nos meios de cultivo e produtividades
(valores médios, desvio padrdo entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).
............................................................................................................................................ 63

Tabela 12. Dados da comunidade fitoplanctdnica, densidade de individuos e biovolume..... 72

(Continuagdo) Tabela 12. Dados da comunidade fitoplanctonica, densidade de individuos e
DIOVOIUIMIE. ...t e e e e e et e e e e anneee 73



Tabela 13. Fracao de amonia livre no meio de cultivo durante o monitoramento. ................ 74



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ANOVA Analise de Variancia

ARIA Agua residudria da industria alimenticia
ARIC Agua residudria da indistria cervejeira

C Carbono

CID Carbono inorganico dissolvido

COD Carbono organico dissolvido

CTD Carbono total dissolvido

DEF Tratamento com déficit de carbono

DEF+ Tratamento com déficit de carbono superior
EXC Tratamento com excesso de carbono

EXC+ Tratamento com excesso de carbono superior
LATs Lagoas de alta taxa

LESA Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental
N Nitrogénio

OD Oxigénio dissolvido

OPT Tratamento com razdo de carbono recomenda
P Fésforo

pH Potencial hidrogenidnico

RFA Radiagao fotossinteticamente ativa

SST Sdlidos suspensos totais

SSV Sdlidos suspensos voldteis

UFV Universidade Federal de Vicosa

USDA United States Department of Agriculture



SUMARIO

1 HIPOTESES ....coooiititti et 15
2. OBIETIVOS ...ttt ettt ettt e st e e sttt e sttt e e aaeeeeabeeea 16
2.1, ODbBJELIVO ZETAL....ueiiiiiiiiiieiiieiii e e e e ettt e e e e e e e s sttt eee e e e e e nnabaaeeeas 16
2.2. ODbJetiVOS ESPECTIICOS .evvireiiiriiiiiiiiiieeeeeeeriite et e e e e ettt e e e e e e e st eeeeeeeeeenanasaeeeeas 16

ARTIGO 1 — Integracdo de dguas residudrias da industria alimenticia e cervejeira no cultivo de
microalgas: avaliacdo da influéncia de diferentes condi¢Ges nutricionais na eficiéncia de

remog¢ao de nutrientes € producao de BIOMASSA......cceererrriviiiiiieeeeiiriiiiiieeee e e e e eriiereeeeeeeens 17
1. INTRODUGAO ...ttt ettt n e 18
2. MATERIAIS E METODOS......ccoovuutiiiiiiirierieeiesseisesiesiessesse s essssss s o 20
2.1. MEI0 A€ CUITIVO. ...ttt et e et e e et e e e e eieeeeeas 20
2.2 OPCTACAO ..t s 21
2.2, MONIEOTAMEIITO ..ttt eiiiieee e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e ettt e e e eabb e e e e eabbeeeeeabbeeeeenabeneeeas 22
2.3, ESTAISTICAS .. .uvteeeeiiiieee ettt ettt e ettt e ettt e s ettt e e e ettt e e e e aabtaeeeas 24
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.ooiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 25
3.1, Varidveis amMbIENTATS . .....uvteeiiiiiieeeiiiitee ettt ettt e e et e e e et e e e e aeaeeeeas 25
3.2. Produc@o de DIOMASSA......cceeeuuuiiiiiiieeeeeeeiiiiiiteee e e e e et e e e e e e e e e enearaeeeeeeeeeennnnsaneeeas 27
3.2.1. Comunidade fitOplanCtONICA ........cceeeeerrurriiiiieeeeeeiiciiiieeeeeeeeeeiiireeeeeeeeeeeeeeraneeeas 27
3.2.2. Crescimento de microalgas (Clorofila-a)...........cccceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen 28
3.2.3. Rendimentos de biomassa primaria € total.............ccccuvviieieeeeeeiiiiiiiiieeee e eeeeiveeeeen. 30
3.3. Desempenho do tratamento de 4guas residuais..........oocveeeeiriiiiiiiniiiieeeiiiee e 31
3.3.1. RemMOCA0 d€ CarbONO......uuuuiiiiiiiii s 31
3.3.2. Remoga0 de NItFOZENIO «.eeeouuviieeiiiiiieeeeiiiee ettt et e e eieee e 34
3330 FOSTOTO ettt e e e e e e 38
4. CONCLUSAD ..ottt 41
5. REFERENCIAS.......oiiiimiimcireceeeicisee ettt st 42
ARTIGO 2 — Efeitos da disponibilidade de nutrientes na producdo de bioprodutos de valor
agregado no tratamento de dguas residudrias INAUSIIIALS ......cooocvveeeriiiiieeeiniiiieeeeieee e 45
RESUMO ...ttt ettt e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e nabbeeeeennneeas 45
1. INTRODUGAO. ..ottt 46
2. MATERIAIS E METODOS.......c.oovuuimiimiireieeeeeseesssssesssssssessesssessssssesssessessssssssssssnss 48
2.1 AT de €StUAO ..o, 48
2.2 Unidade exXperimental...........coccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeiiic e 48
2.3 MEI0 A€ CUILIVO....eiiiiiiiieeeieeee ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e e iabaeeeees 48

2.4 Delineamento eXperimental ..........cooccuveiiiiiiiiiiiniiieeieeec e 49



2.5 CondigOEs A€ CUIIVO. ...eeiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e et e e e e e e e s snaeeeeeeas 50

2.5 OPCTACAO ..eeeeeeeiiiiiiiiitteee e e e e ettt e e e e e ettt et eeeeeeasaatab et eeeeeeeessnnsbbbteeeeeeeeesnannssaaeeeas 50
2.6 MONILOTAIMEIIEO ...ttt ee et e ettt e ettt e e ettt e e e et e e e ettt e e e eabeeeeeenabnneeeas 51
2.7 AnAlise da DIOMASSA ..ceevuuriieiiiiiiiieeiiiiee et e e s 52
2.8 ESTALISTICA 1. nvteeeeitiee ettt ettt e ettt e et e sttt e et e e e nabreee s 53
3. RESULTADOS E DISCUSSAO......cccooeuiiieiiiiiniieieistissieseiseie et sieseenns 54
3.1 Comunidade fitOPlANCLONICA .......uveerieeeeeiiiiiiiieeieeeeeeeeiire e e e e e e e e eeeeeeeeesneneeeeeas 54
3.2 Producdo de biomassa e eficiéncia da colheita ...........cccuuvviiiieeieiiiiiiiiiiiieee e, 55
T I 7103 [ [0 T TP UPUPRRPRPP 57
3.3.1 Acidmulo e produtividade HPIidica ........ccuvvvviiiieeeiiiiiiiiiiieee e 57
3.3.2 Produtividade HPpIdiCa.......ccouvviiiiiiieeiieiiiiiieeee et e e e e 58
3.4 Perfil de ACIAOS GIaX0S . ..cieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieiiiiiiteeeeeeeeeiitreeeeeeeeassnnesraeeeeeeseessannssaneees 59
3.5 CarOtBNOIACS ....ceeiuiiieeiiiteee ettt ettt e ettt e e s et e e s ettt e e e e aeeeeas 61
3.6 Biomassa e potencial na suplementacao animal ............cccceeeeeeeeriiiiiiiiiieeeeeeeeriineeeen. 63
4. CONCLUSAD .....cotiimiitieieitie ettt 65
5. REFERENCIAS ..ottt 66

APENDICE — Material SUPIEIMENTAT ...............c.oveveeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeee e eneneseeee 71



15

1. HIPOTESES

a) A eficiéncia do tratamento de dguas residudrias serd influenciada pelas diferentes condi¢des

nutricionais promovidas durante o cultivo.

b) O crescimento do consércio microalga-bactéria serd afetado pela disponibilidade
nutricional distinta dos meios de cultivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar diferentes condi¢des nutricionais obtidas a partir da integragdo do tratamento de dguas

residudrias das industrias de processamento de carnes e cervejeira no cultivo de microalgas.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia da disponibilidade de nutrientes na produgdo de biomassa.

b) Avaliar a influéncia da disponibilidade de nutrientes na efici€éncia do tratamento de dguas

residuarias.
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ARTIGO 1 - Integracio de aguas residuarias da indistria alimenticia e cervejeira no
cultivo de microalgas: avaliacdo da influéncia de diferentes condicoes nutricionais na efi-

ciéncia de remocao de nutrientes e producio de biomassa
Resumo

O tratamento de dguas residudrias baseado em tecnologias de microalgas tem sido amplamente
estudado e aplicado por alcancar elevada eficiéncia na remocdo de carbono, nitrogénio e fos-
foro. Tal eficiéncia pode ser afetada por diversos fatores, como a composicao do meio de cul-
tivo. O presente trabalho buscou avaliar a influéncia das razdes C/N/P no tratamento de adguas
residudrias e no crescimento da biomassa. Meios de cultivo nas condi¢des 6tima, déficit e su-
perévit de carbono foram avaliados. Tais condi¢cdes foram obtidas variando-se as razdes C/N e
C/P ao misturar dguas residudrias de inddstria alimenticia, que possuia deficiéncia de carbono,
e de industria cervejeira, com elevado teor de carbono. A remocao de carbono, nitrogénio e
fosforo totais foi influenciada pela disponibilidade de nutrientes. Quanto ao crescimento da
biomassa, nao houve diferenca significativa entre as condi¢des avaliadas, evidenciando a capa-

cidade do consércio de bactérias e microalgas de se adaptar a condi¢des diversas.

Palavras-chave: disponibilidade de nutrientes; microalgas; biomassa; tratamento de dguas resi-

dudrias; remogao de nutrientes.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo humana e das atividades industriais vem aumentando a
demanda por dgua e consequentemente aumentando a producdo de dguas residudrias (NATH;
MISHRA; PANDE, 2021). A auséncia ou baixa efici€éncia do tratamento de dguas residudrias
pode causar impactos ambientais nos recursos hidricos devido a presenca de diversos

contaminantes, como carbono, nitrogénio e fésforo.

A biotecnologia de microalgas tem atraido atenc@o considerdvel pela capacidade em
recuperar nutrientes e promover o tratamento (AHMAD et al., 2022; GOSWAMI et al., 2020),
gerando biomassa com valor agregado e melhorando a sustentabilidade ambiental e econdmica
do tratamento de dguas residudrias em um ciclo fechado. No entanto, a tecnologia ainda neces-
sita de avangos de forma a difundir sua aplicabilidade e potencial de biorremediacdo para os
mais variados tipos de dguas residudrias (AHMAD et al., 2022). Assim, diferentes condi¢des
nutricionais podem ser utilizadas para otimizac¢ao do crescimento e desenvolvimento algal, in-
fluenciando consequentemente na eficiéncia do processo de remocao de poluentes e recupera-
¢ao de nutrientes. As razdes carbono/nitrogénio (C/N) e carbono/fésforo (C/P), podem ser uti-
lizadas como parametro de identificagao de déficit ou superdvit de nutrientes quando o meio
para o cultivo de microalgas sdo dguas residudrias (CHIU et al., 2015). A recomendacio para o
crescimento 6timo de biomassa de microalgas ¢ uma relacdo massica C/N igual a 6 e C/P igual

a 48 (USDA, 1992).

Nesse contexto, a disponibilidade de nutrientes do meio de cultivo é importante para
favorecer o equilibrio da simbiose entre os diferentes microrganismos presentes e, assim,
promover a biorremediagdo das dguas residudrias (SARAVANAN et al., 2021). A deficiéncia
de carbono, nitrogénio ou fosforo pode causar limitacdo do crescimento da biomassa algal e
consequentemente redugdo da eficiéncia de remocao de nutrientes (SUTHERLAND et al.,
2015). Por diversas vezes o nutriente limitante para o desenvolvimento das microalgas em aguas
residudrias € o carbono. Seu déficit nos meios de cultivo pode ser superado pela adi¢dao de CO2
ou pela suplementagdo de carbono organico, como por exemplo, adi¢do de glicerol bruto da

industria de biodiesel, agucares de residuos industriais e agricolas, e melago de cana (CHIU et

al., 2015).



19

Além dessas, uma alternativa € a mistura de diferentes dguas residudrias, visando a ob-
tencdo de um meio de cultivo mais balanceado. (ZHENG et al., 2018) cultivaram Chlorella
Vulgaris utilizando dguas residudrias mistas apds autoclavagem como meio de cultivo. Para
balancear as razdes C/N, dguas residudrias de suinocultura (rica em N) foram misturadas com
dguas residudrias de cervejaria (rica em C). A condi¢do 6tima para remog¢do de nutrientes e
producdo de biomassa foi C/N igual a 7,9. A disponibilidade de nitrogénio foi identificada
pelos autores como inibidora ou promotora do crescimento de microalgas, quando C/N estava
acima ou abaixo da faixa 6tima, respectivamente. Outros trabalhos também avaliaram a influén-
cia de diferentes condi¢des nutricionais do meio de cultivo. Xu et al. (2017) e Yan et al. (2013)
utilizaram 4guas residudrias sintéticas e fixaram a razao C/N em trés valores, 2,5, 5 ¢ 10. Em
ambos os estudos, para a maioria das varidveis monitoradas, o melhor desempenho foi obtido

para a condi¢do C/N igual a 5.

Assim, o presente estudo buscou avaliar o tratamento integrado de dguas residudrias (2
tipos de dguas residudrias em um mesmo reator) utilizando uma tecnologia simples e de baixo
custo. Além disso, avancar os conhecimentos acerca do tratamento de dguas residudrias mistas
em condicdes mais proximas das encontradas em escala real. Considerando que a eficiéncia do
tratamento e producado de biomassa serdo influenciadas pelas diferentes condi¢des nutricionais
promovidas durante o cultivo, foi avaliado a influéncia das diferentes razdes C/N/P na eficiéncia
de remocdo de nutrientes e na producdo de biomassa. Para isso, diferentes dosagens de dguas
residudrias de industria de alimentos (ARIA) e de inddstria cervejeira (ARIC), além de fontes
de nitrogénio e fésforo, foram misturadas de forma a obter meios de cultura com superdvit e
déficit de carbono, e identificar a melhor condi¢do nutricional para a performance do tratamento

e producdo de biomassa.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Meio de cultivo

Dois tipos de dguas residudrias foram utilizados como meio de cultivo, um da industria
alimenticia (processamento de carne) (ARIA) e outro da inddstria cervejeira (ARIC). A
inddstria alimenticia possui um sistema de tratamento de dguas residudrias composto por
grades, flotacdo, tanque de aeracdo, decantadores e unidades de leito de secagem. A ARIA foi
coletada na saida da unidade de flotagao. A ARIC foi produzida na etapa de fervura do mosto,
submetida a um processo de sedimentacdo gravitacional por 12 h, sendo entdo utilizada no

experimento.

A caracterizacdo de ambas as 4guas residudrias revelou que, de acordo com a
recomendacdo do USDA (1992) (C/N = 6 e C/P = 48), a ARIA ¢ deficiente em carbono com
razdo C/N de 5,4 e razdo C/P de 35. J4 a ARIC apresentou relacdo C/N de 707 e relagdo C/P de

107, impedindo o crescimento de microalgas por limitar N e P e possuir alta carga de carbono.

ARIC foi misturada com ARIA para variar as razdes madssicas, fazendo com que as
razdes C/N e C/P aumentassem devido ao excesso de carbono na ARIC. Assim, para obter um
meio de cultura em que as relagcdes C/N e C/P fossem inferiores as da ARIA, ureia (99%, Vetec,
Sigma-Aldrich, Brasil ®) e fosfato de sédio dibdsico heptahidratado (98%, Vetec, Sigma-
Aldrich, Brasil®) foram adicionados. A defini¢ao de cada composi¢do foi baseada no balanco
de massa, considerando as concentragdes totais de carbono, nitrogénio e fosforo na ARIA e na
ARIC. Assim, as relacdes C/N e C/P de cada meio de cultura foram previamente estabelecidas
com base na relagdo de mistura da dgua residudria e na quantidade de fosforo e nitrogénio a ser

adicionado.

As composicdes dos meios de cultura resultantes do balanco de massa foram as
seguintes: meios de cultura com maior déficit de carbono (DEF+, C/N = 4,1) obtidos a partir
da adicdo de ureia e fosfato de sddio dibasico heptahidratado em ARIA. O meio de cultura com
déficit de carbono (DEF, C/N = 5,4) foi composto por ARIA. A condic¢do 6tima (OPT, C/N =
6,1) foi obtida adicionando o ARIC ao ARIA, representando 0,5% e 99,5%, respectivamente.
As condi¢des em que o carbono estava em excesso moderado (EXC, C/N = 7,4) e em excesso

superior (EXC+, C/N = 8,2) tiveram sua composi¢ao baseada em 99% e 98,5% de ARIA e 1%
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e 1,5% de ARIC, respectivamente. Cada tratamento foi testado em duplicata nas LATsS,
totalizando 5 condi¢des de mistura, e caracterizado antes e apds a mistura e adicdo de nutrientes

(Tabela 1).

Tabela 1 . Caracterizacdo das dguas residuais e meios de cultura de tratamento (valores médios

e desvio padrdo, n=2).

Meio pH
N total P total
de C total (mg/L) C/N C/P

. (mg/L) (mg/L)
cultivo
ARIA 43+0,1 371,2%£59 69,2+09 10,0+0,3 54+£0,02 35%0,5
ARIC 3,3+0,1 11.025 £100 15,6 £0,4 1024+39 70794 107 £ 3,1
DEF+ 43+0,1 375,7+7.8 926+1,5 144+0,2 41+0,15 26%+0,82
DEF 43+£0,1 366,7+21 679+0,6 104+0,3 54+£0,02 35%1,3
OPT 43 +0,1 453,8 +£3,8 747 +£0,7 9,8+0,2 6,1 £0,01 46,5+0,5
EXC 4,1+0,1 534,6+8,5 71,5+0,6 9,9+0,03 74+0,05 53,5+0,7
EXC+ 4,1+0,1 627,6+10,7 76,8 0,6 10,3+0,5 8,2 +0,7 61 +3,7

2.2. Operacao

As unidades experimentais foram operadas em batelada at€é o decaimento do
crescimento algal, monitorado por anélise de clorofila-a (Se¢do 5.2.2), totalizando 16 dias, entre
8 e 23 de agosto de 2021. Cada tratamento foi testado em duas unidades experimentais. O nivel
de dgua de todos os reatores foi medido diariamente a partir do primeiro dia de operacdo com
uma régua posicionada nas laterais e no ponto médio transversal do canal dos reatores para
reduzir os efeitos da evaporacao dos meios de cultura (significativos devido a incrusta¢do). Em
seguida, dgua deionizada (GEHAKA®, modelo OS20LXE) foi adicionada aos reatores para

manter o nivel.

A biomassa foi previamente produzida em meio de cultura com as relagdes C/N e C/P
determinadas pelo delineamento experimental deste trabalho (Tabela 1). Ao final da operagao,
os meios de cultura passaram por um processo de sedimentagdo por 12h, e o sobrenadante foi
descartado. A biomassa sedimentada foi utilizada como indculo na fase experimental, com 10%

do volume do reator adicionado, mesma proporcao utilizada por (ASSEMANY et al., 2016).
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2.2. Monitoramento

Diariamente, com o auxilio de uma sonda Hach, modelo HQ40d, o oxigénio dissolvido
(OD), o pH e a temperatura foram monitorados in loco. Além disso, a radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR), dentro e fora da casa de vegetacdo, foi monitorada com o
radidmetro LI-COR® LI-1500. O monitoramento foi realizado ao meio-dia, periodo de maior
intensidade luminosa e temperatura ambiente. O monitoramento continuo da radiacdo global
foi obtido do banco de dados publico da Estacio Meteoroldgica da UFV (INMET, 2021). Para

as demais varidveis avaliadas em laboratério, as aliquotas foram retiradas as 9h.

As anélises laboratoriais foram realizadas conforme descrito nos Standard Methods For
the Examination of Water and Wastewater (APHA-AWWA-WEEF, 2012). A cada quatro dias,
as seguintes varidveis foram analisadas para monitorar a disponibilidade de nutrientes:
nitrogénio amoniacal (método 4500-NH3C); nitrato (método 4599-NO3E); e f6sforo solivel
(método 4500 PC-amostra filtrada a 0,45 um). Além disso, o carbono organico dissolvido
(COD) e o carbono inorganico dissolvido (CID) foram determinados na mesma frequéncia com
o equipamento Shimadzu TOC C CSH e pela soma de ambos foi determinado o carbono total
dissolvido (CTD). Semanalmente, o carbono total (CT) foi determinado com o equipamento
Shimadzu TOC SSM 5000. Além disso, nestes periodos, nitrogénio Kjeldahl total (método
4500-Norg) € fésforo total (método 4500-PC) foram determinados com seus respectivos

procedimentos descritos em APHA -AWA-WEF (2012).

Além disso, a cada quatro dias, o crescimento da biomassa foi monitorado com a
determinagdo de sélidos suspensos totais e voléteis (SST e SSV, respectivamente) (método
2540E) (APHA - AWA-WETF, 2012), e clorofila-a pela técnica de extracdo em 80% de etanol
conforme descrito no padrdo holandés Nederland Norm (NEN) (1981) baseado em (NUSH,
1980). A taxa de crescimento especifico no pico da producdo de clorofila-a foi calculada de

acordo com a Equagdo 1 (ASSIS et al., 2019):

__ (nXi-InXo)
Hmax = Ti—To

Equacdo 1
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Onde:

umax: taxa de crescimento especifico no pico da producio de clorofila-a (d™!)
Xi: Concentracao final de clorofila-a (mg/L)

Xo: Concentragdo inicial de clorofila-a (mg/L)

Ti: tempo final (d)

To: tempo inicial (d)

Para melhor compreensdo dos principais mecanismos que atuam na remociao do
nitrogénio, calculou-se a fracdo de amonia livre (%) no meio de cultura em fung¢do do pH e

temperatura do meio de cultura de acordo com a Equacao 3 (EMERSON et al., 1975).

Free ammoniacal nitrogen _ 100
Total ammonia nitrogen (1 + 107((0.09018 + (2729.92/(T + 273.2))) — pH))

Equacao 2

Onde:
T: temperatura (°C)

pH: potencial hidrogenidnico

Assim, para o balangco de massa de nitrogénio, considerou-se que a diferenca entre a
concentracdo inicial e as concentragdes determinadas ao final da operagdo estava presente na

forma de nitrito ou volatilizada na forma de nitrogénio amoniacal livre.

A comunidade fitoplanctonica foi caracterizada no indculo e ao final da operacdo para
verificar quais géneros e espécies estavam presentes na biomassa, além de verificar se os
géneros e espécies inoculados eram prevalentes. Amostras de 50 mL foram coletadas das LATs
e preservadas em solucdo de formol a 10%. A caracterizagdao em nivel de género foi realizada
e as espécies foram identificadas para os géneros dominantes. Os individuos foram contados
em camara de sedimentacdo sob microscopio invertido, conforme descrito por Uthermol
(1958). A identificagdo qualitativa foi realizada por meio de caracteres morfologicos de

referéncias e bases de dados especificas “Algaebase”.
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2.3. Estatisticas

O software SAEG versdao 9.1 foi utilizado para realizar as andlises estatisticas.
Primeiramente, as varidveis foram aplicadas a andlise de varidncia (ANOVA) a um nivel de
significancia de 10%, assumindo um experimento em delineamento em blocos casualizados.
Posteriormente, foi aplicado o teste de Duncan ao nivel de significancia de 10% para identificar

pares de médias que diferem entre si.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Variaveis ambientais

A radiagdo global do meio-dia permaneceu entre 1774,6 e 3082,6 kJ/m? (INMET, 2021)
(Figura 13, Apéndice A). A RFA fora da casa de vegetacdo atingiu valores minimos € maximos
de 285,3 ¢ 1.981,4 pE/m?.s?, respectivamente. Dentro da casa de vegetacdo, o PAR variou entre
95,3 ¢ 650,8 nE/m2.s2. Nos dias 6 e 10 de monitoramento, a RFA foi de 95,3 e 155,1 pE/m2.s2,
respectivamente, dentro da estufa. Conforme mostrado na Figura 1A, foi possivel observar a
interferéncia de baixos valores de RFA no monitoramento de OD nos dias citados acima,

causando reducdo ou estabiliza¢do das concentracdes de OD nos meios de cultura.

Figura 1. Variagdao do oxigénio dissolvido (A) e pH (B) ao meio-dia durante o periodo de
monitoramento (n=2, as barras verticais representam o desvio padrao).
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A temperatura dos meios de cultura ao meio-dia variou entre 19 e 22°C ao longo do
experimento. Para um crescimento satisfatério das microalgas, € necessdrio manter a
temperatura dos meios de cultura entre 18-30°C, visto que a temperatura estd diretamente
relacionada com as respostas celulares, fisiol6gicas e morfoldgicas das culturas de microalgas
(VUPPALADADIYAM et al.,, 2018). No presente estudo, mesmo com as unidades
experimentais localizadas em casa de vegetacao, as baixas temperaturas do inverno mantiveram
a temperatura do meio de cultura préxima aos valores mais baixos da referida faixa no horario
mais quente do dia. O monitoramento continuo da temperatura externa da casa de vegetacao

durante todo o periodo experimental é mostrado na Figura 11 (Apéndice A).

A Figura 1B mostra os valores obtidos no monitoramento do pH dos meios de cultura
durante o experimento. Observou-se que valores elevados de pH (~ 9) foram alcancados em
todos os tratamentos. No entanto, uma excecdo foi observada para a condicio EXC+, que
apresentou valores ligeiramente inferiores a 9, indicando que as fontes de carbono presentes
neste meio de cultura como resultado da adicdo de ARIC tornaram-se disponiveis para o
crescimento da biomassa fotossintética, causando um efeito menos intenso no balanco de acido

carbOnico e consequente menor elevacdo do pH.

A diferencga entre os tratamentos com defici€éncia de carbono (DEF+ e DEF) em relacao
aos demais (OPT, EXC e EXC+) foi que o aumento do pH ocorreu em um intervalo de tempo

menor, o que indica que a maior disponibilidade de carbono causou um atraso na elevagao do



27

pH. Além disso, quanto maior o incremento de carbono, maior o tempo de atraso. Em meios de
cultura em que hd consércio microalga-bacteriano, o aumento do pH pode indicar que a
remo¢ao de carbono inorganico por fotossintese ou precipitacdo ¢ maior do que a producao de
carbono inorganico pela respiracdo microbiana, o que aumenta o valor do pH, alterando o
equilibrio de 4cido carbdonico (VAN DEN HENDE et al., 2016). O fato de o aumento do pH ter
ocorrido em menor intervalo de tempo no meio deficiente em carbono indica que nesses
tratamentos a fotossintese se destacou, fazendo com que o consumo fosse superior a producdo

de carbono inorganico.

O monitoramento das concentracdes de OD (Figura 1A) reforcou a predominancia da
fotossintese sobre a respiragao em meios de cultura com déficit de carbono, em que o aumento
das concentracdes de OD nos meios DEF+ e DEF ocorreu mais cedo do que nos demais meios
(OPT, EXC, EXC+). Além disso, quanto maior o aumento de carbono, mais tempo levou para
aumentar as concentragdes de oxigénio no meio de cultura, conforme observado para os valores

de pH.

3.2. Producao de biomassa

3.2.1. Comunidade fitoplanctonica

Na comunidade fitoplanctonica do inéculo, as espécies Chlorella vulgaris (98,17 -
99,73 %), Limnothrix planctonica (0,46 — 1,79%), Pseudanabaena catenata (0 - 0,16%) e
Monoraphidium tortile (0 — 0,05%), além de Closterium sp. (0 —0,05%) e Selenastrum sp. (O -
0,14%), foram identificados.

Ao final da fase experimental, o género Selenastrum sp. € a espécie Monoraphidium
tortile foram observadas, juntamente com a espécie mais abundante, Chlorella vulgaris, com
uma abundancia relativa de 95,7-96,4% (Tabela 12, Apéndice). A espécie de cianobactéria
Limnothrix planctonica também foi identificada em todos os tratamentos com abundancia
relativa entre 3,4-3,9%. Em menor abundincia e ndo presente em todos os tratamentos, a
espécie Pseudanabaena catenata foi identificada em OPT e EXC e o género Closterium sp. nos

tratamentos DEF+ e EXC+.

A espécie de microalga com maior fracdo de biovolume da comunidade fitoplanctonica (Tabela

12, Apéndice) foi Chlorella vulgaris (59-63%), enquanto a espécie de cianobactéria Limnothrix
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planctonica representou cerca de 40% do biovolume em todos os tratamentos. Esses resultados
sdo consequéncia do fato de que a espécie Limnothrix planctonica apresenta dimensoes
superiores quando comparadas as células da espécie Chlorella vulgaris, desempenhando um

papel importante na fracao de biovolume da comunidade fitoplanctonica dos meios de cultura.

A espécie Chlorella vulgaris € reconhecida por ser resistente a condi¢des adversas.
Além disso, possui um metabolismo adaptavel, sendo capaz de crescer autotroficamente e
heterotroficamente e também combinando ambas as vias metabdlicas (metabolismo
mixotréfico). Além disso, € capaz de remover 45-97% do nitrogénio e 28-96% do fésforo em
decorréncia do seu crescimento (SAFI et al., 2014), tornando-se uma excelente opcao para o
tratamento de &dguas residudrias. Embora também encontrada na biomassa produzida no
tratamento de dguas residudrias, como no trabalho de (ALCANTARA et al., 2015), a espécie
Limnothrix planctonica é normalmente alvo de estudos relacionados a floracdo de
cianobactérias em dguas superficiais (HUO et al., 2021; SOMDEE; KAEWSAN; SOMDEE,

2013), o que torna limitado o conhecimento de seu impacto no tratamento de efluentes.

3.2.2. Crescimento de microalgas (clorofila-a)

Na Figura 2 € possivel observar a variagdo da concentrac¢do de clorofila-a ao longo do
experimento (Figura 2A) e a variagd@o das taxas de crescimento especifico no pico de produgao
de clorofila-a (umax) (Figura 2B).

Figura 2. Concentracdo de clorofila-a no meio de cultura durante o monitoramento (A) (barras
verticais representam o desvio padrdo) e taxa de crescimento especifica no pico de produgido de
clorofila-a (B) (letras entre parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia, n=2).

(A)
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Foi possivel observar que alguns tratamentos (DEF+, DEF e EXC+) atingiram os picos
de producdo de clorofila-a antes dos demais (no dia 9 de monitoramento), € apds 1sso,
apresentaram tendéncia de queda e estabilizagdo. Os tratamentos OPT e EXC atingiram valores
maximos no dia 13 e depois tenderam a se estabilizar. Apesar das diferencgas apresentadas, os
valores de uymax dos tratamentos nio apresentaram diferenga estatisticamente significativa
(p>0,1). Possivelmente, houve uma adaptacdo metabdlica das espécies as condi¢Oes de déficit

de carbono, ndo causando prejuizo no crescimento quando comparado aos demais tratamentos.
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A Chlorella vulgaris, por exemplo, é reconhecida por ter um metabolismo adaptavel (ZUNIGA
et al.,, 2016), e dada sua participacdo na comunidade fitoplanctonica (Se¢do 3.2.1), tal
comportamento pode ser justificado. Yan et al. (2015) observaram comportamento semelhante
em experimentos com iluminagdo controlada em dguas residudrias sintéticas onde a glicose foi
a fonte de carbono. Os tratamentos apresentaram diferentes relacdes C/N, e as condi¢des
testadas ndo tiveram efeito significativo sobre a taxa de crescimento de Chlorella vulgaris.
Zheng et al. (2018) relataram maior crescimento de microalgas na razdo C/N de 7,9 ao comparar
com razdes mais extremas de déficit e excesso de carbono. No presente estudo, assim como
umax, a producdo e produtividade de clorofila-a (Tabela 2) ndo variaram significativamente
entre os tratamentos (p > 0,1), o que reforca a indicacdo de que houve uma adaptacdo
metabdlica, permitindo o crescimento das microalgas mesmo quando a disponibilidade de

carbono foi menor.

Tabela 2. Produgdo e produtividade de clorofila-a e sélidos suspensos volateis (biomassa)
(valores médios + desvio padrao amostral). Letras sobrescritas distintas indicam uma diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia

Pico de~ Pr9dpt1v1dade Producao final Produtividade
Tratamentos producgdo maxima (e/m?) final (e/m2.d)
(2/m?) (2/m2.d) g grme.
DEF+ 0392+ 006 005%+001 0282+0,03 0022+0
Clorofila-¢ ~ PEF 04124002 00520 032%+001 002%%0
(produgao ou a a a a
produtividade OTP 0362+ 0,06 00320 033%4+0,03 002%+0
primdria)  pxC 032%+002 003%°%0  031%£001 002°%0
EXC+ 0352+ 004 0042%£001 02824001 0022%0
DEF+ 61,54+255 7,72+032 71,6%*265 452+0,17
Biomassa DEF 63,02+ 1273 792+159 80,6%+20,68 5%+1,29
(producao ou
produtividade OPT 57824+ 10,61 4,8b*+088- 6642+ 1591 4,1+ 0,99
da biomassa
total) EXC 542%+345 45b+029- 6432+ 186 402+0,12
EXC+ 6002+43 64 +223 7992+636 5%2+04

3.2.3. Rendimentos de biomassa primaria e total

Solidos suspensos podem fornecer informagdes sobre remoc¢do de matéria organica e

crescimento de biomassa. Microrganismos heterotréficos contribuem para a redugdo da
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concentracdo de sélidos por assimilacdo de matéria organica particulada, mas, por outro lado,
a assimilacdo por microrganismos favorece o crescimento de biomassa, o que aumenta a

concentracdo de SSV (SILVEIRA et al., 2021).

A relag@o clorofila-a/SSV pode ser considerada um indicador do estado da cultura,
sendo encontrados valores inferiores a 1% em populacdes de microalgas ndo sauddveis,
provavelmente afetadas pela competicdo com outros microrganismos (VELOSO et al., 1991).
No presente estudo, a razdo clorofila-a/SSV foi inferior a 1% no pico de produgdo de clorofila-
a para todos os tratamentos, indicando biomassa composta majoritariamente por organismos
ndo fotossintetizantes. Além disso, como observado para os valores de umax, as diferentes
condig¢des nutricionais nao causaram efeito significativo (p > 0,1) nessa relagdo. A concentracao
inicial de SSV do meio de cultura, que foi em média 541,4 £ 57 mg/L, pode ter influenciado
negativamente devido a alta disponibilidade de matéria organica para crescimento

heterotrofico.

Ao contrdrio, para os valores de produtividade total de biomassa (SSV) no pico de
producdo de clorofila-a, houve efeito significativo de diferentes condi¢des nutricionais (p < 0,1)
(Tabela 2). Nos tratamentos com déficit de carbono (DEF+ e DEF) a produtividade foi maior,
atingindo valores de 7,7 g/m? e 7,9 g/ m2.d, respectivamente. A ocorréncia tardia do pico de
clorofila-a influenciou esse resultado nos tratamentos OPT e EXC, em que a produtividade foi
de 4,8 g/m? e 4,5 g/ m2.d, respectivamente. Ao final do monitoramento, ndo houve efeito das
diferentes condicOes nutricionais sobre a produtividade do SSV (p > 0,1). Tais observagdes
somadas aos resultados da clorofila-a do presente estudo demonstram a capacidade da biomassa
mista de se adaptar as diferentes condicdes nutricionais testadas ao longo do periodo

monitorado.

3.3. Desempenho do tratamento de aguas residuais

3.3.1. Remociao de Carbono

As concentragdes de carbono total diminuiram em todos os meios de cultura (Figura
3A), independentemente de os tratamentos partirem de diferentes concentracdes iniciais. Em

LATsS, o carbono pode ser removido do meio de cultura devido ao metabolismo heterotréfico
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do carbono organico ou precipitacdo quimica de carbonato e bicarbonato (KIM et al., 2013;

VAN DEN HENDE et al., 2016).

Figura 3. Concentracdo de carbono total no meio de cultura durante o monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrao) e eficiéncias de remog¢do (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Duncan a 10% de significancia, n =2).
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Em termos de eficiéncia total de remogao de carbono (Figura 3B), os tratamentos EXC

(62%) e EXC+ (59%) tiveram um desempenho significativamente superior (p < 0,1) em



33

comparacgdo com os tratamentos OPT (41%) e DEF+ (46%), enquanto o DEF condicao (28%)
teve o pior desempenho. Portanto, o aumento das relacdes C/N e C/P aumentou a eficiéncia de
remo¢do de carbono quando as relagdes foram superiores a 7,4 e 53,5 nos tratamentos EXC e
EXC+. Esse resultado pode ser explicado pela maior disponibilidade de carbono que promoveu
maior crescimento de organismos heterotréficos (no caso do tratamento EXC+, ver Secdo
3.2.3), refletido também em um maior equilibrio entre respiracdo e fotossintese, observado nos

comportamentos de pH e OD (Secdo 3.1).

A eficiéncia total de remoc¢ao de carbono dissolvido foi de 68 - 78% para todas as
condic¢des, sem diferenca estatistica entre os tratamentos (p > 0,1). Em todos os tratamentos,
houve redu¢do da fracdo orgéanica do carbono dissolvido, fonte de carbono disponivel associada
ao crescimento de microrganismos com metabolismo heterotréfico/mixotréfico. O udnico
tratamento em que a fracdo inorgénica foi maior ao final da operagdo foi no tratamento EXC+,
o que pode estar associado a maior disponibilidade de carbono e, novamente, reflexo do maior
equilibrio entre respiragao e fotossintese (Secao 3.1). Avaliando o balan¢o de massa de carbono
(Figura 4), é possivel verificar que uma fragao considerdvel foi retirada do meio de cultura e,
portanto, ndo incorporada ao crescimento da biomassa, que nesse sentido foi mais eficiente
quando a relagdo C/N foi de 5,4 (DEF).

Figura 4. Balanco de massa de carbono nos meios de cultura no inicio e no final da operag@o.
A abreviatura do tratamento seguida por (i) é a concentraco inicial e (f) é a concentragdo
final.
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Os tratamentos em que o carbono foi mais abundante (EXC e EXC+) tiveram melhor
desempenho na remocao de carbono como também observado por Gao et al. (2019). No entanto,
houve diferenca devido ao tratamento DEF+ ter apresentado melhor desempenho do que os
tratamentos em que a limitagdo de carbono foi menor (DEF e OPT). Esse resultado pode ter
sido influenciado pela forma como as razdes massicas foram variadas, que neste tratamento
(DEF+) foi realizada pela adi¢do de nitrogénio e foésforo nos meios de cultura, enquanto nos

demais pela adi¢do de carbono presente na ARIC.

A adicdo de nitrogénio e fésforo, que resultou em razdes C/N e C/P de 4,1 e 26,
respectivamente (DEF+), aumentou a eficiéncia de remocdo de carbono pelo consorcio
microalga-bactéria, uma vez que o déficit de carbono foi maior neste tratamento, € a remog¢ao
de carbono no DEF+ foi maior (p < 0,1) do que no tratamento DEF. Este resultado indica que
a eficiéncia de remocdo de carbono depende das relacdes C/N/P e da quantidade de N e P
disponivel. Portanto, supde-se que a maior disponibilidade de nitrogénio e fésforo proporcionou

melhores condi¢des para microrganismos heterotréficos.

3.3.2. Remocio de Nitrogénio
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A partir do balan¢o de massa de nitrogénio no inicio e no final da operagdo (Figura 5),
€ possivel observar uma redugado nas fragdes de nitrogénio organico e nitrogénio amoniacal
em todos os tratamentos. Portanto, concluiu-se que a degradacdo da fracdo nitrogenada foi
superior a formacgao do nitrogénio organico. Para o presente estudo, a assimilacio de
nitrogénio amoniacal ou nitrato com o crescimento da biomassa microalgal ndo foi
significativa. Assim, as fracdes de nitrogé€nio orgénico e total foram reduzidas ao final da

operacdo para todos os tratamentos (Figura 5 e 8A).

Figura 5. Balanco de massa de nitrogénio nos meios de cultura no inicio e no final da
operacdo. A abreviatura do tratamento seguida por (i) é a concentracdo inicial e (f) € a
concentracdo final.
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A volatilizagdo do nitrogénio amoniacal pode ser a principal via de remog¢do do
nitrogénio em LATs onde o meio de cultura € limitado em carbono inorganico. Essa rota de
remoc¢ao depende da fracdo de amonia livre, que por sua vez depende do pH (>9 na maioria das
condig¢des) e da temperatura do meio, que variou ao longo do periodo experimental em todas as
condi¢des de 20 a 25°C. Assim, a volatilizacdo pode ser favorecida pelo aumento da atividade
fotossintética das microalgas, que eleva o pH dos meios de cultura ao consumir carbono
inorganico (COUTO et al., 2015). A fracdo de amonia livre foi inferior a 6,1% até o dia 9 de
monitoramento para o tratamento EXC+, enquanto nos demais tratamentos (no mesmo
periodo), a fracdo livre ficou entre 16 € 19,7% (Tabela 13, Apéndice). Além disso, foi possivel

observar a reducdo mais acentuada nas concentracdes de nitrogénio amoniacal total quando o
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pH estava préximo de 9 devido a volatilizagdo da amodnia. Tais observacdes indicam que a
volatilizacdo da fracdo amonia livre foi o principal mecanismo de remoc¢do do nitrogénio
amoniacal em todos os tratamentos, inclusive na condi¢io EXC+, com maior disponibilidade

de C.

A adicdo da ARIC influenciou a varidvel nitrogénio amoniacal (Figura 6A), diminuindo
sua concentracao inicial entre os tratamentos DEF+, DEF e OPT. No entanto, a concentracao
final permaneceu préxima para a maioria dos tratamentos, exceto para a condi¢do EXC+ (7,7
mg/L). A eficiéncia de remocao foi significativamente superior (p < 0,1) nos tratamentos DEF+,
DEF, OPT (99%, 97%, 95%, respectivamente) (Figura 6B). O pior desempenho foi observado
no tratamento EXC+ (41%), o que indica que o incremento de carbono influenciou
negativamente na eficiéncia de remocdo desta varidvel, pois esta condi¢do apresentou os

menores valores de pH (se¢@o 3.1) durante o periodo experimental.

Figura 6. Concentragdo de nitrogénio amoniacal no meio de cultura durante o monitoramento
(A) (barras verticais representam o desvio padrao) e eficiéncias de remocao (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam uma diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Duncan a 10% de significancia, n =2).
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A eficiéncia de remoc¢do de nitrato foi significativamente superior (p < 0,1) nos
tratamentos EXC e EXC+ (35% e 38,8%, respectivamente). O tratamento OPT obteve remog¢ao
de nitrato de 5,6%, enquanto DEF e DEF+ aumentaram suas concentracdes em 71,4 e 178,6%,
respectivamente. Assim, pode-se concluir que o aumento de carbono foi positivo na eficiéncia
de remocao desta variavel, impedindo a formagao de nitrato. Supde-se que nao houve condi¢des
adequadas para o crescimento e desenvolvimento de bactérias nitrificantes, devido ao excesso
de carbono que favoreceu a competicao com os microrganismos heterotréficos, de crescimento
mais rdpido (Secdo 3.3.1), além das menores concentragdes de OD ao longo da cultura para
esses tratamentos (EXC e EXC+) (Figura 1A), conforme ja justificado por (SEPEHRI;
SARRAFZADEH; AVATEFFAZELLI, 2020).

O tratamento DEF+ (59%) removeu significativamente mais nitrogénio total do que os
tratamentos DEF (50%), OPT (52%) e EXC (51%) (Figura 7B), enquanto estes tiveram um
desempenho significativamente melhor do que o tratamento EXC+ (p < 0,1). Esse resultado
estd parcialmente de acordo com os estudos de Yan et al. (2013), em que ndo foi observada
diferenca estatistica na eficiéncia de remocdo de nitrogénio total quando a variacdo da
disponibilidade nutricional foi obtida pela adi¢do de carbono nos meios de cultura. No entanto,
foi significativamente maior quando o déficit de carbono foi obtido pelo aumento da
concentragdo de nitrogénio. Os autores explicaram que baixas eficiéncias de remo¢ao ocorrem
quando as relacoes C/N sdo inadequadas. Assim, conclui-se que, para a varidvel nitrogénio do

presente estudo, a relacdo C/N de 8,2 (EXC+) foi inadequada para remover essa varidvel.



Figura 7. Concentragdo de nitrogénio total no meio de cultura durante o monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remocado (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Duncan a 10% de significancia, n =2).
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3.3.3. Fosforo

Nas LATs, a remocao de fosforo € influenciada negativamente por diversos fatores: a

demanda das microalgas por nitrogénio € maior do que por fésforo, o que pode limitar o

crescimento devido a escassez de nitrogénio e cessar a demanda por fésforo; a falta de um

estdgio anoxico que € exigido pelas bactérias acumuladoras de fésforo; e ndo elevar o pH a

valores que favorecam a precipitacio quimica (pH > 9) (BEUCKELS; SMOLDERS;
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MUYLAERT, 2015; SUTHERLAND et al., 2015; SUTHERLAND; RALPH, 2020). Apenas a
precipitagdo quimica foi considerada um mecanismo de remog¢do para a remocao do fosforo
total, uma vez que a assimila¢do por bactérias e microalgas manteria o fésforo nos meios de
cultura na composicdo da biomassa. Houve reducdo na concentra¢do inicial, e todos os

tratamentos mostraram a ocorréncia de precipitagdo quimica (Figura 8A).

Figura 8. Concentragdo de fésforo total no meio de cultura durante o0 monitoramento (A)
(barras verticais representam o desvio padrdo) e eficiéncias de remog¢ao (B) (letras entre
parénteses diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Duncan a 10% de significancia, n =2).
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No presente estudo, a remogao total de fésforo (8B) foi significativamente maior (p <
0,1) no tratamento DEF+, que atingiu uma eficiéncia de remog¢do de 59%. Como ndo houve
diferenca significativa entre os demais tratamentos (p > 0,1) e o comportamento do pH ndo
explicou essa diferenca, € possivel concluir que o desempenho superior foi causado pela maior

disponibilidade de fésforo no tratamento DEF+.

As concentragdes iniciais de fésforo soldvel foram baixas (0,02-0,86 mg/L) e, em
alguns casos, a concentracao final foi maior que a inicial. As eficiéncias de remocado foram
significativamente maiores (p < 0,1) nos tratamentos DEF, OPT e EXC+ (64%, 7% e 54%,
respectivamente). O pior desempenho foi obtido pelo tratamento EXC (-1185%), que
apresentou a menor concentracao inicial e registrou aumento na concentragdo final. O aumento
da concentragdo de fosforo solivel pode resultar da adsorcao de fésforo as particulas organicas
nos periodos iniciais da operacdo. Quando a saturacdo dos sedimentos € atingida, o teor de

fosforo € liberado, aumentando a concentragdao no meio (KUMAR; MIAO; WYATT, 2010).
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4. CONCLUSAO

As condi¢des nutricionais avaliadas nao causaram efeito significativo na producao de
clorofila-a e biomassa, destacando a capacidade da biomassa de se adaptar as diferentes
disponibilidades nutricionais avaliadas neste estudo. Em relagcdo a produtividade da biomassa
total, a produtividade foi maior (p < 0,1) em DEF+ (7,7 g/m2.d) e DEF (7,9 g/m2.d), devido a

antecipacdo da ocorréncia do pico de clorofila-a nestes tratamentos.

As relagcdes C/N e C/P avaliadas neste trabalho obtiveram melhor desempenho de
remocao de nitrogénio e fésforo quando o déficit de carbono foi maior (DEF+) e causado pela
maior disponibilidade desses nutrientes. Além disso, este tratamento favoreceu a remocao de
carbono total em relacdo aos tratamentos com menor déficit de carbono (DEF e OPT). Os
tratamentos com maior disponibilidade de carbono (EXC e EXC+), que receberam o
incremento desse nutriente a partir da maior adicdo da ARIC, obtiveram melhor desempenho

de remocao de carbono.

Nenhum tratamento obteve a melhor efici€ncia de remog¢ao para todas as varidveis, mas
dependendo do objetivo, as razdes de massa testadas podem direcionar uma possivel
interven¢do. Por fim, a mistura de dguas residudrias mostrou-se eficaz como estratégia de
interveng¢do no tratamento. As razdes madssicas podem ajudar a direcionar uma varidvel de
interesse a ser removida, uma vez que o crescimento da biomassa ndo foi afetado entre os
tratamentos avaliados. No entanto, houve efeito na eficiéncia de remocao de nutrientes causado

pela variada disponibilidade nutricional.
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ARTIGO 2 - Efeitos da disponibilidade de nutrientes na producao de bioprodutos de va-
lor agregado no tratamento de aguas residuarias industriais

RESUMO

O tratamento de dgua residudrias pela biorremediacdo com microalgas, além de eficiente na
remogdo de poluentes, tem o potencial de produgio de bioprodutos de alto valor agregado. Aci-
dos graxos poli-insaturados de cadeia longa e carotenoides tem atraido aten¢do da devido seu
valor econdmico e descobertas do beneficio do consumo em humanos e animais. A biomassa
produzida no tratamento de dgua residudrias tem potencial de ser utilizada como suplemento na
alimentacdo animal, pela presenga de dcidos graxos poli-insaturados, com efeitos anti-inflama-
térios e aumento da imunidade, e carotenoides, pelo seu poder antioxidante e pigmentagao de
produtos. A producdo de biomassa pode ser afetada por diversos fatores, como a composicao
do meio de cultivo. O presente trabalho buscou avaliar a influéncia das razdes C/N/P na produ-
¢do de biocompostos de alto valor agregado como potencial de utilizagdo na suplementacao
animal, utilizando dguas residudrias da como meio de cultivo. Aguas residudrias de industria
alimenticia e de industria cervejeira foram misturadas em diferentes proporcdes para se obter
variadas razdes C/N e C/P. A biomassa foi capaz de produzir dcidos graxos poli-insaturados, e
carotenoides em. O potencial de utilizagdo da biomassa diretamente na suplementacao animal

foi discutido.
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1. INTRODUCAO

Com potencial de comercializac@o a valores superiores a 100 €/Kg, a producdo de compostos
de alto valor agregado pela biomassa cultivada em 4dguas residudrias se mostra promissora. Os
produtos de maior interesse sdo nutracéuticos, cosméticos e farmacéuticos, que incluem caro-
tenoides, ficobiliproteinas, 4cidos graxos poli-insaturados e outros compostos, como esterois e

vitaminas (COSTA et al., 2020).

Quando comparados aos dcidos graxos monoinsaturados, os poli-insaturados possuem capaci-
dade antioxidante maior. A descoberta de efeitos anti-inflamatérios e aumento da imunidade
em decorréncia do consumo desse composto aumentou o interesse da academia e da industria

acerca da exploracdo de fontes de 4dcidos graxos poli-insaturados (LU et al., 2021).

Atualmente a principal produto comercial que contém &dcidos graxos poli-insaturados é o 6leo
de peixe, porém essa fonte é limitada devido ao esgotamento de recursos marinhos, que vem se
agravando ao longo do tempo, dada a exploracao excessiva destes recursos e da polui¢ao am-
biental, que ndo s6 contribui para diminui¢do da disponibilidade de peixes mas também impacta
na qualidade dos produtos deles derivados (LU et al., 2021). Nesse contexto, as microalgas
surgem como potenciais substitutas ja que sao as produtoras primdrias de acidos graxos poli-
insaturados de ambiente marinho, que se acumulam nos niveis tréficos mais elevados

(RAMESH KUMAR et al., 2019).

Quanto aos carotenoides obtidos de microalgas, uma das aplicacdes na suplementacdo animal
¢ a pigmentacdo natural, a adicdo de microalgas na dieta leva a uma melhora na pigmentacio
de peixes (PULCINI et al., 2021) e gemas de ovos (LIU et al., 2020). Além disso, outra carac-
teristica importante € o seu potencial antioxidante, visto que, na industria da nutri¢do, a asta-
xantina chama muita atencao por ser um dos antioxidantes mais potentes que se pode ser obtido

da natureza (KALRA; GAUR; GOEL, 2021).

Uma alternativa para reduzir os custos da producdo de microalgas para uso na suplementacao
animal seria utilizar dguas residudrias como meio de cultivo alternativo aos meios sintéticos,
aproveitando dgua e nutrientes e produzir uma biomassa valorizada (MALIBARI et al., 2018;
SHARMA et al., 2021). A avaliagcdo dos efeitos do uso de microalgas como suplemento na
alimentacao animal é bastante estudada quando se trata de microalgas produzidas em meio de

cultivo sintético, mas ainda ha escassez de trabalhos utilizando dguas residudrias para obter uma
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biomassa para tal finalidade (QUICO; ASTOCONDOR; ORTEGA, 2021; LEE et al., 2019;
POSSER et al., 2018).

A disponibilidade de nutrientes € um dos fatores determinantes quando se trata de producao de
lipideos por microalgas. Diversas estratégias sao utilizadas para aumentar a produg¢do, como
por exemplo, a privacdo de nitrogénio (BREUER et al., 2012). As razdes madssicas de car-
bono/nitrogénio igual a 6 e carbono/fésforo igual a 48 sdo desejaveis para o crescimento de
microalgas (CHIU et al., 2015). A variacdo dessas razdes também interfere na producio e pro-

dutividade lipidica no cultivo de microalgas (GAO et al., 2019).

Diante do exposto, esta proposta tem como foco avaliar as diferentes condi¢des nutricionais do
meio de cultivo na produ¢do de biocompostos de alto valor agregado — 4cidos graxos poli-

insaturados e carotenoides - e analisar seu potencial de utilizacdo na suplementag¢ao animal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Vicosa (UFV), no Municipio de
Vigosa, Estado de Minas Gerais, Brasil (20°457147°S, 42°52°54"W). O clima do municipio é
classificado como Cwa, segundo Koppen & Geiger, com temperatura média anual de 20,6 °C e
pluviosidade média anual de 1229 mm. A umidade relativa do ar média € de 81%. O clima local
caracteriza-se como tropical de altitude com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos
(NUNES et al., 2020). A biomassa foi produzida no tratamento de dguas residudrias realizado
nas dependéncias do Engenharia Sanitaria e Ambiental (LESA), onde também foram realizadas
as andlises de caracterizagcao das dguas residudrias. O perfil de 4cidos graxos da biomassa pro-

duzida foi determinado no Laboratdrio de Biocombustiveis da UFV.

2.2 Unidade experimental

As etapas de tratamento de dguas residudrias e producdo de biomassa foram realizadas em la-
goas de alta taxa (LATs) em escala reduzida com formato ovalado e divisdo central, dotada de
2 canais paralelos. As unidades possuem as seguintes dimensdes: 32 cm de largura, 73 cm de
comprimento, que resultam em area superficial de 2084 cm?. A altura e altura 1til sdo 20cm e
15 cm, respectivamente, com volume ttil de 31,96 L. O conjunto de 10 LATs mantém a movi-
mentacao do liquido em seus canais com pas de aluminio conectadas a um motor de 1 cv (marca
WEG série CFW-10). As unidades estdo instaladas em uma casa de vegetacdo revestida com

tela de sombreamento (Sombrite ®) 50%.

2.3 Meio de cultivo

Como meio de cultivo, foram utilizadas dgua residudria de uma industria de alimentos (ARIA)
e agua residudria de uma industria cervejeira (ARIC). Na industria de alimentos, existe um
sistema de tratamento composto por: grade, flotador, tanque de aeracdo, decantador e leito de
secagem. A ARIA foi coletada na saida do flotador. J4 a ARIC, resultante da etapa de fervura
do mosto, requereu um tratamento primadrio antes de ser utilizada no experimento, que consistiu

em sedimentacdo gravitacional por 12h.
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2.4 Delineamento experimental

A USDA (1992) recomenda, para o crescimento 6timo da biomassa de microalgas, uma relacao
massica C/N igual a 6 e C/P igual a 48. Nesse sentido, segundo Chiu et al. (2015), quando o
cultivo de microalgas se dd em dguas residudrias, as razdes massicas C/N e C/P podem ser
usadas como indicadores de déficit ou superavit de nutrientes. Uma vez que a as respostas de e
crescimento e producao de lipideos sd@o dependentes da disponibilidade de nutriente, as dguas
residudrias foram caracterizadas para posterior definicdo do delineamento experimental. Tabela
3 estdo apesentados os valores médios das varidveis avaliadas para caracterizagdo das dguas

residudrias e dos meios de cultivo utilizados na operacgao.

Tabela 3. Caracterizacdo das 4guas residudrias (valores médios, desvio padrdo entre
parénteses).

Meio de Carbono to-  Nitrogénio to- Fdésforo to- C/N C/P
cultivo tal (mg/L) tal (mg/L) tal (mg/L)

ARIA 371,2 (5,9) 69,2 (0,9) 10,0 (0,3) 5,4 (0,02) 35,0 (0,5)
ARIC 1%%3)0 15,6 (0,4) 102,4 3,9) 707,0 (9,4) 107,0 (3,1)

Sendo assim, o experimento foi delineado com 5 condig¢des de cultivo, ou seja, com diferentes
razdes de C/N e C/P, tendo como base a recomendacdo da USDA (1992). Para obter essas
diferentes razdes, foi realizada a mistura da ARIC com a ARIA em diferentes propor¢des e
foram adicionados ureia (99%, Vetec, Sigma-Aldrich, Brasil ®) e fosfato de sédio dibésico
heptahidratado (98%, Vetec, Sigma-Aldrich, Brasil ®) a ARIA. As propor¢des de ARIC e
ARIA em cada mistura, bem como a quantidade necesséaria de ureia e fosfato de sddio dibdsico
heptahidratado, foram definidas por balanco de massa, considerando as concentragdes requeri-
das de C, N e P totais para alcancar as razdoes C/N e C/P previamente definidas. A Tabela 4
apresenta as condicoes de cultivo (tratamentos), suas respectivas siglas e as proporcoes, em
volume, de ARIA e ARIC utilizadas em cada uma. Os meios de cultivo foram caracterizados
no apods executadas as composigdes e os resultados da caracterizagdo estdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 4. Siglas, condicdo do meio de cultivo em relacio a recomendacdo da USDA e

composi¢do do meio de cultivo.

Sigla Condicao Meio de cultivo
DEF+ Déficit de carbono superior  100% ARIA com adi¢d@o de ureia e fosfato de
sodio dibasico heptahidratado.
DEF Déficit de carbono 100% ARIA
OTI Recomendada 99,5% ARIA e 0,5% de ARIC
EXD Excesso de carbono 99% ARIA e 1% de ARIC
EXD+ Excesso de carbono superior 98,5% ARIA e 1,5% de ARIC

Tabela 5. Caracterizacdo dos meios de cultivo dos tratamentos (valores médios, desvio padrao

entre parénteses).

Meio de

Carbono to-

Nitrogénio to-

Fésforo to-

cultivo tal (mg/L) tal (mg/L) tal (mg/L) CN c/p
DEF+ 375,7 (7,8) 92,6 (1,5) 14,4 (0,2) 4,1(0,2) 26,0 (3,4)
DEF 366,7 (2,1) 67,9 (0,6) 10,4 (0,3) 5,4 (0,02) 35,0 (2,4)
OTI 453,8 (3,8) 74,7 (0,7) 9,8 (0,2) 6,1 (0,01) 46,5 (1,8)
EXD 534,6 (8,5) 71,5 (0,6) 9,9 (0,03) 7,4 (0,05) 53,5 (6,27)

EXD+ 627,6 (10,7) 76,8 (0,6) 10,3 (0,5) 8,2 (0,15) 61,0 (3,4)

2.5 Condicoes de cultivo

A radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) foi monitorada com o radiometro LI-COR® LI-
1500 e a temperatura do meio de cultivo com a sonda da marca Hach, modelo HQ40d a aferi¢ao
de ambas foi realizada as 12h. A RFA maxima, minima e média foram 650,8 - 95,3 - 433,1
uE/m?. %, respectivamente. A temperatura dos meios de cultivo maxima, minima e média foram

21,9 - 19,25 - 20,53 °C.
2.5 Operacao

A operacao das LATs foi realizada por 16 dias, no outono, entre 8 e 23 de agosto de 2021. No
inicio da operacdo, o nivel de cada LAT foi medido, no ponto médio lateral e transversal do
canal, com o auxilio de uma régua e, as 8h de cada dia de operacdo, dgua deionizada
(GEHAKA®, modelo OS20LXE) foi adicionada as lagoas para que o nivel inicial fosse man-

tido.
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O in6culo foi previamente produzido, em cada LAT, com meios de cultivo nas condi¢des de-
terminadas no delineamento experimental. O cultivo dos indculos foi realizado por 15 dias e,
ao final desse periodo, cada lagoa passou por um processo de sedimentagcdo por 12h, sendo o
sobrenadante descartado e a biomassa sedimentada coletada como indculo. Para cada LAT, a

quantidade de in6culo adicionada foi de 10% de seu volume ttil (ASSEMANY et al., 2016).

A operacdo foi finalizada ap6s determinagdo do decaimento da curva de clorofila-a. Apés 12h
de sedimentacdo, foi feita a colheita da biomassa para realiza¢io das andlises de lipideos e perfil

de 4cidos graxos.

2.6 Monitoramento

Aliquotas de 200 mL foram coletadas de cada LAT ao inicio e ao final da operacao para reali-
zacdo da caracteriza¢dao do meio de cultivo. Para essa caracterizac¢io, foram analisados carbono
total (CT), com o equipamento Shimadzu TOC SSM 5000, nitrogénio total Kjeldahl (4500-
Norg) € fosforo total (4500-PC), de acordo com seus respectivos procedimentos descritos em

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

A cada 4 dias, aliquotas de 200 mL foram coletadas para anélises de clorofila-a, sélidos sus-
pensos totais (SST) e carotenoides. Os SST foram determinados pelo método (2540E) de acordo
com APHA (2012). A clorofila-a foi analisada segundo a técnica de extracdo em etanol 80% a
quente, como descrito na norma holandesa (NEDERLANDS Norm, 1981) com base em Nush
(1980). Ja a concentracdo de carotenoides foi determinada segundo o procedimento de deter-
minagdo de pigmentos adaptado de Lichtenthaler (1987). Aliquotas de 10 mL foram adiciona-
das em tubos Falcon e centrifugados por 5 minutos a 4.000 rpm; o sobrenadante foi descartado,
adicionou-se 10 mL de metanol 99,9% aos tubos e a homogeneizagao foi feita em Vortex por
5 segundos. Em seguida, os tubos foram incubados, a 45 °C, no escuro, por 24 horas. As absor-
bancias foram medidas em espectrofotometro para os comprimentos de onda de 470, 652 e 665
nm e corrigidas para turbidez pela subtragdo das absorbancias no comprimento de 750 nm. A

concentracdo de carotendides foi calculada de acordo com a Equacéo 2.
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Carotenoides (%)

_ (1000(144_70 - 1,63) * ((16'72A665 - 9,1614652) - 104‘,9) * (34‘,0914652 - 15’28A665)
- 221

Equacdo 2
2.7 Analise da biomassa

A comunidade fitoplanctonica foi caracterizada ao final da operacdo para verificar quais géne-
ros e espécies compunham a biomassa. Para tanto, foram coletadas amostras de 50 mL, que
foram preservadas em solucdo de formalina 10%. Estas amostras foram enviadas ao Laboratério
de Microbiologia Ambiental da Universidade Federal de Sdo Carlos. A caracterizacdo foi rea-
lizada em nivel de género e, para os géneros dominantes, as espécies presentes foram identifi-
cadas. Para a andlise quantitativa, os individuos foram contados em camara de sedimentacao
sob microscopio invertido, utilizando-se o método de Uthermdl (1958). Para a anélise qualita-
tiva, a identificagao foi realizada em microscépio invertido, através de caracteres morfolégicos
e com utilizacdo de referéncias especificas e bancos de dados “Algaebase”. O biovolume foi
determinado a partir da forma geométrica da células e medidas das dimensdes de uma amostra
de no minimo 15 individuos aleatérios, conforme descrito em MAOTDR (2009). Para a espécie
Chlorella vulgaris foi utilizada a férmula do volume de esfera, sendo que o tamanho médio
(diametro da célula) foi de 4,45 um (N=20 Desvio padrao (DP) =1,07), resultando no volume
de 46,11 pm?. Para Limnothrix planctonica foi utilizada a férmula de volume de cilindro sendo
os tamanhos médios dos filamentos: largura 2,86 um (N=15; DP=0,29), comprimento 125 um

(N=15; DP= 51,34) resultado no volume do filamento de 801,43 pm>.

As andlises de lipideos e 4cidos graxos da biomassa foram realizadas com a biomassa liofili-
zada. O conteudo de lipideos da biomassa foi determinado pelo método de extragdo Soxhlet
(AOAC, 2000). Os lipideos neutros foram extraidos no determinador de gordura (Tecnal TE-
044-8/50) por seis horas, utilizando o hexano 99% como solvente. Apds, no mesmo equipa-
mento, os lipidios de membranas foram extraidos com etanol 96% por trés horas e, em seguida,
quantificados por gravimetria. A produtividade lipidica foi calculada com base na concentracao
de SST que foi recuperado ap6s o processo de colheita. Que foi determinado pela concentracao
de STT antes do processo de decantacdo, descontado a concentracdao SST do sobrenadante des-

cartado.
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Foi realizada a andlise da composi¢ao de dcidos graxos através de cromatografia gasosa. Para
isso, os dcidos graxos foram transesterificados pelo método de Lepage e Roy (1986) com mo-
dificacdes antes de serem analisados por GC. Utilizando uma amostra de Chlorella em p6
(100mg), adicionou-se uma mistura de metanol/cloreto de acetila (95:5 v/v) e uma solugdo de
padrdo interno de dcido heptadecandico em benzina de petréleo 60°-80°C (Smg/mL, Sigma). A
mistura foi selada em um frasco revestido de Teflon, protegido contra luz sob atmosfera de
nitrogénio e aquecido a 80°C por 1 hora. Apds esfriar até a temperatura ambiente, diluiu-se com
dgua e n-heptano e deixou-se descansar por 15 minutos. A camada superior foi recuperada, seca
sobre Na2SO4 anidro, filtrada e coletada em um frasco, obtendo-se os ésteres metilicos de aci-
dos graxos. Esses ésteres foram analisados por cromatografia gasosa em um cromatégrafo Va-
rian 3800 (Palo Alto, Califérnia, EUA) equipado com detector de ioniza¢do de chama (FID). A
separagado foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida Supelcowax 10 (Supelco, Bel-
lafonte, Palo Alto, Califérnia, EUA) com hélio como gés de arraste. A temperatura da coluna
foi programada em um valor inicial de 200°C por 8 minutos, depois aumentada a 4°C/min até
240°C e mantida por 16 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C e
280°C, respectivamente, e a propor¢ao de divisao foi de 1:50 por 5 minutos e 1:10 pelo tempo
restante. A pressao da coluna era de 13,5 psi. A identificacdo do pico e o cédlculo do fator de
resposta foram realizados usando o padrio GLC-462 (Nu-Chek-Prep, Elysian, Minnesota,

EUA). Cada amostra foi feita em duplicata e injetada duas vezes.

2.8 Estatistica

As varidveis eficiéncia da colheita, producdo de SST, carotenoides, lipideos e dcidos graxos
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA, a = 10%), presumindo experimento em
delineamento em blocos casualizados (DBC), com 2 blocos, 5 tratamentos e uma repeti¢cao por
tratamento. Apos a ANOVA, foi aplicado teste de Duncan (a = 10%) para identificar os pares
de médias que diferem entre si. As andlises foram realizadas no software R (R Core Team,

2021). E os graficos foram confeccionados no software Microsoft ® Excel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Comunidade fitoplanctonica

A comunidade fitoplanctonica da biomassa ao final da operacdo, em termos quantitativos, foi
composta majoritariamente pela microalga Chlorella vulgaris, com a abundancia relativa de
organismos/mL (%) no intervalo de 95,7-96,4%. Também foi identificada a presenca da espécie
de cianobactéria Limnothrix planctonica em todos os tratamentos, com a abundancia relativa
variando de 3,4-3,96%, compondo assim, juntamente com a Chlorella vulgaris, quase a totali-
dade dos organismos identificados. Em menor nimero e ndo presente em todos os tratamentos,

foram identificadas a espécie Pseudanabaena catenata e o género Closterium sp.

A espécie com o maior biovolume na biomassa (59-63 % do biovolume total) foi a Chlorella
vulgaris. Na Figura 9 estd apresentada a porcentagem do biovolume que representa cada espécie
identificada nos tratamentos. O biovolume é um resultado importante para elucidar a partici-
pacdo de espécies de dimensdes distintas na comunidade (BELLINGER; SIGEE, 2010). No
presente estudo, a espécie Limnothrix planctonica representou apenas cerca de 3% do nimero

de individuos identificados, mas em termos de biovolume representava cerca de 40%.
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Figura 9. Abundancia relativa do biovolume da comunidade fitoplanctdnica.
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Na perspectiva de produgdo de lipideos por microalgas, verifica-se que muitas cepas de micro-
algas tém a capacidade de acumular grandes quantidades de lipidios na forma de triglicerideos
sob condi¢des de estresse ambiental, como falta de nitrogénio (HU et al., 2008). Entretanto, o
conteddo e a qualidade dos lipideos variam entre cepas. No trabalho de Breuer et al. (2012),
com base em resultados publicados para 96 espécies, os autores selecionaram 9 cepas promis-
soras para estudar sua biomassa, o total de dcidos graxos e a producdo de triacilglicerol (TAGs)
em condic¢des de nitrogénio deficiente e suficiente. Em condicdes de deficiéncia de nitrogénio,
Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis, Neochloris oleoabundans e Scenedesmus obliquus
acumularam mais de 35 % de seu peso seco como TAGs. Contudo, esse aumento de produtivi-
dade levou a perda do percentual de insaturacdo em algumas espécies, como por exemplo,

Chlorella vulgaris (BREUER et al., 2012).

3.2 Producao de biomassa e eficiéncia da colheita

A producdo de SST no apds a colheita estd apresentada na Tabela 6. Todos os tratamentos
atingiram concentragdes de biomassa superiores a 443,25 mg/L o que resulta em uma produti-

vidade de biomassa recuperada superior a 27 mg/L.d.

Tabela 6. Producao de de sélidos suspensos totais recuperada nos tratamentos (valores médios,
desvio padrdo entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenga significativa

entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

Tratamentos
DEF+ DEF OTI EXD EXD+
a a a a a
Produgio de SST (mg/L) 540,12 556,62 456,2 443,25 540,12
(22,4) (139,8) (83) (0,3) (3,5)

A concentracdo de clorofila-a estd apresentada na Figura 10. Chiu et al. (2009) verificaram que
o perfil lipidico de microalgas € varidvel nas diferentes fases de crescimento. Os autores ava-
liaram o actimulo de lipideos pela microalga Nannochloropsis oculata e verificaram que o con-
teudo de lipideos da fase logaritmica para a fase estaciondria aumentou de 30,8% para 50,4%.
Como estratégia, no presente estudo a operagado foi finalizada apds o pico da concentracao de

clorofila-a.
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Figura 10. Comportamento da concentragdo de clorofila-a no meio de cultivo ao longo da

operacdo (n=2, barras verticais representam o desvio padrio).

A biomassa colhida apds o processo de sedimentagao por 12h teve a efici€ncia da colheita (Ta-
bela 7) variando de 74-94% entre os tratamentos. Houve efeito significativo entre os tratamen-
tos na eficiéncia da colheita (p < 0,1). Os tratamentos DEF+ e DEF, obtiveram eficiéncias mais
elevadas, enquanto EXD+ apresentou a pior performance, indicando que o incremento de ARIA
teve efeito negativo nessa etapa do processo da producio de biomassa. A eficiéncia de colheita
torna-se um fator chave na recuperagdo dos bioprodutos ja que a produtividade pode ser nega-

tivamente influenciada pela baixa recuperacdo da biomassa produzida.

Tabela 7. Eficiéncia da colheita nos tratamentos (%) (valores médios, desvio padrdo entre
parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa entre os tratamentos

pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

Tratamentos Eficiéncia da colheita
DEF+ 91%% (2,4)
DEF 94%% (0,6)

OTI 86%° (2)
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Tratamentos Eficiéncia da colheita
EXD 84%P (1,9)
EXD+ 74%° (6,6)

O método de colheita aplicado ao presente estudo que foi a sedimentacdo gravitacional tem
como vantagens o baixo custo e o fato de a operacdo ndo envolver processos complexos, evi-
tando a contamina¢@o da biomassa, como por exemplo, pelo uso de coagulantes quimicos. Por
outro lado, tem como desvantagem a demanda por um longo tempo de operacdo, além de ser
dependente da densidade da biomassa para ser eficiente. Além disso, quando comparado a ou-
tros métodos, como a centrifugacgao, tem a eficiéncia mais baixa (LI et al., 2020). Na perspectiva
da utilizacdo da biomassa como suplemento na alimentacdo de animais, essa etapa torna-se
crucial pela necessidade de garantir que a utilizacdo de produtos que aumentem a eficiéncia

dessa etapa ndo inviabilize a rota.

Mesmo sem a adicao de produtos na etapa, os tratamentos com melhor performance (DEF+ e
DEF) obtiveram excelentes desempenhos e alcangaram valores compraveis a trabalhos que ava-
liaram a eficiéncia da floculacao assistida de Chlorella vulgaris pelo floculante organico quito-
sana (RASHID; REHMAN; HAN, 2013; ZHU; LI; HILTUNEN, 2018). Ja nos tratamentos com

maiores propor¢des de ARIC, outras técnicas de colheitas sdo aplicdveis.
3.3 Lipideos

3.3.1 Acimulo e produtividade lipidica

A Tabela 8 apresenta o contetido de lipideos (% em peso seco) da biomassa produzida em cada
tratamento avaliado. Observa-se a predominancia de lipideos de membrana, compreendendo de
8,9-10,3%, enquanto a fracdo neutra variou de 0,7-2,1%. Os lipideos neutros sdo lipideos de
armazenamento, compreendendo principalmente dcidos graxos saturados e monoinsaturados,
enquanto acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa normalmente estdo associados a lipi-

deos de membrana, que sdo lipideos estruturais (STEINRUCKEN et al., 2017).

A producao de lipideos é amplamente estudada no contexto das microalgas e dentre as condi-
¢oes que influenciam na produtividade, geralmente a disponibilidade de nutrientes é destacada
(VIEIRA DE MENDONCA et al., 2021). No presente estudo, mesmo com disponibilidade de
nutrientes, mais especificamente o carbono, sendo o fator estudado, as razdes mdssicas testadas

nao causaram efeito significativo na varidvel (p > 0,1).
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Os contetidos de lipideos totais das biomassas produzida no presente estudo se mantiveram na
faixa mais baixa dos valores comumente reportados (10,1-39,3%) para microalgas cultivadas
em 4gua residudrias (CHIU et al., 2015). Isso ocorreu provavelmente porque em nenhum trata-
mento houve condi¢des que induzissem o acimulo de lipideos, como por exemplo, a privagao
de nitrogénio. Além disso, a biomassa que cresce em lagoas de alta taxa com dguas residudrias
como meio de cultivo é mista, contendo microalgas e bactérias, que acumulam pouco lipideo e
desfavorecem o acimulo pelas microalgas devido a competicio (MEHRABADI; CRAGGS;
FARID, 2015).

Tabela 8. Contetido de lipideos em peso seco nos tratamentos (valores médios, desvio padrio
entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa entre os

tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

Lipideos de mem-

Tratamentos Lipideos neutros brana Lipideos totais
DEF+ 0,7% ® (0,01) 10,3% 2 (2,09) 10,9% 2 (2,10)
DEF 2,1% ® (0,41) 9,6%  (0,44) 11,7%  (0,02)
OTI 1,0% ® (0,11) 9,8%  (3,56) 10,8% 2 (3,66)
EXD 1,0% © (0,35) 8,9% (0,19) 9,9% ? (0,16)
EXD+ 1,3% © (0,01) 9,0%  (2,09) 10,3% 2 (2,10)

3.3.2 Produtividade lipidica

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores de produtividade lipidica nos tratamentos,
considerando o percentual de biomassa que foi recuperada em cada um. Mesmo com a
produtividade lipidica sendo calculada levando em consideracdo a efici€ncia da colheita, que
foi significativamente distinta entre os tratamentos (p < 0,1), ndo houve efeito significativo (p >

0,1) na produtividade lipidica entre os tratamentos.

Tabela 9. Produtividade lipidica dos tratamentos (valores médios, desvio padrdo entre
parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam diferenca significativa entre os tratamentos

pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

Produtividade lipidica (g/m>.dia) Produtividade lipidica (mg/L.dia)

DEF+ 0,55 % (0,05) 3,68 (0,39)
DEF 0,617 (0,10 4,08 (0,72)
OTI 0,48 % (0,17) 3,17 (1,13)
EXD 0,41 * (0,006) 2,74 % (0,04)
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Produtividade lipidica (g/m?.dia)
0,40 “ (0,058)

Produtividade lipidica (mg/L.dia)
2,65 (0,39)

EXD+

Gao et al. (2019) cultivaram microalgas em dguas residudrias sintéticas e avaliaram a influéncia
das razdes madssicas de nutrientes na produtividade lipidica. Os autores observaram que em
condi¢do fotoautotréfica, a produtividade era inferior a condi¢do mixotrdfica. Além disso,
quando a razdo COT/N era igual a 6, o desempenho era superior a razdo COT/N igual a 3. De
acordo com os autores, a produtividade lipidica maxima atingida foi superior a 30 mg/L.dia, o
que supera de forma expressiva os resultados desse trabalho. Tango et al. (2018) cultivaram
microalgas em dguas residudrias secunddrias da indudstria alimenticia (apés tratamento biol6-
gico) em fotobiorreatores e verificaram que, em 3 operagdes distintas, a produtividade lipidica

variou de 0,3-0,8 g/m2.dia, obtendo resultados compardveis ao do presente estudo.

3.4 Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos da biomassa colhida estd apresentado na Tabela 10. Em todos os
tratamentos houve predominancia de 4cidos graxos insaturados. Os dcidos graxos predominan-
tes foram o 4cido palmitico (16:0), 4cido oleico (18:1n9), dcido palmitoleico (16:1) e o dcido

alfalinolénico (18:3n3).

Tabela 10. Perfil de 4cidos graxos da biomassa obtida no tratamento de dguas residudrias em %
(valores médios, desvio padrdo entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam

diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

+
DEF+ DEF OTI EXD EXD+
10:0 1,17+£0,27 0,73+0,37 0,62+0,18 0,74 +0,08 1,31+0,17
12:0 1,42+£0,35 1,09+049 0,94+0,30 0,82+0,03 0,58 +0,03
12:1 4,60+0,38 2,63+0,13 298+097 3,02+0,05 2,23+0,17
12:2 0,00 +0,00 0,56+0,80 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00
14:0 348+0,12 2,15+0,05 246+0,78 291+0,02 4,12+2,14
14:1 393+£031 3,39+£0,39 288+034 3,13+x031 1,59+224
15:0 045+0,14 032+0,15 035+0,10 043+0,02 0,26 +0,36
15:1 1,42+£0,34 095+£035 1,01+£0,29 094+0,02 1,37+0,52

16:0

27,92 + 1,03 30,36 £0,51

28,44 + 3,34 28,23 £0,90 28,33 £2,01
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DEF+ DEF OTI EXD EXD+
16:1 7,74 £0,22 6,84+£0,08 6,20+045 6,32+0,26 8,14+3,35
16:2 3,890+£0,35 3228+£0,13 2,99+0,31 295+0,05 2,14+0,21
16:3 3,09+£047 2,62+£036 236+0,19 2,33+0,18 2,43+0,61
16:4 328+0,01 221+£0,03 288+0,16 3,36+0,36 2,66+0,61
18:0 3,09+241 6,39+£0,89 6,65+0,06 7,23+0,31 8,66+0,97
18:1n9 18,49 £ 1,31 19,76 £0,92 21,24 +1,24 21,82 +£0,33 22,44 + 1,69
18:2 5,60+1,17 7,01£0,19 6,14+048 593+0,16 4,79+0,83
18:3n3 6,00+0,81 5,58+£092 4,776+0,71 5,59+0,27 4,02+0,73
18:3n6 0,64 +£0,08 049+0,06 0,89+0,33 0,71 +0,05 0,65+0,10
18:4 0,89+0,06 0,87+0,23 1,09+£0,15 1,02+£0,02 0,91 +0,05
20:0 0,06 £0,08 0,05+0,07 0,13£0,07 0,13+0,04 0,00 +0,00
22:0 0,18+0,25 0,14+£0,20 0,18+£0,25 0,31 +£0,05 0,00 0,00
24:0 0,20+0,29 0,18+0,26 045+0,13 0,27+0,38 0,00 + 0,00
24:1 0,70£0,99 0,80+1,14 2,67+1,34 0,13+0,18 0,00 +0,00
Desconhecidos 1,75+0,29 1,60+0,84 1,68+0,46 1,68+0,13 3,38 +3,48
2,84% + 2,50% + 3,34% + 3,34% + 4,23% +
%AG 0,14%"¢ 0,26%"¢ 0,39%" 0,24%" 0,13%*
60,29 + 56,99 + 58,09 + 57,25 + 53,36 +
Insaturados 1,072 0,322 2.06% 0,77% 2,212
37,97 + 41,41 + 43,26 +
Saturados 1,36% 0,52% 40,20 + 1,6* 41,07 + 0,9° 5,69%

E possivel observar que houve um aumento do teor de dcidos graxos conforme a disponibilidade
de carbono aumentava. De acordo com Li et al. (2008), em condi¢des limitantes de nitrogénio,
a capacidade das cé€lulas de sintetizar compostos como proteinas, dcidos nucléicos e clorofila,
fica comprometida e, como esses compostos sao necessarios para o crescimento e divisao celu-
lar, a taxa de crescimento torna-se dependente da concentragcdo de nitrogénio intracelular. O
crescimento eventualmente cessa, mas, dadas as condicdes favoraveis, a fotossintese continua
e o fluxo metabodlico de carbono assimilado durante a fotossintese € desviado da sintese de

proteinas para a produgdo de lipidios ou carboidratos (LI et al., 2008).

Entretanto, a alta produtividade lipidica ndo necessariamente implica em ganhos de produtivi-

dade de 4cidos graxos poli-insaturados. Em baixas concentracdes de nutrientes, a possivel
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interrup¢do das vias de dessaturacdo (insercdo de ligacdo dupla) e elongamento (inser¢do de
pares de carbonos) torna os padrdes de dcidos graxos de microalgas mais adequados para a
producgdo de biodiesel. Em contraste, altas entradas de nutrientes aumentam o papel dos con-
juntos de enzimas que levam ao actimulo, tornando a composi¢ao de microalgas mais adequada

para aquicultura e suplementos nutricionais (FERNANDES et al., 2016).

O aumento da insaturacdo em decorréncia do aumento da disponibilidade de nutrientes ja foi
estudada por Gao et al. (2019), que cultivaram Chlorella sp. em meios de cultivo com diferentes
razdes de carbono, nitrogénio e fésforo. Os autores observaram que aumentar a razdo de car-
bono/nitrogénio pode aumentar o teor de insaturagdo, comportamento que foi observado no
presente estudo. Em que o tratamento EXD+ teve um percentual de insaturagc@o inferior ao
demais tratamentos (p<0,1), mostrando que para as condi¢des testadas nesse estudo, quando

C/N = 8,1 reduziu-se as vias de dessaturagao.

3.5 Carotenoides

A producio de carotenoides no meio de cultivo aumentou em média de 197-222% ao longo da
operacdo. Entretanto, ndo houve efeito significativo na média de producio entre os tratamentos
(p > 0,1). A concentracdo de carotenoides totais aumentou ao longo da operagdo conforme au-
mentava o crescimento da biomassa, apresentando a mesma tendéncia do aumento da concen-
tracdo de clorofila-a (11). Com isso, € possivel concluir que o aumento da concentracio ocorreu
devido ao crescimento da biomassa e ndo como resposta as diferentes condi¢des nutricionais

avaliadas.
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Figura 11. Comportamento da concentracdo de carotenoides totais durante a operacdo (n=2,

barras verticais representam o desvio padrao).

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da concentragcdo de carotenoides totais da bio-
massa colhida, a concentracao no meio de cultivo ao final da operagao e produtividade. Paliwal
et al. (2016) estudaram o conteudo de carotenoides de 57 espécies de microalgas diferentes,
pertencentes aos filos Chlorophyta e Cyanophyta. Os meios de cultivos utilizados eram Meio
Basal de Bold, BG11 e Meio Basal de Zarrouk. Foram reportadas concentragdes de carotenoi-
des totais de 0,23-7,2 mg/L entre as espécies estudadas. Os resultados do presente estudo sdo
elevados quando comparados a essa faixa, indicando que houve um grande acimulo de carote-
noides. Kalra et al. (2021) j4 justificaram que o cultivo de biomassa em aguas residudrias au-
mentar o acimulo de carotenoides devido a limitacdo de nutrientes ou estresse oxidativo no
meio de cultivo. No presente estudo, a limitacdo de nutrientes nao ocorreu durante o cultivo,

portanto essa hipétese pode ser descartada.
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Tabela 11. Concentracao de carotenoides nas biomassas, nos meios de cultivo e produtividades
(valores médios, desvio padrdo entre parénteses). Letras distintas sobrescritas indicam

diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan a 10% de significancia (n=2).

Tratamentos
DEF+ DEF OTI EXD EXD+
Carotenoides totais 10,12 1022 11,14 924 924
(mg/g) (2,62) (3,25) (3.85) (0,05) (2,86)
Carotenoides totais 594 594 5,74 482 534
(mg/L) (1,19) (0,37) (1,07) (0,05) (1,16)

55,132 5492 53242 45,142 49342

Produtividade (mg/m?2.d)
(11,20) (3,53) (10,06) (0,47) (10,90)

3.6 Biomassa e potencial na suplementacao animal

Em busca da aplicag@o do conceito de economia circular, para viabilizar a rota de aproveita-
mento da biomassa de microalgas produzida no tratamento de dguas residudrias na suplemen-
tacdo animal, dguas residudrias provenientes do processamento de alimentos sao um meio de
cultivo potencialmente mais seguro que outros. Por exemplo, quando comparadas a dguas resi-
dudrias municipais, podem conter maiores concentracdes de matéria organica e solidos suspen-
sos, mas usualmente contém menores concentragdes de patégenos, metais pesados e produtos

farmacéuticos (ISOSAARI; HERMANOWICZ; RUBIN, 2010).

As evidéncias de pesquisas até 0 momento mostraram que as microalgas podem efetivamente
substituir a farinha e o 6leo de peixe em dietas para peixes, porcos, aves, coelhos e ruminantes,
melhorando tanto o crescimento quanto a qualidade da carne desses animais, iSO porque as
microalgas possuem varios compostos bioativos que comprovadamente aumentam a imunidade
e o estado de saude dos mesmos, além de proteger os tecidos e possuir efeitos antioxidantes

(VALENTE et al., 2021).

A biomassa produzida no presente estudo, apresentou resultados relevantes e mostrou o poten-
cial da rota, bem como seus desafios. No contexto da comunidade fitoplanctonica a identifica-
¢do da espécie Chlorella vulgaris fol um ponto positivo, pois se trata de uma espécie bastante
estudada e empregada na suplementagdo animal, sendo reportados diversos beneficios da sua
utilizagdo (KHOLIF et al., 2020; SIKIRU et al., 2019). Um dos desafios identificados foi o
crescimento da cianobactéria Limnothrix planctonica, que tem potencial de causar efeitos ne-
gativos se for ingerida (HUMPAGE et al., 2012) e, em termos de biovolume do fitoplancton,

representou cerca de 40% do biovolume total. Esse resultado aponta para um grande desfio a
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ser superado para viabilizar a utilizacdo direta da biomassa produzida em dguas residudrias na
suplementacdo animal, uma vez que o controle do crescimento dessas espécies é uma tarefa

complexa.

Dentre os compostos produzidos por microalgas os acidos graxos -3 se destacam, pois sao
reconhecidos como compostos essenciais para humanos e para a maioria dos animais, que nao
sdo capazes de sintetizd-los, tornando sua ingestdo indispensavel para a manutencdo da saude.
Por esse motivo, os estudos dos efeitos de utilizacdo de microalgas na suplementacdo ani-
mal concentram-se principalmente nos acidos graxos w-3 e acidos graxos o-6 (LU et al., 2021;
SA et al., 2020). Outro composto muito estudado nesse contexto sdo os carotenoides, que pos-
suem efeitos antioxidantes e tem efeitos positivos na pigmentacao de ovos e na carne dos ani-

mais (NABI et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microalga
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4. CONCLUSAO

A biomassa produzida no tratamento das dguas residudrias do presente estudo foi capaz de pro-

duzir biocompostos de valor agregado — dcidos graxos poli-insaturados e carotenoides.

A disponibilidade de nutrientes variada alterou significativamente (p < 0,1) o grau de insatura-
¢do dos 4cidos dos graxos da biomassa, enquanto a producao de carotenoides e contetdo de

lipideos totais nao apresentaram diferenca significativa (p >0,1) nas razdes C/N/P testadas.

Os acidos graxos produzidos pela biomassa t€ém potencial de impactar positivamente a saide
de animais. Entretanto, foi identificado um gargalo a ser superado caso o aproveitamento seja
a utilizacdo direta da biomassa como suplemento, o crescimento de cianobactérias, que em caso
de ingestdo podem causar danos a saide dos animais. Ainda, por se tratar de compostos com
valor agregado e avangos na pesquisa podem viabilizar a extracdo desses compostos de forma

economicamente viavel.
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APENDICE — Material suplementar

Figura 12. Exemplares de Chlorella vulgaris (1) e Limnothrix planctonica (2).
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Figura 14. Monitoramento da temperatura do ar (°C).
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Tabela 12. Dados da comunidade fitoplanctonica, densidade de individuos e biovolume.

Comunidade fitoplanctonica do in6culo (niimero de individuos)

Limnothrix
Chlorella vulgaris  Closterium sp.  planctonica
DEF+ 55804101,7 12026,7 330735,5
DEF 82311050,0 36080,2 372829,1
OPT 74036648,7 0,0 529176,8
EXC 80434877,6 30066,9 1353008,9
EXC+ 55804101,7 12026,7 330735,5
Pseudanabaena  Monoraphidium Selenastrum
catenata tortile sp.
DEF+ 90200,6 0,0 0,0
DEF 0,0 36080,2 0,0
OPT 0,0 0,0 108240,7
EXC 0,0 0,0 0,0
EXC+ 90200,6 0,0 0,0
Comunidade fitoplanctonica do in6culo (%)
Limnothrix
Chlorella vulgaris  Closterium sp.  planctonica
DEF+ 99,19% 0,01% 0,65%
DEF 99,45% 0,05% 0,46%

OPT 99,73% 0,00% 0,69%
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(Continuacao) Tabela 13. Dados da comunidade fitoplanctonica, densidade de
individuos e biovolume.

Comunidade fitoplanctonica do in6culo (%)

EXC 98,17% 0,03% 1,79%
EXC+ 99,19% 0,01% 0,65%

Comunidade fitoplanctonica no final da operacio (%)

Pseudanabaena ~ Monoraphidium  Selenastrum

catenata tortile sp.
DEF+ 0,16% 0,00% 0,00%
DEF 0,00% 0,05% 0,00%
OPT 0,00% 0,00% 0,14%
EXC 0,00% 0,00% 0,00%
EXC+ 0,16% 0,00% 0,00%

Comunidade fitoplanctonica no final da operacdo (niimero de individuos)

Limnothrix  Pseudanabaena

Chlorella vulgaris ~ Closterium sp.  planctonica catenata

DEF+ 24203826 30066,87 1062363 992206,5
DEF 20992685 0 853899 0

OPT 30054838 0 1082407 72160,48

EXC 35999058 0 1298889 171381,1

EXC+ 24203826 30066,87 1062363 992206,5

Comunidade fitoplanctonica no final da operacio (%)
Limnothrix  Pseudanabaena

Chlorella vulgaris  Closterium sp.  planctonica catenata
DEF+ 95,93% 0,12% 3,95% 0,00%
DEF 96,04 % 0,00% 3,96% 0,00%
OPT 96,39% 0,00% 3,40% 0,21%
EXC 95,75% 0,00% 3,83% 0,42%
EXC+ 95,93% 0,12% 3,95% 0,00%
Fracao do biovolume (%)
Limnothrix
Chlorella vulgaris planctonica
DEF+ 58,5% 45%
DEF 58,5% 42%
OPT 62,5% 38%
EXC 59,5% 41%

EXC+ 58,5% 45%




Tabela 14. Fracdo de amonia livre no meio de cultivo durante 0 monitoramento.

Fracio de amonia livre (%)

Dia 1 Dia 5 Dia 9 Dia 13 Dia 16
DEF+ 0 10,2 19,7 27,3 31,3
DEF 0 9,4 17,9 20,6 29,5
OPT 0 8,0 16,2 29,6 32,0
EXC 0 6,0 16,0 29,2 26,5
EXC+ 0 0,5 6,1 20,8 18,5




