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RESUMO

FERREIRA, Jéssica, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Sistema de cultivo aderido de microalgas: estudo da formacao do biofilme e
periodos de colheita no tratamento de esgoto doméstico e na obtencao de
bioprodutos. Orientadora: Maria Lucia Calijuri. Coorientadora: Paula Peixoto
Assemany.

Os sistemas de cultivo baseados em biofilme vém sendo apontados como tecnologias
inovadoras para producdo de biomassa de microalgas. O cultivo aderido permite
superar gargalos do cultivo suspenso, especialmente, na etapa de colheita, que se
torna mais simples, barata e mais eficiente para recuperar a biomassa. Os avancos ja
relatados para esses sistemas séo voltados para fatores que afetam a formagéo do
biofilme, desenvolvimento de diferentes designs de reatores e tipos de materiais
suportes, bem como demonstram os seus desempenhos para producéo e colheita de
biomassa. Acredita-se que a compreensao da recuperacao de recursos pelo biofilme
e o periodo de colheita possam ser mais bem explorados. O presente estudo revisou
0s mais atuais avancgos técnicos, econdmicos e ambientais dos reatores de biofilme,
assim como avaliou o potencial de recuperagcédo de nitrogénio e carotenoides totais
por meio do biofilme, investigando suas produtividades em diferentes periodos de
colheita. Para o nitrogénio, foram realizados um monitoramento de seu teor ao longo
da formagéao do biofilme e um balanco de massa. O teor de nitrogénio ndo apresentou
grandes variacoes, no periodo avaliado, e se manteve, em média, em 61,1 mg g
biofilme-1, sendo recuperado 4,2% do nitrogénio afluente ao sistema. Esses
resultados foram associados a estabilidade na abundancia de espécies de microalgas
nesse periodo, no qual a Chlorella vulgaris apresentou abundancia acima de 72%. A
produtividade de biomassa e carotenoides foram avaliadas considerando trés
periodos de raspagem do biofilme: 12, 18 e 24 dias. Maiores produtividades de sélidos
volateis e clorofila-a foram observadas em maiores periodos de colheita. Por outro
lado, o biofilme colhido em 12 dias apresentou produtividade significativamente maior
de carotenoides totais. O estudo foi realizado sobre condigdes ambientais e utilizando
esgoto doméstico real (ap6s tratamento primario em tanque séptico). Dessa forma,
seus resultados refletem desafios que podem ser encontrados no tratamento de aguas
residuarias em escala real. Acredita-se que os resultados encontrados representam



uma fonte de orientagdo para estudos futuros quanto a estratégias de operacao e
aproveitamento de biomassa colhida.

Palavras-chave: Biofilme microalgal. Aguas residuérias. Recuperagdo de nitrogénio.
Periodo de colheita. Carotenoides.



ABSTRACT

FERREIRA, Jéssica, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Microalgae attached cultivation system: study of biofilm formation and harvest
period in the domestic sewage treatment and obtaining bioproducts. Adviser:
Maria Lucia Calijuri. Co-adviser: Paula Peixoto Assemany.

Biofilm-based cultivation systems have been identified as innovative technologies for
the production of microalgae biomass. Attached cultivation makes it possible to
overcome the bottlenecks of suspended cultivation, especially in the harvesting stage,
which becomes simpler, cheaper and more efficient for biomass recovery. The
advances already reported for these systems are focused on factors that affect biofilm
formation, development of different reactor designs and types of support material, as
well as demonstrating their performance for biomass production and harvesting.
Therefore, the understanding of resources recovery by the biofilm and the harvest
period can be better explored. The present study reviewed the most current technical,
economic and environmental advances of biofilm reactors, as well as evaluated the
potential for nitrogen and carotenoids recoveries through the biofilm, investigating their
productivity in different cultivation periods. For nitrogen, a monitoring of its content
throughout the biofilm formation and a mass balance were performed. The nitrogen
content did not show great variations in the evaluated period, and remained, on
average, 61.1 mg g biofilm™*, with only 4.2% of the nitrogen that entered the system
being recovered. These results were associated with the stability in the abundance of
microalgae species in this period, in which Chlorella vulgaris presented abundance
above 72%. Biomass and carotenoid productivities were evaluated considering three
harvest periods: 12, 18 and 24 days. Higher productivities of volatile solids and
chlorophyll-a were observed at higher harvest periods. On the other hand, the biofilm
harvested in 12 days showed significantly higher productivity of carotenoids. The study
was carried out under environmental conditions and using real domestic sewage (after
primary treatment in a septic tank). In this way, it reflected challenges that can be
encountered in the treatment of wastewater on a large scale. It is believed that the
results found here can guide future studies regarding operating strategies and the use
of harvested biomass.



Keywords: Microalgal biofilm. Wastewater. Nitrogen recovery. Harvest periods.
Carotenoids.
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1. APRESENTACAO

A presente pesquisa foi desenvolvida como continuidade aos estudos
realizados no Nucleo de Pesquisas Ambientais Avancadas (nPA) do Departamento
de Engenharia Civil da Universidade Federal de Vigosa, que foram voltados para o
tratamento de aguas residuarias em tecnologias baseadas em microalgas, bem como
para valorizagdo da biomassa produzida.

Pesquisas anteriores investigaram diferentes sistemas de cultivo de
crescimento em suspensdo, bem como compararam suas performances. O
desempenho de lagoas de alta taxa para o tratamento de diferentes aguas residuarias,
como esgoto domeéstico, efluentes de industria alimenticia, efluentes agroindustriais
como suinocultura e bovinocultura, além da industria de cerveja foi avaliado. Outros
estudos abordaram estratégias de cultivo para o aumento de produtividade com pré-
desinfeccao (ASSEMANY et al., 2015), adicdo de gas de combustdo para
suplementacdo de gas carbdnico (ASSIS et al., 2019) e efeitos da radiagdo solar
(COUTO et al., 2015).

No que diz respeito a rotas de valorizacdo da biomassa, esforcos foram
realizados para producéao de biodiesel (ASSEMANY et al., 2015), biogas (ASSEMANY
et al., 2018a, 2016, 2018b), bio-béleo, briquetes, hydrochar (CASTRO et al., 2021), e
biofertilizantes (CASTRO et al., 2017, CASTRO et al., 2020; LORENTZ et al., 2020;
PEREIRA et al., 2021; SILVA et al., 2021). Outros estudos do mesmo grupo de
pesquisa foram voltados para avaliacédo de ciclo de vida da producéo e valorizacao de
biomassa (CASTRO et al., 2020b; FERREIRA et al., 2020; MAGALHAES et al., 2021;
SOUZA et al., 2019)

Recentemente, sistemas de cultivo baseado em biofilme tém atraido atencéo.
Nesse sentido, reatores de biofilme, operados sozinhos ou compondo um sistema
hibrido (acoplado em lagoas de alta taxa) vém sendo investigados. Seu desempenho
foi avaliado para producéo e colheita de biomassa, bem como para o tratamento de
aguas residuarias. Dentre os avangos relatados, foi observado que, quando
comparada a lagoa de alta taxa, o sistema hibrido dispensa a necessidade de adi¢do
de gas carbdnico (ASSIS et al., 2017), aumenta em cerca de 2,6 vezes a produgao de
biomassa (ASSIS et al., 2020), garantindo maior eficiéncia e simplicidade de colheita
(ASSIS et al., 2020; FERREIRA et al., 2020). Sobre o seu design, verificou-se que 0
angulo de inclinagdo ndo afeta na produtividade de biomassa e que o poliéster,
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quando comparado ao algodao e nailon, se mostrou mais favoravel para alcancar alta
produtividade de biomassa. A respeito de sua performance ambiental, foi relatado que,
para os sistemas hibridos, o tipo de material suporte € input critico que afeta
expressivamente a geracdo de impactos ambientais (MAGALHAES et al., 2021).
Quando comparado ao cultivo suspenso seguido por colheita via sedimentagéo
gravitacional, ainda que o sistema hibrido demande maior consumo de energia (para
recirculagdo do meio de cultivo) e material para a aderéncia do biofilme, seu
desempenho ambiental é mais favoravel (FERREIRA et al., 2020).

Os estudos anteriores descreveram resultados promissores e que indicam
beneficios do emprego de reatores de biofilme na producéo de biomassa e tratamento
de aguas residuarias. Contudo, como os estudos de sistemas de crescimento aderido
ainda € um campo de pesquisa novo, avangos Sao necessarios para otimizar essa
biotecnologia. Dessa forma, o presente estudo buscou compreender oportunidades
para recuperar nutriente e bioprodutos, bem como trazer orientagdes a respeito do
periodo de colheita do biofilme. Nesse sentido, reatores de biofilme foram operados
sobre condicbes ambientais e alimentados com esgoto doméstico (apds o seu
tratamento primario). O conteddo de nitrogénio e sucessdo da comunidade de
microalgas ao longo da formagao do biofilme foram avaliadas, bem como, os efeitos
do periodo de colheita sobre a produtividade de biomassa e de carotenoides totais.

Esse documento foi organizado em trés capitulos principais, além da
introducao geral, hipbéteses, objetivos e conclusao geral. O primeiro capitulo apresenta
uma revisdo sobre o crescimento aderido de biomassa sob a forma de biofilme,
abordando, especialmente, sua aplicacao ao tratamento de aguas residuarias. Os
principais conceitos do desenvolvimento do biofilme e os principais resultados, até
entao relatados na literatura, referente a performance técnica, econémica e ambiental
desses sistemas foram compilados. O segundo capitulo trata-se de um estudo voltado
para compreensdo da dinamica da comunidade de microalgas e recuperacdo de
nitrogénio pela biomassa aderida, avaliados ao longo do desenvolvimento do biofilme.
O rendimento da biomassa, taxas de remocéao de nutrientes, bem como a composicao
bioquimica do biofilme foram relatados. Por fim, o capitulo 11l se dedicou a investigar
os efeitos de diferentes periodos de colheita do biofilme, bem como seu efeito sobre
a eficiéncia de tratamento, produtividade de biomassa e de carotenoides.
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2. INTRODUCAO GERAL

O biofilme € uma forma de vida, no qual a comunidade microbiana cresce
aderida em um material suporte e imersa em uma matriz de substancias extracelulares
poliméricas. De longa data, os biofilmes bacterianos ja vém sendo investigados e
aplicados ao tratamento de aguas residuarias. Para tanto. existem diversas
configuragbes de tecnologias para esse fim, como o filiro biolégico percolador, o
biofiltro aerado submerso, o filtro aerdbio submerso, os biodiscos, reatores com leitos
fluidizados ou expandidos, dentre outros. Recentemente, o biorreator de membranas
e leito mével de biofilme vem atraindo a ateng¢ao de pesquisadores, ao combinar os
beneficios de membrana e biofilme para o tratamento de aguas residuarias (SAIDULU;
MAJUMDER; GUPTA, 2021).

No que diz respeito as tecnologias baseadas em microalgas, os reatores de
crescimento aderido também tém ganhado interesse cientifico. Ha uma grande
variedade de reatores, como reator rotativo de biofilme, algal turf scrubber, reator de
painel (vertical ou inclinado), dentre outros. Contudo, ao contrario dos reatores de
biofilme bacterianos, cujo principal objetivo € a remocao de matéria orgéanica, os
biofilmes de microalgas oferecem tratamento terciario as aguas residuarias. Um
grande atrativo desses sistemas de cultivo € a possibilidade de otimizar a etapa de
colheita, que ainda é apontada como um gargalo para a producao de biomassa de
microalgas. Além disso, alguns estudos também relataram que o cultivo aderido
oferece maior produtividade quando comparado ao cultivo suspenso (LEE et al., 2014;
WANG et al., 2018; ZHANG et al., 2020).

No biofilme de microalgas cultivados em aguas residudrias ha predominancia
de algas, mas a microbiota também é formada por bactérias e outros microrganismos,
como fungos e protozoarios (WANG et al., 2018). Apesar da simbiose entre bactérias
e microalgas j4 ser explorada no tratamento de aguas residuarias, o biofilme
microalgal-bacteriano ainda foi pouco explorado, tanto em termos de producédo de
microalgas, quanto do seu papel no tratamento. Os reatores de biofilme microalgal
representa um campo de pesquisa em estagio inicial (MANTZOROU; VERVERIDIS,
2019) e ainda sao necessarios estudos em maiores escalas e condi¢gdes outdoor
(ZHANG et al., 2020). Ainda ha muitos fatores que influenciam no desenvolvimento
do biofilme que ainda ndo s&o compreendidos ou continuam ambiguos
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).
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Dentre os diversos fatores que influenciam no desenvolvimento do biofilme,
sabe-se que a produtividade da biomassa varia com o tempo de cultivo (JOHNSON;
WEN, 2010; CHOUDHARY et al., 2017). SHEN et al. (2014) demonstraram que, em
condigdes suficientes de nitrogénio, obtém-se quantidades maiores de biomassa ao
realizar a colheita com menor tempo de cultivo. Assim, como o padréao de crescimento
esta associado a disponibilidade e assimilacdo dos nutrientes (MANTZOROU;
VERVERIDIS, 2019), é possivel que, conforme o biofilme se desenvolva, o
crescimento de microalgas contribua para o aumento de bioprodutos, como nutrientes
ou outros compostos bioquimicos, na biomassa. Como a maioria dos estudos foram
realizados para producao de biocombustiveis (SINGH; PATIDAR, 2021), ainda ha um
amplo campo para estudo, pois a versatilidade das microalgas permite a sua aplicagéo
em outras rotas como, por exemplo, para producao de pigmentos, acidos graxos e
outros produtos de alto valor agregado.

Ja foi demonstrado que a variagéo do periodo de colheita garantiu biofilmes
com diferentes produtividades de acidos graxos (JOHNSON; WEN, 2010). Como h&
um gradiente de luz no biofilme a medida com que ele se torna mais espesso, acredita-
se que também ocorra um gradiente de pigmento devido a adaptacéao do conteudo de
pigmento celular (PODOLA; LI; MELKONIAN, 2017), o que reforca a oportunidade
para investigar rotas de valorizacao associadas aos pigmentos.

Existem poucas informagdes a respeito das condi¢des operacionais e sobre a
sua dindmica na composicao dos microrganismos (ZHANG et al., 2020), O periodo de
colheita do biofilme ainda € um parametro que requer padronizacao e recomendacoes.
Estas respostas sdo essenciais para a insercdo das tecnologias em escala real,
especialmente no tratamento de aguas residuarias. Com envelhecimento do biofilme,
por exemplo, pode ocorrer reducao da eficiéncia de tratamento das aguas residuarias
e, por isso, definir o periodo de colheita € uma questao importante (HUANG et al.,
2019). Logo, é necessario que estudos se dediquem a compreender e otimizar o
desenvolvimento de biofilme, durante o tratamento de aguas residuarias, por meio de
estratégias operacionais especificas (ZHANG et al., 2020).

Diante disso, a presente pesquisa tem por objetivo revisar os principais
avangos das tecnologias de cultivo aderido baseado em biofilme, dentro do contexto
de tratamento de aguas residuarias, além de investigar o potencial do biofilme para
recuperacdo de nitrogénio e carotenoides. Diferentes periodos de colheita foram
avaliados, e seus efeitos foram estudados na producéo de biomassa e carotenoides.
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3. HIPOTESES

Ha um aumento do teor de nitrogénio ao longo da formagao do biofiime.

A produtividade de biomassa total e de clorofila-a do biofilme aumenta com a
diminuicdo do periodo de colheita.

A produtividade de carotenoides totais do biofilme € maior em intervalos mais

curtos de colheita.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de um reator de biofilme para recuperar nitrogénio, bem

como avaliar os efeitos de diferentes periodos de colheita sobre o tratamento de

esgoto doméstico, produtividade de biomassa e carotenoides totais.

4.2. Objetivos especificos

Revisar os principais fundamentos dos sistemas de crescimento aderido e
avangos mais atuais de reatores e seus desempenhos técnico, ambiental e
econdmico;

Determinar o teor de nitrogénio ao longo da formagao do biofilme;

Elaborar um balanco de massa de nitrogénio durante o tratamento de esgoto
doméstico em reator de biofilme;

Determinar taxas de remocéao de nitrogénio do efluente e sua recuperagao pelo
biofilme;

Caracterizar quanti e qualitativamente a comunidade de microalgas ao longo
do desenvolvimento do biofilme;

Avaliar o efeito de diferentes intervalos de colheita na eficiéncia do tratamento
de esgoto domeéstico;

Determinar a produtividade de biomassa do biofilme colhido em diferentes pe-
riodos de colheita; e,

Determinar concentragao de carotenoides de biofilme colhido em diferentes pe-
riodos de colheita.
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5. CAPITULO I. REATORES DE BIOFILME COMO INOVAGAO PARA PRODUGAO
E COLHEITA DE MICROALGAS CULTIVADAS EM AGUAS RESIDUARIAS

5.1. Introducao

As microalgas sdo organismos que podem usar luz, gas carbénico (COz2),
agua e nutrientes para sua sintese celular. Sua biomassa é rica em carboidratos,
lipidios, polissacarideos, proteinas, pigmentos, dentre outras substancias, e pode ser
convertida em diversos bioprodutos e bioenergias. Dentre os seus usos multiplos,
destaca-se a sua valorizagdo na producao de pigmentos, suplementos alimentares,
biofertilizantes, biochar, biogas, bioetanol, biodiesel e racao animal.

Esses microrganismos possuem maior taxa fotossintética do que as plantas
terrestres devido a sua estrutura celular mais simples e maior facilidade de acesso ao
CO:z2 e nutrientes, o que resulta em uma alta produtividade de biomassa (MENDONGCA
et al., 2021). Essas caracteristicas, somadas a necessidade de desenvolver fontes de
energia mais limpas e que ndo coloquem em risco a seguranga alimentar global,
impulsionam o desenvolvimento de bioenergia a base de microalgas e
biocombustiveis de terceira geracao. Contudo, como os biocombustiveis a base de
microalgas sao produtos de baixo valor de mercado, ainda sao necessarios esforgos
para viabilizar economicamente 0 seu uso, pois 0s custos de operacao e insumos para
sua producéo, associados as baixas produtividades dos sistemas de cultivo suspenso,
reduzem o lucro final.

Apesar dos desafios que ainda existem para consolidar a producado e
valorizacdo de muitos produtos de biomassa microalgal, acredita-se que ela é uma
matéria-prima promissora e muitos esforcos vém sendo realizados para promover a
sua popularizagao. As microalgas sao vistas como uma solu¢cdo ambiental que pode
contribuir para mitigar muitos problemas atuais e futuros como a contaminagéo de
agua, escassez de recursos e emissdes de gases de efeito estufa (MENDONCA et
al., 2021). Como elas sao capazes de se desenvolver em aguas residuarias, o
tratamento com tecnologias a base de microalgas permite ndo s6 a remocao de
nutrientes, mas também sua recuperacao por meio de sua biomassa (MENDONCGCA et
al.,, 2021). O efluente tratado, por sua vez, pode ser reciclado em varios fins nao
potaveis (COUTO; CALIJURI; ASSEMANY, 2020), colaborando para o aumento da
seguranca no abastecimento, reducao de consumos de energia/insumos nos sistemas

de tratamento de agua (MENDONCA et al., 2021) e, até mesmo, para recuperar macro
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e micronutrientes que permaneceram no efluente tratado. Do ponto de vista
econOmico, essa abordagem ainda evita gasto com o consumo de agua e fertilizantes
durante a etapa de cultivo de microalgas.

Em uma perspectiva de bioeconomia circular, as aguas residuarias de
diferentes origens sdo entendidas como um recurso valioso a ser recuperado, ricas
em energia (LI et al., 2019) e nutrientes (NAGARAJAN et al., 2020). Diante da crise
de recursos e as preocupagdes com a poluicdo ambiental, existe uma pressao para
que as estagdes de tratamento de aguas residuarias (ETARs) convencionais sejam
atualizadas (LI et al., 2019), de modo a alcangar maior sustentabilidade econdémica e
ambiental.

O uso de biotecnologias de microalgas para o tratamento de aguas residudrias
ja foi investigado para esgoto doméstico (ASSIS et al., 2019; POSADAS et al., 2015;
ASSIS et al., 2020), efluentes de suinos e bovinos (CHOUDHARY et al., 2017;
LORENTZ et al., 2020) e processamento de alimentos (ASSEMANY et al., 2016;
FERREIRA et al., 2017; TANGO et al., 2018). Dentre as limitagbes dessa tecnologia,
destaque-se que para tratar aguas residuarias com altas concentragcées de matéria
organica, principalmente em lagoas de alta taxa (LATs), é necesséario grandes
requisitos de area e uma etapa posterior para separacao e colheita da biomassa
(TORRES-FRANCO et al., 2020). O crescimento das microalgas é limitado pelas
caracteristicas das aguas residudrias. Os sélidos suspensos bloqueiam a incidéncia
de luz no meio de cultivo. A proporcédo desequilibrada de macronutrientes afeta a
remocao destes compostos das aguas residuarias e, consequentemente, a producao
de biomassa (TORRES-FRANCO et al., 2020). Além disso, altas cargas organicas,
presenca de compostos téxicos e elevada concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-
NHa4*) podem inibir o crescimento de microalgas (NAGARAJAN et al., 2020; TORRES-
FRANCO et al., 2020). Dessa forma, é necessario incentivar estudos que otimizem a
producédo de biomassa acoplada ao tratamento de aguas residuarias para que essa
pratica se consolide em escala real.

No que diz respeito aos sistemas de cultivo de microalgas, atualmente, a
maioria dos estudos sao voltados para o cultivo suspenso (MANTZOROU;
VERVERIDIS, 2019; TONINELLI et al.,, 2016). A lagoas e outros fotobiorreatores
(FBR) tém sido amplamente estudados nos ultimos anos (ASSIS et al., 2019; COUTO
et al., 2015; SUTHERLAND et al., 2020).



26

As lagoas sdao uma tecnologia de simples constru¢do e menor custo, que foi
desenvolvida para o cultivo em escala industrial (MATHIMAN!I et al., 2019). A LAT, por
exemplo, pode ser facilmente inserida em uma ETAR, como unidade de tratamento
secundaria ou terciaria, dependendo das caracteristicas do efluente (COUTO;
CALIJURI; ASSEMANY, 2020). Contudo, o design das lagoas e condi¢des de cultivo
provocam uso menos eficiente de luz e COz2 por parte das microalgas, resultando em
produtividades mais baixas. Os FBRs, por sua vez, surgiram como alternativa para o
cultivo de microalgas com a proposta de reduzir as necessidades de agua, limitando
as perdas devido a evaporacao, e, potencialmente, melhorar a produtividade pela
maior disponibilidade de luz solar (DEROSE et al., 2019). A principal desvantagem
dos FBRs é o gerenciamento de oxigénio, pois requer estacbes de desgaseificagao
adequadas (MATHIMANI et al., 2019), necessidade de sistema de troca de ar e
controle de temperatura (arrefecimento), o que eleva os custos de producgao.

Os sistemas de cultivo mencionados sao baseados no cultivo suspenso de
biomassa, em que as células se encontram dispersas na coluna d’agua. Dentre os
gargalos desse tipo de cultivo em larga escala, destaca-se a dificuldade em recuperar
a biomassa (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019) e a baixa concentracao celular. A
etapa de colheita € dificultada pelo pequeno tamanho das células de microalgas (2 —
20 um), sua superficie negativa, que promove a estabilidade coloidal em suspensao,
e seu crescimento disperso com densidade proxima ao meio de cultivo (SINGH;
PATIDAR, 2018).

Diante disso, os sistemas com cultivo aderido, dentre eles o em forma de
biofilme, vem atraindo atencao, principalmente por facilitar a etapa de colheita. Os
biofilmes séo diferentes formas de vida onde os microrganismos crescem fixados em
um substrato (material suporte) (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Assim, a etapa
de colheita pode ser realizada, de forma simples, por meio de raspagem. Esses
sistemas ainda foram pouco investigados (DEROSE et al., 2019), mas sua aplicagéao
no tratamento de &guas residuarias ganhou recente interesse cientifico
(MANTZOROU et al., 2018).

O reator de biofilme (RB) oferece a vantagem de desvincular os tempos de
detencao hidraulica e de retencdo dos sélidos, o que aumenta o crescimento e
acumulo de biomassa e promove maior remo¢ao de nutrientes em um reator mais
compacto (GROSS; JARBOE; WEN, 2015; ZHUANG; LI; NGO, 2020). Além disso, a

producao de biomassa pode ser comparavel ou até mesmo superior a mesma espécie
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cultivada de forma suspensa (KATARZYNA; SAl; AVIUEET SINGH, 2015). Contudo,
ainda nao ha na literatura um consenso com relacdo a produtividade da biomassa
aderida ser maior do que a biomassa suspensa (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).
O uso de reatores no cultivo aderido em estacdes de tratamento de efluentes ainda
nao é empregado, pois seu design e a operacdo em larga escala ainda nao foram
totalmente investigados na literatura (KESAANO; SIMS, 2014). Otimizar o crescimento
de biofilme sob véarios parametros ambientais € um desafio (KESAANO; SIMS, 2014).

O presente estudo buscou revisar os avangos e limitagbes atuais do
crescimento aderido e da sua aplicacdo no tratamento de aguas residuarias. Os
principais conceitos do crescimento aderido em forma de biofilme foram abordados,
detalhando os fatores que influenciam a sua formacdo, géneros e espécies mais
comuns, as interagdes nos consorcios de microalgas e bactérias, e tipos de reatores
de biofilme. Além disso, 0s avancos técnicos, ambientais e econdmicos mais recentes

foram aqui apresentados.

5.2. Desenvolvimento do biofilme

O biofilme pode ser entendido como consoércio de microrganismos
incorporados em substancias poliméricas extracelulares (EPS), formando uma
estrutura complexa aderida em uma superficie sélida (MANTZOROU et al., 2018).
EPSs sdo compostas por moléculas de proteinas, fosfolipidios, polissacarideos,
acidos nucleicos e incluem grupos funcionais como grupos fosféricos, carboxilico,
hidroxil e amino (CHRISTENSON; SIMS, 2012; SHEN et al., 2015). Esses polimeros
extracelulares sdo secretados por microalgas e bactérias (LIU et al., 2017). A matriz
EPS mantém o biofilme unido e corresponde a um estilo de crescimento protegido de
condicbes ambientais extremas, tais como, flutuacdo de pH e temperatura,
desidratacdo e produtos quimicos nocivos (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).
Ainda, a matriz EPS representa um compartimento de armazenamento de nutrientes
e agua (WANG et al., 2018), um ambiente de facil troca de genes e comunicagao
celular, além de ser utilizada como um sistema de digestao externa (FLEMMING et
al., 2021).

O processo de formagao do biofilme (Figura 5.1) é precedido por uma etapa
em que ocorre a deposicdo de macromoléculas de glicoproteinas e polissacarideos
(filme condicionante) no material suporte ao entrar em contato com o meio de cultivo,

0 que pode favorecer a fixagao inicial de células (THOBIE et al., 2022). Acredita-se



28

que, os estagios iniciais no biofilme sejam marcados por bactérias (colonizadores
primarios) (BARRANGUET et al., 2004). SIBONI et al. (2007) sugeriram que, no inicio
do desenvolvimento do biofilme, bactérias poderiam se aderir ao material suporte para
degradar o carbono organico total do filme condicionante. Contudo, ROESELERS;
VAN LOOSDRECHT; MUYZER (2007) observaram que, sob condicdes diferentes de
intensidade de luz (variada em 30, 60 e 120 umol fétons m2 s'), ora bactérias ora

algas foram colonizadores iniciais, em baixa e alta intensidade de luz,

respectivamente.
Figura 5.1 — Etapas da formagao do biofilme.
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Apés essa etapa, o processo de formacao do biofilme é marcado por duas
grandes etapas, sao elas: (i) aderéncia inicial das células ao material suporte por
adsorcéo fisica (reversivel) e (ii) adesdo das células devido a secrecdo de EPS
(irreversivel) (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Na etapa reversivel ocorrem
interacdes célula-material suporte por meio de ligagdes fracas, como forgas de van
der Waals e ligacbes eletrostaticas (THOBIE et al., 2022), quando ha condi¢des
favoraveis de turbuléncia do meio, a hidrofobicidade e a rugosidade da superficie do
material suporte (WANG et al., 2018). Ja na etapa irreversivel, ocorre o espessamento
do biofilme, onde as células se multiplicam e ficam aderidas devido a secrecao de
EPS (reacdes bioquimicas). A partir de entdo, ha multiplicagcao das células ja aderidas
e células no estado planctdnico se depositam continuamente em camadas superficiais
do biofilme (THOBIE et al., 2022).

Dentro do biofilme, a maioria das células esta ligada ao substrato, enquanto
uma pequena parte estd suspensa no meio e absorve luz (KATARZYNA; SAl;
AVIJEET SINGH, 2015). Em determinada espessura do biofilme, as células comecam
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a se desprender do biofilme/material suporte. As perdas de biomassa ocorrem devido
a morte celular, grazing e parasitismo (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).

O biofilme amadurecido possui uma estrutura tridimensional com diferentes
microambientes ao redor das células e movimento quimico de nutrientes
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). A movimentagdo de nutrientes (BERNER;
HEIMANN; SHEEHAN, 2015) e a transferéncia de CO2 e O2 (BLANKEN et al., 2017)
dentro do biofilme ocorre por difusdo. A luz e os nutrientes estdo disponiveis apenas
na superficie do biofilme estabelecido, o que cria um gradiente desses fatores que
tende a diminuir para camadas mais internas (WANG et al., 2018). Assim, as células
se adaptam as condi¢cdes ambientais e bioquimicas a qual se encontra ou se anexam
em zonas que sao mais adequadas para elas (BERNER; HEIMANN; SHEEHAN,
2015). Isso resulta em uma estrutura heterogénea, onde as microalgas heterotroficas
e bactérias anaerdbias se desenvolvem em camadas mais profundas, enquanto as
microalgas fotoautotréficas em camadas mais expostas a luz (BERNER; HEIMANN;
SHEEHAN, 2015). Apesar da adaptacdo dos microrganismos, € fundamental a
colheita periddica da biomassa aderida, para evitar a privagdo de nutrientes a células
de camadas inferiores e, consequentemente, perda do biofime (MANTZOROU;
VERVERIDIS, 2019).

5.3. Consoércio microalgal-bacteriano e suas interacoes

Existem biofilmes compostos por uma Unica espécie ou por varias especies.
Os biofilmes comumente utilizados no tratamento de aguas residuarias sao
caracterizados por ter varias espéecies e sdo constituidos, principalmente, por
microalgas fotoautotroficas e bactérias heterotréficas (GONGALVES; PIRES;
SIMOES, 2017). O biofilme composto por bactérias e microalgas é mais estavel do
que aqueles formados apenas por um ou por outro (ROESELERS; VAN
LOOSDRECHT; MUYZER, 2007). A agua residudria, normalmente, contém bactérias,
protozodrios, fungos e, quando tratada em unidades baseadas em microalgas, esses
microrganismos crescem ao longo do tratamento. A presenca de microrganismos nas
aguas residuais contribui para reducdo do tempo de laténcia, acelerando o
crescimento aderido (SHEN et al., 2015). Maior diversidade ainda colabora para o
maior espessamento do biofilme (IRVING; ALLEN, 2011) e produtividade de biomassa
(TSOLCHA et al., 2018). IRVING; ALLEN (2011) observaram que, sob condi¢cdes
estéreis, a Chlorella vulgaris se manteve em maior propor¢cao do modo plancténico,
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enquanto em condi¢cées nado estéreis (em aguas residuarias) houve predominio do
crescimento aderido, bem como ocorreu menor suscetibilidade para desprendimento
por agitacao.

O consorcio e a biodiversidade, tornam o biofilme mais robusto, deixando os
microrganismos mais resistentes as flutuacdes ambientais e a invasdo por outras
espécies (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017). Na dinamica do consércio entre
microalgas e bactérias ocorrem tanto interagbes cooperativas, que promovem o
crescimento mutuo, quanto competitivas, provocadas pela disputa por nutrientes e
espaco (LIU et al., 2017). As interagdes sao determinadas em fungcao das cepas de
microalgas e bactérias, das condicées de cultivo, tempo de detencdo hidraulica,
fatores ambientais, mas principalmente da disponibilidade de nutrientes (ZHANG et
al., 2020). Nas interagbes cooperativas, as microalgas fornecem oxigénio e carbono
organico as bactérias, enquanto as bactérias fornecem COz2, nutrientes, vitaminas,
auxinas e minerais as microalgas (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; LIU et al.,
2017). Por outro lado, nas interacbes competitivas, as microalgas secretam
substancias antibacterianas para inibir o crescimento bacteriano e as bactérias
produzem antibiético que interfere na fotossintese ou metabdlicos algicidas que
inibem o crescimento das microalgas (LIU et al., 2017).

No que se refere a eficiéncia do tratamento, a presengca de organismos
autotréficos e heterotroficos no biofilme otimiza a utilizagdo total dos nutrientes e
poluentes presentes nas aguas residuarias (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017).
A presenga de organismos com diferentes requisitos nutricionais, contribui com
processos complexos de degradacdo (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017) e
remocao avancada de nutrientes (LIU et al., 2017).

5.4. Composicao de espécies em biofilmes

Na literatura, foram identificadas espécies capazes de se estabelecerem em
biofilmes cultivados em diferentes meios de cultivo (Figura 5.2A) e materiais suportes
(Figura 5.3B) na literatura. A disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo é o
principal fator que determina a composicao das espécies de microalgas e bactérias,
conforme a fase de crescimento e condi¢cdes de cultivo (ZHANG et al., 2020). No
cultivo suspenso, muitos trabalhos relataram a dominancia/presenca dos géneros
Scenedesmus sp. e Chlorella sp. no tratamento de diferentes tipos de dguas residuaria
(ASSEMANY et al., 2016; FERREIRA et al., 2017; POSADAS et al., 2015; TANGO et
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al., 2018). Essas espécies se adaptam bem a este meio de cultivo devido a sua
tolerancia a uma ampla faixa de pH e temperatura (ASSEMANY et al., 2016), assim
como capacidade de suportar elevada carga orgéanica.

Similarmente, no cultivo aderido, as espécies Scenedesmus obliquus e
Chlorella vulgaris também se destacam e foram reportadas, especialmente, em
biofilmes cultivados em aguas residuarias oriundas de fontes urbana e de
suinocultura, bem como em meio sintético. A respeito do tipo de material suporte, ao
menos treze tipos de materiais foram encontrados na literatura capazes de permitir o
crescimento de biofilme de Chlorella vulgaris (seja em cultivo puro ou misto). As
observacdes de JOHNSON; WEN (2010) reforcam a capacidade das algas do género
Chlorella sao capazes de formar biofilme em diversos materiais, tais como
poliestireno, papeléo, tecido de polietileno e esponja bucha. Além dessas espécies,
destacaram-se outras espécies dos géneros Scenedesmus sp. e Chlorella sp., bem
como dos géneros Oscillatoria, Nitzschia, Leptolyngbya, Phormidium e
Pseudanabaena (Figura 5.2).

O processo de formacao de biofilmes de microalgas ainda néo foi totalmente
compreendido e acredita-se que seu desenvolvimento (formacéo e crescimento) pode
variar conforme as espécies que participam e das interacdes estabelecidas entre si
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Isso porque, dentre outros fatores, os
mecanismos de ligagdo e producdo de EPS variam conforme a espécie e suas
propriedades, o que resulta em menor ou maior facilidade de aderéncia. As
cianobactérias filamentosas sao apontadas como um grupo de espécies estratégicas
para o cultivo aderido. Elas sdo formadas por multiplas células (WANG; LIU; LIU,
2017) e podem suportar a estrutura de um biofilme (STAUCH-WHITE et al., 2017). A
adesdo de algas verdes filamentosas ao material suporte se da por fixacao rapida
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). As diatomaceas sao produtoras abundantes de
EPS (SHEN et al., 2014). ASSIS et al. (2019) compararam trés diferentes materiais
suportes (algodao, nailon e poliéster) e relataram um melhor desenvolvimento de
microrganismos filamentosos no poliéster. Além disso, algumas cepas precisam do
auxilio de outros microrganismos para formar biofilme (MANTZOROU; VERVERIDIS,
2019).

Esses diferentes mecanismos de aderéncia sdo importantes frente as
condigdes hidrodindmicas do meio de cultivo. KANGAS; MULBRY (2014) observaram
a presenca de diferentes espécies em funcdo da energia oriunda da vazao do
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tombamento intermitente das calhas sobre o biofilme em um reator algal turf scrubber
(ATS). Os autores relataram que na regiao do biofilme onde ocorria maior energia de
fluxo houve um monocultivo de Ulothrix, enquanto nas demais foram observadas a
diatomaceas filamentosa do género Melosira, cloroficeas filamentosas dos géneros
Spirogyra, Microspora e Ulothrix e cianobactérias dos géneros Oscillatoria e

Phormidium.
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Figura 5.2 - Espécies reportadas em biofilmes cultivados em diferentes (a) meios de cultivo e (b) materiais suporte. O nimero de vezes em que cada espécie

foi citada em diferentes artigos publicados foi considerado.
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OZKAN; BERBEROGLU (2013) investigaram as interagbes célula-célula e
célula-substrato das algas verdes de agua doce Ankistrodesmus falcatus var.
stipitatus (UTEX B 242), Botryococcus braunii (UTEX 572), B. sudeticus (UTEX B
2629), Chlorella vulgaris (UTEX 2714), Nannochloris oculata (UTEX LB 1998) e
Scenedesmus dimorphus (UTEX 1237) e os substratos vidro, 6xido de indio-estanho,
aco inoxidavel, acrilico ou policarbonato, poliestireno e polietileno. Os autores
relataram que, em todos os sistemas avaliados, 0 mecanismo 4cido-base predominou
nas interagdes ceélula-substrato e ceélula-célula. Além disso, foi identificado que as
espécies hidrofébicas A. falcatus, B. braunii e B. sudeticus sao faceis de serem
cultivadas como biofilme devido a sua forte atratividade em ambas as interagdes.
Acredita-se que microalgas com maior hidrofobicidade possuem forgcas de adesao
mais fortes (SHEN et al., 2015). Em relac&o a producao de EPS, a espécie B. braunii
se destaca, inclusive em comparagao a outros microrganismos que podem estar
presentes nas aguas (SHEN et al., 2015).

SHEN et al. (2014) compararam produtividade de biomassa e taxa de adesao
da Scenedesmus dimorphus (UTEX 417), Chlorella protothecoides (UTEX 1806), C.
vulgaris (FACHB-31), Scenedesmus obliquus (FACHB-416), Scenedesmus
dimorphus (FACHB-496) e Chlorococcum sp., utilizando ago inoxidavel como material
suporte e em meio basal modificado. Os melhores resultados de produtividade e taxa
de adesdo (0,53 + 0,05 g m2d' e 53,3 + 0,8%) se deram para a Chlorococcum sp.,
justificados pelo seu mecanismo de fixagdo e capacidade de produzir EPS.

Alguns trabalhos relataram uma mudanca entre as espécies presentes e/ou
mais abundantes na fase inicial e final da formacao do biofiime (CHOUDHARY et al.,
2017; PAQUETTE et al., 2020; ASSIS et al., 2020). PAQUETTE et al. (2020)
observaram mudancas na comunidade fotoautotréfica de um biofilme inoculado com
Scenedesmus obliquus. Ao entrar em contato com agua residuaria, o género Chlorella
e a cianobactéria Leptolyngbya se estabeleceram, assim como diatoméaceas e
dinoflagelados. A espécie inoculada teve abundancia menor do que esperado
(PAQUETTE et al., 2020).

A mudanca da composicdo dos microrganismos e suas interacoes em
consorcios microalgal-bacteriano ainda foram pouco discutidas na literatura (ZHANG
et al., 2020). Dentre os fatores que a provoca, as competicdes por nutrientes, luz e
espaco sado apontados por provocar constante adaptagdes (FLEMMING;
WINGENDER, 2010) e até mesmo selecao de espécies (DI PIPPO et al., 2014).
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SEKAR et al. (2002) reportaram que alteracdes na relagédo N:P do meio de cultivo se
correlacionou com percentual de espécies de cloroficeas. Dessa forma, mudangas no
meio de cultivo e o proprio espessamento do biofilme provocam alteracées na
composicao e abundancia relativa das espécies.

5.5. Fatores que influenciam na formacao do biofilme

Além das espécies e suas interagdes, os parametros ambientais, como as
condi¢Oes climaticas ou operacionais, influenciam na formacgéo e crescimento da
biomassa aderida. Fatores que interferem no cultivo suspenso, como intensidade de
luz, nutrientes, carbono inorganico, oxigénio dissolvido, temperatura, pH e tempo de
retencao hidraulica também interferem no cultivo aderido (WANG et al., 2018). Para o
crescimento aderido, outros fatores importantes, ou que interferem de forma mais
intensa, sao: (i) caracteristicas do material suporte (iii) velocidade do fluxo (iv) tensédo
sobre o biofilme; (v) periodo de colheita (raspagem do material suporte) (LIU et al.,
2017; MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019; WANG et al., 2018).

Para o crescimento aderido é importante garantir ndo sé condi¢des étimas
para o desenvolvimento dos microrganismos, mas também para sua aderéncia. A
matriz EPS é essencial para permitir o espessamento e manter unido o biofilme. A
secrecdo de EPS varia em funcéo da idade da célula (WANG et al., 2018), sendo que
ela aumenta com a idade (ROY; MOHANTY, 2019). A composicéo do EPS € apontada
como um ponto muito importante para formagéao do biofiime (SHEN et al., 2015). O
EPS pode ser dividido em soluble EPS e bound EPS, ambos constituidos
principalmente por proteinas e polissacarideos, contudo o primeiro tem pouco efeito
na adesdo (SHEN et al.,, 2015), enquanto o segundo é considerado o principal
componente estrutural da matriz do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).
Segundo SHEN et al. (2015), o teor de proteina no bound EPS é mais significativo
para formacado de EPS e, consequentemente, na producdo e taxa de adesdo da
biomassa. Assim, a concentragdo de nitrogénio (N) contribui ndo s6 para o
crescimento da biomassa, mas também para melhorar as caracteristicas da matriz
EPS. No crescimento aderido, ndo s6 a taxa de crescimento da biomassa contribui
para a produtividade do biofilme, mas também a taxa de adesao (SHEN et al., 2015).
Dessa forma, quanto maior a aderéncia de células suspensas no meio de cultivo no

material suporte, maior também seré a producao de biomassa aderida.
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O padrao de crescimento do biofilme é caracterizado pelas tendéncias de
remocdo de nutrientes (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Os requisitos
nutricionais de nitrogénio (N), fésforo (P) e outros elementos podem variar em fungao
da cepa de microalga (KATARZYNA; SAI; SINGH, 2015). Em condi¢des de deficiéncia
de nutrientes, as EPSs podem ser degradados pelas microalgas com dois diferentes
propdsitos: para se alimentarem ou para que se destacarem do biofilme e buscarem
lugares mais favoraveis para o seu desenvolvimento (SCHNURR; ESPIE; ALLEN,
2013). Por esse mesmo motivo, ndo sdo recomendados longos intervalos entre as
colheitas. Por outro lado, intervalos muito curtos podem provocar constantes fases de
retardo das células microalgais, exigindo que elas estejam sempre se adaptando ao
ambiente (WANG et al., 2018). Maior periodo de cultivo é interessante para o cultivo
com deficiéncia de N de modo a aumentar a producéo de biomassa, por outro lado,
em condicoes suficientes de N, ocorre o efeito contrario. Nesse ultimo caso, maior
periodo de colheita seria mais interessante, o que possivelmente garantira maior
quantidade de biomassa total.

SHEN et al. (2014) investigaram a influéncia da concentragéo inicial de N total
durante o cultivo de Chlorococcum sp. na forma de biofilme. Os autores utilizaram
agua residuaria de bovinocultura (centrifugada e autoclavada) como meio de cultivo e
plastico reforgcado com fibra de vidro como material suporte. Os resultados apontaram
que a producao de biomassa aderida aumentou com a concentragéo inicial de N total,
que variou de 30 a 70 mg L. Além disso, em condigdes de pH = 7,5, periodo de
cultivo = 13 dias e volume do meio de cultivo = 350 mL, a concentracao étima foi de
70 mgL™".

Um fator importante, especialmente, para o crescimento das microalgas é a
intensidade de luz. Quando comparado ao cultivo suspenso, acredita-se que no cultivo
aderido ha melhor distribuicao de luz porque ela nao é limitada pela densidade da
cultura (KATARZYNA; SAIl; SINGH, 2015; MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019;
ZHUANG et al., 2018). Apesar da penetracao da luz na camada superior, em ambos
os tipos de cultivo, ser proxima, no cultivo suspenso ela diminui conforme a
profundidade da coluna d’agua do meio de cultivo (LEE et al., 2014).

SCHNURR; ESPIE; ALLEN (2014) verificaram que a dire¢do da luz (em 100
umol m2 s') ndo afeta o crescimento aderido e a espessura do biofilme a longo prazo
(26 dias), contudo, como ela afeta a concentragdo de células suspensas, em curto
prazo o crescimento do biofilme foi afetado (7 dias). Esse resultado converge com as
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etapas de formacao do biofilme, uma vez que o processo se inicia com a adesao de
células suspensas. ROSLI et al. (2020) relataram que o aumento da intensidade de
luz (variando de 100 — 300 umol m-2s™') favoreceu a remogéao de nitrato por Chlorella
vulgaris cultivada em um bioreator de leito fluidizado. O espectro de luz tambéem afeta
o crescimento das microalgas, sendo que para a Chlorella sp., os comprimentos de
onda azul e vermelha contribuiram mais para o crescimento quando comparado a luz
branca, e a primeira resultou em maior teor de lipidios, enquanto a segunda em maior
teor de carboidratos na biomassa (YUAN et al., 2020).

Comparando diferentes irradiancias, DI PIPPO (2014) observaram ora maior
abundancia de cianobactérias em irradiancia baixa e média (30 e 60 umol m-2s™'), ora
maior colonizagcdo por algas verdes em irradiancia alta (120 ymol m-? s''), como
Chlorococcum, Desmodesmus e Scenedesmus, que possuem rapido crescimento e
foram associadas pelos autores a promover fase de laténcia mais curta. Ainda, 0s
autores reportaram que uma interacao entre irradiancia e temperatura pode afetar a
sintese de EPS e, em especial, a fase inicial de formacgao do biofilme.

Com relagéo a temperatura, sabe-se que a biomassa aderida é mais sensivel
as flutuacbes do que a biomassa suspensa, devido a um menor efeito tampéo da
agua, que se encontra em menores quantidades (MANTZOROU; VERVERIDIS,
2019). Ela afeta a composicéao e interacdes das espécies e suas taxas de crescimento.
A intensidade de luz (30, 60 e 120 umol fétons m=2 s~') afetou a duragéo da fase inicial
de colonizagdo, sendo que quando menor, maior fase de laténcia (ROESELERS;
LOOSDRECHT; MUYZER, 2007).

O pH do biofilme é diferente do meio de cultivo, varia dentro do biofilme e pode
influenciar na produgédo de EPS (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Para o
crescimento aderido de Chlorococcum sp. em plastico reforcado com fibra de vidro
foram encontrados resultados entre 7,5 e 9,0, sendo que o valor 6timo (periodo de
cultivo = 13 dias e volume do meio de cultivo = 350 mL e concentragdo inicial de N
total = 50 mg L") foi de 8,0 (SHEN et al., 2014). O pH = 6 pode afetar na adeséo das
microalgas devido ao enfraquecimento de sua carga superficial negativa, enquanto
em pH igual a 9, a produgcdao de EPS pode ser estimulada para que as células se
protejam do meio, 0 que, consequentemente melhora na sua fixacdo em um meio
suporte (HOH; WATSON; KAN, 2016)

Em aguas residuarias, as formas do carbono inorgénico dissolvido podem
estar como diéxido de carbono (aq.), bicarbonato (POSADAS et al., 2013), diéxido de
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carbono atmosférico e o carbono inorganico advindo da degradacédo das bactérias.
Dentro do biofilme, a biodisponibilidade de carbono inorganico sofre influéncia do pH
nao so do biofilme, mas também do meio de cultivo, o que provoca uma limitagcao de
carbono (KESAANO; SIMS, 2014). HUANG et al. (2016) verificaram que o valor critico
de concentracdo de CO:2 (suplementacdo) é de 1,5%, sendo que valores abaixo
causam inibicao devido a insuficiéncia de carbono e acima ndo contribuem para o

crescimento da biomassa.

5.6. Mecanismo de remocao de nutrientes

Como mencionado anteriormente, a disponibilidade de nutrientes é um fator
fundamental para o crescimento do biofilme, sendo determinante para o
estabelecimento de espécies e interagcdes. A capacidade de remogédo de nutrientes
varia conforme o amadurecendo do biofilme. O EPS pode estimular a absor¢cao de N-
NH4* e fosfato por algas (XIAO; ZHENG, 2016). No inicio da fase de crescimento,
quando as células ainda estdo assentando e aderindo ao material suporte, a
assimilacao de nutrientes é baixa, mas a medida que o biofilme se desenvolve, a
assimilacado aumenta, até que, na fase de morte, diminui novamente conforme as
células vao se desprendendo do biofilme (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).

Acredita-se que para as culturas aderidas ha diferencas na resposta as
captagdes e deficiéncias de nutrientes quando comparado as culturas suspensas
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). No interior do biofilme, os nutrientes séo
inicialmente absorvidos e armazenados na matriz EPS e, apés, eles sao lentamente
liberados para as microalgas (ZHUANG; LI; NGO, 2020) e bactérias, pois a matriz
EPS retarda a difusdo de solutos (WANG et al.,, 2020). Assim, a variagdo da
concentracao de nutrientes e outros poluentes no meio de cultura nao influencia
imediatamente no crescimento da biomassa aderida (ZHUANG; LI; NGO, 2020). As
moléculas do meio de cultivo podem ser realizar sor¢do com moléculas de EPS e aos
poros e canais da matriz (FLEMMING et al., 2016), sendo que podem ocorrer ligacoes
quimicas ou fisicas com muitos compostos organicos e inorganicos devido aos seus
abundantes grupos funcionais (XIAO; ZHENG, 2016).

As rotas de remocdo de N dependem diretamente do metabolismo do
organismo e da sua forma e valéncia (MENDONCGCA et al., 2021). A diversidade de
microrganismos no biofilme contribui para remogao de nutrientes através de diversas

rotas, sendo elas: absorcéao de nutrientes inorganicos, nitrificacdo e desnitrificacao,
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volatilizacdo de amoénia, oxidacdo anaerébia de aménio (ANAMMOX) e adsorcao de
matéria organica e inorganica (LIU et al., 2017). No processo ANAMMOX, o aménio e
nitrato sdo oxidados (conversao direta) ao gas nitrogénio sob condi¢des anaerdbicas
usando nitrito como receptor de elétrons (ZHUANG et al., 2022). O pré-tratamento
com desnitrificacdo parcial (combinado ao ANAMMOX) tem sido sugerido para
otimizar o tratamento de N em aguas residuarias (ZHANG et al., 2022). ZHANG et al.
(2022) observaram uma rapida formacgao de biofilme devido a alta capacidade de
agregacao de bactéria ANAMMOX.

As vias de degradacdao de N pelas bactérias (nitrificacdo) provocam uma
conversao desse nutriente, mas ndao o removem do efluente (MENDONCGCA et al.,
2021). Por outro lado, a volatilizagdo de N amoniacal apesar de representar uma via
de remoc¢ao do N, ndo contribui com a recuperagédo desse recurso. Dessa forma, a
assimilacao de N pelas microalgas deve ser priorizada, pois ela permite tanto a
remocao de N do efluente, quanto permite a sua reciclagem ao ficar incorporado em
sua biomassa.

A forma de N e a valéncia do ion, assim como a relacdo N:P influenciam na
produtividade da biomassa aderida e na eficiéncia de remocao de nutrientes (ROSLI
etal., 2019). As microalgas tém preferéncia em assimilar N-NH4*, ou seja, na presenca
de ion aménia e nitrato, o ion amonia € a forma preferencial de N. Elas podem remover
100% do N-NH4* de certas aguas residuarias (NAGARAJAN et al., 2020). Isso ocorre
porque a assimilacao de N-NH4* ocorre por difusdo passiva, sendo que quanto maior
a concentragao maior sera a assimilagao, enquanto para o nitrato ha um limite maximo
para absorcdo (ZHUANG:; LI; NGO, 2020).

A elevagdo do pH devido a atividade fotossintética resulta ndo s6 na
volatilizagdo do N-NH4*, mas também na precipitacdo do P (em pH > 9.0). Devido a
isso, muitos trabalhos exploram a adicdo de CO2 para controlar o pH em busca de
maior recuperacao desses macronutrientes. As microalgas podem assimilar a maioria
das formas organicas e inorganicas de fosfato apds a mineralizacao por fosfatases e
conversao em ortofosfatos (MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014).

5.7. Reatores de biofilme

Os RBs surgiram como uma inovacgao tecnoldgica que, em uma abordagem
técnica-operacional apresentam vantagens como a menor demanda por area

superficial e maiores produtividades, quando comparados aos sistemas de cultivo
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suspenso (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019); a concentragcdo da biomassa em
superficies sélidas facilita o processo de colheita de biomassa, que pode ser realizada
pela técnica de raspagem (ZHANG et al., 2018); e, ainda, a biomassa contém baixa
quantidade de agua, dispensando o processo de desidratagdao (ZHANG et al., 2018).
Além disso, os RBs operam, simultaneamente, como unidades de producédo e
separacao de biomassa (ASSIS et al., 2020). Esta particularidade torna o processo de
obtencdo da biomassa mais simplificado, com menores custos envolvidos nas
demandas energéticas e por agua (KHAN et al., 2022; ROSLI et al., 2019).

O carater promissor dos RBs tem despertado interesse nos pesquisadores e,
nesse sentido, diversas configuracoes de reatores tém sido investigadas tendo como
objetivo principal otimizar a producgdo, colheita e desidratacdo da biomassa de
microalgas. Ao mesmo tempo, as configuragdes dos reatores abordam uma
diversidade de posi¢oes, inclinagdes, materiais suportes aderentes, integracdo com
reatores de cultivo suspenso, tornando os RBs distintos entre si.

5.7.1. Configuracgdes dos reatores de biofilme

Os RBs foram classificados por BERNER; HEIMANN; SHEEHAN (2015) de
acordo com a posicao relativa do meio de cultivo e das microalgas, sendo divididos
em: (i) sistemas constantemente submersos, (ii) sistemas intermitentemente
submersos, e (iii) sistemas porosos. Nas duas primeiras categorias, as microalgas
estdo diretamente submersas sob uma camada do meio de cultivo a todo tempo ou
nado, respectivamente. Ja4 na terceira, as microalgas crescem no exterior de um
material poroso (exposta a fase aquosa), que fornece nutrientes e umidade para as
microalgas (BERNER; HEIMANN; SHEEHAN, 2015). Dentro de cada classificacao,
existem diferentes configuracées de reatores, que variam em termos de projeto,
geometria e materiais suporte.

Os projetos dos RBs podem considerar os materiais suportes fixos ou livres
no meio de cultivo, sendo estes denominados na literatura como biorreatores de leito
fixo ou de leito fluidizado, respectivamente. Nos biorreatores de leito fixo, as
microalgas aderem na superficie dos materiais suportes e podem ser faciimente
colhidas por raspagem. Enquanto nos biorreatores de leito fluidizado os materiais
suportes se encontram livres no meio de cultivo, sendo necessario sua retirada para
a colheita do biofilme algal. Geralmente, os biorreatores de leito fluidizado requerem
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maior volume de meio de cultivo do que os biorreatores de leito fixo (ROSLI et al.,
2019). Por outro lado, nos biorreatores de leito fixo podem ocorrer formacao espessa
de biofilme, que limita a absor¢ao de nutrientes e de luz (SCHNURR; ALLEN, 2015),
principalmente quando os materiais suportes estdo posicionados ao fundo e na
horizontal dos biorreatores.

Ainda, com relacao aos RBs com materiais suportes fixos, na literatura sao
reportados diferentes angulos de inclinagdes dos materiais suportes, que variaram de
0,2° a 90° em relagdo ao plano horizontal (ASSIS et al., 2020; ASSIS et al., 2019;
ASSIS et al., 2017; LEE et al., 2014; OZKAN et al., 2012; YU et al., 2020). Existem
também os RBs em que os materiais suportes sao rotativos (CHRISTENSON; SIMS,
2012; GROSS et al., 2013; GROSS; MASCARENHAS; WEN, 2015). E importante que
os projetos considerem inclinacdes que favoregam o sentido de adesdo das
microalgas por gravidade (SUTHERLAND; CRAGGS, 2017).

5.7.2. Materiais suporte de aderéncia

Um componente essencial e que tem grande influéncia no desempenho do
RB e da produtividade de biomassa é o material suporte aderente utilizado. Os
consércios de microalgas e bactérias podem crescer em diversos materiais de
superficie aspera e/ou estrutura porosa (ZHANG; ZHANG, 2019). Contudo, para
impulsionar o uso comercial da tecnologia de sistema aderido, as pesquisas também
precisam se atentar em investigar materiais baratos, leves, finos, de longa duracéo,
resistentes as aguas residuarias e que seja de facil inoculacao (TSOLCHA et al., 2018)

Diversos materiais ja foram investigados na literatura a fim de atingir alta
produtividade de microalgas aderidas e alto teor de lipideos (ROSLI et al., 2019).
Dentre eles, alguns exemplos sao: folha de policloreto de vinila (PVC) (BOELEE et al.,
2011), espuma de PVC (POSADAS et al.,, 2013), algodao (ASSIS et al., 2017;
CHRISTENSON; SIMS, 2012; GROSS et al., 2013; KESAANO; SIMS, 2014), espuma
de poliestireno (CHOUDHARY et al., 2017), concreto (OZKAN et al., 2012), tecido nédo
tecido (TNT) feito de polipropileno (CHOUDHARY et al., 2017), chapa de
policarbonato (ZAMALLOA; BOON; VERSTRAETE, 2013), vidro (SCHNURR; ESPIE;
ALLEN, 2013; TSOLCHA et al., 2018), ago inoxidavel (SEBESTYEN et al., 2016),
nailon (ASSIS et al., 2019; CHRISTENSON; SIMS, 2012; LEE et al., 2014), poliéster
(ASSIS et al., 2019, 2020; YU et al., 2020) e casca de noz (ZOU et al., 2021). Na
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Figura 5.3 sao apresentados os materiais suportes mais citados nas pesquisas
cientificas de crescimento aderido de microalgas. Dentre os 20 trabalhos investigados,
o algodao foi o material mais testado (16%), seguido pelo linho (9%) e pelo nailon,
poliéster e vidro (8%). Outras informagdes foram sumarizadas na Tabela A1
(APENDICE A).

Figura 5.1 — Materiais suportes mais citados nas pesquisas de crescimento aderido de microalgas.
Total de pesquisas cientificas: 20 (ROSLI et al., 2019; BOELEE et al., 2011; (POSADAS et al., 2013;
ASSIS et al., 2017; CHRISTENSON; SIMS, 2012; GROSS et al., 2013; CHOUDHARY et al., 2017;
OZKAN et al., 2012; ZAMALLOA; BOON; VERSTRAETE, 2013;SCHNURR; ESPIE; ALLEN, 2013;
TSOLCHA et al., 2018; SEBESTYEN et al., 2016; ASSIS et al., 2019; LEE et al., 2014, ASSIS et al.,
2020; YU et al., 2020; ZOU et al., 2021; ZHANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2018b; ZHAO et al.,
2018).
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Alguns estudos se dedicaram a comparar diferentes materiais suportes
(ASSIS et al., 2019; CHRISTENSON; SIMS, 2012; GROSS et al., 2013; LEE et al.,
2014; YU et al., 2020). CHRISTENSON; SIMS (2012) compararam diferentes
materiais suporte em RB rotacional, utilizando dgua residuaria doméstica secundaria
como meio de cultivo. Os resultados encontrados mostraram que na corda de
polipropileno e na corda de ndilon nao foram observados crescimento de biomassa
para colheita, enquanto a corda de algodao ofereceu o melhor resultado, permitindo a
produtividade de biomassa aderida de 2,5 g m2 dia”'. GROSS et al. (2013) também
apontaram o algodao como o material suporte com boa durabilidade, baixo custo e
que permitiu o crescimento aderido da cultura axénica de Chlorella vulgaris, perante
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a comparacao com outros 16 materiais. Os autores ainda avaliaram como a
rugosidade poderia interferir na fixacdo das microalgas. Para isso, quatro diferentes
texturas foram comparadas: corda, lenco, jeans e veludo cotelé. A corda de algodao
resultou em maior durabilidade e produtividade (1,08 g m2 dia™).

LEE et al. (2014) também avaliaram o crescimento aderido em malha de
nailon, malha de acgo inoxidavel, placa de policarbonato e placa de polietileno, usando
agua residuaria doméstica secundaria como meio de cultivo. Os resultados
comparativos indicaram as malhas de nailon e de ago inoxidavel como melhores
suportes para a fixacdo da biomassa aderida. Os autores optaram pela escolha da
malha de nailon para a avaliacdo de um RB submerso em uma LAT, em escala piloto,
uma vez que o baixo custo era um dos critérios usados para selecdo do material, e
obtiveram resultados de produtividade média de biomassa aderida igual a 9,1 g m=
dia™.

A malha de nailon também foi comparada as malhas de algodao e poliéster
em RB plano inclinado (ASSIS et al., 2019), usando agua residudria domestica
primaria como meio de cultivo. ASSIS et al. (2019) verificaram produtividades de
biomassa de 1,57, 1,80 e 1,91 g m? d"' para as malhas de poliéster, nailon e algodéo,
respectivamente, sendo que o primeiro material foi 0 que melhor atendeu as condi¢des
de adesao e durabilidade, quando comparado aos demais. Ressalta-se que o RB
esteve diretamente em contato com o ar atmosférico e radiacao solar. Resultados
semelhantes foram encontrados por YU et al. (2020) ao operar um RB plano
horizontal. Os autores compararam 10 diferentes materiais suporte, sendo que dois
materiais de poliéster apresentaram produtividades de 6,94 g m2d' e 4,80 g m?2d.
O meio de cultivo consistiu na mistura de agua residuaria da digestdo anaerdbia de
residuos de cozinha diluida em agua do mar.

Observa-se por estas investigacées que os materiais suportes apresentavam
diferentes propriedades como hidrofilicidade, porosidade e rugosidade superficial, que
podem influenciar na aderéncia da biomassa. Ainda, na maioria dos estudos que
compararam diferentes materiais suportes (LEE et al., 2014; ASSIS et al., 2019, YU
et al., 2020), os materiais do tipo malhado (fios entrelacados) foram os que
apresentaram melhores desempenhos de aderéncia. Isto, pois, as malhas permitem
aumentar a rugosidade da superficie do suporte a ser utilizado para a adeséao de
microalgas (WANG et al., 2018). Entretanto, a forma do reator também pode ser um
fator determinante para a escolha do material suporte. O vidro, por exemplo, é um
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material que apresenta a superficie lisa e pode ser melhor adaptado aos RBs
horizontais, ao passo que no RBs verticais, este material suporte seria um desafio

para a adesao das microalgas (ROSLI et al., 2019).

5.7.3. Sistemas hibridos

No ambito do tratamento de aguas residuarias, as LATs sdo consideradas
reatores eficientes para o tratamento de efluentes e a produgdo de microalgas na
forma suspensa, além do baixo custo de operacado e manutencao. Contudo, sabe-se
que as diversas técnicas de colheita desenvolvidas para biomassa suspensa ainda
ndo sao consolidadas. No entanto, substituir esta tecnologia pode nao ser
economicamente viavel, sendo fortemente recomendada que uma adaptacao seja
realizada nestes reatores de cultivo suspenso (ZHANG et al., 2018a). Nesse sentido,
os RBs podem ser conectados a essas unidades, otimizando as etapas de separacéo,
colheita e desidratacao, ao passo que as LATs continuam exercendo com eficiéncia o
papel de tratamento das aguas residuarias.

Uma vez que os sistemas hibridos combinam dois tipos diferentes de
crescimento de biomassa: aderida aos materiais suportes e suspensa no meio de
cultivo, a integragdo de LAT e RBs formam um sistema hibrido de produgéo de
biomassa e tratamento de efluentes (ASSIS et al., 2017). Esta integragdo surge como
uma melhoria das estagcdes de tratamento de aguas residuarias existentes (ZHANG
et al., 2018a).

Na literatura é possivel encontrar resultados positivos da implementagcéao de
sistemas hibridos. ZHANG et al. (2018a) cultivaram microalgas em aguas residuarias
sintéticas com diferentes cargas de nutrientes e relataram valores de produtividade de
biomassa na faixa de 10,54 — 14,68 g m? dia'. Os autores reforgaram a necessidade
de estudos em escala piloto, ao ar livre, para avaliar a realidade da remocao de
nutrientes e produgcdo de biomassa, bem como seus subprodutos. No estudo de
ZHANG et al. (2018b) também em escala laboratorial, as distancias entre as RBs
submersos em LATs foram avaliadas com diferentes aguas residuérias sintéticas. A
produtividade diminuiu com o aumento da distancia, sendo que a distancia de 2 cm foi
a que apresentou melhor resultado (18,51 g m2dia™).

Entre os estudos em escala piloto, LEE et al. (2014) avaliaram telas de néilon
submersas em uma LAT por 18 dias e relataram uma produtividade maxima de
biomassa de 13,5 g m2dia’, cerca de 4 vezes maior que uma LAT convencional.
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GROSS et al. (2013) e GROSS; MASCARENHAS; WEN (2015) avaliaram um sistema
hibrido composto por biofilme de algas rotativo adaptado em LATs. Os sistemas
hibridos apresentaram maior evaporagao de agua, devido ao maior contato do RB
rotatério com o ar (GROSS; MASCARENHAS; WEN, 2015) e os autores destacaram
que os sistemas de cultivos aderidos tém potencial para produzir comercialmente
microalgas com alta produtividade e uso eficiente da agua.

ASSIS et al. (2017) relataram que a presenga de um RB em uma LAT foi capaz
de suprir a demanda de CO2, evitando a suplementagao adicional deste gas na
otimizacao do crescimento de microalgas em efluentes. Em outro estudo, ASSIS et al.
(2020) avaliaram a integragédo de RB em uma LAT em comparacao a integracao de
uma LAT convencional e um tanque de sedimentagdo. Os resultados mostraram que
o sistema hibrido alcangou uma produgéo de biomassa cerca de 2,6 vezes maior que
o sistema convencional sem RB, e a eficiéncia de colheita do sistema hibrido foi de
61% contra 22% obtido com o tanque de sedimentacdo convencional. Dessa forma,
os resultados reportados na literatura, até o momento, confirmam que a tecnologia

dos sistemas hibridos é promissora para instalagdo em uma ETAR.

5.8. Avancos na sustentabilidade econémica e ambiental de crescimento
aderido

A producéo e diversas rotas de aproveitamento de biomassa algal vem sendo
amplamente estudadas. Atrelado a bons resultados técnicos, € essencial buscar
caminhos para uma biomassa comercialmente viavel e ambientalmente sustentavel.
Nesse sentido, esfor¢os voltados para a viabilidade técnica e ambiental de biomassa
cultivadas em sistemas baseados em biofilme e utilizando aguas residuarias como
meio de cultivo devem ser incentivados. Nao menos importante, a viabilidade social
das tecnologias e de rotas de aproveitamento também devem ser alvo de estudo.

A avaliag&o de sustentabilidade de ciclo de vida pode contribuir nesse sentido.
Ela consiste em uma abordagem abrangente que inclui todas as perspectivas dos trés
pilares da sustentabilidade, combinando métodos de avaliacao de custo de ciclo de
vida, avaliacdo ambiental de ciclo de vida e avaliacdo social de ciclo de vida. As
medidas ambientais, econémicas e sociais estdo fortemente interligadas (COLLOTTA
et al., 2018). Assim, as tomadas de decisdes baseadas em todos esses aspectos
podem ser mais assertivas e menos negligentes. Estudos abrangente com esse foco
ainda sdo escassos.
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Ainda assim, as viabilidades econémica e ambiental vém sendo estudadas
em conjunto ou individualmente, ainda de forma timida na literatura. Os estudos séo
realizados, comumente por meio de avaliacdo técnico-econémica (TEA), para o
contexto econémico, e avaliacado de ciclo de vida (LCA), para o contexto ambiental.
Ao identificarem hotspots e estratégias promissoras para superacao de limitacoes das
tecnologias (HANDLER et al., 2014), essas metodologias contribuem com
direcionamentos para as partes interessadas desenvolverem solugbes com baixas
pegadas energética e ambiental (SINGH; PATIDAR, 2021), enquanto a tecnologia
ainda estd em suas fases iniciais de desenvolvimento (DEROSE et al., 2019). O
balanco de massa e energia sdo fundamentais para conduzir ambas as analises
mencionadas. Resultados de viabilidade econémica sdo, comumente, expressos
como o preco minimo de venda de combustivel. Os estudos também apresentam
resultados discriminados de custos de capital, operacionais e de taxas para melhor
compreensao dos resultados. Do ponto de vista ambiental, razdo de energia liquida
(NER) e o potencial de aquecimento global (expresso pela emissao de CO:2
equivalente) também sdo comumente calculados (VUPPALADADIYAM et al., 2018).
Essas métricas sugerem que os biocombustiveis/bioenergia tém sido um grande foco
dos estudos. Na LCA, os impactos ambientais diversos podem ser quantificados em
diferentes categorias. Para tanto, existem normas e guias que padronizam e orientam
os estudos (ISO 2006; ISO 2009; EC-JRC 2011; GOEDKOOP et al. 2016;
UNEP/SETAC 2016; NIBLICK et al. 2019), assim como ha diferentes softwares e
metodologias (geralmente relacionadas a um determinado local geografico) para
quantificar os impactos.

Dentre os estudos de viabilidade econ6mica e desempenho ambiental
encontrados na literatura, poucos investigaram ou incluiram no limite de suas
fronteiras os sistemas de crescimento aderido. No que diz respeito a integracao do
tratamento de aguas residuarias ao cultivo de biomassa algal, apesar das limitagdes
do crescimento nesse meio de cultivo, muitos trabalhos indicam que a substituicdo de
fertilizantes convencionais oferece contribuicdes relevantes para a producédo de
biomassa de microalgas e sugerem o uso de residuos de outras atividades, como as
aguas residuarias (HANDLER et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2018). O cultivo em
aguas residudrias também reduziu impacto de rotas de valorizagcdo de biomassa
(CASTRO et al., 2020; HANDLER et al., 2014). Estudos indicam que considerar o
crédito devido a remocao biolégica de nutrientes em aguas residuarias, que ocorreria
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de forma convencional em uma ETAR, por meio do cultivo de algas € favoravel
econOmica e ambientalmente (BARLOW; SIMS; QUINN, 2016; DEROSE et al., 2019;
HANDLER et al., 2014). HANDLER et al. (2014) demonstraram que uma demanda de
energia fossil e emissdes de gases de efeito estufa negativos podem ser alcangados
ao se converter algas em biocombustivel considerando cultivo com efluente de ETAR,
desidratagcao por sedimentagao, seguida por pirdlise.

Uma vez ja elucidado a importancia do uso de aguas residuarias na
perspectiva ambiental e econémica, esta sec¢ao ira abordar os principais resultados ja
encontrados na literatura, em termos econémicos e ambientais, que vem contribuindo
para o entendimento do papel dos sistemas de cultivo aderido para a producéo e
processamento de biomassa microalgal. SINGH; PATIDAR (2020) ao estudar TEA e
LCA destacaram que as etapas de cultivo e colheita podem afetar significativamente
o custo de producéao e os impactos ambientais durante a producéo de biocombustiveis
e bioprodutos de algas. Resultados encontrados na literatura, apresentados nas
Secobes seguintes (5.8.1 e 5.8.2), reforcam essa afirmacao e levantam outros pontos

interessantes intrinsecos do cultivo em RBs.
5.8.1. Andlises econ6micas

Os elevados custos de capital e operacionais relacionados ao cultivo e
processamento da biomassa precisam ser superados para promover a produgcao
comercial de microalgas (MORALES; BONNEFOND; BERNARD, 2020). Mesmo que
a biomassa seja cultivada em aguas residuarias, ainda havera custos para o cultivo e
processamento da biomassa, que podem e devem ser investigados analisando
diferentes arranjos de producédo e tecnologias de modo a otimizar os melhores
modelos de negdcio. Além disso, para os RBs o material suporte representa uma
questao critica para sua aplicacao comercial (MORALES; BONNEFOND; BERNARD,
2020), sendo desejavel materiais duraveis, baratos e leves (LIU et al., 2013).

Os custos da producao de biomassa cultivada em um reator ATS, utilizando
como meio de cultivo agua de uma vala de drenagem agricola, foram determinados
por KANGAS; MULBRY (2014). Diferentes cenarios (em termos de fonte de energia,
tempo de operagédo do reator, tempo de depreciagdo dos custos de capital) foram
avaliados. Os autores consideraram resultados de um reator operado em condicoes
reais que resultaram em uma producéao diaria de 75 kg de sélidos secos por hectare



48

e remogoes diarias de N e P de 1,5 kg ha™' e 0,16 kg ha™, respectivamente. Assim,
considerando uma operacao de 270 dias ao ano e cronograma de reembolso de 20
anos para custos de capital, utilizando eletricidade, os custos por kg de sélidos secos,
por kg de N e de P seriam de $ 1,80, $ 90,00 e $ 850,00, respectivamente. Os custos
anuais totais para operar seriam de $36.700,00. Semelhantemente, considerando o
uso de energia solar, os custos por kg de sélidos secos, por kg de N e de P seriam de
$ 1,80, $ 90,00 e $ 830,00, respectivamente, com custos anuais totais de operagao
de $ 35.700,00. Segundo os autores, os valores sofrem influéncia da assimilagao de
nutrientes (que resulta em maiores ou menores produtividades), assim, maiores taxas
de remocgao de nutrientes ou uso de meio de cultivo mais rico poderia resultar em
resultados ainda mais favoraveis.

Os estudos de viabilidade econémica dos processos de microalgas para
biocombustiveis tém apresentadas grandes variabilidades devido as incertezas no
custo de producéao de biomassa (HOFFMAN et al., 2017). Nesse sentido, HOFFMAN
et al. (2017) identificaram a oportunidade de comparar, por meio de TEA, o reator ATS
com sistema de lagoa, uma vez que, segundo os autores, a maioria dos estudos se
voltaram para lagoas de alta taxa ou FBRs fechados. Para o ATS, o cultivo considerou
uso de aguas residudrias e a colheita foi realizada com um raspador montado em
trator. Enquanto para a lagoa foi considerado cultivo com adicdo de nutrientes
(carbono, N e P) e a colheita foi realizada por meio de decantacao, floculagdo com
quitosana e flotagdo por ar dissolvido, seguida por centrifugacdo. Os custos da
biomassa cultivada na lagoa e no ATS foram de $ 673 tonelada™ e $ 510 tonelada.
Os principais contribuintes para os custos operacionais da lagoa foram os requisitos
de energia, nutrientes e desidratacdo, enquanto para o ATS, foram o custo de energia
para bombear o meio de cultivo para o reator, seguidos pelo combustivel da colheita
e mao-de-obra. Os custos de capital dos dois sistemas foram préximos. A andlise
realizada pelos autores indicou que a produtividade e a estabilidade da cultura foram
sensiveis para determinar a viabilidade econdémica.

Os resultados de OZKAN et al. (2012) reforcam os beneficios energéticos
obtidos ao evitar a etapa de desidratacao da biomassa. Os autores demonstraram que
a biomassa composta por Botryococcus braunii (LB 572), cultivada em meio sintético,
foi 275, 35 e 95 vezes mais concentrada quando comparada com biomassas colhidas
em lagoa, FBR placa plana e FBR tubular descritas em JORQUERA et al. (2010). No

entanto, mesmo com produtividade menor, o sistema de cultivo de biofilme ofereceria
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NER mais favoravel comparado a uma lagoa (com produtividade 13 vezes maior)
(OZKAN et al., 2012).

DEROSE et al. (2019) conduziram uma TEA e LCA (resultados do LCA séo
apresentados na Secdo 5.2) para avaliar o processamento, em larga escala, de
biomassa de algas colhida em um reator ATS. Foram considerados processamentos
bioquimicos (fermentagdo de proteinas e carboidratos para produzir produtos de
alcool fusel, seguido por liquefagdo hidrotérmica para produzir um biocrude) e
termoquimico (apenas liquefagéo hidrotérmica de algas para biocrude). A biomassa
possuia baixo teor de lipidios (5% de peso seco livre de cinzas) e alto teor de cinzas
(75% do peso seco). Foram estimados custos de capital e operacionais e, por meio
de um modelo de taxa de retorno de fluxo de caixa descontado, o0 pre¢co minimo de
venda de combustivel (MFSP) relativo ao preco necessario para vender um galdo de
gasolina equivalente (GEE™). Considerando o contexto de biorrefinaria, para a via
bioquimica foi incluida a venda de energia por meio dos alcoois, bio-crude e nafta,
além de co-produto de estruvita, enquanto para a via termoquimica considerou-se
apenas o bio-crude e a nafta. Os MFSPs encontrados foram de $ 12,85 e $ 10,41
GGE™" para as vias bioquimicas e termoquimicas, respectivamente. Segundo os
autores, o principal gargalo foi o alto teor de cinzas, que eleva o custo da matéria-
prima em ambas as rotas. Esse fator aumenta consideravelmente os custos de capital,
devido ao aumento no dimensionamento de equipamentos, além dos custos
operacionais, uma vez que ha maior consumo de energia para bombeamento e
mistura, aquecimento e resfriamento (DEROSE et al., 2019). Dessa forma, o estudo
conclui que, apesar do sistema ATS se mostrar uma alternativa para produgéo de alga
de baixo custo, esforgcos ainda sdo necessarios para tornar o biocombustivel
produzido a partir de algas cultivados nesse reator mais competitivo. A inclusao de
créditos de remediacdo de agua ou receita de tratamento de aguas residuarias no
estudo trouxe beneficio, embora pequeno (DEROSE et al., 2019).

Esses resultados corroboram com os obtidos em BARLOW; SIMS; QUINN
(2016) ao investigar a viabilidade econdémica de uma biorrefinaria (incluindo a
liquefacao hidrotérmica e um RB rotacional acoplado em uma lagoa) a base de
biofilme de algas. Os autores identificaram que a inclusao de créditos econémicos
associados ao deslocamento de custos operacionais e de capital do tratamento de
aguas residuarias poderia reduzir o MFSP do biocrude de $ 47,38 gal para $ 45,70
gal™, respectivamente e, deslocando custos de capital teriamos $ 40,60 gal™'. O custo
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da matéria-prima foi identificado como um ponto influente no MFSP. De acordo com a
analise de sensibilidade, os autores concluiram que a produtividade de biomassa deve
ser otimizada pois afetou significativamente o preco de venda de combustivel,
comportamento ndo observado para a energia para a separagao da biomassa
(BARLOW; SIMS; QUINN, 2016).

O elevado teor de cinza é caracteristico desse sistema de cultivo, devido a
sua tendéncia de abrigar diatomaceas e dos sélidos suspensos das aguas residuarias
utilizadas como meio de cultivo (DEROSE et al., 2019). Comumente, biomassa
cultivadas em 4aguas residuarias apresentam alto teor de cinzas. Os valores
encontrados na literatura, considerando diferentes design de reatores, materiais
suportes e meio de cultivo, sdo de 16,5 — 75% de peso seco (BARLOW; SIMS; QUINN,
2016; CHOUDHARY et al., 2017; ASSIS et al., 2017; DEROSE et al., 2019). Dada a
grande variagdo e dependéncia de outros fatores relacionados ao tipo de efluente e
pré-tratamento adotado, os resultados de TEA podem ser diferentes em cada
contexto, uma vez que estudos ja demonstraram que o teor de cinzas é um parametro
sensivel para viabilidade econdmica (BARLOW; SIMS; QUINN, 2016). As cinzas
podem ser biogénicas (constituindo a biomassa) ou nao (adsorvida nas células dos
microrganismos), dessa forma, algumas estratégias podem ser adotadas visando a
remocao desses compostos ndo desejaveis. Por exemplo, cita-se a remogao prévia
dos sélidos do meio de cultivo (por exemplo, por meio de filtros), indculo ou pré-
tratamento da prépria biomassa (para o caso das cinzas biogénicas) (DEROSE et al.,
2019). Segundo a andlise de sensibilidade realizada por DEROSE et al. (2019), a
reducdo do conteudo de cinzas em 50% refletiu na redugdo dos MFSP em 32,30% e

31,51% para as vias bioquimica e termoquimica, respectivamente.
5.8.2. Analises de impacto ambiental

Os impactos ambientais de um sistema hibrido, composto por uma LAT
conectada a um RB, voltado para a produgédo de biomassa integrado ao tratamento
de esgoto doméstico foram quantificados por MAGALHAES et al. (2021). O material
suporte utilizado para fixagao e crescimento da biomassa (cultura mista composta por
espécies nativas e que se adaptaram ao meio de cultivo) foi o algodao. Os impactos
ambientais foram quantificados com o uso do software SimaPro e a metodologia
ReCiPe Miapoint (H). Os autores encontraram valores negativos de impactos
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ambientais totais (ou seja, beneficios ambientais) da operacdo do sistema para
producdo de 1 kg de biomassa nas seguintes categorias investigadas: Global
Warming, Ozone Depletion, Terrestrial, Acidification, Freshwater Eutrophication,
Marine Eutrophication, Ozone Formation, Particulate Matter Formation, Metal
Depletion, Fossil Depletion, Human Toxicity and Terrestrial Ecotoxicity. Para as
categorias Freshwater and Marine Eutrophication e Human non-carcinogenic toxicity
os beneficios foram negativos, sendo que para as duas primeiras 0s impactos
negativos foram associados as emissbes para a agua de nutrientes (N e P)
considerando a eficiéncia de tratamento obtida pelo sistema no caso de o esgoto
domeéstico tratado ser lancado direto em um corpo receptor. Para a categoria Human
non-carcinogenic toxicity, a produc¢ao do algodao superou os beneficios ambientais
dos produtos evitados, além do seu uso estar associado a aplicacao de inseticidas na
producao agricola. Para superar os impactos das emissbées de nutrientes, o esgoto
domeéstico tratado a nivel secundario poderia receber um pés-tratamento terciario ou
ser destinado, por exemplo, para reuso agricola.

Apesar de apresentar um bom desempenho ambiental, os autores
destacaram que os impactos do uso de algodao tiveram contribuicdes relevantes,
considerando todas as entradas, produtos evitados e emissdes modelados nesse
cenario. Dessa forma, sugeriram que estudos futuros avaliem no ambito da
sustentabilidade ambiental diferentes materiais suportes para o crescimento da
biomassa. Além disso, eles apontaram que o aumento da fronteira do sistema,
incluindo a etapa de colheita, poderia resultar em melhores resultados para o sistema
hibrido (MAGALHAES et al., 2021).

As etapas de cultivo e colheita desse mesmo sistema hibrido foram
investigadas por FERREIRA et al. (2020). As autoras compararam, por meio de LCA,
trés métodos de colheita de uma biomassa de cultura mista (espécies nativas que se
desenvolveram no meio de cultura) cultivada em esgoto doméstico pré-tratado por
tanque séptico, sendo eles: sedimentacdo gravitacional de biomassa suspensa
(cenario 1); floculacdo com tanino seguida de sedimentacdo gravitacional de
biomassa suspensa (cenario 2) e sedimentagao gravitacional de biomassa suspensa
somado a raspagem manual de um reator plano de biofilme (cenério 3). O reator de
cultivo dos cenarios 1 e 2 foi uma LAT, enquanto o cenario 3 foi considerado o sistema
hibrido. Além disso, nesse estudo o poliéster foi utilizado como material suporte do
reator de biofilme. Utilizou-se o software SimaPro e a metodologia ReCiPe Midpoint
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(H), sendo que os impactos ambientais foram mensurados em suas dezoito categorias
(Climate change, Ozone depetion, Terrestrial acidification, Freshwater eutrophication,
Marine eutrophication, Human toxicity, Photochemical oxidant formation, Particulate
matter formation, Terrestrial ecotoxicity, lonizing radiation, Agricultural land
occupation, Natural land transformation, Water depletion, Metal depletion e Fdssil
depletion).

O cenério 3, do sistema hibrido, apresentou rendimento de biomassa por
consumo energético de 5 e 3,4 vezes maior quando comparado aos cenarios 1 e 2,
respectivamente. Ou seja, ele contribuiu com que maior quantidade de biomassa
fosse colhida com um menor consumo energético. Com relagdo aos impactos
ambientais, o cendrio 1 mostrou-se mais impactante em todas as categorias
analisadas, seguido pelo cenario 3 e, posteriormente, o cenario 2. Apesar da
coagulacao com o tanino ter se mostrado menos impactante, dentre todos os métodos
utilizados, o RB apresenta a vantagem de oferecer uma biomassa com menor teor de
umidade (94% contra 99% da biomassa colhida com tanino), o que pode reduzir o
consumo energético nas etapas de desidratagdo/secagem da biomassa, dependendo
das exigéncias de umidade da rota de valorizacdo desejada (FERREIRA et al., 2020).

Dentre todas as categorias de impacto avaliadas, a etapa de colheita,
considerando o sistema hibrido, teve maior contribuicdo nos impactos ambientais na
categoria de Fossil depletion (60%). Os inputs desse processo eram a energia
(assumido como o mix energético brasileiro, que conta com aproximadamente 80%
de energia hidroelétrica) necessaria para recirculacéo do esgoto doméstico no RB e o
poliéster utilizado como material suporte. O consumo energético foi o que mais
contribuiu para os impactos ambientais em todas as categorias. A maior contribuicéo
do poliéster foi na categoria Fossil depletion (42% do impacto) devido ao uso de
recursos nao renovaveis, como os hidrocarbonetos, em sua fabricagdo. O uso de
energia para raspagem do RB n&o foi considerado no estudo, em vista disso, 0s
autores sugeriram que estudos futuros deveriam incluir esse fator no modelo para
tecnologias de maior escala.

Diferentes estudos foram conduzidos para quantificar emissées de COz2,
balanco energéticos e impactos ambientais de biocombustiveis e biorrefinarias.
DEROSE et al. (2019), mencionado anteriormente na Secdo 5.1, demostrou um
potencial de aquecimento global de 111,2 e — 2 g CO2¢q (MJ combustivel)! para rotas
bioquimica (produc¢@o de biocrude, nafta, alcool fusel e estruvita) e termoquimica
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(producao de biocrude e nafta). As maiores emissées associadas a via bioquimica
ocorreram porque, ao agregar mais etapas de processamento da biomassa, maior
consumo de gas natural foi necessario para secar o excesso de producao de algas
(responséavel por 128,7 g COz2eq MJ combustivel’) e, em menor proporgdo, ao
consumo de eletricidade para aquecimento do reator de liquefagdo hidrotérmica
(DEROSE et al., 2019). Reduzir 50% das cinzas resultaria em emissdes de 53,81 g
CO2¢q MJ combustivel e -32,6 g CO2eq MJ combustivel! para as vias bioguimicas e
termoquimicas, respectivamente (DEROSE et al., 2019).

BARLOW; SIMS; QUINN (2016) também estudaram o tratamento
termoquimico por meio de liquefacdo hidrotérmica para producdo de um
biocombustivel. Contudo, eles consideraram um reator giratério de biofilme de
microalgas (acoplado a uma lagoa), enquanto DEROSE et al. (2019) considerou a
producdo em ATS. O tratamento de aguas residuarias foi considerado e o modelo
também incluiu as etapas de colheita mecéanica (por um sistema de lamina
estacionaria), purificacéo e refino para diesel renovavel, transporte e distribuicdo dos
produtos. Os resultados foram expressos em termos de NER (sendo valores menores
mais favoraveis) e potencial de aquecimento global para 1 MJ de produto combustivel
entregue a bomba comercial. Os valores de NER e emissdes de gases de efeito
estufa, considerando a produtividade de 20 g de peso seco livre de cinzas m2 dia™ e
rendimento de biocrude de 30% (com base na massa seca livre de cinzas), foram de
0,81 e -2,7 g CO2¢q MJ', respectivamente. A etapa de cultivo foi guem mais contribui
para no consumo de energia e emissdo de COz2. Isso ocorreu devido a operacéo do
motor de acionamento do reator rotacional de biofilme de algas, enquanto a colheita
mecanica e bombeamento da pasta de biomassa apresentam consumo e emissdes
insignificantes BARLOW; SIMS; QUINN (2016). A otimizacao do modelo, por meio do
aumento da produtividade para 30 g de peso seco livre de cinzas m? dia!, rendimento
de biocrude de 42% (com base na massa seca livre de cinzas) e reducao pela metade
do ciclo de trabalho do reator, resultou em NER de 0,33 e -43,6 g COz2eq MJ, contudo,
nao foi possivel superar o NER do diesel convencional (0,19) (BARLOW; SIMS;
QUINN, 2016). Ressalta-se, entretanto, que os autores nao consideraram as
emissdes da combustdo de combustivel no estudo que, segundo eles, iria resultar,
para o modelo otimizado, em emissdes de 30,4 g COz2eq MJ.

Em sistemas de crescimento aderido sob a forma biofilme sdo necessarios

equipamento estruturais adicionais, por exemplo o material suporte, e isso pode afetar
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a avaliacao global (MORALES; BONNEFOND; BERNARD, 2020). Mais uma vez, 0s
beneficios de uma colheita simples (por raspagem) de uma biomassa pronta para uso
(com teor de umidade entre 80 — 90%) é destacado na literatura. Os sistemas de
cultivo suspenso e cultivo aderido também foram comparados em termos ambientais
no estudo de MORALES; BONNEFOND; BERNARD (2020) que comparou um reator
giratério de biofilme, acoplado a uma lagoa (chamado de RAB modified raceway), e
uma lagoa operada sozinha, sob as mesmas condi¢cdes meteorolédgicas. O estudo foi
conduzido considerando cultivo sintético (uso de fertilizantes convencionais, agua
doce e agua do mar) para a producdo em larga escala de Tetraselmis suecica
(microalga verde marinha). No cenério do RAB modified raceway, a biomassa era
colhida com um teor de 20% de soélidos (com base no peso seco) através de um
scraper blade. Por outro lado, a biomassa suspensa (na lagoa) requereu
concentracao, que no modelo, ocorreu por meio da combinagdo das técnicas de
decantacao, filtragdo membranas e centrifugacdo. Para a producdo de 1 kg de
biomassa de microalgas a 20% (peso seco), considerando que ambos o0s sistemas
tenham a mesma produtividade (20 g m2 d'), a necessidade de energia foi 16,7%
maior para a lagoa quando comparada ao RAB modified raceway (MORALES;
BONNEFOND; BERNARD, 2020). Contudo, como se espera que a produtividade de
biomassa seja maior do RAB modified raceway, acredita-se que ele seja favoravel
para a producao de biomassa (MORALES; BONNEFOND; BERNARD, 2020).

5.9. Conclusoes

Os sistemas de crescimento aderidos tém se mostrado promissores para
producdo de biomassa. Apesar de existirem muitos fatores que interferem no seu
crescimento e esse campo de pesquisa ainda ser novo, seu desempenho no
tratamento de aguas residuarias tem sido satisfatério. Em termos econbémicos e
ambientais, os relatos da literatura apontam que o alto teor de cinza é um gargalo para
um bom desempenho nessas esferas, contudo, os sistemas de crescimento aderido
tém se mostrado menos impactante do que outras tecnologias de cultivo e/ou colheita.
Considerar o cultivo de microalgas no contexto do tratamento de dguas residuérias ja
trouxe avancos, nesse sentido, contudo, sua performance ambiental e econémico

precisa receber maior atencéo entre os pesquisadores.
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6. CAPITULO Il. DESENVOLVIMENTO DE BIOFILME MICROALGAL-
BACTERIANO APLICADO AO TRATAMENTO DE ESGOTO DOMESTICO:
AVALIACAO DA RECUPERAGCAO DE NITROGENIO E COMUNIDADE DE
MICROALGAS

Resumo

Os sistemas de cultivo de microalgas baseado em biofilme tém atraido
atencédo por superarem desafios nas etapas de cultivo e, principalmente, de colheita,
quando comparado ao cultivo suspenso. Baseado em suas vantagens e na
importancia de recuperar nutrientes, como o nitrogénio (N), o objetivo deste estudo foi
de avaliar as variagdes do conteudo de N e da abundancia de espécies de microalgas
durante a formacao do biofilme, bem como realizar um balang¢o de massa de N para
compreender o papel do biofilme para sua recuperacao. Reatores de biofilmes foram
operados, sob condicoes ambientais, em regime semi-continuo e alimentados com
esgoto doméstico. Variaveis de producao de biomassa e de tratamento do esgoto
foram monitoradas. O biofilme atingiu producdo maxima de 55,7 (5,9) g solidos
volateis totais m2e 0,9 (0,1) g clorofila-a m2, em 32 dias de operagéo, crescendo em
taxas de 1,7 (0,2) g sélidos volateis totais m2 e 0,03 (0,003) g clorofila-a m2. No reator
de biofilme, uma taxa de aplicacdo superficial de 4,1 g NT m2 dia™ foi aplicada, o que
resultou em uma recuperacéo N, contido no biofilme, de 181,1 mg N m?2 dia™' (4,2%
do N que entrou no sistema). Como a operagédo ocorreu em altos valores de pH do
meio de cultivo (>10), os processos fisico-quimicos foram os principais responsaveis
pela remogao de nutrientes, embora ndo contribuam para as suas recuperacoes. O
conteudo de N no biofilme apresentou as mesmas tendéncias observadas para a
producao de clorofila-a e densidade e abundéancia das espécies e foram mensurados
62,9 (7,9) mg g biofime e 5796,0 (546,5) mg N m assimilados no biofilme final.
Estratégias para aprimorar a recuperagéo de N no biofilme devem ser encorajadas,
especialmente, porque o crescimento aderido oferece vantagens técnicas e
ambientais para a etapa de colheita, o que pode contribuir para sua aplicacdo em larga
escala em estacdes de tratamento de dguas residuarias.

Palavras-chave: Reator de biofilme. Crescimento aderido. Tratamento de aguas
residuarias. Balango de massa. Sucessao de microalgas.
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6.1. Introducao

As microalgas sdo organismos fotossintetizante amplamente estudados. Sua
biomassa pode ser valorada por meio de diversas rotas para producao de hydrochar
(CASTRO et al., 2021), suplementagcédo e racdo e animal (NICCOLAI et al., 2019;
YADAV et al., 2020), biofertilizantes e (CASTRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2021),
bioenergias (FERREIRA et al., 2017; MIYAWAKI et al., 2021). Quando cultivadas em
aguas residuéarias, ainda contribuem para biorremediagcdo, bem como para
recuperacdo de recursos, 0 que pode promover em avangos para a (bio)economia
circular.

Dentre os desafios que ainda precisam ser superados para producdo de
microalgas em larga escala estdo as dificuldades da etapa de colheita, que,
comumente, é associada a altos custos e demanda energética (QUIJANO; ARCILA;
BUITRON, 2017). O aprimoramento da etapa de cultivo também tem sido largamente
estudado, a fim de alcancar maiores produtividades. Pesquisadores vém se dedicando
a estratégias que busquem aumentar a produtividade dos reatores pela otimizacao de
parametros técnicos, suplementacédo de CO2 (ASSIS et al., 2017, ASSIS et al., 2019),
recirculacdo da biomassa sedimentada para a lagoa (PARK; CRAGGS; SHILTON,
2015) e por meio do desenvolvimento de reatores com designs diferentes, como os
sistemas hibridos (ASSIS et al., 2017; NARALA et al., 2016; ASSIS et al., 2020).

Nas ultimas décadas, os sistemas de cultivo aderido baseados em biofilme
tém atraido interesse cientifico por oferecerem significativas vantagens tanto na etapa
de cultivo, quanto para colheita (ASSIS et al., 2020). Os beneficios de acoplar o
crescimento aderido ao suspenso ja foi demostrado em termos de produtividade de
biomassa (LEE et al., 2014; LIN-LAN; JING-HAN; HONG-YING, 2018; ASSIS et al.,
2020) e lipidica (TAO et al., 2017), eficiéncia de colheita (FERREIRA et al., 2020;
ASSIS et al.,, 2020) e suplementagdo de COz2 (ASSIS et al., 2017). Dentre as
vantagens do crescimento aderido, estdo: (i) tornar as etapas de colheita e
desaguamento mais faceis e baratas; (ii) alta densidade celular (iii) maior resisténcia
a estresses e toxicidades, e (iv) colheita com menor consumo energético (ZHUANG;
LI; NGO, 2020).

Fatores que afetam o desenvolvimento do biofilme vém sendo explorados a
fim de otimizar esses reatores. Estudos voltados para compreensao de parametros de
crescimento como efeitos da intensidade luminosa, perfil e transporte de CO:z e Oz,
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atividade fotossintética, bem como aplicacdo de diferentes fontes e cargas de
nutrientes no biofilme ja foram desenvolvidos (BLANKEN et al., 2017; BOELEE et al.,
2011; ROSLI et al., 2019; YUAN et al., 2020). Além disso, houve expressivos esforgos
para avaliar os efeitos de diferentes tipos de materiais suporte na producdo de
biomassa e lipidica no biofilme (SCHNURR; ALLEN, 2015). Apesar dos avancos
relatados na literatura, ainda existem lacunas a respeito de muitos fatores que
influenciam na formacdo do biofilme e na operacdo de seus reatores, que ainda
precisam ser devidamente esclarecidos (SINGH; PATIDAR, 2021).

O padrao de crescimento do biofilme é caracterizado pelas tendéncias de
remocdo de nutrientes (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Apesar das altas
eficiéncias de remocao de N nos reatores de biofilmes (RBs) serem reportadas
(CHOUDHARY et al., 2017; ASSIS et al., 2017; POSADAS et al., 2013), o papel do
biofilme para recuperacao desse nutriente ainda pode ser mais explorado. Desse
modo, o presente estudo se propde a compreender quais as oportunidades para
recuperacdo de N por meio do biofilme. Como a biomassa aderida pode ser facilmente
colhida e em maiores eficiéncias de recuperagdo de sélidos quando comparado a
outros métodos convencionais e ao cultivo suspenso (FERREIRA et al., 2020),
concentrar um significativo teor de N no biofilme é interessante.

A otimizacao da carga de aplicacao superficial de N para o tratamento terciario
(BOELEE et al., 2011) e os efeitos de sua concentragéo e forma sobre a producéo de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) nos RBs foram investigados. Ha relatos
de altas eficiéncias de remocao de N em aguas residuarias sintéticas e reais, mas
ainda existem poucos estudos que elaboraram um balango de massa de N, como no
estudo de BOELEE et al. (2014a). Além disso, os efeitos das condigdes ambientais
reais € mecanismos de remocao de N do tratamento de dguas podem ser mais bem
explorados.

Existe uma grande biodiversidade em biofilmes cultivados em aguas
residuarias, que sao compostos por algas, bactérias, fungos, dentre outros
organismos. Neles, importantes interrelacbes na microbiota acontecem, que
influenciam o crescimento do biofilme e a remocao de poluentes do meio de cultivo.
Dessa forma, a composi¢ao de espécies € um fator importante para a performance
dos RBs, afetando a sua estabilidade em longo prazo e a producdo eficiente de
biomassa (PAQUETTE et al., 2020). O desenvolvimento do biofilme €& diferente e
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depende das espécies que o compoe (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Por isso,
a abundancia das espécies também foi alvo de investigacao.

O presente estudo acompanhou o crescimento de um biofilme microalgal-
bacteriano com o objetivo de (i) avaliar a recuperagao de N pela biomassa aderida, (ii)
realizar um balan¢o de massa de N e (iii) compreender mudangas da comunidade de
microalgas. Paralelamente, as eficiéncias do tratamento de poluentes do esgoto
doméstico, bem como a produtividade do biofilme foram investigadas e discutidas. O
diferencial do estudo foi monitorar, durante a formacéao do biofilme, a variacdo do
contetudo de N do biofilme cultivado em condicbes ambientais. Os resultados foram
relacionados as espécies de microalgas presentes no biofilme.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Design do reator de biofilme

A unidade experimental do presente estudo foi baseada nos RBs utilizados
por ASSIS et al. (2019). O RB foi confeccionado com um material suporte composto
por uma placa de poliestireno (que ofereceu sustentagéo) revestido por tecido
poliéster (Sk téxtil, oxford, 100% poliéster). O tecido poliéster foi adotado como
material para aderéncia e desenvolvimento do biofilme baseado nos resultados de sua
performance relatados na literatura (ASSIS et al., 2019; XU et al., 2017; YU et al.,
2020). O material suporte possuia 0,39 m de comprimento total, 0,23 m de largura
total (area total = 0,0897 m2) e comprimento Gtil de 0,22 m (area util = 0,0506 m?). O
RB foi apoiado em um suporte confeccionado em tubos de PVC (diametro = 10 cm,
comprimento = 31 cm, abertura longitudinal = 21 x 1 cm) e em uma bandeja (39 x 26
x 7 cm, Plasutil) e ficou inclinado em 19° em relacao a horizontal. A bandeja possuia
uma abertura longitudinal de 15,7 cm? no centro inferior, no qual o meio de cultivo foi
drenado por gravidade para uma caixa plastica (0,38 m de comprimento, 0,31 m de
largura, area superficial = 0,118 m? e volume util = 18 L), que o armazenava.

O meio de cultivo foi recirculado da caixa plastica para o material suporte com
auxilio de uma bomba subaquatica (Sarlobetter, modelo S520), de vazao nominal de
520 L h'', e distribuido por meio de um conjunto de mangueiras e pelo tubo de PVC,
que foi preenchido com brita n® 1 a fim de uniformizar o fluxo ao longo do reator. As
bombas ficavam localizadas dentro da caixa plastica. O volume de trabalho adotado
para o meio de cultivo foi de 18 L e, baseado em SHEN et al. (2016), as perdas por
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evaporacao foram compensadas, diariamente, por adicao de agua destilada, de modo
a manter sempre o0 mesmo volume de trabalho. A Figura 6.1 apresenta um esquema
(com destaque para as dimensdes da caixa plastica que comporta o0 meio de cultivo e
da area disponivel para o crescimento aderido) dos RBs e fotografias do segundo dia

de operagao.

Figura 6.1 — (a) Diagrama esquemaético e (b) e (c) imagens dos reatores de biofilme no segundo dia

de operagao.

Os RBs foram instalados em local com iluminacéo natural direta (condicdes
outdoor) e ficaram orientados para o norte para garantir a incidéncia de radiagéao solar
direta. Durante os eventos de chuva, os RBs foram cobertos com plastico, que reduzia
a radiacdo fotossinteticamente ativa (RAF) em cerca de 30%, a fim de evitar o
carreamento da biomassa e a diluicdo do meio de cultivo.

6.2.2. Meio de cultivo e in6culo

Utilizou-se esgoto doméstico como meio de cultivo, que foi coletado em uma
estacdo descentralizada de tratamento de aguas residudrias, em escala real, apds
tratamentos preliminar e priméario (em desarenador e tanque séptico). Além disso, foi
adicionado inéculo (10% do volume util), que foi preparado previamente em
Erlenmeyer com a mesma 4gua residuaria sob condigbes ambientais. A
caracterizagdo do indculo foi: sélidos suspensos totais = 1,66 g L™; sélidos suspensos
volateis = 1,51 g L' e clorofila-a = 9,65 mg L.
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6.2.3. Operacao do reator de biofilme

O experimento foi realizado na area experimental localizada na parte externa
do Laboratério de Engenharia Ambiental e Sanitaria da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20°45’14”S e 42°52'54”0). O municipio de
Vicosa possui clima tropical de altitude, com verdes quentes e umidos e invernos frios
e secos (COUTO et al., 2015).

O experimento ocorreu entre outubro e novembro de 2021, periodo que
corresponde a primavera. Trés RBs foram operados, sob as mesmas condig¢oes,
durante 32 dias em regime semi-continuo, com vazéo de projeto de 3 L dia™! e tempo
de detencao hidraulica de 6 dias. Ao longo do experimento, houve monitoramento
diario (entre 11h40 e 12h40) das condicbes do meio de cultivo, sdo elas pH,
temperatura, concentracéo e saturacao do oxigénio dissolvido (OD), com auxilio de
sonda multiparametro (Hach, modelo HQ40d), e da RFA no local com radiémetro (LI-
COR, LI-1500). Além disso, foram obtidos dados da radiacéo ao longo do dia durante
o experimento (INMET, 2022) (Apéndice B). As vazbes de recirculagdo foram
mantidas entre 288 — 302 L h' e foram reguladas manualmente. As bombas
subaquaticas responsaveis pelo meio de cultivo operaram durante 12 horas por dia
(6h as 18h) para que, dessa forma, os RBs ficassem em contato constante com o meio

de cultivo durante o dia e, pela noite, em contato com o ar.

6.2.4. Procedimentos analiticos

6.2.4.1. Caracterizacdo do esgoto doméstico
O esgoto doméstico foi caracterizado antes e apdés o tratamento para

monitorar as principais variaveis de qualidade da agua do meio de cultivo e as suas
respectivas eficiéncias de remogéo. As analises de demanda quimica de oxigénio
solavel (DQOs, método 5220 D), nitrogénio total Kjeldahl (NTK, método 4500-Norg C),
nitrogénio amoniacal total (N-NH4*, método 4500-NHs C), nitrato (NOs’, método 4500-
NOs A), fésforo solavel (Ps, método 4500-P C) foram realizadas em laboratério
seguindo as especificacées do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA-AWWA-WEF, 2012). A amoénia livre foi determinada conforme
equacao apresentada por COUTO et al. (2015). As anadlises foram realizadas no 19,
1092, 20° e 32° dias de operacao. As variaveis relacionadas ao conteido de N também
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foram quantificadas no 15° e 30° dias de operacgao a fim de determinar as suas taxas
de remocao.

6.2.4.2. Caracterizacao do biofilme
6.2.4.2.1. Producao de biomassa
A producéo de biomassa total e de microalgas foi mensurada, ao longo da

formacao do biofilme, de forma indireta por meio da quantificagcdo de sdlidos volateis
totais (SVT) e clorofila-a, respectivamente. As andlises foram realizadas apds ser
observado biofilme passivel de raspagem para obtencao de amostras. Os SVT foram
medidos conforme APHA-AWWA-WEF (método 2540 E, 2012). Para determinar
clorofila-a, as amostras foram diluidas previamente em agua destilada e, apés,
realizou-se a técnica de extracao com etanol 80% a quente, com leitura realizada em
espectrofotobmetro e calculos usando as equacdes descritas por SCHWARZBOLD et
al. (2013), adaptada de MARKER et al. (1980) e SARTORY; GROBBELAAR (1984)
(Eq. 6.1).

(Eb—Ea) X (&) Xk Xw
SXL

Clorofila — a (ug.cm™2) = Eqg. 6.1

Em que, Eb € absorbéncia do extrato a 665 nm menos a absorbancia a 750
nm, antes da acidificagédo, Ea é absorbéancia do extrato a 665 nm menos a absorbancia
a 750 nm, depois da acidificagao, R = 1,72 (razdo de rendimento da clorofila-a nao
acidificada, conforme WETZEL; LIKENS (2000)), R/(R-1) = 2,39, k = 27,9 (coeficiente
de absorcédo da clorofila-a para 80% etanol), V é o volume do solvente utilizado (mL),
L é comprimento do caminho &ptico através da cubeta (1 cm) e S é a area total de
biofilme raspado por amostra (cm?).

Para ambas as andlises e em cada RB foram coletadas amostras compostas
obtidas por meio da raspagem de quatro diferentes areas de 1,0 cm? do biofilme. As
raspagens foram realizadas com o auxilio de uma espatula e ocorreram nos dias 17,
20, 25, 30 e 32, que ocorreram em locais alternados para garantir com que a coleta
anterior ndo comprometesse a seguinte, uma vez que a biomassa aderida cresce
cumulativamente. Esse cuidado para coleta de biomassa foi tomado para realizagéo
dessas analises os demais apresentados nas Secbes 6.2.4.2.2 e 6.2.5. As andlises

foram realizadas em duplicata para cada reator.

6.2.4.2.2. Comunidade de microalgas e taxa especifica de crescimento
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As comunidades de microalgas do biofilme, do inéculo e do meio de cultivo no
final da operacdo foram caracterizadas em nivel de género e, para 0os géneros
dominantes, as espécies presentes foram identificadas. Analise quantitativa foi
realizada, onde os individuos foram contados em camara de sedimentacado sob
microscopio invertido, conforme o método de UTHERMOL (1958). A densidade dos
organismos foi determinada usando os critérios descritos em APHA-AWWA-WEF
(2012). Para a analise qualitativa, a identificagcdo foi realizada em microscépio
invertido, conforme PARRA et al. (1982) e KOMAREK; FOTT (1983). Amostras
compostas foram obtidas, para cada reator, por meio da raspagem de 0,5 cm? - 1 cm?
em quatros pontos diferentes do biofilme. Com intuito de determinar a mudanga da
composicao de espécies e sua sucessao ecologica ao longo da formagéo do biofilme,
as amostras de biomassa aderida foram obtidas nos dias 172, 202, 25° e 32° dias de
operacao. Cada amostra foi diluida em 20 mL de agua destilada e conservada com
4% formol (acréscimo de 10% do volume Util) a 4° C até que as analises fossem
realizadas. Além disso, a taxa especifica de crescimento foi calculada com base nos
valores de densidade de organismos, conforme a Eq. 6.2.

_ (nX;-InXy)
a ti—to

Eq. 6.2

Em que, u é a taxa de crescimento especifica (d'), Xi € a densidade de
organismos (organismo m2) no tempo ti (dia) e Xo é a densidade de organismos
(organismo m) no tempo to (dia).

6.2.4.2.3. Composicao bioquimica

Ao final do experimento, toda a biomassa presente no RB foi raspada. A
biomassa foi seca em estufa a 105 °C e macerada. Uma Unica amostra composta de
biomassa foi obtida para os biofilmes dos trés reatores e foi caracterizada em termos
de carboidratos, lipideos, proteinas, cinzas e umidade. O conteudo de carboidratos foi
mensurado a partir do método de hidrolise acida quantitativa da biomassa (HOEBLER
et al., 1989), seguido pelo método do reagente fenol-sulfurico (DUBOIS et al.; 1956) e
lido em espectrofotdbmetro (490 nm), usando curva padrao de glicose. O conteudo de
proteina foi determinado, indiretamente, através do N total mensurado no método de
NTK (APHA, método 4500-Norg C) e o fator de conversao de N para proteina de 6,25
(ZHONG et al., 2012). O conteudo de lipideos foi determinado usando o método de
extracdo Soxhlet (AOAC, 2000), onde os lipideos neutros e de membrana foram
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discriminados. Os lipideos neutros foram extraidos no determinador de gordura
(Tecnal TE-044-8/50) por seis horas, utilizando o hexano 99% como solvente. Apds,
os lipidios de membranas foram extraidos com etanol 96% por trés horas. Os lipideos
neutros e de membranas foram quantificados por gravimetria. Por fim, para determinar
o teor de umidade e cinzas, a biomassa aderida foi submetida a secagem em estufa
a 105°C até atingir massa constante (EN 14771-1:2009) e combustdao em mufla a
550°C durante 3 horas (EN 14775:2009) e as quantificacoes se deram pela diferenca

de peso antes e apds cada etapa.

6.2.4. Balanco de massa de nitrogénio

O N esta presente nas aguas residuarias em diferentes formas e existem
varios mecanismos para sua remocao, seja por processos fisico-quimicos ou
biologicos. No presente estudo, atencdo especial foi dada para o tratamento de N e
um balan¢o de massa foi realizado. Conforme COUTO et al. (2015), o balanco de N
total pode ser realizado, considerando que a carga de N que entrou nos reatores é
equivalente a carga efluente, somado ao N consumido nos processos de
desnitrificacdo, volatilizacado e sedimentacédo. Assim, no presente estudo, o balango
foi realizado por meio a Eq. 6.3 (adaptada de COUTO et al., 2015), que também
considera o N presente no biofilme.

Naen = @ X NTin = (@ X NToue) + Ny + Nogg + (“222225)| - Eq, 6.3

Em que, Nden € 0 nitrogénio desnitrificado (mg d'), Q é a vazéo (L d'), NTin é
a concentragdo inicial de nitrogénio total (mg L"), NTout € a concentracéo final de
nitrogénio total (mg L), Nvoi € a carga de nitrogénio volatilizado (mg d'), Nsed € a
carga de nitrogénio sedimentado (mg d'), Nuicfime € a concentragdo de nitrogénio no
biofilme no 322 dia de operacdo (mg m3), S é a area superficial Gtil do RB (m?) e Top
€ o tempo de operacéo (d).

Os valores de N total do esgoto doméstico antes e ap6s o tratamento foram
mensurados e representam a soma dos valores de NTK e nitrato. As andlises para
sua quantificagao foram descritas na Se¢ao 6.2.4.1. O contetdo de N no biofilme foi
determinado pelo método de Kjeldahl com amostras umidas de 0,5 — 1,0 cm?, que
foram coletadas de quatro pontos diferentes do reator. Utilizou-se a formula para
determinar N de amostra de lodo adaptada de APHA-WEF-AWWA (2012), na qual o
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peso da biomassa seca do biofilme foi obtido por meio dos valores de sélidos totais
(Equacéao 6.4). O conteudo de soélidos totais foi mensurado segundo APHA-AWWA-
WEF (método 2540 E, 2012) e procedimentos de coletas foram descritas
anteriormente (Sec¢ao 5.2.4.2.1). Além disso, o N também foi quantificado por area
(mg N cm™).

mgN _ (A-B) x 280
L~ STxS

Eq. 6.4

Em que, A é o volume de H2SO4 titulado por amostra (mL), B é o volume de
H2SO4 titulado para o branco (mL), ST € a producdo de massa de sélidos totais por
area (g m?2) e S é a area raspada para a determinagéo dos solidos totais (m).

COUTO et al. (2015) fizeram um balanco de N do tratamento de esgoto
doméstico em lagoas de alta taxa e, segundo os autores, como nesse reator ocorre
mistura constante do meio de cultivo, pode-se considerar que nao ocorreu
sedimentagao de nitrogénio. Contudo, nos RB aqui estudados, apesar de ocorrer uma
recirculacdo do meio de cultivo, ocorre sedimentagao na caixa plastica que armazena
o esgoto doméstico. Assim, os valores de N desnitrificado, volatilizado e sedimentado

foram calculados, dentro de uma unica variavel (Equagéo 6.5).
Ndesn+sed+vol =V X NTin - [V X NTout + (Nbiofilme X S)] Eq 6.5

Em que, Ndenssedsvol € @ massa de desnitrificado, sedimentado e volatilizado
(mg), NTin € a concentragao inicial de nitrogénio total (mg), NTout € a concentracéao
final de nitrogénio total (mg), V € o volume do meio de cultivo (L), Nbiofime € 0 nitrogénio
presente no biofilme (mg m=2) e S é a area superficial Otil do RB (m2).

Os resultados foram apresentados discriminando em (i) N orgéanico, (ii) N-
NHa4*, (iii) NOs', todos antes e ap6s o tratamento do esgoto doméstico, bem como (iv)
N desnitrificado, volatilizado e sedimentado e o N mensurado no biofiime. O N
organico mensurado para o esgoto tratado equivale ao N organico do esgoto
doméstico que nao foi removido do liquido e aquele que foi assimilado pela biomassa

suspensa.
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6.2.5. Andlise estatistica
O experimento foi realizado com ftriplicatas experimentais de forma
independente. Os resultados foram apresentados como valores médios e desvio
padrao, sendo que, para as figuras, o desvio padrao foi apresentado por barra de erro.

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Condigbes ambientais e tratamento de esgoto doméstico

O desempenho do tratamento em sistemas de microalgas é fortemente
influenciado pelas caracteristicas das aguas residuarias e condi¢des ambientais
(KUBE et al.,, 2018). Fatores ambientais, como radiagdo solar, temperatura e
condigbes do meio de cultivo, como pH e OD, influenciam no desenvolvimento e
produtividade primaria do biofilme (LIU et al., 2017). A temperatura afeta o equilibrio
ibnico (consequentemente o pH), a solubilidade de gases, como Oz e COz e as taxas
metabdlicas de microalgas e bactérias (LU et al., 2020). Além disso, temperaturas
mais altas sao responsaveis por encurtar a fase lag, afetando os estagios iniciais de
formacao do biofilme (DI PIPPO et al., 2014). Temperaturas média, maxima e minima
de 27,18; 32,83 e 20,60 °C foram observadas, respectivamente, no meio de cultivo
(Figura 6.2a). Ao longo da operagéao, ocorreram flutuagdes de cerca de 6°C de um dia
para o outro. Os biofilmes sdo mais sensiveis as flutuacoes de temperatura quando
comparado ao crescimento suspenso, uma vez que ele esta em contato com um
volume menor de agua, que tem papel tampéo na temperatura (MANTZOROU;
VERVERIDIS, 2019). Ainda assim, todos os valores registrados de temperatura se
encontram dentro da faixa ideal para o crescimento de microalgas que, apesar de
variar por espécie, normalmente, é de 10 a 35 °C (LIU et al., 2017).

O valor médio do pH medido do esgoto doméstico utilizado para alimentar os
RBs foi de 7,59 (Tabela 6.1) e o pH do meio de cultivo inicialmente foi de 8,65 (Figura
6.2b). Ao longo da operagao seu valor médio foi de 10,83, chegando a um valor
maximo de 11,54. Na maior parte da operacao, o pH se manteve acima 10. Esses
valores sugerem a ocorréncia de intensa atividade fotossintética, ocorrendo limitacao
de carbono inorgénico para o desenvolvimento algal. Como ndo houve suplementacao
de COz, os valores de pH se mantiveram altos.

A RFA (Figura 6.2c) média medida no local foi de 1425,8 uE m2 s2 e a maioria
dos valores registrados se mantiveram acima de 800 UE m? s?2 Essa variavel
influencia o crescimento da biomassa, favorecendo a atividade fotossintética (ASSIS
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et al., 2020). Os valores da RFA justificam as altas temperaturas do meio de cultivo,
bem como refor¢ca a ocorréncia de intensa atividade fotossintética. Além disso, a
irradiancia € um fator que promove a sintese de EPS (DI PIPPO et al., 2014), que sao

essenciais para o espessamento e amadurecimento do biofilme.
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A atividade fotossintética da comunidade microalgal ocorre durante o periodo
iluminado, resultando na producao liquida de Oz (KUBE et al., 2018). No primeiro dia
de operacdo, o OD do meio de cultivo foi de 8,85 mg L™'. Ainda que os reatores tenham
sido alimentados com esgoto doméstico com valores mais baixos de OD (Tabela 6.1),
a presenca de microalgas adicionadas pelo indculo e que se desenvolveram durante
a operacao, resultou no incremento de OD, atingindo concentracao média e maxima
de 11,36 e 21,00 mg L, respectivamente.

Existem varias vias de remocao de poluentes no biofilme microalgal-
bacteriano, como absorcao de nutrientes inorgéanicos, nitrificacao e desnitrificacao,
volatilizagcdo de amédnia, oxidacdo anaerdbica de aménio, bem como adsorcédo de
materiais organicos e inorganicos (LIU et al., 2017). A Tabela 6.1 resume os valores
das variaveis de qualidade de agua do esgoto doméstico (médias e desvio padrao),
utilizado como meio de cultivo, e do efluente tratado nos reatores durante os 32 dias
de operacao. A eficiéncia de remocao de DQO foi de 19,0%, enquanto para Ps, NKT,
N-NH4* foram de 81,5%, 75,8% e 99,4%, respectivamente. Isso releva o potencial do
reator para remoc¢ao de nutrientes, por outro lado, um processo anterior € necessario
para alcancar menores concentragdes de matéria organica.

Os valores de OD foram superiores a 3 mg L, indicando que n&do houve
limitacdo do requisito de Oz para degradacao aerdbica da matéria organica e, até
mesmo, para nitrificacdo (POSADAS et al., 2013). Ainda assim, a eficiéncia de
remocdo de DQOs foi baixa. Resultado mais promissor foi encontrado por
CHOUDHARY et al. (2017), que relataram eficiéncia de remogéao de DQOs de 80%
de chorume digerido anaerobiamente (concentragdo de DQOs = 2200 mg L") em RB
com pH constante igual a 7.

Ainda assim, ndo sao esperadas altas taxas de remocao de matéria organica
de aguas residudrias caracterizadas com altas cargas desse poluente em sistemas
baseados em microalgas, quando comparado a outras tecnologias convencionais
(como lodos ativados), pois sua performance é voltada para o polimento. Similarmente
ao que foi discutido para lagoas de alta taxa, os RBs devem ser entendidos como um
processo unitario inserido em sistema completo de tratamento de aguas residuarias
(COUTO; CALIJURI; ASSEMANY, 2020). Além disso, em sistemas hibridos avaliados
em escala piloto, foi relatado que a adicdo de BR n&o contribuiu para o aumento da
remocéao de DQO, logo, sua remocgao se deu na lagoa de alta taxa (ASSIS et al., 2020).
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Tabela 6.1 — Caracterizagao de variaveis de qualidade e eficiéncia de tratamento do esgoto

domeéstico.
_ Esgoto Reator de Eficiéncia de
Variavel . o B
doméstico  biofilme remocao (%)
pH 7,6 (0.3) - -

OD (mg L) 3,2 (0,8)
DQOs (mg L) 378,8 (79,0) 306,6 (16,1) 19,0

Ps (mg L") 8,4 (1,1) 1,5 (0,3) 81,5
NTK (mgL?')  67,6(52) 16,3(3,1) 758
N-NH+* (mg L") 62,8 (5,8) 0,4 (0,3) 99,4

N-NOs (mg L) 0,9 (1,1) 10,2(3,6) -

Nota: valores médios e desvio padrao em parénteses, n = 3. OD = oxigénio dissolvido; DQOs =

demanda quimica de oxigénio solivel; Ps = fésforo solivel; NTK = Nitrogénio total Kjeldahl; N-NHs* =
nitrogénio amoniacal total; N-NOs- = nitrato.

Por outro lado, o potencial do RBs na remocao de nutrientes é evidente.
POSADAS et al. (2013) compararam os desempenhos de biofilmes bacteriano e
microalgal-bacteriano durante o tratamento de esgoto doméstico, utilizando espuma
de PVC como material suporte, condigdes artificiais de luz (88 umol m? s para o
biofilme microalgal-bacteriano) e pH mantido préximo da neutralidade. Os autores
observaram eficiéncias de remoc¢des de carbono préximos (>80%) para ambos os
tratamentos, contudo, o biofilme microalgal-bacteriano ofereceu maior remocao de
nutrientes, no qual houve remocao duas vezes mais alta de N total e, para o fésforo,
nao houve remocéao no biofilme bacteriano.

O pH também influéncia o equilibrio de compostos quimicos presentes no
meio de cultivo (ASSIS et al., 2020). Como o pH atingiu valores acima de 9, a
volatilizagdo de N-NH4* e precipitacdo de P foi favorecida. Durante todo o
experimento, o percentual de amonia livre se manteve acima de 99,9% e, desse modo,
estava passivel de volatilizagdo. Esses processos fisico-quimicos garantem a
remocao desses nutrientes do meio liquido, contudo, sua recuperagao via assimilacao
da biomassa é reduzida. No presente estudo, acredita-se que esses tenham sido os
principais mecanismos de remogéo de nutrientes. Apesar disso, como foi observada
presenca de biomassa aderida no RB e suspensa no meio de cultivo, a assimilagéo
desses nutrientes também ocorreu. Por fim, o monitoramento de NO3s revelou um
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acréscimo de NOs™ (948,4%) no esgoto doméstico tratado, o que indica que parte do
N foi nitrificado pelas bactérias. Apesar do NOs ser uma fonte de N para as microalgas,
na presencga de N-NH4*, as microalgas absorvem preferencialmente essa forma de N
devido a menor quantidade de energia requerida para sua assimilagdo (NAGARAJAN
et al., 2020).

As eficiéncias de remocgao de nutrientes aqui apresentadas sao proximos
aquelas reportadas na literatura para sistemas que incluem o crescimento aderido de
microalgas aplicado ao tratamento de aguas residuarias. ASSIS et al. (2019)
avaliaram o tratamento de esgoto doméstico em RBs com diferentes materiais
suportes (algodao, poliéster e nailon) em condic¢des climaticas préximas a do presente
estudo e encontraram altas eficiéncias de remocao de N-NH4+ superiores a 90% e Ps
superiores a 70%. Para o poliéster, ocorreu maior nitrificacao (incremento de 41%
contra 12% do algodao e 9% do naéilon), o que foi associado, pelos autores, com o
desenvolvimento de bactérias nitrificantes, cuja morfologia filamentosa contribuiu para
formacéo do biofilme. Eficiéncias de remocédo de DQOs (70 — 98%), Ps (88 — 93%),
N-NH4+ (93 — 98%) e N-NOs (93 - 100) foram reportadas no tratamento de aguas
cinzas, aguas residudrias de bovinocultura e chorume digerido anaerobiamente
(CHOUDHARY et al., 2017).

Para sistemas compostos por RBs verticais submersos em lagoas de alta taxa
foram obtidas eficiéncias de remocéo acima de 73,68% para o N total e 89,85% para
o fésforo total de efluentes sintéticos (ZHANG et al., 2018a). ASSIS et al. (2020)
operaram um sistema hibrido composto por lagoa de alta taxa acoplada a um RB
vertical com recirculagdo do meio de cultivo de 10h dia™'. Os autores observaram que
a assimilagéo de nutrientes da biomassa foi o principal responséavel pelas remogdes
de fésforo total (16,2%) e N-NH4* (77,3%), uma eficiéncia de remocao de DQO total
de 58,8% e incremento de N-NOs™ de cerca de 3800%.

Apesar das eficiéncias promissoras reportadas na literatura, POSADAS et al.
(2013) destacaram eficiéncias de remocao em RB alimentado com esgoto doméstico
de 91% e 70% para carbono e nitrogénio, respectivamente, sendo que apenas 50% e
36% foram recuperados no biofilme microalgal-bacteriano. Para o fésforo o resultado
foi mais promissor, uma vez que ocorreu remocao de 85 + 9% e recuperagao no
biofilme colhido de 85 * 13%. No presente estudo, a assimilagdo de Ps no biofilme
nao foi avaliada, ou seja, ndo foi possivel estimar a participacao do biofilme em sua
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remocao. A Secao 6.3.3 abordara o balanco de N e discutira melhor os mecanismos
para sua remocao, bem como o papel do biofilme para sua recuperacao.

6.3.2. Crescimento de biomassa suspensa e aderida

A adeséo inicial de biomassa no RB foi observada desde o primeiro dia de
operacao. O espessamento do biofilme foi acompanhado e, apds 17 dias, observou-
se uma camada espessa de biofilme, que poderia ser raspada sem comprometer a
sua integridade, permitindo a realizacdo de todas as andlises sem interferir no
monitoramento posterior. E possivel um aumento nas concentragdes de STV e
clorofila-a nesse periodo (Figura 6.3a e b). Para os STV observou-se um crescimento
maior entre 17 — 25 dias, enquanto para clorofila-a ocorreu um aumento entre os dias
17 e 20, seguido de concentracdes mais estaveis e, apds, um pico do crescimento
(32° dia).

A relacao N:Ps (baseado em N total) do esgoto doméstico variou em uma faixa
de 6:1 — 12:1 ao longo do experimento. Como foi utilizada agua residuéria real, a
variabilidade da sua composicao, refletida nas concentragdes afluentes de nutrientes,
€ comumente encontrada em estacdes de tratamento, o que justifica a variacdo na
relagdo N:P. Essa proporcao é préxima ao valor medio ideal para microalgas de agua
doce de 12:1 (HEALEY, 1973, DUBOC et al., 1999, AHLGREN et al., 1992). BOELEE
et al. (2011) encontraram razdo molar N:P de capacidade maxima de absor¢ao de
14:1 ao avaliar os efeitos de diferentes cargas de nitrato e fosfato no crescimento de
biofilme.
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Figura 6.3 — Monitoramento de (a) sélidos totais volateis e (b) clorofila-a ao longo da formacéao do

biofilme (n=3, barras verticais representam o desvio padrao).
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Os parametros de produgdo de biomassa foram 24,2 (4,4) g STV m2e 0,3
(0,03) g clorofila-a m2, no dia 17, e de 55,7 (5,9) g STV m2e 0,9 (0,1) g clorofila-am-
2 ao final do experimento (Figuras 6.3a e 6.3b). Os valores de produtividades aqui
reportados foram comparados com outros da literatura (Tabela 6.2). Apesar da
assimilacdo de nutrientes nao ter sido o principal mecanismo de remogao dos
nutrientes, a produtividade de STV foram préximas as observadas por POSADAS et
al. (2013) e ASSIS et al (2019) (quando o poliéster foi utilizado como material suporte).
Por outro lado, foram menores daquelas relatadas por ASSIS et al. (2020), que
reportaram menores valores de pH e predominancia da assimilagdo das algas na
remocao de nutrientes (CHOUDHARY et al., 2017; ASSIS et al; 2017; ASSIS et al.,
2020). Ressalta-se que os estudos apresentados na Tabela 6.2 foram realizados sob
diferentes condi¢cées de cultivo e configuragdes de reator, bem como diferentes

métodos de quantificagcdo de biomassa.
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Tabela 6.2 — Produtividade de biomassa, remocao e recuperacdo de N em RBs encontrados na literatura e neste estudo.

Biorreator/ Meio de cultivo/ Carga NT Produtividade (g N removido z\lmn(; biofilme Referéncia
Material suporte Concentracado de Ne P (g m2dia?) m2dia) (%) ng/g
biofilme)
Retor vertical " C -
Tecido geotéxtil de g‘%“f"{erﬁ'd‘;";‘['a municipal 5 mg N/L 27-45 6-28% 55 ;%?Ekl)_)EE etal,
polietileno ’ 9
Reator vertical " o
) o Agua residuaria sintética BOELEE et al.
Tecido geotéxtil de 1o 31 -1 0,8 2,7-7.2 - ~77
polietileno 10 mg NOs L' e 1,1 mg PO43L (2014a)
Reator vertical acoplado  Esgoto doméstico
auma lagoa de altataxa 37,3 N-NHs* mg/L, 1,6 NOs mg/L e 7,462 e 16° 5,87 - 9,99¢ 79— 84%9 40— 49¢ ASSIS et al. (2017)
Algodao 5,2 Ps mg/L
Reator vertical acoplado  Esgoto doméstico 0,08 (clorofila-a)°
a uma lagoa de altataxa 87,4 N-NH4* mg/L, 1,1 NO3 mg/L e 17,482 ¢ 0,22° 2§3 83 (SVT)e 77,3¢ ND ASSIS et al. (2020)
Tecido poliéster Ps mg/L ’
Reator vertical Aguas cinzas. 29,8 mg N-NH4*/L, 6,2 b 100P CHOUDHARY et
TNT mg NOs mg/L e 24,5 Ps mg/ L 0.122€0,02° 364 94,22 50,9 al. (2017)
Efluente bovino 91b
137,5 mg N-NHas*/L, 125 mg NOz- 0,552 e 0,50 4,0 082 68,3
mg/L e 131 Ps mg/ L
Estrume digerido anaerobiamente
253,5 mg N-NH4*/L, 72,6 mg NOs- 1,02 e 0,29° 3,1 93a 69,9
mg/L e 256,8 Ps mg/ L
Biorreator de biofilme . POSADAS et al.
Espuma de PVC Esgoto doméstico 1,2 0,5-3,1 70 70 (2013)
: Agua residuaria sintética BOELEE et al.
Pista de fluxo 10 mg L-' NOs e 1,1 mg L PO4? 3,5 45-9,9 - 49,9 (2014a)
- . 1,74 £ 0,19 (STV)
Reator de biofilme Esgoto doméstico 75,8¢
Tecido poliéster 4,1 0,028 ir 0,003 99,42 62,91 Esse estudo
(clorofila-a)

ayalor para amonio; b valor para nitrato; ¢ valores obtidos apenas no RB; ¢ valor obtido para remogéo de aménio no sistema hibrido; ¢ remogao de NTK; ND:

nao determinado.



84

6.3.3. Taxa de remocéao e balanco de massa nitrogénio

Os valores de NTK e N-NH4* se mantiveram abaixo de 20,5 (0,9) e 0,7 (0,5)
mg L' ao longo do experimento, respectivamente (Figuras 6.4a e 6.4b). Para o N-NOs-
, apesar dos incrementos j& mencionados, as concentracdes se mantiveram abaixo
de 20,3 (7,4) mg L (Figuras 6.4c). As taxas de remocdo de NTK e N-NH4* foram de
10,4 € 9,5 mg L' dia'. Essas taxas sdo superiores as relatadas por TAO et al. (2017)
em um biorreator airlift de biofilme de 1,0 mg N L dia. Contudo, ressalta-se o
incremento de nitrato no presente estudo.

A concentracao de N no biofilme (Figura 6.4d) seguiu a mesma tendéncia da
clorofila-a (Figura 6.3b), enquanto o teor de N também mostrou um comportamento
proximo. Como o nitrogénio € um macroelemento essencial para microalgas e sao
utilizados na sintese de proteinas e acidos nucleicos (KUBE et al., 2018), justifica-se
as semelhancas nas tendéncias das variaveis e sugere que o N presente no biofilme
€ predominantemente aquele assimilado pela comunidade microalgal. Ao longo do
experimento, o teor de N no biofilme atingiu o pico de 65,0 (3,8) mg g biofilme! (peso
seco) no dia 25 e a concentragio de N no biofilme final foi de 5796,0 (546,5) mg m.

Dessa forma, nas condigOes e dias avaliados, a assimilacao de N pelo biofilme
foi, em média, de 61,1 (3,5) mg g biofilme™', ndo demonstrando grandes variagdes ao
longo da formacgao do biofilme. Esse resultado vai contra ao que era esperado, pois
se acreditava que, a medida com o que o biofilme fosse se tornando mais espesso,
as concentracdes de EPS, que sao responsaveis por manter o biofilme unido,

pudessem contribuir para o aumento do teor de N.
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Figura 6.4 — Valores de (a) NTK, (b) N-NH4*, (c) N-NOs-, (d) teor (eixo a esquerda) e producgéao (eixo a direita) de N ao longo da formacgéo do biofilme (n=3,
barras verticais representam o desvio padrao).
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Por outro lado, ainda que ocorra maior producao de EPS ao longo da
formacao do biofilme, as propor¢des de microalgas, bactérias e EPS variam de modo
que o biofilme seja composto, principalmente, por uma populagédo densa de células
de microalgas (SCHNURR; ALLEN, 2015). Dessa forma, a concentragao de proteinas
do EPS do biofilme poderia ser, de fato, menos representativa para o contetudo de N
do biofilme. SHEN et al. (2016) reportaram razdes EPS/biofilme variando de cerca de
85 a 40 mg g biofilme™!, quando cultivados em aguas residuérias de suinocultura, o
que representa uma pequena proporgcédo do biofilme. Assim, estudos futuros podem
se concentrar em compreender quais 0s mecanismos e as formas de N presentes
dentro do biofilme, o que contribuiria para otimizar a sua recuperagdo em RBs.

E possivel observar uma tendéncia de espessamento do biofilme dentre os
dias avaliados (Figura 6.3), apesar de nao ser verificada grande variagdo no teor de
N entre o 17° e 32° dia de cultivo. Apesar disso, o incremento de proteina do EPS
poderia ter causado efeitos mais expressivos antes do dia 17 ou prolongando o
periodo de cultivo e avaliagdo do biofilme. No presente estudo, isso ndo pode ser
concluido. Ressalta-se que em estudo anterior (dados ndo apresentados), observou-
se que a formacéao do biofilme aconteceu de forma predominante a partir da adesao
de células oriundas do cultivo suspenso. A multiplicagao de células por divisdo celular
dos microrganismos ja aderidos ao meio suporte nao foi observada, ndo ocorrendo o
espessamento do biofilme pela aderéncia a matriz EPS. Dessa forma, suspeita-se da
auséncia dessas substancias no biofilme, seja pelo estagio de maturacéo do biofilme
ou pela incapacidade de espécies dominantes excretarem os EPS (secao 6.3.4).

Em termos de area, a producgao de N variou em 1.642,2 mg N m2 (dia 17, ou
seja, 96.6 mg N m2dia') a 5.796,0 mg N m? (dia 32, ou seja, 120,1 mg N m2dia™’).
Como o teor de N ndo variou na mesma proporcao entre os dias avaliados, e houve
um aumento da producao do biofilme, as concentracées de N também aumentaram,
uma vez que a area disponivel para o crescimento aderido é fixa. Compreender esse
parametro pode orientar projetos de RBs para o tratamento de aguas residuarias a
respeito das necessidades de area de material suporte para o crescimento aderido a
fim de recuperar de N por meio do biofilme.

Apesar das concentragoes de N (em especial N-NH4*) no esgoto doméstico
serem consideraveis, com médias de 62,79 mg N total L', como ocorreu nitrificagéo
e o pH elevado favoravel a volatilizacdo da amoénia, o biofiime se desenvolveu em

concentragdes mais baixas de N. A carga e taxa de aplicagcao superficial médias de N
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total que entraram na unidade de tratamento foram de 205,6 mg NT dia' e 4,1 g NT
m2 dia™' (considerando a area util do RB), respectivamente. A recuperagao de N no
biofilme foi de 180,1 mg NT m2 dia™', considerando o teor observado no ultimo dia de
operacao. Apesar das condi¢cbes para assimilacao de N pelas microalgas ndo terem
sido ideais (devido ao pH), o seu teor no biofilme foi superior a aqueles observados
por ASSIS et al. (2017), porém menor do que aqueles encontrados por POSADAS et
al. (2013) e CHOUDHARY et al. (2017) (com exceg¢ao do biofilme crescido em aguas
cinzas), ainda que tenham sido aplicadas cargas menores de N (Tabela 6.2).

BOELEE et al. (2011) avaliaram os efeitos de diferentes taxas de aplicagao
de N e P aplicadas em RB (cultivado sob iluminacéo artificial de 40 mmol de fétons m-
25" e concentragdes de CO2 mantidas em 2%) e observaram que os teores de N e P
da biomassa aumentaram com o aumento das taxas de aplicacdo até valores
méaximos de 1,0 g N-NOs m2 dia”' e de 0,13 g POs4¥m2 dia™'. A partir disso, o teor de
N tendeu a se estabilizar (0,048 g N g biomassa™'), enquanto o de P cresceu em taxas
baixas. ZHUANG; LI; NGO (2020) discutiram as relagdes entre as cargas de nitrogénio
total e fosforo total e suas respectivas eficiéncias de remocgéo, baseado na revisdo de
120 estudos voltados para o cultivo ndo suspenso em aguas residuarias. Os autores
verificaram que as taxas de N total e P total variaram amplamente de 0,1 a 150 mg L-
! dia' e que as eficiéncias maximas de remocgdo nido apresentaram tendéncia
decrescente proporcionalmente ao aumento da carga. Contudo, entre os estudos
havia diferentes condi¢des de cultura (ZHUANG; LI; NGO, 2020). Assim, acredita-se
que a carga de nutrientes aplicada nos RBs e a capacidade de assimilagdo N na
biomassa contida no biofilme pode ser mais bem explorada por estudos futuros.

O balango de massa (Figura 6.5) reforca os resultados aqui mencionados
(tépico 6.1) a respeito dos principais mecanismos de remocao de N. Cerca de 59,6%
do N removido do esgoto doméstico foi relacionado aos processos de desnitrificacao,
sedimentacdo e volatilizacdo, enquanto, por meio do biofiime, 4,2% de N foi
recuperado. No esgoto tratado, foram quantificados remanescentes de N organico
(21,8%), N-NH4* (0,5%) e N-NOs3 (13,9%). O percentual de N organico inclui o N
assimilado pela biomassa suspensa contida no meio de cultivo, explicando assim seu
aumento em relagdo ao percentual inicial do esgoto doméstico (13,0%). Como o
percentual inicial de N-NOs e N-NH4* eram de 1,3% e 85,7% no esgoto domeéstico,
respectivamente, ha um comportamento inverso, com aumento do primeiro e

decaimento do segundo.
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Figura 6.5 — Formas de nitrogénio do esgoto doméstico bruto e tratado no RB.

100% Norg
80% B N-NH4*
60% EN-NOs~
40% H Biofilme
20% W Desnitrifica¢do/

Sedimentagdo/
Volatilizagado
0%
Esgoto doméstico  Reator de biofilme

Em balangos de massa realizados para cultivos suspenso foram relatados
altas perdas de N para atmosfera (PULGARIN et al., 2021), sendo que o controle de
pH e adicao de COz representam abordagens possiveis para otimizar a recuperagao
de N ou predominancia do processo de nitrificacdo (COUTO et al., 2015). Pequeno
incremento no contetudo de N do biofilme produzido em sistemas hibridos (composto
por lagoa de alta taxa e RB) de 40 mg N g biofilme™! para 49 mg N g biofilme' ao incluir
suplementacdo de CO2 na lagoa foi relatado, mas ndo houve aumento significativo
nas eficiéncias de tratamento de nutrientes de esgoto doméstico (ASSIS et al., 2017).

BOELEE et al. (2014a) realizaram balanco de massa de N em RBs e
observaram 26% e 63% de recuperacao de N em biofilmes cuja colheita era realizada
integral e parcialmente (considerando a area superficial do RB), respectivamente.
Apesar do balango de massa nao ter ser concluido por BOELEE et al. (2014a), o
estudo demonstrou que adotar estratégias de colheitas parciais (metade da area do
biofilme) oferece maior recuperacao de N. Os conteldos de N na raspagem integral
(77,9%) e parcial (76,7%), correspondendo as diferencas da produtividade explicam
essa vantagem.

Dessa forma, estudos futuros voltadas para estratégias de recuperagdo de N
por microalgas e, especialmente, em biofime devem ser encorajados. Ja foi
demonstrado que a biomassa aderida oferece simplicidade a etapa de colheita, maior
recuperacdo e concentracdo de sélidos, além de garantir menores impactos
ambientais quando comparada a colheita por sedimentagéo gravitacional (FERREIRA
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et al., 2020). Acredita-se que o RBs possam ser bem recebidos para o cultivo de
microalgas em larga escala e, assim, o biofilme pode representar a principal forma de
biomassa colhida. Ressalta-se que, para que novas estratégias sejam aplicaveis aos
sistemas de tratamento de dguas residuarias, elas devem ser tragcadas considerando
as limitagdes e desafios desse contexto, como as mudancas sazonais das condicoes
climaticas, variabilidade das caracteristicas das aguas residuarias, policultivo de

microrganismos e necessidade de baixos custos.

6.3.4. Mudancas da composicao de microalgas durante a formacéao do biofilme

A densidade de organismos do biofilme em todos os RBs, em unidade
logaritmica, foi de 10" org m? (172 dia) e se manteve em 102 org m2 nos demais
dias monitorados (Figura 6.6a). Esse resultado € proximo ao encontrado em outros
estudos de crescimento aderido (ASSIS et al., 2020) e supera aqueles observados no
crescimento suspenso (ASSIS et al., 2020). Maior concentragdo da biomassa por area
contribui com reatores mais compactos, o que oferece vantagem para o cultivo
baseado em biofilme.

O inéculo (biomassa suspensa inicial) utilizado no experimento foi
caracterizado com abundéancia das cloroficeas Scenedesmus acunae (89,0% de
cendbios e 0,2% de células individuais) e Chlorella vulgaris (9,4%) e da cianobactéria
Limnothrix planctonica (1,4%) (Figura 6.6a). Ocorreram mudancgas na abundancia de
espécies da biomassa suspensa e aderida final (dia 32) em relagao ao inéculo utilizado
(Figuras 6.6b e 6.6¢). No final da operacdo, as mesmas espécies apresentaram as
seguintes abundancias: Chlorella vulgaris (64,4%), cendbios de S. acunae (31,4% de
cenbbios e 1,0% de células individuais) e Limnothrix planctonica (3,1%) para
biomassa suspensa. Para o biofilme final, as abundancias de Chlorella vulgaris,
cenobios de S. acunae, Scenedesmus acunae e Limnothrix planctonica foram de
82,6% (8,0), 2,3% (2,0), 10,5% (5,7), 3,9% (0,5) e, diferentemente do inéculo e
biomassa suspensa, houve abundancia de 0,8% (0,1) da cianobactéria do género
Pseudanabaena sp. Os desvios padrdes revelam pequenas mudancas na
comunidade microalgal dos trés reatores operados, 0 que sugere que o0 experimento
proporcionou condi¢des bastante semelhantes para o desenvolvimento do biofilme. A
taxa especifica de crescimento, para o intervalo 17 a 32 dias, foi de 0,06 (0,04) d-'.

Comumente, em biofilmes fotossintéticos nao axénicos, ocorre dominancia de

cloroficeas unicelulares e filamentosas e de cianobactérias (SCHNURR; ALLEN,
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2015). Os seus mecanismos de adesao podem variar, por exemplo, a maioria das
cianobactérias se fixam ao material suporte por meio da producdo de EPS
(MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Chlorella, Oscillatoria e Pseudanabaena foram
observados em biofilme de RBs de disco, cultivado em efluente do digestor anaerdbio
(ap6s passar por prensa de esteira) de uma estacao voltada para o tratamento de
aguas residuarias municipais (HILLMAN; SIMS, 2020). O RB foi operado sob
condi¢cdes ambientais e com altos valores de RFA (valor médio diario maximo de 1.348
umol m2 s1) (HILLMAN; SIMS, 2020). Os autores apontaram que, as microalgas,
especialmente as espécies filamentosas, cresceram em camadas mais internas do
biofilme, onde haveria sombreamento das camadas superiores e que a fotoinibicao
pode ter limitada o desenvolvimento de um biofilme com maior biodiversidade de
microalgas (HILLMAN; SIMS, 2020).
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Figura 6.6 — (a) Densidade total de organismos e abundancias de individuos no (b) inéculo e

biomassa suspensa no final da operacéao e (c) no biofilme ao longo de sua formagéo.
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As mudancas da abundancia de individuos da comunidade microalgal do
biofilme revelou que a Chlorella vulgaris se manteve como espécie mais abundante
nos dias avaliados (Figura 6.6c). BOELEE et al. (2014b) realizaram andlise
taxonémica das espécies presentes no biofilme (em diferentes meses de operacéo) e

observaram a presenca de Pseudanabaena sp., Chlorella sp. e cepas do género
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Scenesdesmus sp., contudo, a espécie dominante em todos os dias monitorados
foram da cianobactéria Phormidium autumnale. BOELEE et al. (2014a) observaram a
Pseudanabaena e Scenedesmus em camadas inferiores de biofilme cultivado RB
vertical e os autores sugeriram que elas poderiam estar adaptadas a exposi¢ao
prolongada a condigbes de limitagao de luz.

ASSIS et al. (2020) observaram que a Chlorella vulgaris foi a espécie mais
abundante (>60%) no RB (em maior parte de sua operagéo) alimentado com esgoto
doméstico. A Chlorella vulgaris € incapaz de produzir EPS por si mesma
(KATARZYNA; SAl; SINGH, 2015), requerendo a presenca outras espécies presentes
para a formagéo de biofilme (IRVING; ALLEN, 2011). Contudo, ela j& foi observada
em biofilme (sobre material de algodao) em condigdo axénica (GROSS et al., 2013).

Com excecédo da Chlorella vulgaris, as demais espécies sofreram pequenas
variagdes na abundancia, com excecao de S. acunae (cendbios) que se destacou no
dia 25 (20% de abundancia de individuos). Além das espécies e género mencionados,
a cianobactéria Oscillatoria sp. foi observada em menor propor¢ao (~0,1%) nos dias
20 e 25. De modo geral, ndo houver mudancas consideraveis na abundancia dos
individuos de microalgas do biofilme. Esse pode ser um fator que ajuda a justificar as
poucas variagdes no teor e producéo de N relatadas anteriormente (Figura 6.4d), uma
vez que as relagoes estequiométricas N:P das microalgas variam conforme a espécie.

A sucessao das espécies do biofilme é afetada pela sua maturidade, fatores
biéticos (tipo de espécies) e abibdticos (intensidade de luz, temperatura, concentragées
de nutrientes e taxas de cisalhamento) (SCHNURR; ALLEN, 2015). DI PIPPO et al.
(2014) demonstraram que a diversidade diminui durante o desenvolvimento do
biofilme. Microalgas do género Scenedesmus possuem crescimento rapido e séao
apontadas como responsaveis por encurtar a fase de atraso em biofilme cultivado em
irradiancia alta (DI PIPPO et al., 2014) e como pioneiras (ROESELERS; VAN
LOOSDRECHT; MUYZER, 2007). Por outro lado, as cianobactérias possuem
colonizacdo mais lenta (DI PIPPO et al., 2014). ROESELERS; VAN LOOSDRECHT;
MUYZER (2007) reportaram um biofilme no qual algas verdes foram pioneiras e
cianobactérias dominaram a fase exponencial e madura.

PAQUETTE et al. (2020) também se dedicarem a investigar as mudancgas na
dindmica de um biofilme inoculado com Scenedesmus obliquus e pré-condicionado
com aguas residuarias por meio de sequenciamento de genes de rRNA 16S e 18S.

Os autores reportaram um aumento de cianobactérias, cloroficeas e diatomaceas,
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sendo que Chlorella e Leptolyngbya se estabeleceram rapidamente, enquanto, apds
um o tempo, as diatomaceas e dinoflagelados fotoautotréficos. Os autores
observaram que as cloroficeas se tornavam mais abundantes no periodo intermediario
e, logo apds, declinavam consideravelmente, quando as cianobactérias se tornaram
dominantes ao final do experimento, possivelmente favorecidas pela limitagdo de luz
causada pelo espessamento do biofilme, uma vez que ela supera as algumas algas
verdes na absorcao de luz (PAQUETTE et al., 2020).

Os relatos apresentados da literatura sugerem que as pequenas mudangas
na abundancia de individuos podem ser justificadas por algumas dessas hipéteses: (i)
altos valores de RFA durante o experimento limitaram o estabelecimento das espécies
encontradas ou (ii) apos 17 dias, o biofilme ja estava em uma fase mais madura e com
espécies dominantes ja estavam estabelecidas.

Os géneros Chlorella e Scenedesmus tém se mostrado aplicaveis para o
tratamento de aguas residuarias, possuindo alta taxa de crescimento e alta tolerancia
ambiental (SUNDARRAJAN et al., 2019). Elas sdo capazes de se adaptar em
diferentes dguas residuarias e toleram ampla faixa de pH e temperatura. Similarmente,
as cianobactérias que dominam biofilme fotoautotréficos suportam salinidade, acidez,
dessecagdo, bem como uma ampla faixa de temperatura (BHARTI;
VELMOUROUGANE; PRASANNA, 2017).

As aguas residudrias sao alternativas de baixo custo para o cultivo de
microalgas e é provavel que ela seja utilizada em escala industrial e em condicao nao
estéril (PAQUETTE et al., 2020). Dessa forma, compreender a dindmica natural de
estabelecimento de espécies pode orientar melhores rotas de aproveitamento de
bioprodutos/componentes mais favoraveis da biomassa e apoiar decisdes

operacionais, como o periodo de colheita.

6.3.5. Composicao bioquimica do biofilme

Os teores de componentes bioquimicos do biofilme foram caracterizados
(Tabela 6.3). A biomassa apresentou maior teor de proteina (35,0%), que foi préximo
ao reportado por ASSIS et al. (2019), de 24,7%, com cultivo em esgoto doméstico.
Por outro lado, os valores de cinzas (20,9%) e carboidratos (20,7%) dos autores foram
maiores (ASSIS et al., 2019). A composicao bioquimica das microalgas € influenciada
pela composicdo bioquimica, pH e temperatura do meio de cultivo e pela intensidade
luminosa (KESAANO et al., 2015). Aguas residuarias com maior disponibilidade de N
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resultam em uma biomassa com maior quantidade de proteinas, como observado por
CHOUDHARY et al. (2017). Os valores de carboidratos e lipideos neutros e de

membrana foram proximos aos observados por ASSIS et al. (2020).

Tabela 6.3 — Caracterizagdo bioguimica da biomassa aderida.

Componente bioquimico Y%
Carboidratos 13,3 (1,5)
Proteinas 35,0 (0,8)
Lipideos neutros 5,3 (0,2)
Lipideos de membrana 11,0 (0,3)
Cinzas 13,1 (0,2)
Umidade 4,0 (0,09)

Nota: valores médios e desvio padrdo em parénteses calculados em funcao do peso seco do biofilme.

Foi demonstrado que o conteludo de lipideos ndo é afetado pelo tipo de
material suporte utilizado (GENIN; AITCHISON; ALLEN, 2014; JOHNSON; WEN,
2010; SCHNURR; ESPIE; ALLEN, 2013), contudo, é influenciado pela limitagdo de N
(CHOUDHRY et al., 2017), intensidade de luz e composicao de espécies (KUMAR et
al., 2019; XU et al., 2017). KUMAR et al. (2019) observaram, ao realizar cultivo
sintético de consorcios de microalgas (compostos predominantemente por Chlorella e
Scenedesmus) em escala de laboratério, que o aumento da intensidade de luz (100,
200 e 300 pmol m2s) possui correlagdo significativa e positiva com a producédo de
lipideos. Apesar do cultivo ocorrer em altas intensidades de luz, as concentragdes de
N levaram a um maior teor de proteinas.

A producéo de lipideos neutros foi de 0,05 (0,01) g m2 (0,002 g m2dia'). Esse
resultado é menor do que a produtividade lipidica (0,06 a 0,13 g m? dia') reportada
por GENIN; AITCHISON; ALLEN (2014), apesar do conteudo lipidico ter sido proximo
6 — 8%. A diferenca entre as produtividades lipidicas pode ser explicada pelas
diferencas na produtividade dos biofilmes. Em biofilme em cultivo ndo estéril,
normalmente, ha muito mais EPS, bactérias e cianobactérias em sua composicao, que
possuem teor lipidico menor, o que, consequentemente, afeta a produtividade lipidica
da biomassa total (SCHNURR; ALLEN, 2015).
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6.4. Conclusoes

Durante o desenvolvimento do biofilme, os processos de sedimentacao,
volatilizagao e nitrificacao foram os principais mecanismos de remocao de N e apenas
4,2% de N foi recuperado no biofilme colhido. Ainda sdo necessarios esforgos para
desenvolver estratégias voltadas para obter maior conteudo de N no biofilme,
especialmente, considerando que esse método de cultivo oferece colheitas mais
simples e com maiores eficiéncias de recuperag¢ao da biomassa. A producao de N do
biofilme ndo sofreu grandes variagdes ao longo dos dias monitorados e seguiu a
mesma das concentragdes de clorofila-a, dessa forma, acredita-se que a producao de
organismos fotossintetizantes € o que favorece a recuperacao de N no biofilme.

Nao houve grandes variacbes da comunidade microalgal, uma vez que as
mesmas espécies mais abundantes foram observadas ao longo dos dias avaliados. A
Chlorella vulgaris teve abundéancia acima de 72% nos dias monitorados. Como as
aguas residuarias precisam de tratamento e sao candidatas de baixo custo para a
producao de microalgas, compreender a mudanca e composicao final de espécies do
biofilme pode contribuir como o monitoramento e operag¢do da unidade de tratamento
e orientar estratégias de gestdo da biomassa colhida.
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7. CAPITULO lll. EFEITOS DO PERIODO DE COLHEITA DE BIOFILME
MICROALGAL-BACTERIANO CULTIVADO EM ESGOTO DOMESTICO NA
PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E BIOPRODUTOS

Resumo

Os sistemas de cultivo aderido tém se mostrado promissores para o cultivo de
microalgas e aplicaveis ao tratamento de aguas residuarias. Dentre os parametros de
operacao que interferem em sua performance, cita-se o periodo de colheita, cujos
efeitos na producdo de biomassa e bioprodutos ainda merecem atencédo. Nesse
sentido, o presente estudo buscou avaliar os efeitos de diferentes periodos de colheita
na producdo de biomassa e carotenoides. A sua influéncia durante o tratamento de
esgoto doméstico também foi investigada. Reatores de biofilme foram operados em
condicoes outdoor e avaliados em periodos de colheita de 12, 18 e 24 dias. Variaveis
de qualidade de agua foram monitorados ao longo do experimento e, a cada colheita,
o rendimento e produtividade de biomassa total, clorofila-a e carotenoides foram
quantificados. A performance dos reatores para remocao de nitrogénio amoniacal e
fosforo soluvel ndo mostrou diferenga significativa (p > 0,05). O biofilme colhido em 18
dias teve producdo de biomassa total e clorofila-a 2,7 e 3,2 vezes maior,
respectivamente, quando comparado a colheita em 12 dias. Por outro lado, maior
produtividade de carotenoides foi observada para o menor periodo de colheita. Assim,
a determinacgao do periodo de colheita deve estar atrelada a rota de valorizagdo da
biomassa que se deseja e se adeque a escala e contexto de estacdes de estagdes de

tratamento de aguas residuérias.

Palavras-chave: Crescimento aderido. Microalgas. Colheita. Carotenoides.

Tratamento de aguas residuarias. Recuperacao de recursos.
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7.1. Introducao

Os sistemas de crescimento aderido de microalgas possuem potencial para
aplicacao no tratamento de aguas residuarias (SINGH; PATIDAR, 2021). As aguas
residuarias, por sua vez, representam um meio de cultivo de microalgas de baixo custo
(COUTO; CALIJURI; ASSEMANY, 2020) e sao uma fonte para recuperacédo de
energia e nutrientes em uma perspectiva de bioeconomia circular (NAGARAJAN et
al., 2020). Para aplicacdo bem sucedida dessas tecnologias, a otimizacao de
parametros operacionais € importante para o desempenho continuo e estavel durante
o tratamento de aguas residuarias a longo prazo (LI et al., 2019).

O intervalo entre colheitas € um fator que influencia na formacéo do biofilme
e que, consequentemente, pode afetar a performance dos reatores de biofilme (RBs).
Os efeitos desse parametro sobre a produtividade de biomassa tém atraido atengéao
de pesquisadores (BOELEE et al., 2014; CHOUDHARY et al., 2017; GROSS et al.,
2013; JOHNSON; WEN, 2010; SHEN et al.,, 2014) e sua compreensdo pode ser
fundamental para o desenvolvimento técnico dos RBs e otimizagdo de producéo de
biomassa e biorremediagao.

Acredita-se que o periodo da colheita possa ser um parametro para ajustar a
produtividade de biomassa de microalgas. Intervalos muito curtos podem provocar
constantes fases de retardo no crescimento de células de microalgas, levando a
crescimento celular minimo e exigindo suas constantes adaptacbes ao ambiente
(GROSS et al., 2013; WANG et al., 2018). Por outro lado, a medida que o biofilme
cresce, em determinada espessura, as células comecam a desprender do
biofilme/material suporte devido a morte celular, parasitismo e privacdo de nutrientes
em camadas mais profundas (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019). Em condicoes de
deficiéncia de nutrientes, as substancias poliméricas extracelulares (EPSs) presentes
no biofilme podem ser degradadas pelas microalgas com dois diferentes propositos:
para se alimentarem ou para que se desconectarem do biofilme em busca de lugares
mais favoraveis para o seu desenvolvimento (SCHNURR; ESPIE; ALLEN, 2013).
Logo, ndo sédo recomendados intervalos entre as colheitas muito longos ou curtos.

Ainda nao existe um periodo étimo de colheita na literatura e sua aplicacao
varia entre 7 a 42 dias (ASSIS et al., 2017; LEE et al., 2014; ZHANG et al., 2018).
Dentre os estudos mais recentes que se dedicaram a avaliar esse parametro e seus
efeitos sobre sua produtividade, BOELEE et al. (2014) avaliaram a frequéncia e forma
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de colheita de um biofilme fotoautotréfico aderido em reator plano vertical e cultivado
em aguas residuarias sintéticas, com suplementacdo de CO:z e sob luz continua
artificial. O estudo de GROSS et al.,, (2013) foi realizado em RB rotativo e o
CHOUDHARY et al. (2017) avaliaram RB inclinado em meio sintético. Apesar dos
estudos terem sido realizados em diferentes condi¢cdes de cultivo e com reatores de
design diferentes, seus resultados concordaram com periodos de colheita proximas
ou iguais (de 6 e 7 dias). Contudo, BOELEE et al. (2014) reportaram que nao foi
possivel observar uma diferenca clara da produtividade de biomassa com diferentes
periodos de raspagens (2, 4 e 7 dias), mas que ha vantagens da colheita parcial do
biofilme sobre a total (produtividade cerca de 2,5 vezes maior). Apesar desses
avancos para etapa de colheita, ainda néo é possivel aferir um intervalo de colheita
ideal que combine o uso de aguas residuarias reais e condigbes de cultivo outdoor.

SHEN et al. (2014) demonstraram como as concentragbes de nitrogénio
podem orientar o periodo ideal para o cultivo. Maior periodo de cultivo € interessante
para o cultivo com deficiéncia de nitrogénio de modo a aumentar a produgédo de
biomassa. Por outro lado, em condi¢des suficientes de nitrogénio, maior quantidade
de biomassa pode ser obtida em menor periodo de colheita (SHEN et al., 2014). Os
autores identificaram, ao operar uma camara de crescimento com materiais suportes
(glass fiber-reinforced plastic) fixados ao fundo, maior produtividade de biofilme (4,26
g m? d') em um periodo 6timo de cultivo de 11 dias, que esteve associada as
seguintes condicoes otimizadas de cultivo: concentracao inicial de nitrogénio total de
70 mg L', pH = 8 e volume do meio de cultivo de 340 mL. Os periodos de cultivo
estudados foram 7, 10, 13 e 19 dias. Dessa forma, acredita-se que o periodo de
colheita € um parametro que pode ser mais explorado.

Os efeitos sobre a produtividade de biocompostos de alto valor agregado
obtidos da biomassa de microalgas também merecem atencao. Ao avaliar tempo de
colheitaem 6, 10 e 15 dias, JOHNSON; WEN, (2010) observaram que a produtividade
de biomassa do biofilme se estabilizava entre 10 e 15 dias, porém, em 10 dias ocorria
maior produtividade de acidos graxos.

Os carotenoides, por sua vez, sao outros bioprodutos de valor agregado que
vém atraindo cada vez mais atencgao. Eles sdo importante fontes de antioxantes e sao
usados comercialmente na alimentacdo animal (gado e peixes), como corantes
naturais e em produtos alimenticios e cosméticos (SIDDIKI et al., 2022). A producao
de carotenoides ja foi demonstrada em cultivo suspenso (GOUVEIA et al., 2014;
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PANCHA et al., 2014) e, recentemente, para o cultivo aderido, foi demonstrado que
em condicoes de alta salinidade, ocorre um estimulo da producao de carotenoides
pelas microalgas (YU et al., 2020). Contudo, acredita-se que ainda ndo ha relatos da
influéncia do periodo de colheita sobre sua produgéo de carotenoides do biofilme.
Como h&a um gradiente de intensidade de luz ao longo da profundidade do biofilme, o
que pode provocar um gradiente de pigmento pela adaptacdo do conteudo de
pigmento celular (PODOLA; LI; MELKONIAN, 2017), acredita-se que realizar colheitas
em diferentes intervalos pode afetar na produgéo de carotenoides.

Diante disso, o presente estudo se dedicou a compreender os efeitos de
diferentes periodos de colheita de biofilme sobre a produtividade de biomassa e
carotenoides. O estudo teve como diferencial, em relacdo aos estudos mencionados,
0 uso de esgoto domestico real e rico em nitrogénio amoniacal (N-NH4*), além de ser
conduzido sob condi¢cdes externas. Dessa forma, o estudo também se dedicou a
demonstrar o potencial do RB como tratamento terciério de aguas residuérias tratadas
previamente em sistema anaerobio. Além disso, outras inovagdes para esse campo
de pesquisa sao (i) caracterizar quantitativamente a producao de carotenoides totais
de biomassa aderida e (ii) compreender os efeitos do periodo de colheita sobre a

producdo de carotenoides totais.
7.2. Materiais e métodos

O experimento foi conduzido na area experimental localizada na parte externa
do Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental na Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20°45'14”S e 42°52'54”0). Ele foi realizado
entre o final de novembro (2021) e inicio de janeiro (2022), que correspondem a
primavera e verao, respectivamente. O municipio de Vigosa possui clima tropical de
altitude, com verdes quentes e Umidos e invernos frios e secos (COUTO et al., 2015).

7.2.1. Design do reator de biofilme

O RB foi confeccionado com um material suporte composto por uma placa de
poliestireno (que ofereceu sustentagao) revestido por tecido poliéster (Sk téxtil, oxford,
100% poliéster), que foi adotado como material para aderéncia e desenvolvimento do
biofilme baseado nos resultados de sua performance relatados na literatura (ASSIS et
al., 2019; XU et al., 2017; YU et al., 2020). O material suporte possuia 0,39 m de
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comprimento total, 0,23 m de largura total (area total = 0,0897 m?) e comprimento util
de 0,22 m? (4rea util = 0,0506 m?). O RB foi fixado entre em uma bandeja (39 x 26 x 7
cm, Plasutil) e um suporte confeccionado em tubos de PVC (diametro = 10 cm,
comprimento = 31 cm, abertura longitudinal = 21 x 1 cm). Ele ficou inclinado em 19°
em relacao a horizontal. A bandeja possuia uma abertura longitudinal de 15,7 cm2 no
centro inferior, no qual o meio de cultivo foi drenado por gravidade para uma caixa
plastica (0,38 m de comprimento, 0,31 m de largura, area superficial = 0,118 m2? e
volume util = 18 L), que o armazenava.

O meio de cultivo foi continuamente recirculado da caixa plastica para o
material suporte com auxilio de uma bomba subaquatica (Sarlobetter, modelo S520),
de vazao nominal de 520 L h', e distribuido por meio de um conjunto de mangueiras
e pelo tubo de PVC, que foi preenchido com brita n® 1 a fim de uniformizar o fluxo ao
longo do reator. As bombas ficavam localizadas dentro da caixa plastica. O volume de
trabalho adotado para o meio de cultivo foi de 18 L, sendo que o volume de agua
evaporada do meio de cultivo foi reposto com agua destilada diariamente. A Figura
7.1 apresenta os RBs no 112 dia de operacgéo.

Figura 7.1 — Sistema de cultivo de crescimento aderido.

Os RBs foram instalados em local onde recebia iluminacao natural direta
(condi¢bes outdoor) e orientados para o norte para garantir a incidéncia de radiacao
solar direta. Durante os eventos de chuva e a noite, eles foram cobertos com plastico,
que reduz a radiagéo fotossinteticamente ativa (RAF) em cerca de 30%, a fim de evitar
o carreamento de biomassa e a diluicao do meio de cultivo.
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7.2.2. Coleta e caracterizagdo do esgoto doméstico e inéculo

O meio de cultivo utilizado foi esgoto doméstico coletado em uma estacao de
tratamento de 4guas residuarias municipais localizada em Vigosa, Minas Gerais,
Brasil. O ponto de coleta foi ap6s tratamento preliminar, primario (decantador) e em
tanque séptico. O esgoto doméstico foi caracterizado pelas seguintes variaveis de
qualidade de agua: pH, oxigénio dissolvido (OD), demanda quimica de oxigénio
soluvel (DQOs), nitrogénio amoniacal total (N-NH4*), nitrato (N-NO3") e fosforo soluvel
(Ps). Os procedimentos analiticos para determinagéo das variaveis serdo descritos a
seguir na Segao 7.2.4.1.

Um indéculo (biomassa suspensa) foi adicionado ao meio de cultivo (10% v/v)
e continha como espécies mais abundantes eram Chlorella vulgaris, Scenedesmus
acunae e Limnothrix planctonica. Além disso, os materiais suportes dos RBs estavam
inoculados (biomassa aderida) com espécies de um biofilme raspado imediatamente
antes do inicio da operagao, no qual as espécies de microalgas mais abundantes
foram as mesmas mencionadas, acrescida da cianobactéria Pseudanabaena sp.
Dessa forma, o biofilme foi formado a partir do primeiro ciclo de crescimento das
células presentes no material suporte e por meio da adesao de células presentes no
meio de cultivo. Ja foi demonstrado que a presencga de indculo no material suporte
reduz o tempo de inatividade na fixacao inicial de células, o que resulta em maior
produtividade (CHRISTENSON; SIMS, 2012; GROSS et al., 2013; JOHNSON; WEN,
2010). Além disso, considerando a operacao continua do reator, os dados obtidos a
partir do segundo ciclo de crescimento representam o crescimento em estado
estacionario (GROSS et al., 2013).

7.2.3. Operacao dos reatores de biofilme

Os reatores foram operados em regime semi-continuo, com vazao de projeto
de 3L dia' e TDH de 6 dias. As bombas subaquaticas, responsaveis pela recirculagdo
meio de cultivo, operaram durante 12 horas por dia (de 6h as 18h), dessa forma, o
biofilme ficou em contato com o meio de cultivo durante o dia e, pela noite, apenas em
contato com o ar.

Os periodos de colheita avaliadas foram de 12, 18 e 24 dias, aqui nomeados
como tratamento 1 (T1), tratamento 2 (T2) e tratamento 3 (T3), respectivamente
(Tabela 7.1). Esses periodos foram definidas com base nos relatos da literatura
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(BOELEE et al., 2014; GROSS et al., 2013; ASSIS et al., 2020) e em observacdes do
tempo de crescimento de biofilme (ap6s colheita parcial) em um estudo anterior
(dados néo apresentados) realizado sobre as mesmas condigdes de cultivo realizadas
no presente estudo que revelou um tempo minimo de crescimento do biofilme (apds
uma raspagem) de 10 dias. Além disso, como uma vantagem dos sistemas de
crescimento aderido é desvincular o TDH e tempo de residéncia celular (6¢)
(ZHUANG; LI; NGO, 2020), buscou-se garantir relagdo de 6¢c/TDH maior que 1.

Tabela 7.1 — Delineamento experimental.

Periodo total

Periodo de _ Numero de Relagéo
Tratamento _ _ de cultivo ,
colheita (dias) . colheitas Bc/TDH?2
(dias)
12 48
2 18 36
24 48

A Tabela 7.1 resume parametros do delineamento experimental. Cada
tratamento foi realizado em duplicata e foram realizadas quatro (T1) e duas (T2 e T3)
colheitas do biofilme. Ressalta-se que, como o periodo de colheita do T1 foi menor,
para esse tratamento foi possivel realizar maior numero de ciclos de crescimento do
biofilme, aqui entendidos como o tempo em que o biofilme cresce até que seja
raspado. Dessa forma, os reatores operaram em periodos totais de cultivo proximos
e sujeitos as mesmas condicdes ambientais. Apds a coleta de amostras para
determinar producdo de biomassa e bioprodutos, todo o biofilme era raspado,
conforme cada periodo de raspagem.

7.2.4. Procedimentos analiticos

7.2.4.1 Monitoramento das condicbes ambientais e da performance do
tratamento

Ao longo do experimento, houve monitoramento diario (entre 11h40 e 12h40)

das condi¢cées do meio de cultivo (pH, temperatura, concentracdo e saturacdo de

oxigénio dissolvido - OD) com auxilio de sonda multiparametro (Hach, modelo HQ40d)

e da RFA no local com radiémetro (LI-COR, LI-1500). Durante os eventos de chuvas

a RFA foi medida debaixo do plastico que recobria os reatores, medindo a radiacéo
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disponivel a eles. Além disso, foram obtidos dados da radiacdao ao longo do dia
durante o experimento (INMET, 2022) (Apéndice C).

As variaveis de qualidade de agua DQOs (método 5220 D), N-NH4* (método
4500-NHs3 C), N-NOs™ (método 4500-NOs3” A) e Ps foram quantificadas antes e durante
o experimento a fim de determinar suas respectivas eficiéncias de remocao. As
analises foram realizadas em laboratério seguindo as especificagbes do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA-AWWA-WEF, 2012).
As analises do esgoto doméstico tratado foram realizadas nos dias 102, 23° e 35° dias
de operacgao.

7.2.4.2 Producao de biomassa aderida

Ao final de cada ciclo de crescimento, amostras de 4 cm?, raspadas com
espatula em quatro diferentes locais do biofilme, foram obtidas a fim de determinar as
concentracbes de sélidos totais volateis (STV) e clorofila-a. Os STVs foram
mensurados conforme APHA-AWWA-WEF (2012) (método 2540 E, 2012) a fim de
quantificar, indiretamente, a biomassa total do biofilme. Por outro lado, a clorofila-a foi
utilizada como medida indireta para determinar a biomassa de microalgas. Para
determina-la, as amostras foram diluidas previamente em agua destilada e, apés,
realizou-se a técnica de extracao com etanol 80% a quente, com leitura realizada em
espectrofotometro (Hach DR 3800) e calculos usando as equacdes descritas por
SCHWARZBOLD et al. (2013), adaptada de MARKER et al. (1980) e SARTORY;
GROBBELAAR (1984) (Equacéao 7.1). As andlises foram realizadas em duplicata para
cada reator e os resultados foram apresentados em termos de producao e
produtividade.

(Eb—Ea)X(%)XkXWXV
SXL

Clorofila — a (ug.cm™2) = Eq. 7.1

Em que Eb é absorbancia do extrato a 665 nm menos a absorbancia a 750
nm, antes da acidificagéo, Ea é absorbéancia do extrato a 665 nm menos a absorbancia
a 750 nm, depois da acidificacdo, R = 1,72 (razado de rendimento da clorofila-a ndo
acidificada, conforme WETZEL; LIKENS (2000)), R/(R-1) = 2,39, k = 27,9 (coeficiente
de absorgao da clorofila-a para 80% etanol), V é o volume do solvente utilizado (mL),
L é comprimento do caminho Optico através da cubeta (1 cm) e S é a area total de
biofilme raspado por amostra (cm?).
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7.2.4.3 Carotenoides totais

Amostras foram obtidas seguindo o mesmo procedimento descrito
anteriormente (Secdo 7.2.4.2). Apds, os carotenoides totais foram mensurados
conforme a metodologia descrita por PANCHA et al. (2014) e foram feitas adaptac¢des
segundo PORRA (1990). As amostras foram diluidas em agua destilada e
centrifugadas (em centrifuga Hoffman, modelo HCL 4) a 4000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de metanol 99,9%. As amostras
foram submetidas a banho-maria a 60 °C por 20 minutos e, em seguida, foram
incubadas a 45 °C por 24 horas no escuro. Apos, foi realizada leitura em
espectrofotometro (Hach DR 3800) nos comprimentos de onda de 470, 652, 665 e 750
nm. Os resultados foram aplicados nas equagbes desenvolvidas por
LICHTENTHALER (1987), que foram adaptadas no presente estudo (Egs. 7.2, 7.3 e
7.4). A Eq. 7.4 foi adaptada para determinar a quantidade de carotenoides totais por
area do biofilme. Além disso, no presente estudo, foram medidas absorbancias de 652
e 665, que sao proximas aquelas (652,4 e 665,2) determinadas por LICHTENTHALER
(1987).

Clorofila —a = 16,72A4¢5 — 9,16445, Eq. 7.2

ClOTOfila - b = 34,0914652 - 15'28A665 Eq 73

Carotenoides = (10004479—1,63Clorofila—a—104,9Clorofila—b) Ve Eq 74
221 5$X1000

Em que clorofila-a e clorofila-b correspondem a concentracdo desses
pigmentos no solvente (ug mL™); A47o, Aess € Aesz2, correspondem as absorbancias de
470, 665 e 652 (nm), respectivamente; Carotenoide é a concentragdo de carotenoides
totais (mg m2); Ve é o volume do solvente utilizado (metanol) e S é a area da amostra
de biofilme obtida para andlise (m?).

As absorbancias de 470, 665 e 652 foram corrigidas para turbidez pela
subtracdo da absorbancia a 750 nm. As analises foram realizadas em duplicatas e os
resultados também foram cruzados com a concentracdo de STV a fim de determinar
a produgéo (mg g biofilme") e produtividade (mg g biofilme" dia™') de carotenoides,
baseados no peso seco do biofilme.
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7.2.4.4 Componentes bioquimicos da biomassa aderida

Amostras compostas de biomassa seca e macerada (conforme descrito na
Secdo 7.2.4.4) foram utilizadas para determinar o teor de carboidratos, lipideos,
proteinas e cinzas. Os carboidratos foram determinados a partir do método de
hidrélise acida quantitativa da biomassa (HOEBLER et al., 1989), seguido pelo método
do reagente fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956) e lido em espectrofotometro (490
nm), usando curva padrdo de glicose. A proteina foi mensurada, indiretamente,
através do N total mensurado no método de NTK (APHA, método 4500-Norg C) e o
fator de conversao de N para proteina de 6,25 (ZHONG et al., 2012). Os lipideos
neutros foram extraidos no determinador de gordura (Tecnal TE-044-8/50) por seis
horas, utilizando o0 hexano 99% como solvente. Apés, os lipidios de membranas foram
extraidos com etanol 96% por trés horas. Ambos foram quantificados por gravimetria
e sua soma corresponde ao teor de lipideos totais. Como os lipideos neutros sao de
grande interesse energético, seus resultados foram cruzados com os dados de STV a
fim de determinar a produtividade lipidica. Por fim, o teor de cinzas foi determinado a
partir da combustdo da biomassa em mufla a 550 ¢ C por 3 horas, sendo quantificado

pela diferenca de peso antes e apds essa etapa.

7.2.5 Analise estatistica

Os tratamentos foram realizados com duplicatas experimentais de forma
independente. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software
Minitab®17 e os resultados de producdo de biomassa, carotenoides e composicao
bioquimica foram comparados por analise de variancia, seguida pelo teste de média
de Tukey a 5% de erro de probabilidade. O desvio padrao foi representado nas figuras

como barra de erro.

7.3 Resultados e discussao
7.3.1 Caracterizacdo das condicbes ambientais e tratamento de esgoto
doméstico

Os valores médios da RFA (APENDICE C e D) até o 36° dia e durante toda a
operacao foram de 1328,6 e 1237,8 HE m? s, respectivamente. Os valores da RFA
se mantiveram, predominantemente, acima de 500 YUE m?2 s? até 36° dia do
experimento (Ultimo dia de operacao dos reatores do T2). Apéds, devido a mudanga de
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estacdo do ano (inicio do verdo no 29° dia de experimento), eventos de chuvas se
tornaram mais frequentes, o que refletiu em dias com RFAs mais baixas, atingindo o
valor minimo de 152,4 uE m? s2 (442 dia).

As temperaturas médias do meio de cultivo de diferentes tratamentos se
mantiveram préximas, com valores de 27,6 (0,2), 28,2 (0,2) e 27,7 (0,1) °C para T1,
T2 e T3, respectivamente. Foram observadas temperaturas minimas e maximas em
torno de 20,85 °C e 32,90 °C para todos os reatores. Para o pH, houve maior variagao
entre os tratamentos, no qual os valores médios foram de 7,58 (0,9), 10,37 (0,3) e
9,05 (0,7) para T1, T2 e T3, respectivamente. Esse resultado sugere que maior
atividade fotossintética ocorreu no T2. Como sua operacao cessou imediatamente
antes do periodo com chuvas mais frequentes, os valores de RFA podem ter sido mais
favoraveis para justificar o comportamento observado. Ao longo do experimento, 0os
valores de pH variaram de 5,70 (0,4) a 9,51 (0,8), no T1, 8,85 (0,07) a 11,29 (0,2), no
T2,e6,1(0,2) 210,92 (0,2), no T3.

A respeito do OD, o T2 também apresentou maior valor médio de
concentracdo de OD (10,24 mg L' com desvio padrédo = 0,4) doque o T1 (8,95 mg L
' com desvio padrédo = 0,4) e T3 (9,53 mg L' com desvio padrao = 0,2). Apesar das
diferentes concentracdes de OD, em todos os tratamentos foram observadas
concentragdes minimas em torno de 8 mg L' e saturagdes, cujos percentuais se
mantiveram acima de 111 %. Dessa forma, houve um incremento de OD no esgoto
tratado, uma vez que a concentracado média de OD do esgoto doméstico era de 4,0
(1,1) mg L' (Tabela 7.2).

Apesar das varidveis sugerirem maior atividade fotossintética no T2, a
performance dos reatores para remocao de nutrientes (N-NHs4* e Ps) ndo mostraram
diferenca significativa (p > 0,05) (Tabela 7.2). Remog¢des em torno de 97,5% foram
observadas para o N-NH4*. Existem varias vias para remocdo de N passiveis de
ocorrer no tratamento baseado no consércio bacteriano-microalgal. Desse modo,
ainda que a adogdo de maior periodo de colheita retenha biomassa no reator e,
possivelmente, favoreca a assimilacao de nutrientes, o N também pode ser removido
por outra via como, por exemplo, a volatilizacdo. Houve condi¢des favoraveis de pH e
temperatura para volatilizacdo de N em todos os tratamentos, embora, no T2, o pH
tenha se mantido acima de 9 em maior parte do experimento, quando comparado aos

demais tratamentos.
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Tabela 7.2 — Concentragbes do esgoto antes e apds o tratamento e eficiéncias de remocao de variaveis de qualidade da agua (valores médios, desvio

padrdo apresentado em parénteses, n =2).

T1 T2 T3
Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia
Variavel Esgoto Concentragao?® de Concentragao?® de Concentragao?® de
doméstico (mgL™) remogdo  (mgL™) remogdo (mg L") remogao
(%) (%) (%)
pH 7,78 (0,6) 7,58 (0,89) - 10,37 (0,27) - 9,05 (0,7) -

(
oD 4,0(1,1)  895(0,40) 10,24 (0,38) 9,53 (0,31)
DQOs 382,2(73,0) 349,4 (2,3)  8,62(0,8) 349,0(19,4) 8,72(7,2) 3427 (14,0) 10,32 (5,2)

Ps 8,9(0,9)  4,9(0,9) 44,92 (14,0) 2,5 (0,2) 72,02 (2,6) 3,6 (0,7) 60,22 (10,7)
N-NH+ 64,6 (4,5) 2,8 (1,6) 95,72 (3,4) 0,5 (0,1) 99,22 (0,2) 1,4 (0,5) 97,82 (1,2)
N-NOs 3,5(53)  52,0(3,7) -1396,4 33,0 (4,0) -849,6 37,7 (2,7) - 983,9

Nota: Significativo a nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey; 0s nUmeros com a mesma letra na linha néo diferiram estatisticamente.
aConcentracao para as variaveis OD, DQOs, Ps, N-NH4* e N-NOs-.
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A concentracdo de N-NOs aumentou em todos os tratamentos, indicando que
0 processo de nitrificacéo ocorreu. Observou-se maior concentracdo média de nitrato
no T1 de 52 mg L. Como valores de pH dos reatores do T1 se mantiveram mais
baixos, € possivel que tenha ocorrido menos volatilizagéo, o que tornou 0 N-NH4* mais
disponivel para que ocorresse nitrificagdo nesse tratamento. Apesar disso, de acordo
com a andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa para os percentuais de
incremento dessa variavel.

BOELEE et al. (2014) investigaram o cultivo de microalgas e o tratamento de
aguas residuarias municipais (efluente sintético com N-NOs como unica fonte de N)
em um RB em condicdes outdoor em regime continuo. Os autores observaram um
padréo no qual as concentragdes de nitrato e fosfato reduziam rapidamente apds a
colheita, atingiam um valor minimo e, apos, aumentavam novamente. Os autores
também demonstraram que com a colheita parcial (aproximadamente da metade do
biofilme) € possivel manter as concentragdes de nitrato e fosfato mais baixas ao longo
da operagédo do que aquelas observadas durante a colheita total do biofilme. Esses
resultados sugerem que, o método de colheita pode ser tdo importante quanto a
frequéncia para alcancar bom desempenho do tratamento de aguas residuarias.

As concentracbes de DQOs se mantiveram altas, requerendo uma etapa
anterior para remocgao de matéria organica para atender a legislagéo a nivel estadual
(Minas Gerais) de 180 mg L' para demanda quimica de oxigénio total (COPAM, 2008).
A eficiéncia de remocao de DQOs se mostrou baixa (em torno de 9%). Esse resultado
pode estar associado ao TDH adotado. ASSIS et al. (2020) avaliaram um sistema
hibrido com esgoto doméstico com caracteristicas proximas daquelas encontradas no
esgoto doméstico do presente estudo e verificaram que, em TDH de 10 dias, ocorreu
uma eficiéncia de remocao demanda quimica de oxigénio total de 58,8%. Além disso,
esse resultado ressalta a adequacao desse sistema para o tratamento terciario. De
acordo com as concentracoes de Ps observadas, é necesséaria outra etapa de
tratamento para atingir o limite de fésforo total estabelecido pelo padrdo europeu
(COMISSAO EUROPEIA, 1991). Por outro lado, a concentracdo de N-NH4* atende
aos padrdes de langamento estabelecidos em normas brasileira (CONAMA, 2011) e
europeia de (COMISSAO EUROPEIA, 1991).
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7.3.2 Crescimento do biofilme

No primeiro dia de colheita (12° dia de operacao), foi realizada andlise de STV
em todos os reatores e o resultado indicou que ndo havia diferenca significativa (p >
0,05) entre os tratamentos. Dessa forma, o crescimento dos biofilmes até o inicio das
raspagens era, estatisticamente, igual e os demais resultados de produgcdo da
biomassa iriam refletir os efeitos dos periodos de colheita avaliadas e das condi¢des
ambientais. A Figura 7.2 apresenta os biofilmes imediatamente antes da colheita, para
cada tratamento, na primeira e Gltima raspagem. E possivel observar uma nitida
diferenga do crescimento do biofilme de cada tratamento na primeira raspagem. Na
segunda raspagem, contudo, o crescimento do T3 foi comprometido devido as baixas
radiacoes o qual ficou exposto em quase metade do tempo do seu ciclo de
crescimento. A formagéo do biofilme do T1 também foi afetada, mas em menores
proporcoes.

Figura 7.2 — Biofilme formado em 12 (tratamento 1), 18 (tratamento 2) e 24 (tratamento 3) de dias de

cultivo.
Primeira Ultima
Raspagem Raspagem

o . .

Tratamento 2

o . . . -
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Confrontando as concentracdes de STV de cada tratamento, foi observado
que em periodo de colheita com maior intervalo (18 e 24 dias) oferecem maior
concentragao, quando comparado a colheita realizada em 12 dias (Tabela 7.3). Além
disso, a produtividade de STV do T2 foi significativamente maior do que a do T1,
enquanto a produtividade de clorofila-a do T3 foi significativamente maior do que a do
T3 (p < 0,05). GROSS et al. (2013) observaram que, para um RB rotativo, maior
periodo de colheita (10 dias) refletia em maior concentracdo de biomassa (cerca de
20 g m2), mas que, por outro lado, o periodo de colheita de 7 dias resultava em maior
produtividade (cerca de 2,5 g m?2dia™).

Similarmente, de acordo com as concentracdes de clorofila-a observadas,
maior periodo de colheita se mostrou mais vantajosa. Ficou claro que o T3 tanto em
termos de concentracdo, quanto de produtividade de clorofila-a € mais vantajoso que
o T1. Ja foi demonstrado que, a medida que o biofilme se torna mais espesso, ha uma
diminuicao na penetracao de luz e transferéncia de CO:2 no biofilme (GROSS et al.,
2013). SCHNURR; ESPIE; ALLEN (2014) apontaram que, para biofilmes de 600 — 900
MM, mais de 75% do biofilme estava em condi¢cdes de quase escuriddo, o que pode
ter contribuido para que o crescimento fotoautotréfico cessasse ou diminuisse
drasticamente. Dessa forma, em camadas mais internas do biofilme haveria biomassa
na fase estacionaria de crescimento, enquanto as células da superficie estariam
fotossinteticamente ativas e altamente produtivas (SCHNURR; ESPIE; ALLEN, 2014).
No presente estudo, dentro das condi¢cées avaliadas, os resultados sugerem que o
espessamento nao foi suficiente a ponto de reduzir a produtividade de seres
fotossintetizantes (com base nos valores de clorofila-a) e que, maior periodo de
colheita, permitiu maior crescimento desses microrganismos. Por outro lado, como as
condicoes de cultura podem provocar uma variacdao do teor de clorofila nas células
das algas (KARAM et al., 2021), ha possibilidade de que tenha ocorrido um aumento
nesse teor diante da limitagdo da radiagéo.

No T3 houve concentracdo de 2,7 e 3,5 maior de STV e clorofila-a,
respectivamente, quando comparado ao T1. As concentracdes de biofilme no T2 e T3
nao foram significativamente diferentes, com excecao para a producéo de clorofila-a,
que foi maior para T3. Ainda assim, considerando a produtividade de biomassa total,

os tratamentos podem ser considerados estatisticamente iguais.
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Tabela 7.3 — Producao de biomassa (n=2, desvios padroes foram apresentados em parénteses).

Concentragéo (g m) Produtividade (g m2dia™)
Tratamento STV Clorofila-a STV Clorofila-a
b
T1 181°(3,6)  0,2°(0,003) 1.5°(0.3) ?6001503)
X . 0,0222
T2 43,0°(09) 042008 24005  pposs
T3 48,12(0,03)  0,72(0,05)  2,0%(0,001) ?fg’gfg)

Nota: Significativo a nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey; os nUmeros com a
mesma letra na coluna néo diferiram estatisticamente.

A produtividade de STV no T2 e T3 foram proximas as reportadas para
biofilmes colhidos, integralmente, em intervalos de 22 — 29 dias (BOELEE et al.,
2014), mas também para biofilme colhido em 6 dias (CHOUDHARY et al., 2017).
Ambos resultados foram obtidos em cultivo sintético. Por outro lado, os valores de
produtividades de STV e clorofila-a de todos os tratamentos foram menores daqueles
reportados por ASSIS et al. (2020) para biofilme cultivado em esgoto doméstico e
colhido a cada 21 dias, onde foram observadas produtividade de STV e clorofila-a de
3,25 g m2dia’' e 0,08 g m?dia’, respectivamente.

7.3.3 Producao de bioprodutos no biofilme

7.3.3.1 Carotenoides

O rendimento de carotenoides totais no biofilme do T1 foi de 35,4 (4,5) mg m-
2 contra 15,8 (1,3) g m2e 22,5 (5,5) mg m2 do T2 e T3, respectivamente (Figura 7.3
A). Houve diferencga significativa entre os valores encontrados, no qual o T1 foi maior
que T2 e T3, mas os dois ultimos foram considerados iguais, de acordo com o teste
de média de Tukey (a = 0,05). As produtividades de carotenoides foram de 2,9 (0,2),
0,9 (0,07) e 0,9 (0,2) mg m? dia” para T1, T2 e T3, respectivamente, e mesmo
resultado estatistico, daquele apresentado para o rendimento, foi encontrado.

Considerando o conteudo de carotenoides totais no biofilme (Figura 7.3b),
foram encontrados rendimentos de 2,0 (0,3), 0,6 (0,4) e 1,1 (0,01) mg g biofilme™" (com
base no peso seco). O rendimento (mg g biofiime') e a produtividade (mg g biofilme-
Tdia™') de carotenoides do T1 foi, estatisticamente, maior do que aqueles encontrados
nos T2 e T3. Dessa forma, dentro das condicbes avaliadas, todos os resultados

indicam que realizar colheita em menor intervalo de tempo contribui com maior
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potencial para recuperacao de carotenoides. Para biofilme bacteriano (Rhodococcus
sp. SD-74), foi observado um efeito contrario ao aqui reportado, visto que ocorreu
aumento da concentracdo de carotenoides intracelulares ao longo do
desenvolvimento do biofilme (ZHENG et al., 2013). Para as microalgas, a maioria das
espécies de microalgas contém de 0,1 — 0,2% (SIDDIKI et al., 2022). No presente
estudo, maior producdo de biomassa nao refletiu em maior rendimento de

carotenoides.

Figura 7.3 — Rendimento (eixo a esquerda) e produtividade (eixo a direita) de carotenoides por (a)
area e (b) STV do biofilme (n = 2, barras verticais representam o desvio padrao).
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Dentre os fatores que interferem na producao de pigmentos de microalgas, o
seu estimulo devido ao estresse nutricional (de nitrogénio) e aumento da intensidade
de luz ja é conhecido (GOUVEIA et al.,, 2014; PANCHA et al., 2014). Todos os
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tratamentos foram submetidos as mesmas cargas de N e condi¢des ambientais.
Contudo, ainda que a intensidade de luz externa seja suficiente, ela ndo representa a
intensidade de luz recebida pelas microalgas ao longo da profundidade do biofilme,
especialmente em cultivo de biofilme de longo prazo, ou seja, aqueles onde ocorre
maior espessamento (YU et al., 2022). A transmissdo de luz € dificultada pelo efeito
de sombreamento das células de microrganismos e também do EPS, o que limita a
capacidade fotossintética das algas a uma determinada profundidade do biofilme (YU
et al., 2022). Assim, ao mesmo passo que pode ocorrer fotoinibicdo em camadas
superiores, também pode ocorrer deficiéncia de luz em camadas mais profundas do
biofilme.

Dessa forma, de acordo com os relatos apontadas na literatura, acredita-se
que, devido as diferentes espessuras dos biofilmes (como observado na Figura 7.2),
a variacao da intensidade de luz ao longo de seu perfil pode explicar as diferentes
produtividades de carotenoides aqui encontradas. No T1 foram formados biofilmes
menos espessos, em contrapartida, ocorreu maior producao de carotenoides. Como
no T3, durante a segunda raspagem, também houve menor formagédo de biofilme,
quando comparada a sua primeira raspagem e aos biofilmes do T2, a sua producao
de carotenoides foi maior do que a observada no T2. Ainda assim, considerando os
valores médios obtidos no experimento, ndao houve diferenca significativa entre as
producdes de carotenoides no T2 e T3.

Além disso, GOUVEIA et al. (2014) reportaram que 0 aumento da intensidade
de luz no cultivo de Chlorella vulgaris provocou reducao de clorofilas e, por outro lado,
aumento de outros tipos de pigmentos como os carotenos e outros. Uma tendéncia
semelhante foi observada no presente estudo, uma vez que produtividade de clorofila-
a do T1 (que proporcionou maior exposicdo das células a radiacdo solar) foi
significativamente menor do que a reportada para o T3 (Tabela 7.3). Isso ocorre
porque carotenoides secundarios agem como resposta a fotoprotecao das microalgas
sob alto estresse luminoso, uma vez que atuam como agentes protetores dos centros
de reacao fotossintética (GOUVEIA et al. 2014). A fotoprotecdo pode ocorrer pela
dissipacao de energia em excesso nos tilacéides e também por meio da criacdo de
uma camada de protecdo solar de goticulas de 6leo ricas em carotenoides (como
carotenos, xantofilas e astaxantina) na periferia do cloroplasto ou do corpo celular
(VARELA et al., 2015). A fotoinibicdo em varias espécies de microalgas pode ocorrer
entre 100 a 500 ymol-m=2-s~" (HILLMAN; SIMS, 2020). Estudos futuros podem se
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dedicar a compreender melhor as relagdes entre as caracteristicas fisico-quimicas do
biofilme e a intensidade de luz e entender esses efeitos sob o metabolismo das
microalgas.

O potencial de produgao de carotenoides da microalga Phormidium autumnale
em efluentes agroindustriais ja foi previamente relatado RODRIGUES et al. (2014).
Os autores encontraram producéo de carotenoides totais de 183,03 pg g biomassa™’
(0,183 mg g biomassa™), que corresponde a um valor préximo, porém menor, ao
observado no T1. Um fator que pode ajudar a explicar a diferenca entre os resultados
€ o tipo de método de cultivo, uma vez que no estudo de RODRIGUES et al. (2014) a
biomassa foi cultivada em fotobiorreator coluna de bolhas. Dessa forma, a medida que
o biofilme se espessa ele sofre maior efeito de sombreamento quando comparado ao
cultivo suspenso. Concentragéo de 2,45 mg g biomassa™ de carotenoides (composto
por B-caroteno, luteina e violaxantina) em Tetraselmis chuii cultivados em sistema

suspenso foi relatada anteriormente na literatura (GANGADHAR et al., 2016).

7.3.3.2 Componentes bioquimicos

O teor de proteinas, carboidratos, cinzas lipideos neutros e de membrana nao
variaram significativamente entre os tratamentos (Tabela 7.4). Em todos os
tratamentos houve maior producao de proteinas (em torno de 27,8%), similar ao que
foi observado para biofilmes cultivados em esgoto doméstico (FERREIRA et al., 2020),
e efluentes de bovinocultura (CHOUDHARY et al., 2017). Contudo, foi menor do que
o reportado para biofilme de C. vulgaris UTEX 2714 cultivado em aguas residuarias
de suinocultura (previamente diluida) em fotobiorreator de membrana (WU et al.,
2019).

Tabela 7.4 — Teor de proteinas, carboidratos e cinzas (desvio padrao apresentado entre parénteses).

Componente bioquimico T1 (%) T2 (%) T3 (%)
Proteinas 28,32 (0,9) 27,12(1,2) 28,02 (1,8)
Lipideos neutros 5,42 (0,3) 4,72 (1,1) 7,28 (2,7)
Lipideos de membrana  13,32(0,7) 9,82 (5,9) 12,92 (0,3)
Carboidratos 8,92 (2,0) 10,12 (5,5) 12,12(8,8)
Cinzas 6,62 (0,8) 6,72(1,7) 6,22 (0,4)

Nota: Significativo a nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey; os niUmeros com a

mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente.
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Biomassa com maior conteudo de proteinas tem sido, comumente,
recomendadas para aplicagdo na suplementagcao animal (CHOUDHARY et al., 2017),
contudo, outros fatores que interferem na palatabilidade e necessidades nutricionais
dos animais devem ser consideradas, bem como sua seguranga alimentar. Os
carboidratos sdao, comumente, valorizados por meio de rotas para producdo de
bioenergias, como bioetanol, biogas e hydrochar. O teor de carboidratos aqui
encontrado foi préximo ao reportado na biomassa cultivada em efluente agroindustrial
reportado por CASTRO et al. (2021), que foi utilizada para a produgao de hydrochar
via carbonizacao hidrotérmica. Acredita-se que essa poderia ser uma possivel rota de
valorizagdo da biomassa aderida obtida no presente estudo, contudo, seria mais
interessante se maior teor de carboidratos tivesse sido obtido.

A produtividade lipidica encontrada foi menor do que a reportada por (GENIN;
AITCHISON; ALLEN, 2014) e revela a oportunidade de investigar estratégias para o
aumento da produtividade lipidica da biomassa aderida produzida em aguas
residuarias. SHEN et al., (2015) aumentaram o conteudo lipidico de um biofilme de
Botryococcus braunii de 11,6 a 42,3 — 51,3% ao adotar pos-cultivo com e sem
nitrogénio e EPS. Mais recentemente, YE et al. (2018) demonstraram aumento do teor
e rendimento lipidico de biofilme de Chlorella vulgaris no crescimento fotoautotréfico

assistido por heterotrofico contra o fotoautréfico.

7.3.4 Implicagbes para definicdo do periodo de colheita e consideragbes
sobre o efeito de ampliagdo de escala sob a perspectiva de recuperacao de
bioprodutos

Os reatores de cultivo aderido, por si s0, ja trazem a vantagem de tornar a
etapa de colheita mais simples e oferecer maior recuperacdo da biomassa colhida
quando comparada a outras técnicas (FERREIRA et al., 2020). Esse campo de
pesquisa ainda é considerado novo e, apesar de ainda requerer melhorias, sua
produtividade e desempenho se mostram promissores para um empreendimento
lucrativo no futuro (XU et al., 2020).

O periodo de colheita € um paradmetro que afetara a rotina de operagao do
RB. Em termos econdmicos, os custos associados ao consumo energético (se
adotada colheita mecanica) e de mao-de-obra (especialmente se adotada colheita
manual) serdo afetados. Paralelo a isso, a gestdo da biomassa gerada também é
influenciada. Os resultados aqui encontrados demonstraram que, para obter maior
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produtividade de biomassa, para aplicagdo no solo como biofertilizante, por exemplo,
maior periodo de raspagem deve ser adotado. Por outro lado, se o objetivo for
alcancar maior produtividade de carotenoides, biofilmes menos espessos e, portanto,
raspados em maior frequéncia, precisam ser colhidos.

Considerando o contexto das estacdes de tratamento de aguas residuarias, o
seu porte pode contribuir para a escolha da melhor rota de valorizacdao da biomassa.
Em estacbes muito pequenas, as baixas produgbes podem tornar inviavel
economicamente a comercializacdo do produto, ainda que ele tenha alto valor
agregado. Isso ocorre, pois 0s processos apos a etapa de colheitas podem ser caros
e requerer altas tecnologias. Além disso, para se obter uma extragdo bem-sucedida
de produtos de alto valor, € necessario colher uma quantidade significativa de
biomassa (SIDDIKI et al., 2022).

O aproveitamento de carotenoides em uma abordagem de biorrefinaria pode
ser promissor, pois esses produtos bioquimicos sao de alto valor, 0 que aumenta as
chance de producdo comercial em larga escala (GANGADHAR et al., 2016). Sao
esperadas boas projecdes para producdo comercial de produtos quimicos de alto
valor agregado advindos do cultivo sintético, pois, apesar de seus custos unitarios de
producado serem altos, eles resultam em altas receitas (VUPPALADADIYAM et al.,
2018). Contudo, como esses bioprodutos, incluindo os aqui investigados, séo
aplicaveis a suplementacdo animal/humana ou como ingredientes de produtos que
serao futuramente consumidos por estes. Assim, recomenda-se estudos prévios para
avaliar a seguranca do seu uso, uma vez que sua biomassa advém de aguas
residuarias. Além disso, a aceitacdo desses produtos pela populagdo ainda € uma
incégnita.

Outro ponto importante e que pode ser mais bem investigado em estudos
futuros é a variacdo da produtividade dos bioprodutos conforme as mudancas
sazonais das condi¢cdes ambientais. Mesmo para o T1, a producao de carotenoides
foi maior na primeira raspagem do que aquela da ultima raspagem (dados nao
apresentados), nos quais os valores de RFA foram menores. Dessa forma, existe a
possibilidade de que, sazonalmente, uma ou outra rota de valorizacdo seja mais
vantajosa. Assim, existem variados cenarios para o aproveitamento de biomassa e
carotenoides que podem ser mais bem compreendidos do ponto de vista técnico,

econdmico, ambiental e social.



124

Ainda serdo necessarios esforcos para a popularizacéo e aproveitamento de
bioprodutos, em escala real, de biomassa produzida em aguas residuarias. Contudo,
ha forte expectativa de que ETAR, além de exercer seu papel convencional, contribua
para recuperagao de energia e nutrientes (COROMINAS et al., 2020).

7.4 Conclusoes

O periodo de colheita provocou efeitos diferentes nos parametros avaliados.
Nao foram observadas diferencas significativas no tratamento no esgoto doméstico.
Por outro lado, maior periodo de colheita resultou em maiores concentragbes e
produtividades de biomassa, enquanto menor periodo de colheita avaliada (12 dias)
contribuiu para maior rendimento e produtividade de carotenoides totais. Acredita-se
que os resultados encontrados estédo fortemente relacionados a penetracdo de luz no
perfil do biofilme ao longo de sua formacado. Dessa forma, estudos futuros podem se
dedicar a compreender melhor como diferentes intensidades de luz espessuras do
biofilme afetam o metabolismo das microalgas.
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8. Conclusao geral

O reator de biofilme se mostrou promissor para a remocao de nutrientes do
esgoto doméstico, mas néo é indicado para garantir o seu tratamento a nivel
secundario. Apesar das altas eficiéncias de remocao de nitrogénio total de Kjeldahl e
nitrogénio amoniacal total, acredita-se que recuperagao de nitrogénio pelo biofilme
ainda pode ser melhorada.

O presente estudo demonstrou que ndao houve variagdes no conteudo de N
do biofilme durante sua formacdo. Como esse parametro apresentou 0 mesmo
comportamento das concentragdes de clorofila-a, acredita-se que o crescimento de
organismos fotossintetizantes é o fator que favorece a recuperagao de N no biofilme.
Com relagdo a comunidade de microalgas, a Chlorella vulgaris se manteve como
espécie mais abundante durante 0 acompanhamento da formagao do biofilme.

O RB proporcionou boas remogdo de N, porém o seu potencial de
recuperagdo por meio de biofilme permaneceu baixo. Por outro lado, em colheitas
realizadas em 12 dias seria possivel obter maior produtividade de carotenoides,
enquanto em colheitas com maior intervalo garantem maior produtividade de

biomassa.
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9. Sugestoes para pesquisas futuras

Os resultados dessa pesquisa mostraram que, ao longo da formagao do
biofilme, podem existir estratégias de colheitas que permitam a otimizacdo da
producdo de certos produtos. Dessa forma, recomenda-se que estudos futuros
avaliem novas alternativas para aumentar a recuperagdo de nitrogéno via seu
acumulo no biofilme. Maiores esclarecimentos das relagdes entre intensidades de luz
espessuras do biofilme, bem como sua influéncia no metabolismo das microalgas
precisam ser realizados.

Sao necessarias investigagdes em escalas maiores das que utilizadas aqui
para obter resultados mais proximos aqueles que seriam obtidos em escala real. Ester
estudos podem incluir outros designs de reatores de biofilme e sistemas hibridos.
Além disso, estudos voltados para NEXUS, avaliacdo econdmicas e avaliagao de ciclo
de vida podem ser realizados a fim de complementar os estudos técnicos de producao

e aproveitamento de bioprodutos a partir de microalgas.



133

REFERENCIAS

ASSEMANY, P. et al. Energetic valorization of algal biomass in a hybrid anaerobic
reactor. Journal of Environmental Management, v. 209, p. 308-315, 2018a.

ASSEMANY, P. P. et al. Biodiesel from wastewater: Lipid production in high rate algal
pond receiving disinfected effluent. Water Science and Technology, v. 71, n. 8, p.
1229-1234, 2015.

ASSEMANY, P. P. et al. Energy potential of algal biomass cultivated in a
photobioreactor using effluent from a meat processing plant. Algal Research, v. 17,
p. 53-60, 2016.

ASSEMANY, P. P. et al. Energy recovery in high rate algal pond used for domestic
wastewater treatment. Water Science and Technology, v. 78, n. 1, p. 12-19, 2018b.

ASSIS, L. R. et al. Microalgal biomass production and nutrients removal from domestic
sewage in a hybrid high-rate pond with biofilm reactor. Ecological Engineering, v.
106, p. 191-199, 2017.

ASSIS, T. C. DE et al. Using atmospheric emissions as CO2 source in the cultivation
of microalgae: Productivity and economic viability. Journal of Cleaner Production, v.
215, p. 1160-1169, 2019.

ASSIS, L. et al. Innovative hybrid system for wastewater treatment: High-rate algal
ponds for effluent treatment and biofilm reactor for biomass production and harvesting.
Journal of Environmental Management, v. 274, n. April, p. 111183, 2020.

CASTRO, J. DE S. et al. Microalgae biofilm in soil: Greenhouse gas emissions,
ammonia volatilization and plant growth. Science of the Total Environment, v. 574,
p. 1640-1648, 2017.

CASTRO, J. DE S. et al. Algal biomass from wastewater: soil phosphorus
bioavailability and plants productivity. Science of the Total Environment, v. 711, p.
135088, 2020a.

CASTRO, J. DE S. et al. Microalgae based biofertilizer: A life cycle approach. Science
of the Total Environment, v. 724, 2020b.

CASTRO, J. DE S. et al. Hydrothermal carbonization of microalgae biomass produced



134

in agro-industrial effluent: Products, characterization and applications. Science of the
Total Environment, v. 768, p. 144480, 2021.

CHOUDHARY, P. et al. Development and performance evaluation of an algal biofilm
reactor for treatment of multiple wastewaters and characterization of biomass for
diverse applications. Bioresource Technology, v. 224, p. 276-284, 2017.

COUTO, E. et al. Influence of solar radiation on nitrogen recovery by the biomass
grown in high rate ponds. Ecological Engineering, v. 81, p. 140-145, 2015.

FERREIRA, J. et al. Innovative microalgae biomass harvesting methods: Technical
feasibility and life cycle analysis. Science of the Total Environment, v. 746, p.
140939, 2020.

HUANG, H. et al. Towards the biofilm characterization and regulation in biological
wastewater treatment. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 103, n. 3, p.
1115-1129, 2019.

JOHNSON, M. B.; WEN, Z. Development of an attached microalgal growth system for
biofuel production. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 85, n. 3, p. 525—
534, 2010.

LEE, S. H. et al. Higher biomass productivity of microalgae in an attached growth
system, using wastewater. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 24, n.
11, p. 15661573, 2014.

LORENTZ, J. F. et al. Microalgal biomass as a biofertilizer for pasture cultivation: Plant
productivity and chemical composition. Journal of Cleaner Production, v. 276, p.
124130, 2020.

MAGALHAES, I. B. et al. Technologies for improving microalgae biomass production
coupled to effluent treatment: A life cycle approach. Algal Research, v. 57, n. March,
2021.

MANTZOROU, A.; VERVERIDIS, F. Microalgal biofilms: A further step over current
microalgal cultivation techniques. Science of the Total Environment, v. 651, p. 3187—
3201, 2019.

PEREIRA, A. S. A. DE P. et al. Organomineral fertilizers pastilles from microalgae
grown in wastewater: Ammonia volatilization and plant growth. Science of the Total
Environment, v. 779, 2021.



135

PODOLA, B.; LI, T.; MELKONIAN, M. Porous Substrate Bioreactors: A Paradigm Shift
in Microalgal Biotechnology? Trends in Biotechnology, v. 35, n. 2, p. 121-132, 2017.

SAIDULU, D.; MAJUMDER, A.; GUPTA, A. K. A systematic review of moving bed
biofilm reactor, membrane bioreactor, and moving bed membrane bioreactor for
wastewater treatment: Comparison of research trends, removal mechanisms, and
performance. Journal of Environmental Chemical Engineering, v. 9, n. 5, p.
106112, 2021.

SHEN, Y. et al. Influence of algae species, substrata and culture conditions on
attached microalgal culture. Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 37, n. 3,
p. 441-450, 2014.

SILVA, T. A. et al. Microalgae biomass as a renewable biostimulant: meat processing
industry effluent treatment, soil health improvement, and plant growth. Environmental
Technology (United Kingdom), v. 0, n. 0, p. 1-17, 2021.

SINGH, G.; PATIDAR, S. K. Development and Applications of Attached Growth
System for Microalgae Biomass Production. Bioenergy Research, v. 14, n. 3, p. 709—
722, 2021.

SOUZA, M. H. B. DE et al. Soil application of microalgae for nitrogen recovery: A life-
cycle approach. Journal of Cleaner Production, v. 211, p. 342-349, 2019.

WANG, J. H. et al. Microalgal attachment and attached systems for biomass
production and wastewater treatment. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 92, n. April, p. 331-342, 2018.

ZHANG, B. et al. Microalgal-bacterial consortia: From interspecies interactions to
biotechnological applications. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 118,
n. March 2019, p. 109563, 2020.



APENDICE A

136

Tabela A5.1 — Variedade de materiais estudados e comparados em pesquisas de crescimento

aderido de microalgas.

Ndmero de . - A
materiais Tipos de materiais Referéncias
1 Espuma de poliuretano Rosli et al. (2019)
1 Folha de policloreto de vinila (PVC) Boelle et al. (2011)
1 Espuma de policloreto de vinila (PVC) Posadas et al. (2013)
1 Algodao Assis et al. (2017)
8 Nalon, polipropileno, algodao, acrilico, juta, poliéster, Christenson et al.
algodao fio alto e algodao fio baixo (2012)
Gaze, musselina, fibra de vidro armid, fibra de vidro
revestida de PTFE (Politetrafluoroetileno), tecido de
camurga, vermiculita, microfibra, tecido de camurca
16 sintética, fibra de vidro, estopa, duto de algodao, veludo, Gross et al. (2013)
tyvek, acido poli-lactico, acido poli-lactico abrasivo,
nailon laminado de vinil e poliéster.
Folha de polipropileno, folha de fibra, tecido de
5 musselina, tecido nao tecido spunbond (TNT) e folha de (Czlg)c#c)ihary etal.
filtro
1 Concreto Ozkan et al. (2012)
. Zamalloa et al.
1 Chapa de policarbonato (2013)
1 Vidro Schnurr et al. (2013)
1 Hastes de vidro Tsolcha et al. (2018)
> Policloreto de vinila (PVC - nos discos) e chapa de aco Sebestyén et al.
inoxidavel (2016)
3 Algodao, poliéster, nailon Assis et al. (2019)
1 Poliéster Assis et al. (2020)
Papel de filtro comum, linho de algodao trangado, linho
10 fino, poliéster macio, linho grosso, linho macio, algodao,  Yu et al. (2020)
nailon, gaze
1 Casca de noz Zou et al. (2021)
2 Coral veludo e poliéster Zhang et al. (2018a)
Coral veludo - longo, coral veludo - curto, pleuche, linho
12 de algodao, linho grosso, linho fino, duto de algodao, Zhang et al. (2018b)

duto de poliéster-algodao, gaze, tecido nao tecido (TNT),
organza e seda pérola gelo




APENDICE B

137

Figura A6.1 — Valores de radiacao fotossinteticamente ativa ao longo do experimento. Note: os
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Figura A7.1 — Valores de radiagéo fotossinteticamente ativa ao longo do experimento. Note: os
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Figura A7.2 — Variagao da radiacao fotossinteticamente ativa medida entre 12h e 14h ao longo do

experimento descrito no Capitulo Il1.
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