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RESUMO

Os efluentes liquidos de curtumes apresentam altas cargas organicas e de poluentes que
devem ser tratados corretamente para atingir os padrdes legais para seu descarte, evitando
a eutrofizacao de corpos hidricos e poluicao das dguas. O acabamento do couro € o estagio
final da producdo, onde o couro recebe as caracteristicas desejadas de acordo com os
produtos e artigos que serdao produzidos. Os efluentes das etapas de processamento para
acabamento do couro sdo responsaveis por conterem poluentes quimicos devido ao uso
de corantes, surfactantes, metais toxicos, agentes emulsificantes, recurtentes, oleos,
pigmentos, resinas, entre outros produtos quimicos adicionados. As microalgas tém sido
alvo de varios estudos no ambito de tratamento de efluentes, devido a sua capacidade de
remover diversos nutrientes, matéria organica do meio e por serem formas mais limpas e
econdmicas de tratar os poluentes. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
emprego de um consorcio de microalgas para tratamento de efluentes de um curtume e
analisar a capacidade de remocdo de poluentes que sdo nutrientes para estes
microrganismos. Os efluentes foram caracterizados ao longo dos ensaios com o consorcio
de microalgas por meio de Nitrogénio Total (NT), Amoénia (NH3), Fésforo (P-POs),
Carbono total (CT), Carbono Organico Total (COT), Carbono inorganico (CI), DQO e
Demanda Biologica de Oxigénio (DBO) e foi acompanhado o crescimento das
microalgas. Para os experimentos foram coletados efluentes em trés estagios distintos em
uma estacdo de tratamento: efluente bruto (B), efluente apos tratamento primario de
coagulacao/floculagdo (P) e efluente apds ao tratamento biologico secundario (S). Os
resultados com concentragdo de efluente de 50%, diluidos em dgua destilada (A), apds 16
dias de cultivo, mostraram que houve crescimento do consorcio nos trés efluentes com
um crescimento maximo de 1,77 g L' no efluente Bruto (S0B50A). Na sequéncia, foi
testado o cultivo em efluente bruto (100B) e em efluentes compostos nas seguintes
proporc¢oes: 50% efluente bruto + 50% efluente apds tratamento bioldgico (50B50S) e
25% efluente bruto + 75% efluente apds tratamento bioldgico (25B75S). Foi possivel
cultivar o consoércio no efluente bruto sem dilui¢do, entretanto os resultados foram ruins,
pois 0 mesmo apresentou baixo crescimento e, consequentemente, baixos niveis de
remocao de nutrientes. Com o efluente composto 25B75S percebeu-se morte rapida das
microalgas, uma vez que o efluente apresentava baixas concentragdes de nutrientes. Em
contrapartida, no efluente S0B50S foram atingidos valores efetivos de crescimento e
remocao de nutrientes. Em cultivos fotoautotrofico, mixotrofico e heterotrofico de
efluente composto S0B50S e de 75% efluente bruto + 25% efluente apos tratamento
biologico (75B25S), os melhores resultados foram atingidos no efluente 75B25S no
cultivo fotoautotrofico, crescendo até 1,42 g L' e atingindo valores de remogio de N-
NHs, Nitrogénio Total (NT), DQO, carbono orgénico total (TOC) e demanda biologica
de oxigénio (DBOs), de 99,90%, 74,89%, 56,70%, 58,18% e 20,68%, respectivamente.
Ao obter a microalga isolada Tetraselmis sp. predominante no consoércio foi analisado os
parametros anteriores em cultivo fotoautotrofico, além disso foi verificada a quantidade
de lipidio presente na biomassa. A microalga Tetraselmis sp. apresentou um crescimento
notdrio no cultivo fotoautotréfico com remogdes eficientes dos parametros e 5,0% de
lipidio no peso seco.

Palavras-chave: Tetraselmis sp., efluente de curtume, remogéao de nutrientes



Abstract

Liquid effluents from tanneries present high organic and pollutant loads and must be
treated correctly to meet the legal standards for effluent disposal and to avoid
eutrophication of water bodies and water pollution. The leather finish is the final stage of
production, where the leather receives the desired characteristics according to leather
goods and articles. The effluents from the processing steps for leather finishing are
responsible for containing chemical pollutants due to the use of dyes, surfactants, toxic
metals, emulsifying agents, retanning agents, oils, pigments, resins, among other
chemicals added. Microalgae have been the subject of several studies in the field of
effluent treatment due to their ability to remove various nutrients, organic matter from the
environment and to be cleaner and more economical ways to treat pollutants. In this work,
the growth of a microalgae consortium for the treatment of effluents from a tannery was
analyzed and the capacity of removal of Total Nitrogen (NT), Ammonia (NH3),
Phosphorus (P-POs4), Total Carbon ), Total Organic Carbon (COD), COD and Biological
Oxygen Demand (DBO), as well as the growth of microalgae biomass in these effluents.
The effluents were characterized before and after the trials with the microalgae
consortium. Effluents were collected in three distinct stages at a treatment plant: crude
effluent (B), effluent after primary coagulation / flocculation (P) treatment and effluent
after secondary biological treatment (S). The results with 50% effluent concentration,
diluted in distilled water (A) after 16 days of cultivation, showed that there was a
consortium growth in the three effluents with a maximum growth of 1.77 g L in the
crude effluent (50P50A). (50B50S) and 25% crude effluent + 75% effluent after
biological treatment (25B75S) were tested in the following proportions: 50% crude
effluent + 50% effluent after biological treatment (50B50S). It was not possible to
cultivate the consortium in pure crude effluent, since it presented low growth and,
consequently, low levels of nutrient removal. With the compound effluent 25B75S it was
observed rapid death of the microalgae, since the effluent presented low concentrations
of nutrients. On the other hand, in the effluent 50B50S, effective values of growth and
nutrient removal were achieved. In photoautotrophic, mixotrophic and heterotrophic
cultures of 50B50S effluent and 75% crude effluent + 25% effluent after biological
treatment (75B25S), the best results were reached in the effluent 75B25S in
photoautotrophic cultivation, growing up to 1.42 g L! and reaching values of removal of
N-NH3, total nitrogen (NT), (DQO), total organic carbon (COT) and biological oxygen
demand (DBO), of 99.90%, 74.89%, 56.70%, 58.18% and 20.68%, respectively. By
obtaining the isolated microalgae Tetraselmis sp., predominant in the consortium and
analyzed and the previous parameters in photoautotrophic cultivation, in addition to being
verified the amount of lipid present in the biomass. The microalgae Tetraselmis sp.
showed a notable growth in photoautotrophic cultivation with efficient removal of the
parameters and 5.0% of lipid in dry weight.

Keywords: Microalgae, tannery effluent, nutrient removal.



Sumario

LISTA DE FIGURAS. ......c.o oottt XI
LISTADE TABELAS ...t X1
INTRODUGAO ...t 1
1.1 OBJIETIVOS DA PESQUISA .....coeuiiemietietenienietesestesessesseseesessessesessessessssesseseesessenes 3
1.2 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA ....ooveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeasesesessessnssenanees 4
1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO .....oiitiiiiiieiteeiieetee ettt eteesieeeieesiteebee e eseesnteenneeeees 5
REVISAO BIBLIOGRAFICA........oooiieieeieeieee s 6
2.1, IMICROALGAS ......ouietiteieiteteetete ettt ettt ettt et se b e ene s neene 6
N I O F- 1 = o Lo OSSR 7
2.1.2 Lipidios, proteinas, carboidratos e aplicagies .........c.ccevvvevvreereeiiesivesnene. 9
2.1.3 Fatores que influenciam nNo CresCiMeNto.........cccocvevveiviiieieese e 9
2.1.3.1 LUMINOSIAAUE ....vevieiieiiiieie et 10
2.1.3.2 TEMPEIALUIA ...ccuvvie ettt e bbb e e e nnnees 10
2.1.3.3 PH oottt 11
2.1.3.4 AQITAGAD. ....c.eeeieiii ettt 11
2.1.3.5TIPOS e CUITIVO ... 11
N 0 F o] F- 144 T o (o PSP 13
2.2 INDUSTRIA DO COUROD ....cceotimieiieiiienieiietetestetesseneesaesessessesessenseseeseseseesesenas 13
2.2.1 Processamento O COUND ........ovververieriiriesiesieniieeeie e see st see et 14
2.2.2 Acabamento molhado e acabamento final ............ccccooviiiiiniicic e, 14
2.3 LEGISLAGAO AMBIENTAL APLICADA AOS EFLUENTES LIQUIDOS............... 16
24  TRATAMENTO DE EFLUENTES DE CURTUME ....ccctteiiiieiieniieeiee s enees 17
2.5 TRATAMENTO DE EFLUENTES COM MICROALGAS. ........cevvuieiiennieeieeseeeneeas 18

2.6 TRATAMENTO DE EFLUENTES COM CONSORCIOS DE MICROALGAS........... 19



2.7 TRATAMENTO DE EFLUENTES DE CURTUME COM MICROALGAS................ 19

MATERIAISE METODOS ..o, 21
3.1  CONSORCIO DE MICROALGAS. ......eotetteteeitenieetesitenteetesitente et siee s esaeseee e 22
3.1.1. Coleta e manutengao do CONSOICIO ......ccuerveuervereeieesienieeeie e, 22
3.1.2. Isolamento e Identificagdo da Microalga Predominante..............cccccuo.... 23
3.2 ETEEEFLUENTES COLETADOS .....cotririiriieiieiieiententeniesieeieeetennesensenaesnenne 24
3.3. EXPERIMENTOS DE CULTIVOS EM EFLUENTES .....ooiiiiiiieniieieeienceeceee e 26
3.3.1. TesteS d0S EflUBNTES .......cviirieieiie e 26
3.3.2 Cultivo em diferentes composicdes dos efluentes...........cccoccevvvevveiicinennenn, 27
3.3.3 Avalicao dos tipos de cultivo quanto a disponibilidade de luz .................. 28
3.3.4. Cultivo fotoautotréfico com a microalga isolada ..........ccccoeevvviviieiennnn 29
3.4 DETERMINACAO DE BIOMASSA .....ovviiiiieee e 29
3.5  ANALISES DOS EFLUENTES ...ccttiitiieniieieeitenieete ettt 30
B.5.L PH oottt 31
3.5.2 Determinagao de AMONIA.........cciuereeieiieiieie e e sre e sne e 31
3.5.3 Determinacgao de fOSfOro..........cooveviiiiiiciece e 31
3.5.4 Analise de DBO € DQO........coiiiiiiiiieiie ettt sraesne e 31
3.5.5 Determinacéo de carbono e nitrogénio total .............cccooeviniiiiniiinienne 32
3.5.6 Determinacéo da quantidade de lipidios na biomassa.............ccccevveveneene. 32
RESULTADOS E DISCUSSAO .......ooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 34
4.1  TeSte doS efIUBNTES ........oiiiieieiece e 34
4.2 Avalicéo dos tipos de cultivo quanto a disponibilidade de luz.................... 40
4.2.1 Cultivo FOtOAULOLIOfICO .......eveeeiieiiieeeise e 40
4.2.3 CUItIVO MIXOLIOFICO ...t 46

4.2.4 CUItIVO HELEIOtIOTICO ...ttt 51



4.3 1solamento € iIdentifiCaCa0.........cccoiviriiiiiiieieee e 56

4.3.1 Cultivo fotoautotrofico com a microalga isolada ..........ccceeevviviveieieneen, 57
4.3.2 Quantificagao de HPIidios .........ccovreriiiiineiee e, 62
CONCLUSAOQ ..ottt 64

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS ..o 66



Lista de figuras

Figura 1. Tetraselmis chuii e Tetraselmis suecica (Bunthawin et al., 2011; Baker, 2012)

................................................................................................................................... 8
Figura 2. Etapa de isolamento e purificagdo da microalga predominante. a) dilui¢do
SUCESSIVA € D) PlaqUEAMENTO .....ooviieeiieiiieiieeie ettt e 23
Figura 3. Diagrama do processo de tratamento de efluente do curtume com indicacao das
coletas dos efluentes B, P e S 24
Figura 4. Efluentes de curtume: bruto (B), apds a coagulacio/floculagdo (P), amostra,
apos o tratamento biologico de lodos ativados (S).......cccevvereeveeieneenennieneenieenne. 26
Figura 5. Efluentes SOB50A, S0P50A e 50S50A apds a adi¢ao do pré-inoculo............ 27

Figura 6. Cultivo em meio TAP, 25B75S, 50B50S e 100B (da direita para a esquerda)28
Figura 7. Cultivo fotoautotréfico com os efluentes compostos SOB5S0S e 75B25S em

QUPIICALAS. ...ttt ettt e et e et e et e e et e e entaeesnaeeeenbaeennneeeennes 29
Figura 8. Curva de calibracao com dados de medidas diretas de crescimento............... 30
Figura 9. Cultivos de microalgas ap6s 16 dias nos efluentes S0B5S0A, SOPS0A e 50S50A

colocados da esquerda para a dir€ita........c.c.ceeevveeevieeriieeeriee e 35
Figura 10. Crescimento médio de microalgas em efluentes de curtumes S0B50A, S0P50A

€ SOSS0A. ..ottt ettt e et e e bt nte st e nseenbeeraenreeneas 36
Figura 11. Variag@o do pH nos efluentes diluidos SO0B5S0A, S0P50A e 50S50A durante 16

QIAS ettt et sttt et et nbeeates 37
Figura 12. Biomassa microalgal durante o cultivo do consércio em mio TAP.............. 38
Figura 13. Crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo em

efluentes 100B, SOBS50S € 25B75S. ..ot 39
Figura 14. Crescimento médio do consércio de microalgas em cultivo fotoautotrofico em

efluentes de curtume nas composi¢des S0B50S e 75B25S. ....ccovviiiiiiininiineenne. 41
Figura 15. Remog¢do de Carbono ao longo do cultivo fotoautotréfico para o efluente

compoSto SOBSOS ... 43
Figura 16. Remog¢do de Carbono ao longo do cultivo fotoautotréfico para o efluente

COMPOSLO TSB2SS oo e 43
Figura 17. Remogao de Nitrogénio ao longo do cultivo fotoautotrofico ....................... 44
Figura 18. Remog¢ao de Amonia ao longo do cultivo fotoautotrofico.........ccveeeveeeneee. 45
Figura 19. Remogao de Fésforo ao longo do cultivo fotoautotrdfico ........cccuveeenveeeneee. 46
Figura 20. Crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo

mixotrofico em efluentes compostos S0B50S € 75B25S.....coiiiiiiiiiininicniicnen. 47
Figura 21. Remocao de Nitrogénio total ao longo do cultivo mixotrofico..................... 49
Figura 22. Remog¢do de Amonia ao longo do cultivo mixotrofico ........eevveeiverieennennnee. 49
Figura 23. Remocao de fosforo ao longo do cultivo mixotrofico .......ceeeeveeevvennieennennee. 50
Figura 24. Remoc¢do de Carbono ao longo do cultivo mixotrofico para o efluente

compPOStO SOBSOS ..o 51

Figura 25. Remogao de Carbono ao longo do cultivo mixotréfico para o efluente
comPOSLO TSB2SS ..o 51



Figura 26. Curva de crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo

heterotrofico em efluentes compostos SOB50S € 75B25S ...c.oooiviiiiiniiiinicneene. 52
Figura 27. Remocao de Nitrogénio total ao longo do cultivo heterotréfico................... 54
Figura 28. Remocdo de amonia ao longo do cultivo heterotrofico ..........coeevveeeeeenneennee. 54
Figura 29. Remocao de fosforo ao longo do cultivo heterotrofico........coccveeevverieennennnen. 55
Figura 30. Remogdo de Carbono ao longo do cultivo heterotrofico na composi¢io de

SOBSOS .ttt ettt b ettt b et e et aeeteseeen 56
Figura 31. Remog¢ao de Carbono ao longo do cultivo heterotréfico na composi¢ao de

TS B 2SS ettt ettt ettt a ettt e aeeteenteeneebeeneas 56
Figura 32. Consorcio de microalgas (aumento de 10x); B) Microalga isolada (aumento

MICTOSCOPICO AE A0X) 1.ttt ettt ettt et et eesate et esieeeseesaaeens 57
Figura 33. Crescimento da microalga Tetraselmis sp. durante 19 dias de cultivo

fotoautotréfico em efluentes compostos SOBS0S € 75B25S......oviiiiiieiiiiiieee 58
Figura 34. Remocdo de Nitrogénio total ao longo do cultivo fotoautotréfico com a

MICToal@a TetraselMis SP.....ccueervieeiiieiiieiiieiie et erte ettt see e staeebeessaeesaessaeens 60
Figura 35. Remog¢ao de Amonia ao longo do cultivo fotoautotréfico com a microalga

TRtrASEIMIS SP.uvreeeriieeiiieeite ettt e e st e et e e ere e e etaeeesaeeeareeenseeensaeesnnseeennns 60
Figura 36. Remocdo de Fosforo ao longo do cultivo fotoautotréfico com a microalga

TErASCIMIS SP.cuevieneieiiiieiie ettt ettt ettt et ettt et e e ate e bt e et e e sseeenbeeeaeeenne 61

Figura 37. Remocdo de Carbono ao longo do cultivo fotoautotrofico SOB5S0S com a
microalga Tetraselmis SP......cccuevieririiriiriiiieri e 62
Figura 38. Remocgdo de Carbono ao longo do cultivo fotoautotrofico 75B25S com a
Microalga Tetraselmis SP......cccuevieriiriierieieie et 62



Lista de tabelas

Tabela 1. Visdo geral da classificagdo da microalga Tetraselmis ..........ccceevuveeecuieernnennns 8
Tabela 2. Temperaturas usadas no cultivo de Tetraselmis ..........c.cccecvveevvieeeieeecieennnenn. 11
Tabela 3. Caracteristicas das condi¢des dos cultivos Fotoautotrofico, Heterotrofico e
IMIXOTIOTICO. ©oiinviieeiiieeiie ettt ettt e et e e eta e e e te e e e sbeeessaaeesnsaeesseeennnas 12
Tabela 4. Produtos quimicos empregados por etapa de processamento do couro.......... 16

Tabela 5. Formas de tratamento biologico de dguas residuais da industria do couro .... 18
Tabela 6. Composi¢cdo do meio de cultivo TAP utilizado para a manutengdo do

CONSOICIO de MICTOALZAS. ...eovviiiiieiieeiiieiieeie ettt et ebe e e e 22
Tabela 7. Fosforo (P-PO4), Nitrogénio total (NT) e Amonia (N-NH3) dos efluentes B, P
e S diluidos antes e ap6s o tratamento com microalgas. .........cceeevveeevieeeriieerveeennne. 36
Tabela 8. Parametros médios dos efluentes 25B75S, 50B50S e 100B, antes e apds o
tratamento com microalgas durante 19 dias...........cecceeviiieiieniiiiiieniieeeeeee 40
Tabela 9. Parametros médios dos efluentes compostos S0B50S e 75B25S antes e apos o
cultivo fotoautotrofico com o consdrcio de microalgas. .........occeeeeveevieeiiienieeienne. 42
Tabela 10. Parametros médios dos efluentes compostos SOB50S e 75B25A antes e apds
o cultivo mixotréfico com a microalgas isolada. ...........ceceevveeviienienciienieeiieiee 48
Tabela 11. Parametros médios dos efluentes compostos SOB50S e 75B25A antes e apds
o cultivo heterotrofico com o consércio de microalgas. .......c.cceeevveeeieeeniieenveeennee. 53
Tabela 12. Parametros médios dos efluentes compostos S0B50S e 75B25S antes e apds
o cultivo fotoautotréfico com o a microalgas Tetraselmis sp.. .......ccocveeviieriienennne. 59

Tabela 13. Quantificacdo de lipidios na biomassa da microalga Tetraselmis sp. em
cultivo fotoautotrofico ao final do Cultivo..........coeeeeciiiiiiiiininiiiicccccce, 63



Lista de abreviaturas

ABDI — Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial

ABS — Absorbancia

B — Efluente Bruto

CI — Carbono inorganico

COT — Carbono organico total

CT — Carbono total

DBO — Demanda bioquimica de oxigénio

DQO — Demanda quimica de oxigénio

ETE — Estacdo de tratamento de efluente

LACOURO - Laboratdrio de estudos em couro e meio ambiente

NT — Nitrogénio total

NTK — Nitrogénio total Kjeldahl

N-NH3— Amonia

P — Efluente apds o tratamento de coagulagao/floculacao

P-PO4 — Fosforo

T — Efluente ap6s o tratamento secundario

UV — Ultravioleta

50B50A — 50% de efluente bruto e 50% de agua destilada

50P50A — 50% de efluente apos o tratamento de coagulacdo/floculagdo e 50% de agua
destilada

50S50A — 50% de efluente ap0s o tratamento secundario e 50% de 4gua destilada
25B75S — 25% de efluente bruto e 75% de efluente apos o tratamento secundério
50B50S — 50% de efluente bruto e 50% de efluente apds o tratamento secundario
75B25S — 75% de efluente bruto e 25% de efluente apos o tratamento secundario

100B —100% de efluente bruto



Tratamento de efluentes de curtume com consoércio de microalgas

Capitulo 1
INTRODUCAO

No cenario brasileiro a induastria de couro ¢ um setor notoério da economia. De
acordo, com os dados apresentados em 2017, pela Agéncia Brasileira de Desenvolvimento
Industrial (ABDI), o Pais ¢ o segundo maior produtor de couro do mundo. No ano de 2016, o
Brasil exportou 32.267.363 unidades de couro bovino entre pele salgada, wet-blue ¢ couro
acabado, a matéria prima acabada foi a principal forma de exportagao do couro, correspondendo
a 56,1% do total. O Estado do Rio Grande do Sul ofereceu a maior contribuicdo destas
exportagdes, com 21,1% do total, seguido por Sdo Paulo com 20,9% e Goias em terceiro, com
14,9% (ABQTIC, 2017).

Na maioria das etapas de producao do couro, a 4gua limpa € utilizada como veiculo
de difusdo dos produtos quimicos e extragdo de materiais indesejaveis da pele. Desta forma, os
efluentes liquidos gerados tanto na etapa de ribeira, quanto de curtimento e acabamento,
apresentam alto impacto no meio ambiente devido a altas concentragdes de nitrogénio organico,
fosforo, metais toxicos, sulfetos, alta demanda bioldgica de oxigénio (DBO), demanda quimica
de oxigénio (DQO) e altas concentracdes de sélidos suspensos. Assim, por se tratar de grandes
volumes gerados com alta carga quimica, essa pratica atrai grande atengdo as técnicas de gestao
dos residuos produzidos, pois precisam de tratamentos adequados antes de serem descartados
nos corpos hidricos (GUTTERRES et al., 2015; SHARMA & MALAVIYA, 2016). As

caracteristicas das aguas residuais de curtume variam amplamente, dependendo da natureza do




Capitulo 1 — Introducgao

processo de curtimento adotado, da quantidade de agua utilizada, do processo de preservacao
do couro e das medidas adotadas pela industria para reduzir a poluigao.

No estagio de acabamento, o couro wet-blue recebe as caracteristicas finais
desejadas, tais como resisténcias fisico-mecanicas, suavidade, cor, durabilidade, estampagem e
revestimento de superficie. O acabamento do couro consiste de etapas de: acabamento molhado
(de desacidulacdo, recurtimento, tingimento e engraxe), secagem, pré-acabamento e
acabamento. Nestas etapas varios compostos quimicos sdo empregados no processamento, tais
como recurtentes, agentes desacidulantes, corantes, 6leos, surfactantes, polimeros, pigmentos,
solventes, resinas e outros produtos quimicos, além de matéria organica inerente ao processo,
acarretando nas contaminagdes dos efluentes que requerem tratamento (PICCIN et al., 2016).

Diversas pesquisas foram realizadas nos ultimos anos para o tratamento de efluentes
gerados na industria do couro, envolvendo a area de biotecnologia, por ser uma forma
sustentavel e econdmica de tratar os poluentes. Estes estudos tém usado agentes biologicos,
com microalgas, bactérias, fungos e seus bioprodutos para tratamento de efluentes
(FONTOURA et al., 2017a; ORTIZ-MONSALVE et al, 2017; SINGH, VYAS &
MALAVIYA 2016;).

As microalgas representam uma possibilidade versatil de tratamento de efluentes
uma vez que, tém alta capacidade de fixagdo de diéxido de carbono do ar e fésforo e nitrogénio
dissolvidos na 4gua, e se adaptam facilmente as mudangas no ambiente, seja de temperatura,
pH, salinidade e disponibilidade de nutrientes, tornando possivel seu cultivo em efluentes
(WHITTON, 2012). Estes microrganismos podem ser utilizados ainda para a remog¢ao de metais
que estdo presentes nos efluentes, uma vez que suas superficies contém cargas negativas e
adsorvem os ions de metais do efluente liquido (SUNDARAMOORTHY et al., 2016). Além
disso, podem alcangar altas taxas de crescimento celular nestes meios e apresentam solugdes
mais limpas, quando comparadas a outras alternativas para o tratamento de efluente (ANGELIS
etal, 2012; HU etal., 2017).

Ao final do processo de tratamento do efluente com microalgas, a biomassa gerada
pode ser transformada em biocombustivel de terceira gera¢do, dando origem ao biodiesel,
etanol, bioquerosene, bioplasticos, biohidrogénio, biogas (metano) e intermedidrios quimicos
para o setor petroquimico (SINGH & GU, 2010). Ademais, existem diversas outras aplicagdes
para biomassa advinda das microalgas, como por exemplo: biofertilizantes agricolas, racao

animal, compostos alimentares e obtengdo de farmacos e pigmentos (ANGELIS et al., 2012).
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No entanto, os efluentes brutos da industria do couro, ou seja, sem nenhum
tratamento prévio, sdo um desafio para o crescimento de microalgas, devido a alta carga
quimica, que muitas vezes pode ser tdxica a estes microrganismos, inibindo o seu crescimento
(AJAYAN et al. 2015). Fontoura et al. (2017a) usaram aguas residuais brutas da etapa de
ribeira, em diferentes concentragdes para cultivar a microalga Scenedesmus sp.. Os melhores
resultados foram obtidos com 88,4 % de efluente, atingindo concentracdo maxima de biomassa
de 0,90 gL', remo¢do méxima de nitrogénio amoniacal 85,63%, fosforo 96,78% e DQO
80,33%.

Desta forma, as microalgas se tornam uma alternativa atraente para tratamento de
aguas residuais, uma vez que, esses microrganismos apresentam muitos beneficios, pois além
de removerem substincias indesejadas dos efluentes, possuem alta capacidade de
armazenamento de substincias de reserva em sua biomassa, que pode ser transformada em
bioprodutos (JAHAN et al., 2014).

Alguns estudos relataram maior eficiéncia ao se empregar um consorcio de
microalgas na remocao de poluentes e nutrientes, como nitrogénio, fésforo e amdnio de aguas
residuais, quando comparados a microrganismos individuais (KOREIVIENE et al., 2014;
HENA etal., 2015).

Frente ao que foi discutido, o problema abordado vai de encontro com as diversas
vantagens do tratamento de aguas residuais com microalgas. Desta forma, o presente estudo foi
realizado com o intuito de analisar o crescimento de microalgas e a eficiéncia de remocao de
Nitrogénio Total, Fosforo, Aménia, DBO, DQO, Carbono Organico Total, Carbono Total e
Carbono Inorganico do efluente de um curtume de acabamento molhado e acabamento final de
couro. Empregou-se um consoércio de microalgas coletado em uma planta de tratamento de
efluentes de um curtume, em efluentes de uma industria de acabamento de couro, variou-se as
concentragdes do efluente, as composi¢des ¢ os fotoperiodos do cultivo (fotoautotréfico,

heterotréfico e mixotréfico) e comparou com a microalga abundante no consorcio.

1.1 Objetivos da pesquisa

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho de dissertacdo de mestrado teve como objetivo avaliar a capacidade

de um consdrcio de microalgas em crescer e remover poluentes de efluentes de curtume.

1.1.2 Objetivos especificos
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e Avaliar o crescimento de um consoércio de microalgas em efluentes coletados de
um curtume que processa couro nas etapas de acabamento molhado ao acabamento final
coletados em trés estagios na estagdo de tratamento de efluente: efluente bruto (B), efluente
posterior ao tratamento de coagulacdo/floculagdo primario (P) e efluente posterior ao
tratamento bioldgico secundario (S).

e Avaliar o crescimento do consorcio de microalgas em diferentes composi¢des
de efluente bruto (B) e efluente secundario (S);

e Avaliar o crescimento do consércio de microalgas em cultivos heterotréfico,
fotoautotrofico e mixotréfico em efluente de curtume em diferentes composigoes;

e [solar e identificar a espécie predominante no consorcio de microalgas;

e Avaliar o crescimento da microalga isolada no efluente de curtume, nas melhores
condi¢des encontradas (nas composi¢des 50% e 75% em cultivo fotoautotrofico), além de
verificar a quantidade de lipidios produzido do cultivo;

e Avaliar em cada cultivo as remog¢des de nitrogénio total, fésforo, amonia,

carbono inorganico, carbono organico, carbono total, DBO e DQO.

1.2 Historico da linha de pesquisa

O Laboratorio de Estudos em Couro ¢ Meio Ambiente (LACOURO) desenvolve
pesquisas no ambito de processamento de couros, que englobam a inovagdo de etapas do
processo, gerenciamento dos residuos gerados e o desenvolvimento de formas mais sustentaveis
e econdmicas para o tratamento destes residuos.

Existem vdrias pesquisas que ja foram realizadas no grupo para fim de tratamento
dos efluentes da indtstria do couro, as quais contribuiram para este trabalho. Cooper et al.
(2011) e Mella et al. (2012) estudaram as etapas fundamentais das operagdes unitarias do
tratamento de efluentes da industria do couro do Estado do Rio Grande do Sul e Gutterres et al.
(2015) apresentaram uma visdo geral das plantas de tratamentos de efluentes curtumes usados
no Estado além de caracterizarem efluentes brutos de curtume.

Pesquisas para o desenvolvimento de tratamentos bioldgicos do efluente de couro
também foram desenvolvidos no LACOURO. Agustini et al. (2016) avaliou a biodegradagio
de residuos sélidos da industria do couro para a producdo de biogéds com alto teor de metano a
partir de microrganismos isolados de lodos de aterros, enquanto Ortiz-Monsalve et al. (2017)

estudaram a descoloragdo e degradacao corantes dos efluentes de tingimento do couro através
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do fungo Trametes villosa SC10. Recentemente Fontoura et al. (2017a) realizaram estudos
sobre a influéncia da intensidade da luz e da concentragao de aguas residuais da etapa de ribeira
na produ¢do de biomassa e remog¢do de nutrientes por microalgas Scenedesmus sp., que

contribuiram de forma expressiva para a fundamentagao pratica e tedrica deste trabalho.

1.3 Estrutura do trabalho

Este trabalho ¢ composto por 5 capitulos, os quais sdo apresentados em sintese a
seguir:

Capitulo I — Introducdo: neste capitulo ¢ feita uma introdugdo sobre o assunto da
pesquisa realizada. Sao apresentados a problematica dos efluentes da industria do couro e o
potencial das microalgas para remog¢ao de nutrientes, seguidos dos objetivos e a estrutura do
trabalho.

Capitulo II — Revisdo bibliografica: sdo descritas neste capitulo, as etapas do
processamento do couro e efluentes gerados. Além de uma revisdo sobre os conceitos
importantes para o entendimento das formas de cultivo de microalgas, bem como os fatores que
influenciam seu crescimento e as técnicas de isolamento de uma cultura unialgal.

Capitulo III — Materiais e Métodos: neste capitulo ¢ detalhada a parte experimental,
os materiais usados para realizar o tratamento do efluente de curtume com consoércio de
microalgas e os locais onde foram coletados e as formas de cultivos utilizadas.

Capitulo IV — Resultados e Discussao: neste capitulo sdo apresentados os resultados
obtidos a partir das andlises realizadas e relacionados com resultados ja encontrados por outros
autores.

Capitulo V — Conclusao: neste capitulo sdo apresentadas as conclusdes obtidas a

partir deste estudo e sugestdes para continuidade deste trabalho.
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CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

J4

Neste capitulo ¢ apresentada uma revisdo teodrica sobre microalgas, abordando
aspectos relativos a classificacao, fatores que influenciam o crescimento, diferentes formas de
cultivo e isolamento. Na sequéncia, sdo apresentados o cenario da indistria coureira no Brasil,
as etapas de processamento e os efluentes gerados, dando énfase na utilizagdo das microalgas

para o tratamento das aguas residuarias geradas em curtumes.

2.1.  Microalgas

As microalgas sao microrganismos fotossintetizantes, em sua maioria unicelulares
microscopicos, podendo ser procaridticos ou eucaridticos, que se diferem quanto a origem,
composicdo quimica e morfologia. Aproveitam a energia solar consumindo o dioxido de
carbono na fotossintese, transformando-o em compostos organicos que, posteriormente podem
serem transformados em gorduras dentro da cé¢lula (CAMPOS; BARBARINO; LOURENCO,
2010). Além do dioxido de carbono, sdo essenciais para o metabolismo das microalgas o

nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio e alguns outros nutrientes (RAMIREZ et al., 2014)

A formagdo de cada composto no interior da célula de microalga é regulada por
complexos mecanismos metabodlicos. Em microalga verde, por exemplo, o complexo
sistema coletor de luz ligado a clorofila e ao carotenoide captura energia solar na
forma de fotons. Esta energia € utilizada pelo fotossistema II na oxidacdo catalitica da
agua, liberando proétons, elétrons e molécula de O,. Os elétrons com baixo potencial
sdo transferidos através da cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos que levam
a reducdo da ferredoxina para a formagdo de NADPH. Um gradiente eletroquimico ¢é
formado devido a liberagdo de protons apds a oxidagdo da agua para o lumen do
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tilacoide, o qual ¢ utilizado para conduzir a producdo de ATP via ATP sintase. Os
produtos fotossintéticos NADPH e ATP sdo os substratos para o ciclo de Calvin-
Benson, onde o CO; ¢ fixado em moléculas de trés atomos de carbono que sdo
assimilados em agucares, amido, lipidios, ou outras moléculas exigidas para o
crescimento celular. Ja o substrato para a hidrogenase, H" e e, sdo supridos tanto via
cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos como via fermentacdo do carboidrato
(amido) armazenado (CARDOSO et al., 2011).

Desta forma, na composi¢ao da biomassa das microalgas sdo encontrados lipidios,
proteinas, 4cidos nucleicos e carboidratos, que variam de acordo com cada espécie e as
condi¢des de cultivo (ARCEO, 2012). Estes compostos podem ser extraidos e podem ter grande
valor agregado.

O cultivo de microalgas quando comparado ao de plantas terrestres apresenta
rendimentos maiores de produ¢do de biomassa, uma vez que oferece maior eficiéncia
fotossintética que os vegetais superiores além de apresentarem a mesma composi¢ao quimica
em toda a biomassa, ademais as microalgas ndo competem com a atividade agricola, pois ndo
utilizam terras araveis para o cultivo (BROWN & ZEILER, 1993; RAVEN et al. 2001).
Entretanto, a demanda de dgua ¢ tdo alta quanto para as plantas, requerendo entre 11 a 13
milhdes L ha! ano™! para o cultivo em lagoas abertas (CHINNASAMY et al., 2010).

Porém, recentemente existe um grande investimento em pesquisas de cultivos de
biomassa de microalgas para a producao de biocombustiveis. Esta atividade ¢ justificada pelo
potencial que estes microrganismos ofertam na produgdo de maiores quantidades de lipidios
por area de solo em relagdo as plantas oleaginosas (WIJFFELS & BARBOSA, 2010). Os
lipidios encontrados nas microalgas possuem propriedades fisico-quimicas e quimicas analogas
aos de 6leos vegetais, sendo uma matéria-prima potencial para a produ¢do de biodiesel.

Outra justificativa para produgdo de biocombustiveis através do uso da biomassa
de microalgas, ¢ possibilidade de serem cultivadas em efluentes domésticos (CHAN et al.,
2013), agricolas (HU et al., 2013), e industriais (CHINNASAMY et al., 2010), superando o

obstaculo do uso de grandes quantidades de agua para o cultivo.

2.1.1 Classificacéo
Duarte (2010) explica que microalgas compreendem o grupo de microrganismos
com clorofila a e outros pigmentos fotossintéticos, mas ndo possuem valor taxondmico. Estima-
se que cerca de 30.000 a 40.000 espécies de microalgas foram identificadas e classificadas em
grupos (MATA et al., 2010; DEMIRBAS et al., 2011; BOROWITZKA & MOHEIMANI,
2013) e o tamanho das microalgas, dependendo da espécie, pode variar de 1 a 100 pm (AJAV
etal., 1999; HE et al., 2003).
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Para classificar as microalgas sdo necessarios critérios como a natureza quimica dos
produtos de reserva, os tipos de pigmentos e os constituintes da parede celular. Outros aspectos
que tém sido considerados sdo a citologia e morfologia, como por exemplo a ocorréncia de
flagelos, a estrutura dos flagelos, a divisdo celular e os processos de formagao do nucleo, a
presenga e a caracterizagdo de envoltdrio dos cloroplastos e a possivel conexdo entre o reticulo
endoplasmatico e a membrana nuclear. Além disso, existem as técnicas de biologia molecular
que tém sido muito usadas, por sua precisdo nos resultados (TOMASELLI, 2004).

A Tabela 1 mostra as classificagoes de acordo com filo, classe, ordem, familia e
género da microalga Tetraselmis. Dentro da divisdo clorophyta existe uma pequena classe
chamada Chlorodendrophyceae, compreendendo os géneros Tetraselmis e Scherffelia,
(MASSJUK & LILITSKA, 2006; LELIAERT et al., 2012). A forma e o tamanho das células

Chlorodendrales variam de acordo com a espécie.

Tabela 1. Visdo geral da classificagdo da microalga Tetraselmis

Reino Filo Classe Ordem Familia Género

Plantae Clorophyta Chlorodendrophyceae Chlorodendrales Chlorodendraceae Tetraselmis

O género Tetraselmis inclui cerca de 26 espécies aceitas (NORRIS et al.,1980;
SYM & PIENAAR, 1993) e embora muitas de suas espécies sejam bem caracterizadas quanto
a sua morfologia e estrutura, a atribuicdo correta das espécies ¢ ardua, por causa de
metodologias complexas para caracterizagdo celular, como por exemplo, a necessidade de
observagdes por microscopias eletronica (LEE & HUR, 2009). A Figura 1 ilustra as microalgas
Tetraselmis chuii e Tetraselmis suecica.

Figura 1. Tetraselmis chuii e Tetraselmis suecica (Bunthawin et al., 2011; Baker, 2012)

As microalgas marinhas Tetraselmis sdo flageladas ¢ unicelulares com
aproximadamente 15 a 23% de lipidios na composic¢ao celular quando cultivadas em sistema

fototrofico (CHISTI, 2007). RODOLFI et al. (2009) estudaram algumas espécies de
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Tetraselmis em cultivo fototrofico e obtiveram 14,7% de lipidios para Tetraselmis sp., 8,5%
para Tetraselmis suecica F&M-M33, 12,9% para Tetraselmis suecica F&M-M35 e 20,6% para
Tetraselmis pseudonana CS173.

As espécies de Tetraselmis sdo economicamente importantes, pois sdo ideais para
o cultivo em massa. O género ¢ amplamente utilizado em instalagdes de aquicultura como
alimento para moluscos e larvas de camardo, pois possuem maiores valores de proteinas e

carboidratos quando comparadas a outras microalgas (AZMA et al., 2011).

2.1.2 Lipidios, proteinas, carboidratos e aplicacdes

Cada microalga tem um metabolismo diferente variando suas concentragdes de
lipidios, proteinas e carboidratos na composi¢do celular. Estas concentragdes também podem
variar de acordo com o meio de cultivo, ou seja, as quantidades de nutrientes presentes no meio
interferem nas rotas metabodlicas das microalgas, fazendo que elas armazenem quantidades
diferentes destes componentes.

A composicao da célula da microalga pode chegar a valores até 80% do peso seco
da biomassa (SPOLAORE et al., 2006), entretanto, comumente sdo encontrados valores entre
20-50% de lipidios na composi¢do da célula. Estudos mostram que menores quantidades de
nitrogénio presentes no meio geram maior acimulo de lipidios na célula (RICHMOND, 2004).

As maiores concentracdes de carboidratos também sdo atingidas quando ocorre o
estresse nutricional, pois a microalgas param de se dividir e comecam a sintetizar carboidrato e
lipidios para armazenar energia (CHAGAS et al., 2010). Os carboidratos presentes na biomassa
podem ser convertidos em etanol via fermentacao.

Algumas espécies de microalgas, no entanto, apresentam elevadas concentragdes
de proteinas, podendo chegar a 63% da biomassa (BECKER, 2007). Quando altas
concentragdes de proteinas sdo encontradas na biomassa, esta pode ser utilizada como
suplemento alimentar.

Niveis altos de lipidios na biomassa sdo ideais para a produc¢do de biodiesel e uma
biomassa rica em proteinas e carboidratos ¢ de extremo interesse para producao de racdes e
adubo. Quando destinadas a estes fins a producao de biomassa pode ocorrer simultaneamente

aos processos de tratamento de efluente (MICHELON et al., 2015).

2.1.3 Fatores que influenciam no crescimento
Existem alguns fatores que devem ser controlados, pois podem influenciar o cultivo

de microalgas, aumentando ou diminuindo a taxa de crescimento. Sdo eles: a temperatura, o
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pH, a salinidade, a concentracdo dos nutrientes, a intensidade luminosa, o fotoperiodo, a
agitacdo do meio, a concentragao do inéculo, a natureza do meio de cultura e a contaminagao
(LOURENCO, 2006). No entanto, o comportamento diverso das diferentes espécies dificulta o

apontamento de valores 6timos de cada uma destas varidveis.

2.1.3.1 Luminosidade

Behrens (2005) aponta que a luz ¢ uma das principais variaveis a ser controlada na
otimizagdo do processo de crescimento, seguida da temperatura, do pH e da presenca de COz e
02 no meio.

No entanto, a elevada exposi¢ao a fétons pode causar a fotoinibi¢do, resultando na
diminui¢do da capacidade de realizar a fotossintese da microalga e por consequéncia ocorre o
branqueamento e a morte celular (SOLETTO et al., 2005; MEHLITZ, 2009; MULLER, LI, &
NIYOGTI, 2001).

Existem microalgas que tem a capacidade de fixar o nitrogénio molecular através
de células especificas e utilizam compostos organicos como fonte de carbono, o que faz com
que consigam sobreviver na auséncia de luminosidade (BRACHER, 2015).

Fontoura et al. (2017a) ao variar a concentragdo de efluente de ribeira de um
curtume (entre 20% e 100%) e a intensidade de luz (80 a 200 umol de fotons m™ s™') observou
que a produtividade méxima da biomassa de Scenedesmus sp. (210,52 mg L™! dia ") ocorreu no
ensaio com maior intensidade da luz 200 pmol de fétons m™? s "' e 60% de efluente de curtume.
Sobretudo uma concentragio maxima de biomassa (0,90 g L!) e uma taxa de crescimento
méximo especifico (0,081 d ') foi alcangada para a concentragdo de 88,4% de 4guas residuais

de curtumes e intensidade da luz de 182,5 pmol de fétons m? s,

2.1.3.2 Temperatura

Temperaturas acima de 30°C s3o consideradas altas para a maioria das espécies,
desta forma, ¢ aconselhdvel trabalhar com temperaturas inferiores (SUALI & SARBATLY,
2012). As temperaturas ideais para o cultivo de microalgas sdo de 20 a 30°C (ISLAM,
HEIMANN & BROWN, 2017). Lourenco (2006) indica o uso de temperaturas ambientes para
realizacao dos trabalhos, uma vez que ha a redugdo de custos no processo.

Estudos com a microalga Tetraselmis tem uma ampla variagdo de temperatura, a

Tabela 2 mostra algumas temperaturas utilizadas na literatura.
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Tabela 2. Temperaturas usadas no cultivo de Tetraselmis

Microalga Temperatura Referéncia

Consorcio de 15 microalgas: (Tetraselmis

- : ” 25 +1°C CHINNASAMY etal., 2010
suecica, Tetraselmis chuii entre outras)
Tetraselmis suecica 30 °C AZMA et al. 2011
Tetraselmis chuii e Tetraselmis suecica 24 £ 1°C PALUDO, 2012
Estirpes de Tetraselmis 15 £2°C GONZALEZ et al., 2015
Tetraselmis sp. 20 °C SCHULZE et al., 2017

2.1.3.3pH

O cultivo de microalga pode ser realizado com pH entre 5,0 a 9,0. A atividade
bioldgica das células, na qual as microalgas consomem o carbono inorganico dissolvido, faz
que seja notada uma elevacdo gradual do pH. Desta forma, durante o cultivo podem ser
alcangados pH elevados, como 9,0 € 9,5, que podem ser toxicos a muitas espécies.

Esta variavel influencia na solubilidade dos minerais e CO3, interferindo na
disponibilidade destes no meio, e por consequéncia no crescimento das microalgas.
Dependendo do pH que o meio aquoso se encontra, as propor¢des do carbono inorganico podem
variar para as suas formas CO2, H2CO3, HCO3™ bicarbonato e CO3 carbonato (ESTEVES,
1998).

2.1.3.4 Agitacao

Outra varidvel importante ¢ a agitacdo do meio, uma vez que proporciona uma
exposicdo homogénea das microalgas a luz, e evita a sedimentacdo da biomassa. Além de
distribuir os nutrientes de forma uniforme deixando-os suspensos no meio, impedindo que se
cristalizem (MONTEIRO, LUCHESE & ABSHER, 2010).

Como o CO2 ¢ um gas soluvel em agua e ¢ uma das fontes de carbono usada pelas
microalgas, ¢ comum realizar a agitacdo do meio com inser¢ao de CO2 ou até mesmo com ar

atmosférico através de compressores (LOURENCO, 2006).

2.1.3.5 Tipos de cultivo

O crescimento e a composi¢do das microalgas variam conforme as condig¢des de

cultivo. A Tabela 3 exp0e as caracteristicas das principais formas de cultivo.
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Tabela 3. Caracteristicas das condi¢des dos cultivos Fotoautotrofico, Heterotrofico e Mixotrofico

. Fonte de Fonte de L .
Cultivo ) Aplicagéo Caracteristicas
energia carbono
Lagoa aberta i )
_ Densidade celular baixa
Fotoautotrofico Luz Inorgénico ou Custo de condensagio
Fotobiorreator elevado
) . Fermentador C o
Heterotrofico Organico Organico ) ontaminagao
convencional  Alto custo do substrato
Luze Inorgéanico e Fotobiorreator Contaminagao
Mixotréfico Alto custo do
organica organico fechado equipamento e
substrato

O cultivo mais empregado ¢ o fotoautotrofico no qual a luz ¢ utilizada como fonte
de energia e se converte em energia quimica, crescendo a partir da utilizagdo de CO:2
(GOUVEIA & OLIVEIRA, 2009; ILLMAN et al., 2000; MANDAL & MALLICK, 2009; YOO
et al., 2010), e utilizando as técnicas de lagoas aeradas abertas ou fotobiorreatores fechados
(CHEN et al. 2011, CHEN et al. 2011).

O cultivo heterotrofico representa a utilizagdo de composto organico tanto como
fonte de energia, quanto como fonte de carbono para a formacdo de biomassa (MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010). Neste cultivo, os compostos organicos como o acetato, a
sacarose, a glicose, a lactose, a frutose, o glicerol e a galactose substituem o CO2 (MAROUBO,
2013).

De acordo com Azma et al. (2011), a melhoria substancial da concentragdo celular
final (28,88 g L!) e do teor de lipidios (53,8%) no cultivo heterotréfico da microalga
Tetraselmis suecica atingida em condi¢des 6timas dos compostos organicos (5,78 g L' de
glicose, 9 g L! peptona, 4,48 g L'! extrato de levedura e 3,01 g L*!, extrato de carne), é uma
maneira promissora para a produgdo de lipidio e subsequente de biodiesel.

No entanto, existem algumas barreiras a serem superadas, pois em sistemas abertos
pode ocorrer facilmente a contaminacdo do cultivo heterotréfico, tornando-se um problema
para a produgdo em larga escala e além disso, do ponto de vista econdmico, os custos com
carbono organico sdo maiores, quando comparado as outras alternativas (CHEN et al., 2011).

J& o cultivo mixotrofico acontece quando as microalgas utilizam o composto
organico ou o carbono inorganico para o seu crescimento permitindo que elas vivam tanto em

condi¢des heterotroficas quanto fotoautotrofica (MAROUBO, 2013). Neste cultivo, as
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microalgas assimilam compostos orginicos ¢ CO2 como fonte de carbono, e o COz liberado

através da respiragao ¢ reutilizado no cultivo fototréfico (MATA et al., 2010).

2.1.4 Isolamento

Uma etapa elementar dos estudos com microalgas ¢ o isolamento das linhagens de
interesse. Existem vdrias técnicas para obtencdo de uma tUnica espécie, descrita por diversos
autores (GONZALEZ et al., 1995; ANDERSEN, 2005; LOURENCO, 2006), no entanto, trata-
se de uma tarefa trabalhosa e lenta.

O processo de isolamento por pipetagem e diluigdes sucessivas ¢ empregado para
microalgas com tamanho superior a 10 um. O mesmo consiste na localizagdo da microalga de
interesse por um microscopio estereoscopico, seguida de coleta com pipeta Pasteur e
transferéncia para meios de cultura adequados. Este método deve ser realizado sucessivamente
até a obtengdo de uma unica célula. O método de isolamento em meio solido ¢ aplicado para
microalgas pequenas de nanoplancton e picoplancton, no qual, sdo feitas estrias com uma alga
bacteriol6gica em placas de Petri com meio Agar utilizando uma amostra do meio contentado
microalgas. Uma outra alternativa muito utilizada ¢ o isolamento por dilui¢do em série, onde
sao realizadas dilui¢des sucessivas da amostra em meio de cultivo. Este método € mais utilizado
quando a espécie desejada ¢ abundante no meio (LOURENCO, 2006).

Estes métodos apresentam eficiéncias varidveis e para a comprovagdo destas
técnicas € necessaria a avaliacdo para identificar se houve éxito no processo. Em geral, existem
trés maneiras de comprovar que ndo ha contaminantes no meio ou a presenca de outra espécie
indesejada. A principal maneira e mais simples ¢ por microscopia Optica ou eletronica, que
consiste em avaliar a presenca de contaminantes como bactérias e outras espécies de
microalgas. Na microscopia o6tica convencional ¢ sugerido o uso dos recursos como campo
claro e campo escuro e contraste de fases para uma melhor observacao da imagem gerada
(LOURENCO, 2006; LUBIANA, 2013).

As outras duas maneiras de identificar a presenga de contaminantes ¢ contagem de

células por citometria de fluxo e testes de crescimento de fungo e bactérias.

2.2 Industria do Couro

O crescente interesse no mercado de couros nas ultimas décadas fez com que esta
atividade se tornasse muito importante na economia do Brasil, tornando o pais um dos maiores

produtores de couro do mundo. A maior contribui¢do neste setor € propiciada pelo Estado do
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Rio Grande do Sul, por ter grandes quantidades de rebanhos bovinos, sendo este estado o maior

produtor de couro do pais (ABQTIC, 2017).

2.2.1 Processamento do couro

O processamento do couro consiste em transformar a pele salgada ou verde em
couro acabado através de operacdes classicas. As operagdes de processamento do couro siao
divididas agrupadas em trés etapas principais: ribeira, curtimento e acabamento.

Nas operagdes de ribeira ¢ realizada a limpeza da pele. Nesta etapa, a pele ¢
hidratada, depilada, sdo retiradas as partes que ndo constituirdo o couro € a estrutura proteica ¢
preparada para receber outros produtos nas proximas etapas (GUTTERRES, 2014).

No curtimento a pele ¢ transformada em couro propriamente dito. Conforme a
substancia que ¢ utilizada, o curtimento pode ser mineral ou vegetal. O mais utilizado no Brasil
e no mundo € o curtimento com sais de cromo. Este curtente d4 origem ao couro wet-blue,
assim chamado pela aparéncia imida e azulada. Apds esta etapa, o material devera ficar estavel
e imputrescivel, ou seja, resistente as agdes quimicas, fisicas e biologicas (GUTTERRES,
2014).

Por fim, a fase de acabamento pode ser dividida em: acabamento molhado e
acabamento final, na qual ¢ gerado o produto couro acabado de maior valor agregado do
processo produtivo. Estas etapas proporcionam propriedades como a cor, maciez, elasticidade,

dentre outras, atribuindo o aspecto final do material (GUTTERRES, 2014).

2.2.2 Acabamento molhado e acabamento final

O acabamento molhado ¢ subdividido em etapas que sdo realizadas posteriormente
ao curtimento do couro dando enchimento, firmeza de flor, tamanho de poro, lixabilidade, cor,

maciez e pode ser dividida em: desacidulagdo, recurtimento, tingimento e engraxe.
Desacidulagdo

Na desacidulacao ocorre a neutralizagdo dos acidos presentes no couro através do
ajuste do pH, esse processo ¢ realizado para tornar as cargas do couro compativeis, facilitando
posteriormente a absor¢ao pelo couro de recurtentes, corantes e agentes de engraxe. Entre os
desacidulantes mais utilizados estdo o carbonato de s6dio, o bicarbonato de sddio e o formiato

de sodio (GUTTERRES, 2014).

Recurtimento
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No recurtimento ¢ conferido enchimento, aparéncia uniforme e toque ao couro pela
penetracao por gradiente de concentracao e acdo mecanica de recurtentes, os quais irdo fechar
0s poros € preparar a estrutura para as operacdes de tingimento e engraxe. Sdo definidas nesta
etapa, as caracteristicas do material, como por exemplo, maciez, elasticidade, resisténcia fisico-
mecanica, enchimento e algumas caracteristicas da flor, como toque e desenho do poro. Sao
comumente utilizados na etapa de recurtimento os sais minerais (sais de cromo, aluminio e

zircOnio), taninos vegetais e sintéticos, resinas e gutaraldeido (AQUIM, 2006).

Tingimento

No tingimento ¢ atribuida coloracdo e tonalidade de interesse ao couro. Esta etapa
¢ realizada em meio liquido e sdo utilizadas grandes concentragcdes de corantes organicos €
sintéticos para garantir que o processo seja eficiente, sendo capaz de tingir a superficie externa
e interna do couro (HEIDEMANN, 1993). Os corantes acidos sdo os mais utilizados, possuem
grupos cromoforos azo, uma vez que conferem maior estabilidade a cor e uniformidade ao

produto final (ORTIZ-MONSALVE, 2015).

Engraxe

Na etapa de engraxe ¢ conferida maciez e impermeabilidade, pois as fibras e fibrilas
sdo lubrificadas com 6leos, garantindo um coeficiente de friccdo apropriado entre elas de modo
a evitar que se unam durante a etapa de secagem (MANCOPES, 2011).

Na etapa final da produ¢do do couro, ou seja, o acabamento final, ¢ realizado o
revestimento da superficie com produtos quimicos para dar caracteristicas desejadas, buscando
sempre atender os requisitos da moda através de efeitos envelhecidos, texturas, relevos,
abrilhantados e filmes, além de atribuir durabilidade ao produto (WINTER, 2014).

Desta forma, as caracteristicas gerais dos efluentes liquidos gerados no
processamento das peles sdo atribuidas a elevada carga organica e nitrogenada das etapas
iniciais de processo associadas as operagdes de limpeza das peles e pH alcalino. Durante o
curtimento, os efluentes caracterizam-se pela presenca de metais, como o cromo € outros
agentes curtentes, ou ainda compostos orgéanicos (taninos) e pH acido (BERTOLDI et al. 2016;
GUTTERRES et al., 2014). Os efluentes gerados nas etapas de acabamento molhado e final
possuem grandes quantidades de substancias quimicas soluveis ou em emulsdo, como os
corantes, tensoativos, recurtentes sintéticos e 6leos, cromo residual das lavagens que impedem
a reutilizacdo e dificultam o tratamento da agua (PICCIN et al. 2016; GUTTERRES et al.,

2014). Estas aguas residuais apresentam alta carga de toxicidade e baixa biodegradabilidade, e
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devem ser tratadas antes de ser descarregada para as fontes de agua (DI LACONI et al., 2001).

A Tabela 4 mostra cada etapa sua finalidade durante o processo e os reagentes utilizados no

Pprocesso.
Tabela 4. Produtos quimicos empregados por etapa de processamento do couro.
Etapa Sub-etapas Finalidade Produtos Utilizados
. . . Sal (cloreto de so6dio), agentes
Conservagdo Evitar a decomposigdo das peles ( . ) . g
conservantes microbicidas
, R Sais, alcalis, acidos, tensoativos
Remolho Repor o teor de gua as peles T S ’
enzimas, bactericidas
N Remover epiderme juntamente com
Depilagdo e ~ .. L . .
lei pelos, 13 e outros materiais Cal e sulfeto de sddio, aminas, enzimas
caleiro .
. queratinosos da pele
Ribeira - ..
Eliminar a cal adicionada na etapa . S L g
. . Sais amoniacais, bissulfito de sddio ou
Desencalagem de caleiro e ajustar o pH para a L .
acidos fracos
purga
p Etapa enzimatica de limpeza da Enzimas proteoliticas (pancreaticas,
urga N . . .
& pele e remocao final da epiderme microbianas)
Piquel Desidratar, acidificar a pele e Acidos, especialmente, sulfurico e
interromper a atividade enzimatica férmico
Atribuir a pele estabilidade
Curtimento Curtimento quimica, térmica e mecanica, Sais de cromo, taninos vegetais, biocidas
transformando-a em couro
. - Neutralizar parte da acidez Bicarbonato de sodio, formiato de
Desacidulacdo L . .
presente no couro sodio, taninos neutralizantes
- Conferir propriedades quimicas e Sais de Cr, Al, Zr, taninos vegetais e
Recurtimento . . - . .
fisico-mecéanicas ao couro sintéticos, aldeidos, resinas
Acabamento | Tingimento Conferir cor Corantes e alguns auxiliares, 4cidos
E Lubrificar as fibras, conferir maciez 2 .
ngraxe . . Oleos, agentes tensoativos
ao couro, impermeabilizar
Acabamento Conferir propriedades de superficie Polimeros, solventes, pigmentos
e aspecto do produto final

2.3 Legislacdo Ambiental aplicada aos efluentes liquidos

O 6rgao que estabelece as condicdes e padrdes de langamento de efluentes liquidos
no Brasil ¢ o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Em 2005, foi publicada a
Resolugdo CONAMA n° 357/2005, que dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento e cita as condi¢des ¢ padroes de langamento
dos efluentes. Em 2011, foi publicada a resolu¢ao n° 430, de 13 de maio de 2011, criada para
complementar e alterar parcialmente a anterior, n® 357, de 17 de marco de 2005. No Estado do
Rio Grande do Sul o Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA) langou a Resolugao
n°® 355/2017 que define os novos padrdes de emissao de efluentes em corpos da agua.

A descarga de aguas residuais carregadas com nutrientes (nitrogénio e fosforo) em

aguas superficiais leva a eutrofizagdo e traz uma séria de ameaga ao meio aquatico. Portanto, o
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tratamento para remoc¢ao de nutrientes tem se tornado obrigatério em todo o mundo. Os limites
de descarga de nutrientes exigidos pelo CONSEMA 355/2017 sio de 20 mg L' para o
nitrogénio amoniacal e 1 - 4 mg L! para o fésforo total, e ainda sdo superiores aos limiares
(nitrogénio total menor que 1,2 mg L!; fosforo total menor que 0,1 mg L) que causam
eutrofizacdo das aguas (CHAMBERS et al., 2012).

Com a preocupagdo em se adequar as regulamentagdes governamentais de
descargas de efluentes que estdo cada vez mais rigorosas, as indlstrias buscam estratégias para
otimizar os procedimentos de tratamento de efluentes, visando o desenvolvimento de processos
eficientes, sustentaveis e de custos reduzidos.

O cultivo de microalgas tem se mostrado um beneficio no tratamento de aguas
residuais, por ser uma alternativa de baixo custo, além da composi¢do quimica da microalga
poder ser manipulada de acordo com as necessidades, através da variagdo de algumas condicdes
de cultivo como luminosidade, temperatura, salinidade, restrigdo de nutrientes ¢ o tempo da
cultura para a obtencao da biomassa que possa ser aproveitada ao final do tratamento (PANDEY

etal., 2014).

2.4 Tratamento de efluentes de curtume

Os tratamentos usualmente utilizados na industria do couro podem ser divididos
basicamente em primarios, secundarios e terciarios (GUTTERRES et al., 2015). No tratamento
primario ¢ realizada coagulacao/floculagdao do efluente de curtumes. Geralmente, sdo usados
coagulantes inorganicos como o sulfato aluminio, cloreto férrico, sulfato ferroso, afim de
reduzir DQO, so6lidos suspensos e remover substancias toxicas para que o efluente passe para o
tratamento secundario (LOFRANO et al., 2013)

No tratamento secundario, os processos bioldgicos reduzem o contetido organico e
alguns nutrientes como o nitrogénio e o fosforo, porém efluentes com alta concentracdo de
taninos e outros compostos pouco biodegradaveis, como os metais, podem inibir o processo
(BENVENUTI, 2015). Lofrano et al. (2013) descrevem as formas de tratamento biologico:
processos anaerdbios e processos aerobios. Os processos aerobicos com lodo ativado, sao mais
utilizados nos curtumes, neste processo existe a formacdo de grandes quantidades de lodo, no
qual parte ¢ recirculado ao sistema e o restante recebe uma destinacdo final (DURAI &
RAJASIMMAN, 2011).

Em alguns curtumes sdo empregados também os tratamentos terciarios, os quais
sdo realizados como intuito de alcancar aprimoramento do efluente, porém apos ao tratamento

secundario, muitas vezes o efluente ja estd adequado para ser lancado de volta aos corpos
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hidricos. Os tratamentos que vem sendo utilizados sdo: biologico, como biorreatores de
membranas, ou quimicos e fisicos, como osmose reversa, ultrafiltracdo, processos baseados em
Fenton, processos oxidativos avangados, processos de foto-oxidagdo, ozonizagdo, adsor¢do e
fotocatalise (GUTTERRES & AQUIM, 2013; LOFRANO et al., 2013; PICCIN et al., 2016).
No ambito de tratamento de efluentes amigdveis ao meio ambiente estdo os
tratamentos bioldgicos de efluentes. Existem diversos estudos sobre essas técnicas aplicadas

em aguas residuais de curtimento na literatura, algumas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Formas de tratamento biologico de aguas residuais da industria do couro

Tipo de efluente Tipos de tratamentos ~ Microrganismos Referéncias
o Remocéo de nutrientes . FONTOURA et al.,
Ribeira / Bruto e diminuicdo de DQO Microalgas 20174
Planta de tratamento de Remocio de crom Bactéria BHARAGAVA &
curtume/ Bruto cImoGao e cromo cterias MISHRA, 2018.
Acabamento molhado / Bruto Biossorgdo de Microalgas FONTOURA etal,
corantes 2017b
ORTIZ-
Acabamento molhado / Bruto  Remogao de corantes Fungos MONSALVES et al.,
2017
Efluente de curtume / Bruto Remocigiigzsmetals Microalgas AJAYAN et al., 2015
Planta de tratamen:co 150 Remociio de DQO e Biorreator de KEERTHI et al.,
curtumes / apos 2013
cor membrana

Eletrocoagulacgio

2.5  Tratamento de efluentes com microalgas

As microalgas tém mostrado grande potencial para o tratamento dos mais diversos
poluentes, uma vez que sdo microrganismos que apresentam remocao eficiente de matéria
organica, nitrogénio, fosforo, entre outros nutrientes presentes no meio, e fixacdo de CO2
(MORENO-GARRIDO, 2008). As microalgas também podem utilizar os nutrientes presentes
em efluente para a produ¢do de biomassa e, portanto, diminuir os problemas de eutrofiza¢ao
(YENetal., 2013).

Estudos demonstraram que as microalgas removem principalmente os nutrientes,
nitrogénio e fosforo, que sao as principais causas de eutrofizagdo de corpos hidricos onde sao
despejados efluentes sem tratamento. Wang et al. (2011) observaram que Neochloris
oleoabundans removeu completamente o nitrogénio e fosforo presentes em amostras de
efluentes secundarios de dguas residuais municipais com concentra¢des de 218 mg N-NO3 L!

e 47 mg P-PO4° L' a taxas de 43,7 mg N L dia' e 9,4 mg P L! dia”".
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2.6 Tratamento de efluentes com consoércios de microalgas

Alguns estudos relataram maior eficiéncia ao se empregar um consorcio de
microalgas na remocao de poluentes e nutrientes, como nitrogénio, fésforo e aménio de aguas
residuais, quando comparados a microrganismos individuais (KOREIVIENE et al., 2014;
HENA etal., 2015).

Koreiviené et al. (2014) relataram que o consércio de microalgas contendo
Chlorella sp. e Scenedesmus sp., se mostrou mais eficiente na remogao de nitrogénio e fosforo
de aguas residuais municipais, quando comparado a cultura individual de Chlorella sp. e
Scenedesmus sp., obtendo apos trés semanas de cultivo do consorcio remogdes de 88,6 a 96,4%
€ 99,7 a2 99,9%, de nitrogénio e fosforo, respectivamente.

Hena et al. (2015) avaliaram a capacidade de produgdo de biodiesel a partir do
consorcio de cultura de microalgas em dguas residuais de uma fazenda leiteira e comparam com
C. saccharophila e Scenedesmus sp.. O consodrcio de microalgas foi isolado do tanque de aguas
residuais ndo tratada gerada na fazenda leiteira, bem como do tanque de aguas residuais apos
ter passado pelo tratamento secundario. O consorcio de microalgas apresentou maior produgao
de biomassa (219,87 t ha'! ano™') e teor de lipidios (23,62%) em 4guas residuais tratadas e

72,70% dos lipidios obtidos do consorcio foram convertidos em biodiesel.

2.7  Tratamento de efluentes de curtume com microalgas

Alguns estudos vém sendo consolidados para se realizar o tratamento de efluentes
da industria de curtume com a utiliza¢do das microalgas. Um estudo foi proposto por Merig et
al. (2005), com o intuito de investigar a toxicidade do efluente de curtimento de couro aplicando
a microalga D. tertiolecta em trés etapas do tratamento: efluente bruto, apés a
coagulacao/floculagdo e apos o tratamento bioldgico. Neste estudo foi relatada a inibicdo do
crescimento de microalgas, quando colocadas em efluente bruto ou coagulados/floculados,
porém quando o efluente passou pelo tratamento bioldgico resultou em uma toxicidade menor,
no qual a microalga conseguiu um melhor crescimento. Resultados de remo¢do da demanda
quimica de oxigénio (DQO) e solidos soluveis totais (SST) no processo de
coagulacao/floculagao foram de 62% e 84%, respectivamente, enquanto, as remogdes de DQO,
SST e NHs-N, no efluente final da estagdo de tratamento, foram de 92%, 90% e 50 %,
respectivamente.

Ajayan et al. (2015) estudaram a ficorremediacdo de efluentes de curtume sem

tratamento prévio, em diferentes concentragdes, usando Scenedesmus sp. isolada do habitat
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natural. Os autores verificaram que o melhor crescimento de espécie foi no efluente com uma
diluicao de 50% e que em 12 dias de cultivo houve remocao de N-NOs e P-PO4, de 44,3% ¢
95%, respectivamente. Também houve remog¢ao dos metais toxicos Cr (81,2 a 96%), Cu (73,2
a 98%), Pb (75 a 98%) e Zn (65 a 98%) variando com a dilui¢do do efluente, e os resultados se
mostraram mais eficiente na concentracao de 10% de efluente.

O estudo feito por Sundaramoorthy et al. (2016) com quatro espécies de microalgas
isoladas de um efluente de curtume (Anabaena VITMALI, Oscillatoria acuminate VITMA2,
Phormidium irriguum VITMA3 e Spirogyra maxima VITMA4), examinou a intera¢dao da
biomassa de microalgas com metais toxicos. Os resultados indicaram que os isolados tiveram
a capacidade de tolerar o stress devido a presenga de cromo e, por conseguinte, podem ser
cultivados em efluentes de tratamento de curtume, além da alta capacidade de biossorcao,
chegando a 90% de remogdo do Cromo pela Oscillatoria acuminate.

Recentemente, Fontoura et al. (2017a) cultivaram microalgas Scenedesmus sp. no
efluente de curtume da etapa de ribeira, sem tratamento prévio e sem adi¢do de nutrientes em
uma dilui¢do 1:1 em 4gua. Culturas foram realizadas em reatores de 5 litros por 18 dias. Houve
grande remocao de NTK (95,5%), nitrogénio amoniacal (97,9%), fésforo (97,36%), DQO
(92,91%) e DBO (91,35%). Também neste mesmo estudo, verificou-se a possibilidade da
microalga Scenedesmus sp. assimilar o composto recalcitrante nonilfenol etoxilado usado como
surfactante na industria do couro. Foi observada remocgao de 67,85% nonilfenol etoxilado, apos
28 dias de teste, para uma concentragio de composto inicial de 1,0 mg L.

O efluente gerado na etapa de acabamento apresenta alguns fatores que podem
interferir no cultivo de microalgas, uma vez que este apresenta menores quantidades de
nutrientes essenciais para o crescimento destes microrganismos, como por exemplo, nitrogénio
e fosforo e ha presencga de inibidores e compostos toxicos recalcitrantes (MUNZ et al., 2008) e

efluente de baixa biodegradabilidade (GANESH, BALAJI & RAMANUJAM, 2006).
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo ¢ descrita a metodologia empregada no trabalho, considerando desde
a coleta do consorcio de microalgas, isolamento da microalga predominante e a posterior
identificagdo visual até os ensaios de cultivos realizados em efluente de curtume. Os ensaios
com cultivo do consoércio de microalgas em efluentes reais da industria do couro estio descritos
em quatro etapas: a primeira teve como objetivo selecionar o melhor efluente de diferentes
etapas do tratamento para crescimento do consorcio de microalgas e remog¢ao de poluentes. Na
segunda etapa considerou-se o efluente bruto para realizar ensaios com diferentes composi¢oes
do efluente e analisar o crescimento do consorcio. Na terceira etapa considerou-se a realizagao
de cultivos mixotrofico, heterotrofico e fotoautotréfico com o consércio de microalgas em
efluente com diferentes composicdes. Na quarta etapa considerou-se apenas o cultivo
fotoautotrofico com a microalga isolada em efluente com diferentes composigdes. Analises
foram realizadas para avaliar os cultivos através do crescimento de biomassa ao longo dos dias
e analises dos efluentes quanto a remocgao dos nutrientes NT, P-POas, CI, COT, dos parametros
DBO, DQO e porcentagem de lipidios presentes. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Estudos em Couro e Meio Ambiente (LACOURO) e no Laboratério do Grupo
de Intensificacdo, Modelagem, Simulacdo, Controle e Otimizagao de Processos (GIMSCOP)
no campus Centro da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre,
Rio Grande do Sul.
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3.1 Consércio de microalgas

3.1.1. Coleta e manuten¢do do Consoércio

O consorcio de microalgas foi coletado em um decantador desativado de uma planta
de tratamento do Curtume Nimo, localizado na cidade de Montenegro, Rio Grande do Sul,
Brasil. O curtume realiza todas as etapas de processamento do couro (ribeira até couro acabado)
para obter o produto final.

Para manutencdo da cultura foi usado meio de cultivo de Tris-Acetate-Phosphate
(TAP), apresentado na Tabela 6, na propor¢ao de 1:10, em erlenmeyeres de 250 mL a cada 10
dias foi realizado o repique do consércio para garantir um cultivo estoque (GORMAN &
LEVINE, 1965). O cultivo foi mantido em periodo integral sob aeragdo constante, com vazao
de 1 L min™! de ar comprimido conduzido para cada erlenmeyer através de mangueira conectada
a um dispersor de pedra porosa cilindrica (22x12 mm) afim de misturar o meio de cultivo. Os

experimentos foram mantidos a temperatura ambiente, em regime de luz continua de 3910 lux.

Tabela 6. Composi¢@o do meio de cultivo TAP utilizado para a manutenc¢do do consoércio de
microalgas.

Solugéo estoque Volume * Componentes
Base Tris 2,42¢/L H>NC(CH20OH); Tris (hidroximetil-aminometano)

TAP 25mL/L NH4CI
MgSO4 7TH20
CaCl, 2H20
Solugdo de fosfato ImL/L K>HPOy4
KH,POy4
Elementos traco ImL/L Na,EDTA 2H,0 ZnSO4 7H20
H3BO:;
MnC12 4H20
FCSO4 7H20
COClz 6H20
CuS0O; 5SH>0 (NH4)6MoO3
Acido acético. ImL/L CH;COOH

Optou-se pelo meio TAP, devido as concentragdes disponiveis de fosforo e
nitrogénio, impedindo que estes nutrientes fossem um fator limitante do crescimento, uma vez
que o fosforo participa de processos energéticos como a fotossintese, a respiragao e o transporte
de ATP, além da estrutura dos fosfolipidios e outas biomoléculas e o nitrogénio ¢ fundamental
no metabolismo da célula, pois esta presente nos nucleotideos, aminoacidos e pigmentos. Além
disso, esse meio de cultura ¢é estabelecido para as microalgas Chlamydomonas (um género de

algas verdes, do qual fazem parte seres unicelulares flagelados), uma vez que uma andlise prévia
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do consorcio de microalgas estudado permitiu identificar a presenga de flagelos na maioria das

microalgas (GORMAN & LEVINE, 1965).

3.1.2. Isolamento e Identificagdo da Microalga Predominante

O isolamento da espécie predominante foi realizado utilizando-se o método de
dilui¢des sucessivas no meio TAP, seguida de plaqueamento em meio Agar, conforme proposto
por LOURENCO (2006). Estes métodos foram realizados sob condi¢do fotoautotrofica de
crescimento descritas a seguir.

A microalga foi isolada por técnica de diluicdo em série, na qual 1 mL do consorcio
foi colocado em um tubo com 9 mL de meio TAP, apds agitacao foi retirado 1 mL do primeiro
tubo e transferido para um segundo tudo com 9 mL de meio TAP, esse procedimento foi
repetido por 3 vezes, em triplicata, e incubado para o crescimento por 10 dias. Ao fim dos 10
dias foi espalhada com uma alga bacterioldgica uma aliquota dos tubos mais diluidos, em placas
de Petri. Foram realizadas estrias nas placas contendo meio dgar BG11 e antibiotico Cloridrato
de Tetraciclina 0,01% (m/v) diluido com meio TAP. As placas foram incubadas invertidas por
2 semanas sob luz para a formagao de coldnias. Apds esse tempo, com o auxilio de uma alga
foi coletada uma coldnia isolada e colocada em Erlenmeyer com 50 mL de meio TAP para o

crescimento. A Figura 2 mostra o esquema das etapas de isolamento.

Figura 2. Etapa de isolamento e purificagdo da microalga predominante. a) dilui¢do sucessiva e b)

p
WY p2dod
T K
(a) (b)

A identificagdo da espécie isolada foi efetuada com base em suas caracteristicas
morfologicas tendo como referéncia os trabalhos de Norris et al. (1980), Menezes e Bicudo
(2008), Gonzalez et al. (2015). As imagens foram capturadas utilizando microscéopio biologico

binocular equipado com equipamento de microfotografia acoplado ao computador.
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Todos os procedimentos de manutencao e inoculagdo nos efluentes da cultura foram
realizados com vidraria e meio de cultura estéreis, dentro de uma capela de fluxo laminar
vertical com sistema de filtragdo de ar e lampadas com radiacao UV.

A fim de padronizar os experimentos de cultivos com efluentes, o consorcio de
microalgas foi empregado apos a fase de adaptacdo no meio de cultura TAP, ou seja, na fase
exponencial de crescimento, padronizado no 5° dia, chamado de pré-indculo, preparados a cada
experimento. Para isso, os mesmos foram cultivados em erlenmeyeres de 1000 mL em meio

TAP.

3.2 ETE e Efluentes Coletados

Para este trabalho foram utilizados os efluentes cedidos pelo curtume CBC Couros,
de Novo Hamburgo RS, que processa couros nas etapas de acabamento molhado e acabamento
final, onde sdo tratados 200-300 m® de efluente/dia. O processo de tratamento de efluente no
curtume CBC consiste de quatro etapas principais: pré-tratamento, tratamento primario fisico-
quimico de coagulagdo/floculagao/decantacdo, tratamento secundario biolodgico e tratamento
complementar fisico-quimico de flotagdo. Um diagrama do processo € apresentado na Figura 3

para melhor compreensdo das etapas citadas.

Figura 3. Diagrama do processo de tratamento de efluente do curtume com indicagdo das coletas dos
efluentes B, P e S

Tratamento

Efluente de acabamento complementar

| IS
Tanque de = | Tanque Focutaio @

Decantagio

recepgdo — equalizador Tra.tame.'nto I
| i 71 i bioldgico

l [ Recirculagdo de lodo

Prensagem
do Lodo

O efluente gerado na empresa passa inicialmente por um peneiramento. Nesta etapa
sao removidos solidos que ficam retidos na peneira, possibilitando a passagem do efluente para
a lagoa aberta de equalizagdo e corre¢ao do pH, onde a primeira amostra foi coletada, sem

qualquer tipo de tratamento prévio, chamada de efluente bruto (B). Ha também o liquido gerado
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na prensagem do lodo gerado na decantagdo primaria (em filtro-prensa) que retorna a lagoa de
equalizacao com a fung¢do de corrigir o pH, uma vez que o efluente que chega na lagoa tem pH
acido e o liquido gerado na prensagem apresenta pH=12 por causa da cal adicionada no lodo.

O efluente bruto segue para Tratamento Primario, em um tanque misturador, e entdo
recebe cal e sulfato de aluminio para Floculagdo. Em seguida, é adicionado o polimero
floculante, fazendo com que ocorra a decantagdo das particulas solidas. A segunda coleta de
efluente foi realizada apos este tratamento primario de coagulagdo/floculagao (P). O efluente é
encaminhado para o Tratamento Secundario e o lodo do decantador priméario recebe cal que
facilita a prensagem.

No tratamento secundario ocorre a biodegradacdo da matéria organica e de
compostos nitrogenados através de um tratamento bioldgico aerado de lodo ativado, seguido de
nitrificagdo e desnitrificagdo. Na nitrificagdo, ha inje¢do de ar pelo fundo do tanque, onde a
amonia ¢ oxidada e convertida a nitrato. Em uma segunda etapa ocorre a desnitrificagdo, onde
o nitrato € convertido a nitrogénio gasoso em um tanque anoxico. Os tanques sao dois conjuntos
de concreto, um aerobio e outro anoxico (30% efluente apds o tratamento primario entra
diretamente no tanque andxico para suprir o carbono necessario). O préximo passo ocorre no
decantador secundario, este com a fungdo de separar os sdlidos em suspensdo (decantado)
gerando o lodo ativado que retorna ao tratamento bioldgico e um efluente clarificado. Uma
terceira amostra foi coletada apos o tratamento biologico de lodos ativados e decantagdo, ou
seja, efluente secundario (S).

Por fim, ¢ feito o tratamento terciario que consiste em um processo fisico-quimico
de flotacao. Nesta técnica, bolhas de ar sdao injetadas no fundo de um tanque de forma que as
bolhas aderem as particulas em suspensao no liquido sendo o material suspenso levado para a
superficie e entdo arrastadas, para isso ¢ feita a adicdo de um polieletrolito floculante. Este
processo visa remover o restante de lodo presente no efluente antes que o mesmo seja
descartado no corpo receptor.

Os efluentes foram coletados em dois momentos, a primeira coleta foi realizada em
agosto de 2016 (Figura 4), e o efluente foi usado na primeira e segunda etapas experimentais;
e a segunda coleta foi em fevereiro de 2017 e o efluente foi usado na terceira e quarta etapas

experimentais desta dissertagdo.
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Figura 4. Efluentes de curtume: bruto (B), ap6s a coagulagdo/floculagdo (P), amostra, apos o

tratamento biologico de lodos ativados (S)

3.3. Experimentos de Cultivos em Efluentes

Todos os cultivos deste trabalho foram realizados em duplicatas ¢ mantidos sob aeracao
constante com vazdo de 1 L min"! de ar comprimido em temperatura ambiente, e em caso de
cultivos fotoautotréfico e mixotrofico foram empregadas lampadas fluorescentes com
intensidade luminosa 8100 Lux. A biomassa foi quantificada (item 3.4 abaixo) a cada 24 horas
em cada cultivo. Foram feitas analises dos efluentes ap6s a montagem dos sistemas de efluente
com o pré-indculo e apds o final do cultivo, para quantificar as remog¢des de nitrogénio total
(NT), carbono orgénico total (COT), carbono total (CT), carbono inorganico (CI), amdnia (N-
NH3), fosforo (FT), DQO e DBO. Os quatro experimentos de cultivos em efluentes sdo

descritos abaixo.

3.3.1. Testes dos efluentes

Na primeira etapa experimental foram testados os efluentes B, P ¢ S como meios
de cultivos para o consércio de microalgas. Estes experimentos foram realizados em
Erlenmeyers de 1000 mL. Em cada Erlenmeyer foram adicionados: (i) 225 mL de efluente; (ii)
225 mL de agua destilada; (iii) 50 mL do pré-indculo do consorcio de microalgas, totalizando
500 mL, sendo chamados 50B50A, 50P50A e 50S50A, respectivamente (Figura 5). Este

experimento foi realizado sob luz continua durante 16 dias.
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Figura 5. Efluentes 50B50A, 50P50A e 50S50A apos a adigdo do pré-indculo

3.3.2 Cultivo em diferentes composicdes dos efluentes

Tendo em vista a etapa anterior foi escolhido trabalhar nas proximas etapas com o
efluente bruto misturado com o efluente secundario. Evitando o uso de agua limpa para as
dilui¢des e sendo uma forma sustentavel de reutilizar a dgua tratada e promover o tratamento
do efluente.

A segunda etapa do trabalho, teve como objetivo analisar o efluente bruto misturado

com o efluente secundario (S) nas seguintes proporgdes:

o 25% bruto/75% efluente secundario (25B75S): (i) 112,5 mL do efluente bruto;
(11) 337,5 mL de efluente secundario; e, (iii) 50 mL do pré-indculo do consorcio de microalgas,
totalizando 500 mL.

o 50% bruto/50% efluente secundario (50B50S): (i) foram adicionados 225 mL do
efluente bruto; (i1) 225 mL de efluente secundario e, (iii) 50 mL do pré-indculo do consoércio
de microalgas, totalizando 500 mL.

e 100% bruto (100B): (i) foram adicionados 450 mL do efluente bruto; e, (i1) 50
mL do pré-indculo do consorcio de microalgas, totalizando 500 mL.

e Meio de cultura TAP: (i) 450 mL de meio de cultura; e, (i1) 50 mL do pré-indculo
do consorcio de microalgas, totalizando 500 mL.

Este experimento foi realizado sob luz continua durante 19 dias. A Figura 6 ilustra

estes cultivos realizados.
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Figura 6. Cultivo em meio TAP, 25B75S, 50B50S e 100B (da direita para a esquerda)
- TR _—.
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3.3.3 Avalicao dos tipos de cultivo quanto a disponibilidade de luz

A terceira etapa do trabalho seguiu com os efluentes (S0B50S) e (75B25S) em
duplicatas e em escala maior. Nesta etapa foram realizados os cultivos autotroficos,
heterotréfico e mixotréfico em frascos de 5.000 mL durante 19 dias para as seguintes
composi¢cdes de efluentes:

o 50% bruto/50% efluente secundario (50B50S): (i) foram adicionados 1.800 mL
do efluente bruto; (ii) 1.800 mL de efluente secundério; e, (iii) 400 mL do pré-indculo do
consorcio de microalgas, totalizando 4.000 mL.

o 75% bruto/25% efluente secundario (75B25S): (i) foram adicionados 2.700 mL
do efluente bruto; (ii)) 900 mL de efluente secundario; e, (iii) 400 mL do pré-inoculo do
consorcio de microalgas, totalizando 4.000 mL.

No cultivo fotoautotréfico os cultivos com os efluentes S0B50S e 75B25S foram

mantidos sob luz continua. A foto de cultivo fotoautotrofico estd apresentado da Figura 7.
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Figura 7. Cultivo fotoautotr6fico com os efluentes compostos 50B50S e 75B25S em duplicatas.

No cultivo mixotréfico os efluentes (S0B50S) e (75B25S) foram mantidos 12 horas
sob luz e 12 horas no escuro. No cultivo heterotréfico os efluentes (S0B50S) e (75B25S) foram

mantidos no escuro durante todo o cultivo.

3.3.4. Cultivo fotoautotréfico com a microalga isolada

Na quarta e altima etapa, foi cultivada a microalga isolada Tetraselmis sp. com luz
continua (fotoautotrdéfico), nas composicdes de (50B50S) e (75B25S) em frascos de 5000 mL.

Ao final destes cultivos foi avaliado o rendimento de lipidio na biomassa.

3.4  Determinacao de Biomassa

Para analisar o crescimento do consorcio, foi realizado inicialmente uma varredura
no espectrofotdmetro UV-VIS T80 de PG Instruments Ltda. (Leicester, LEC, UK), que
consistiu em uma varredura de absorcdo no intervalo do espectro eletromagnético
correspondente a luz visivel, permitindo achar o comprimento de onda com maior absorbancia
(Abs), o qual foi 570 nm.

Em seguida, para obtencdo da concentracao de biomassa, realizaram-se dilui¢des
da amostra (consorcio de microalgas e meio de cultura TAP), em baldes de 10 mL, para atingir
absorbancias entre 0,1 a 1,0, e proceder a leitura da densidade 6tica a 570 nm. Apos, as amostras
foram filtradas e secas até peso constante para quantificacio da biomassa (g L™!) e relacionadas

a absorbancia. Com esses valores foi criada uma curva de calibragdo (Abs x concentragao),
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representada na Figura 8, e através da Equacdo 1 gerada tornou-se possivel o calculo da

concentracao através de medidas de Abs.

Figura 8. Curva de calibragdo com dados de medidas diretas de crescimento
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Onde Yy é a concentragio de biomassa (g L) e x é absorbancia.

A concentra¢do de biomassa (g L) foi determinada coletando uma amostra de 10
mL a cada 24 h em todos os experimentos de cultivos para leitura da densidade 6tica em

espectrofotometro a 570 nm.
3.5  Analises dos Efluentes

Foram feitas analises dos efluentes ap6s a montagem de todos os sistemas de
efluente com o pré-indculo e ap6s o final do cultivo, para avaliar de remogdes de nitrogénio
total (NT), carbono organico total (COT), carbono total (CT), carbono inorganico (CI), amonia
(N-NH3), fosforo (FT), DQO e DBO.

Na etapa 1 foram analisadas no inicio e ao fim dos experimentos as quantidades de
nitrogénio total (NT), amdnia (N-NH3), fosforo (FT).

Para a etapa 2 foram analisadas no inicio e ao fim dos experimentos as quantidades
de nitrogénio total (NT), carbono organico total (COT), amonia (N-NH3), fésforo (FT), DQO e
DBO.

Para as etapas 3 e 4 foram analisadas no inicio e ao fim dos experimentos as

quantidades de nitrogénio total (NT), carbono orgénico total (COT), amonia (N-NH3), fosforo
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(FT), DQO e DBO. Também foram realizadas analises durante os experimentos, para avaliar
remogao de NT, COT, CT, CI, FT e amonia ao longo dos dias de cultivo.

As amostras coletadas foram filtradas com auxilio de uma bomba a vacuo em
microfiltros de fibra de vidro (MN GF-3), com poros de 0.6 um.

As andlises foram realizadas em duplicatas e a remog¢ao do composto foi calculada
pela Equagao 2:

R(%) === x 100 2
Onde xi ¢ a concentragdo inicial do composto, xf ¢ a concentragdo final e R ¢é

remog¢ao em % do composto. As analises realizadas sdo descritas a seguir.

3.5.1pH

Foram realizadas medidas de pH, do efluente apds a adi¢ao do pré-indculo e ao
longo de todos os cultivos através de pHmetro (Digimed DM-22).

Na primeira etapa dos experimentos também foram realizadas medidas de pH

durante os dias de cultivo.

3.5.2 Determinacdo de Amdnia

A quantificagdo de amonia (N-NHs) presente no cultivo foi analisada no
Cromatografo Ionico (Basic IC Plus Package, Metrohm), utilizando a coluna Metrosep C4-150,

eluente HNO32,5 g L! e 4cido dipicolinico 1,5 g L' com um fluxo de 0,9 mL min™..

3.5.3 Determinacao de fosforo

O fosforo foi identificado segundo Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2005). A analise do efluente seguiu o método colorimétrico com
quantificagdo utilizando espectrofotometro UV/VIS. Primeiramente reage-se o ortofosfato com
o chamado reagente combinado: acido ascorbico, molibdato de amonio e o antimonio tartarato
de potéssio e a amostra, formado o complexo antimdnio-fosfato-molibdato que ¢ reduzido com
0 acido ascorbico para formar uma colora¢ao azul caracteristica do complexo de molibdénio.
A quantificagdo da amostra digerida, ou seja, que contem fosforo ¢é feita em espectrofotometro,
com comprimento de onda 880 nm, e a intensidade da cor ¢ proporcional a concentracao de

ortofosfato disponivel.

3.5.4 Andlise de DBO e DQO
A DBO foi medida com o equipamento VELP Scientifica DBO System 6. Foram

adicionados 250 mL de amostra (dilui¢do 1:20) juntamente com 1 mL de uma solugdo 0,025 N
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de sulfito de sddio (NA2SOs3) para remocao de cloro livre e combinado, 1 mL de solugdo de
cloridrato de 2-cloro-6 (triclorometil) piridina a 0,35% para inibi¢do da nitrificagdo, 2 mL de
sementes bacterianas (lodos de curtumes) e 1 mL de um tampao para fornecimento de nutrientes
composto por 0,25 mL de 0,25 g L'! de FeCl2.6H20, 0,25 mL de solugdo de CaCl2 (27,5 g L),
0,25 mL de solu¢io de MgS04.7H20 a 22,5 g L! e 0,25 mL de tampdo com 8,5 g L'! de
KH>PO4,33,4 g L' de Na2HPO4.7H20, 21,7 g L' de KzHPOse 1,7 g L' de NH4Cl. As lentilhas
de hidroxido de potassio (KOH) foram utilizadas para preencher o recipiente alcalino para a
absor¢do de dioxido de carbono. As amostras foram incubadas (Eletrolab EL202/3) a 20°C
durante 5 dias.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) ¢ a medida do consumo de oxigénio
necessario para oxidar material redutor organico ou inorganico presentes nas aguas residuarias.
A analise de DQO foi realizada conforme descrito pelo Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2005). A metodologia consiste na oxidagdo a quente, com
dicromato de potassio (K2Cr207) em meio fortemente acido. A anélise de DQO foi realizada
segundo procedimento descrito pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005). Este método permite uma medida rapida do teor de material

redutor, principalmente do organico.

3.5.5 Determinacao de carbono e nitrogénio total
As determinagdes de carbono organico total (COT), carbono inorganico (CI),
carbono total (CT) e nitrogénio total (NT) das amostras foram realizadas em um analisador de

carbono organico total (TOC-L Shimadzu) equipado com unidade de medi¢do de nitrogénio

total (TNM-L Shimadzu and 8-port sampler (OCT-L Shimadzu).

3.5.6 Determinacgdo da quantidade de lipidios na biomassa
O protocolo para determinacao da quantidade de lipidios foi baseado no método de
Bligh e Dyer (1959) utilizando as quantidades sugeridas por Manirakiza et al. (2001), realizados
em triplicata. Este método extrai os lipidios polares e nao polares da biomassa utilizando uma
mistura de metanol e cloroférmio sendo a quantificagdo feita por gravimetria. O método foi

realizado em triplicatas através das 4 etapas:

(i) Digestdo acida da biomassa: ¢ realizada para romper e/ou permear a parede celular do
microrganismo e liberar os lipidios intracelulares. Desta forma, a biomassa foi
submetida a calor em estufa a 60+10°C por 12 horas. Em seguida, foi macerada e

mantida em dessecador para pesagem em balanga de precisao 0,1 g. Apds foi digerida
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em HCL 2M em banho de agua a 80°C por 1 hora e concentrada em centrifuga
(SOLAB, SL-700), a 2000 rpm por 15 minutos. O liquido sobrenadante foi descartado.

(i) Extracd@o dos lipidios: a extragdo ¢ realizada em trés etapas diferentes, na primeira
utiliza-se uma relacdo 2:1 metanol-cloroférmio, em seguida uma relagdo 1:1,
finalmente ¢ feita uma re-extracdo da biomassa, todas estas etapas foram seguidas de
agitacao.

(iii) Evaporacéo do cloroférmio: nesta etapa ¢ obtido o extrato (lipidio e cloroformio),
retirando o excesso de solvente em rotaevaporador e finalmente seco em estufa.

(iv) Pesagem do lipidio final: o lipidio obtido ¢ pesado em balanga analitica,
estabelecendo-se o contetdo de lipidios da biomassa total (%) relacionando as
massas de lipidio e de biomassa utilizada na extragdo.

O teor de lipidio (% de lipidios na biomassa seca) foi determinado de acordo com
a Equacdo 3:

Teor de lipideo % = % x 100 3

Onde mpf ¢ a massa final (placa de petri mais lipidios), mp ¢ a massa da placa de

petri e mb ¢ a biomassa inicial.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos ao longo da realizacao deste
trabalho, os quais sdo analisados e comparados com outras referéncias. Este capitulo, assim
como o anterior esté estruturado em quatro etapas: na primeira sdo mostrados os dados da coleta
dos efluentes, do consércio de microalgas e avaliagdo do efluente a ser usado no passo seguinte.
Na segunda parte, sdo apresentados e discutidos os resultados do cultivo do consoércio de
microalgas no efluente em distintas composi¢cdes. Na terceira, ¢ analisado o cultivo
heterotrofico, fotoautotrofico e mixotrofico do consorcio em diferentes composicdes. A quarta
e ultima etapa, refere-se ao isolamento e identificagdo da microalga predominante e aos
resultados obtidos no cultivo fotoautotrofico em diferentes composicdes e a quantificagdao de

lipidios na biomassa obtida.

4.1 Teste dos efluentes

Na Figura 9 ¢ apresentado o consorcio de microalgas ao final dos 16 dias de cultivo
realizados com os efluentes 50B50A, 50P50A e 50S50A. Os dados de absorbancia, coletados
durante os 16 dias de cultivo nos efluentes, permitiram o calculo das concentragdes médias de
biomassa (Figura 10). A maxima concentra¢cdo de biomassa foi obtida no 16° dia (1,77+0,09 g
L) para 50P50A. Estes resultados foram similares aos valores encontrados por Zittelli et al.
(2006) cultivando a espécie Tetraselmis suecica, que produziu 1,73 g L*! de biomassa em reator
de coluna de 120 L.
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Figura 9. Cultivos de microalgas apds 16 dias nos efluentes S0BS0A, SOP50A e 50S50A colocados da
esquerda para a direita

Os resultados encontrados neste estudo confirmam os fatos evidenciados por
Pittman et al. 2011, onde ¢ relatado que varias espécies de microalgas sdo capazes de crescer
nas condi¢des encontradas em aguas residuais, devido a capacidade que possuem de utilizar
carbono organico e inorganico, nitrogénio e fésforo inorganicos disponiveis, podendo variar o
crescimento de acordo com as propor¢des destes constituintes.

E possivel verificar que o consorcio foi capaz de crescer em todos os efluentes
testados. Além disso, observou-se uma fase de adaptagdo do consorcio nos efluentes até o 4°
dia de cultura. O maior crescimento foi observado para SOB50A. Se deve provavelmente, pois
o efluente bruto B, sem qualquer tratamento, oferece maiores quantidades de nutrientes do que
o efluente primario P e o secundério S. Apés o 12° dia de cultivo, a curva de crescimento
comegou a entrar na fase estacionaria para SOP50A e 50S50A, indicando que eles estavam

entrando em fase estacionaria.
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Figura 10. Crescimento médio de microalgas em efluentes de curtumes SOB50A, 50P50A ¢
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Os resultados das analises de poluentes dos meios no inicio e apds 16 dias de cultivo

e as remogdes, sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Fosforo (P-PO4) Nitrogénio total (NT) e Amonia (N-NH;) dos efluentes B,P e S
diluidos antes e ap0s o tratamento com microalgas.

50B50A! 50P50A! 50S50A!
Parametro Conc?. Remocéo Conc?. Remocéo Conc?. Remocéo
[mg L] [%0] [mg L] [%0] [mg L] [%0]
CP 2,16+0,03 2,06+0,04 2,06 £0,03
P-POq4 84,72 88,35 91,75
CF*  0,33+0,02 0,24+0,03 0,17+0,02
CP  155,40+0,39 140,00+0,21 127,40+0,03
NT 82,88 76,00 74,73
CF*  26,60+0,12 33,60+0,14 32,2040,12
CIP  53,90+1,11 58,54+0,49 49,66+1,10
N-NHs3 100 100 100
CF* N.DJ’ N.D? N.DJ’

Efluentes B, P e S diluidos com 50% em 4gua destilada > Concentragdes *Concentragdo inicial *Concentragio
final ® Nao determinado.

Os resultados demonstraram que as remogdes para os trés efluentes testados ndo
apresentam grandes variagdes. Os valores mais altos de remocao foram de 82,88% e 91,75%
para NT e P-POq7, para P e S respectivamente.

As concentragdes de N-NH3 para o periodo final foram inferiores ao limite de
deteccio pelo método de cromatografia idonica (0,05 mg L), indicando que as remogdes foram
100%. Este resultado estd de acordo com os dados encontrados por Sun e Simsek (2017), que
relataram 99,0% de amonia removida das aguas residuais domésticas apos 21 dias cultivo. A

assimilagdo de nitrogénio por microalgas ¢ realizada sob a forma de nitratos, nitritos e
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principalmente amonia. A amodnia ¢ facilmente absorvida pelas microalgas porque ¢ a forma
mais reduzida de compostos de nitrogénio ou pode ser nitrificada para nitrato. De acordo, com
Perez-Garcia et al. (2011), a ordem de assimilagdo do nitrogénio preferencialmente pelas
microalgas é: N-NHs "> N-NO3 ~>N-NO: "> ureia, pois a forma N-NH4 " requer menos energia
para ser assimilada.

O fosforo ¢ tdo importante quanto o nitrogénio no cultivo de microalgas, ¢
consumido principalmente em forma inorgéanica e com a ajuda de enzimas em sua forma
organica. E um elemento essencial para que ocorra a sintese do DNA (CHO et al., 2011).

O pH inicial dos efluentes nao foi ajustado antes da inoculagdo. Os valores de pH
apresentaram variagdo para todos os testes ao longo do tratamento (Figura 11). Uma elevagao
do pH (de 8,0 a 8,5) nos primeiros dias de cultivo sugere um aumento no rendimento
fotossintético.

O aumento da alcalinidade do meio de cultura é devido a realizagao da fotossintese
através do consumo de dioxido de carbono pelas microalgas e consequentemente aumento do
crescimento e producdo de biomassa.

A elevacao do pH favorece a maior presenga de NH3 (amonia livre). No pH proximo
a 9,5, aproximadamente 50 % da amoénia encontra-se na forma de amonia livre que facilmente
volatiliza € 50 % na forma de NHs *. Em pH acima de 11 toda amonia esta na forma de NH3
(VON SPERLING, 2002). Porem o uso de tampao para manter o pH em valores constantes,
ndo foi uma possibilidade testada, uma vez que ¢ preciso usar altas concentracdes, acarretando
em custos elevados no processo.

Figura 11. Variacdo do pH nos efluentes diluidos SOB50A, SOP50A e S0S50A durante 16 dias
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Os experimentos seguintes foram realizados com o efluente bruto B, rico em
nutrientes, ja que as remogoes de nutrientes anteriormente verificadas foram proximas entre os
efluentes testados, ou seja, buscou-se tratar o efluente diretamente com as microalgas. Nesta
etapa, evitou-se a diluicdo com dgua, assim foram preparados efluentes compostos misturando
efluente bruto B e efluente apds o tratamento bioldgico secundario S, para reduzir a
concentragdo de poluentes.

A concentracao de biomassa média durante o cultivo em meio TAP e nas misturas
compostas de efluentes 25B75S, 50B50S, 100B sdo apresentadas na Figura 12 e na Figura 13,
respectivamente.

Figura 12. Biomassa microalgal durante o cultivo do consoércio em mio TAP
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E possivel notar que o crescimento de biomassa foi maior para 50B50S chegando a
1,31+£0,13 g L''. Os valores obtidos no efluente composto 25B75S apresentaram-se inferiores
aos valores de biomassa para o meio de cultura TAP e 50B50S, o que mostra a falta de nutrientes
para o crescimento do consorcio nesta condicao.

No efluente 100B o crescimento de biomassa apresentou-se menor que os demais.

Os cultivos 25B75S e 50B50S obtiveram maior crescimento quando comparados ao efluente
100B.

No efluente composto 50B50S, a partir do 11° dia, o crescimento mostrou um

pequeno declinio, diferentemente do 25B75S, que teve um declinio rapido a partir do 16° dia,
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o que demonstra que nesta condigao em que o efluente bruto estava em menor propor¢ao houve
falta de nutrientes para continuar o desenvolvimento do consorcio. No 4° dia no efluente 100B,
o consorcio de microalgas comegou a entrar no estagio da morte celular, isso pode ser explicado
por ser um efluente escuro, onde a entrada de luz foi dificultada, e também porque apesar do
efluente bruto ser mais rico em nutrientes, também tem maior concentragdo de poluentes,
tornando-o inviavel para o tratamento de efluentes.

Figura 13. Crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo em efluentes 100B,

50B50S e 25B75S.
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As concentra¢des médias iniciais e finais de P-PO4, NT, N-NH3, COD, TOC, DBO
e pH sdo mostradas na Tabela 8.

Os resultados mostraram alta remog¢ao de nitrogénio amoniacal (aproximadamente
100%) para as condig¢des de cultivo nos efluentes compostos 25B75S e 50R75S e somente
48,50% de remocao para 100B. As remog¢des mais elevadas de nitrogénio total, 86,56% e
79,36%, também foram verificadas para as condi¢cdes de 25B75S, S50B50S, respectivamente.
Uma baixa remog¢do total de nitrogénio de 22,18% foi observada para a condi¢do 100B.
Observou-se também a redugdo da concentracao de fésforo ao longo do cultivo, uma vez que
foi alcangado 87,82% de remogao para a condigdo S0B50S seguida de 75,86% para 25B75S.
De acordo com os resultados, a remogao de fosforo, DQO, TOC e nitrogénio total foram mais

eficientes no efluente S0B50S do que no efluente 25B75S.
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Tabela 8. Parametros médios dos efluentes 25B75S, 50B50S e 100B, antes e ap6s o
tratamento com microalgas durante 19 dias

25B75St 50B50S? 100B3
Parametros Conc?, Remocéo Conc*. Remocéo Conc*. Remocéo
[mg I % [mg I % [mg I %
cP 8,14 8,20 7.51
H
P CF* 8.85 9,24 9,0
. CP  1,45+0,09 y 2,38+0,12 . 4,67+0,11 1490
-PO4 75, 7, ,
CF*  0,35+0,09 0,29+0,08 3,97+0,04
- CP  69,20+0,53 .6 54 122,64+ 1,02 .y 262,30+ 0,64
)5 79, 18,37
CF*  09,30+0,25 25,31+ 0,67 214.10£0,37
CP  1831+0,46 39,80+0,97 91,09+ 1,27
N-NHs 99,9 99,9 48,50
CF* N.D. N.D. 46,91+1,10
50 CP  525,00+1,03 6 1340,00+1,89 1550 2450,00+1,90 14
CF*  414,00+0,83 ’ 860,00+0,67 ’ 2079,00+1,04 ’
cor CP  49,80+0,76 Loa 96,21+1,17 e 202.2,0+0,98 oLs
CF*  44,30+0,56 ’ 82,49+ 1,36 ’ 201,9,040,43 ’
5EO CP  690,00+7,07 403 1540,00+14,14 s 2790,00+1,95 14
b 5 9 b
CF*  349,50+1,53 880,00+2.31 2563,00+1,60

125% Bruto diluido com 75% Secundario (25B75S); 250% Bruto diluido com 50% Secundario (50B50S); *100%

de efluente bruto (100B); “Concentra¢des; *Concentragio inicial; *Concentracio final, "Nio determinado.

4.2 Avalicao dos tipos de cultivo quanto a disponibilidade de luz

Diante dos valores de remogdo encontrados, decidiu-se trabalhar com o efluente
bruto B em composi¢des de 50% e 75% misturado com efluente apds o tratamento biologico S,
para testar a influéncia dos fotoperiodos nos cultivos. Optou-se por estas composi¢des uma vez
que ndo houve crescimento consideravel no efluente 100B, enquanto no efluente 25B75S houve

escassez de nutrientes para crescimento.

4.2.1 Cultivo Fotoautotréfico

As concentragdes biomassa ao longo dos 19 dias de cultivo fotoautotrofico para
50B50S e 75B25S sdo apresentadas na Figura 14. A biomassa méaxima do consorcio de
microalgas no cultivo fotoautotréfico foi 1,40 g L™ no 11° dia, para o 75B25S. Para 50B50S a
maior concentragio foi de 1,04 g L! atingida no 6° dia. Os diferentes valores encontrados com
relagdo ao experimento da Tabela 8 para o efluente S0B50S pode ser explicado, por se tratar de
nova coleta de efluentes, o que acarretou em concentragdes diferentes de nutrientes e até mesmo

uma carga quimica diferente que influenciam no crescimento do consoércio de microalgas.
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O crescimento fotoautotrofico ¢ promovido por meio da fotossintese, empregando
a luz como fonte de energia, a qual ¢ convertida em energia quimica. Neste tipo de cultivo,
observa-se uma relacdo direta entre a atividade fotossintética e o crescimento do microrganismo
(HATA et al., 2000; BONINI, 2012). A concentragdo 75B25S favoreceu o crescimento do
consorcio de microalgas, isso pode ser explicado pelas maiores concentracdes de nutrientes
neste efluente. A maioria das espécies de microalgas sdo autotréficas obrigatérias, nao

crescendo na auséncia de luz e dioxido de carbono (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Figura 14. Crescimento médio do consorcio de microalgas em cultivo fotoautotréfico em efluentes
de curtume nas composicdes SO0B50S e 75B25S.
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O crescimento fotoautotrofico ¢ promovido por meio da fotossintese, empregando
a luz como fonte de energia, a qual é convertida em energia quimica. Neste tipo de cultivo,
observa-se uma relacao direta entre a atividade fotossintética e o crescimento do microrganismo
(HATA et al., 2000; BONINI, 2012). A concentragdo 75B25S favoreceu o crescimento do
consorcio de microalgas, isso pode ser explicado pelas maiores concentragdes de nutrientes
neste efluente. A maioria das espécies de microalgas sdo autotréficas obrigatdrias, nao
crescendo na auséncia de luz e didéxido de carbono (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

As concentra¢des médias iniciais e finais P-PO4, TKN, N-NH3, COD, TOC e DBO

e pH inicial e final sdo mostradas na Tabela 9.

41




Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Foram obtidos valores de remoc¢ao maiores no efluente composto 75B25S para
todos os parametros analisados, exceto para o foésforo que teve uma remog¢ao maior no efluente

50B50S.

Tabela 9. Parametros médios dos efluentes compostos 50B50S e 75B25S antes e apos

o cultivo fotoautotréfico com o consércio de microalgas.

50B50S? 75B25S3
Parametros Conc*. Remocéo Conc*. Remocéo
[mg 1] % [mg 1] %
CP 7,98 8,07
pH
CF* 8,66 9,06
CP? 8,66 9,06
P-PO4 96,54 95,53
CF* 0,04+0,00 0,152+0,0042
CP 103,80+0,31 148,22+2.03
NT 71,54 74,89
CF* 29,54+3,83 61,01+0,43
CP 69,69+2.,46 82,74+0,37
N-NH3 100 100
CF* N.D.5 N.D.5
CP  814,00+£28,28 1120,0+0,0
DQO 0,37 56,70
CF*  404,0+28,28 485,0+7,07
CP 87,18+2,95 103,59+4,96
TOC 20,03 0,23
CF*  69,92+1,82 72,27+4,24
CP 1130042828 1330,0+28,28
DBO 16,81 20,68
CF* 940,0+14,14 1055,0+7,07

150% Bruto diluido com 50% Secundério (50B508S); 275% Bruto diluido com 25% Secundario (75B25S);

3Concentragdo inicial; * Concentragdo final, *Concentragdes; *Nao determinado.

A partir das Figuras 15 e 16 € possivel confirmar que houve um consumo maior de
carbono inorganico quando comparado ao carbono orgénico, tanto no efluente composto
50B50S quanto no 75S25S, confirmando que h4d uma relacdo direta entre a atividade
fotossintética e o crescimento do microrganismo, ja que a luz foi utilizada como fonte de energia
e carbono inorganico como fonte de carbono.

O carbono inorgéanico consumido pode estar na forma de COz, acido carbdnico
(H2C03), bicarbonato (HCO3") ou carbonato (CO3”). A fonte mais usual das microalgas € o CO2,
pois o processo de difusao da agua para o interior das células ¢ um processo rapido, enquanto
outras formas como o bicarbonato, ¢ incorporado ativamente, gerando um gasto energético no
processo (RAVEN, 1988). Quanto maior for o pH maior é a propor¢do de bicarbonato e
carbonato no meio, enquanto em pH baixo as propor¢des CO2 (livre) ¢ aumentada (ESTEVES,

1988).
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Em alguns momentos do cultivo € possivel notar que houve um aumento de carbono
inorganico e assim aumento no carbono total, isso foi notado a partir do 14° dia, no qual as
culturas ja estavam em fase de declinio e morte celular, quando ¢ liberado o conteudo de dentro
da célula para o meio.

Figura 15. Remogdo de Carbono ao longo do cultivo fotoautotréfico para o efluente composto
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Figura 16. Remogdo de Carbono ao longo do cultivo fotoautotrofico para o efluente composto
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Nas Figuras 17 e 18 sdo apresentadas as remocdes de nitrogénio total e amonia,
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respectivamente, ao longo dos 19 dias de cultivo fotoautotréfico do consércio de microalgas.
A concentragdo inicial de amonia para 50B50S foi de 69,69 mg L™! e de nitrogénio
103,80 mg L}, tendo em vista que houve uma remogao total de aménia, calculou-se que apenas
4,57 mg L' de nitrogénio em outras formas foram removidos uma vez que foi removido 74,25
mg L' de nitrogénio. Valores proximos de nitrogénio em outras formas que nio sejam a amdnia

(NH3") foram removidos para o efluente 75B25S (4,47 mg L!).

Figura 17. Remogao de Nitrogénio ao longo do cultivo fotoautotrofico
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Figura 18. Remog¢ao de Amonia ao longo do cultivo fotoautotrofico
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A remocao do fosforo para o cultivo fotoautotrofico ao longo dos 19 dias de cultivo
¢ apresentada na Figura 19.

Como as quantidades iniciais de fosforo sdo baixas e decairam aos 19 dias de
cultivos, este se torna um fator limitante do crescimento, uma vez que esta ligado diretamente

com algumas fungdes da célula.
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Figura 19. Remocédo de Fosforo ao longo do cultivo fotoautotrofico
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4.2 .3 Cultivo Mixotréfico

No cultivo mixotrofico de microalgas ocorre a utilizagao simultdnea de uma fonte
luminosa e substrato organico como fonte de energia.

Desta forma, ¢ necessario que ocorra um equilibrio entre a luminosidade ¢ a
auséncia de luz, pois sob baixa iluminagdo, a energia disponivel ¢ insuficiente, enquanto o
contrario, ou seja, o excesso de luz, também causa a fotoinibi¢ao (YAN et al. 2011). A luz nos
cultivos varia tanto no espaco (profundidade e latitude) quanto no tempo (diariamente e
sazonalmente para cultivos abertos), tornando um fator condicionante do crescimento das
microalgas (DARLEY, 1982). Isso explica o menor crescimento do consoércio, tanto em
biomassa, quanto em taxa, no cultivo mixotréfico, quando comparado ao cultivo
fotoautotrofico, uma vez que houve auséncia de luz a cada 12 horas e se trata de um efluente
escuro, o que dificulta a entrada de luz no meio de cultivo. A Figura 20 mostram a biomassa
produzida no cultivo mixotréfico com o consorcio de microalga.

De acordo com os resultados ¢ possivel notar que o efluente composto S0B50S
permitiu maior crescimento de microalgas, confirmando que quanto mais escuro, ou seja, mais

concentrado for o efluente, menor a penetragdo de luz e assim menor o crescimento.
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Figura 20. Crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo mixotréfico em
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A Tabela 10 apresenta os valores iniciais e finais dos parametros analisados do

cultivo mixotrofico.

Ao comparar os valores obtidos no cultivo mixotréfico com o cultivo

fotoautotrofico através das Tabelas 9 e 10, é possivel afirmar que o cultivo fotoautotrofico

apresentou valores maiores de remocao para todos os paramentos analisados.
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Tabela 10. Pardmetros médios dos efluentes compostos SOB50S e 75B25A antes e apds o
cultivo mixotrofico com a microalgas isolada.

50B505? 75B25S3
4 4
Parametros Conc_l. Remocé&o % Conc_l. Remocé&o %
[mg I] [mg I]
H CcB 7,60 7,81
P CF* 8,47 8,62

CcB 1,74+0,01 2,65+0,06

P-PO4 42,45 24,22
CF* 0,95+0,01 2,01+0,03
CP  104,54+4,58 117,36+5,63

NT 53,28 41,68
CF*  55,56+0,65 48,84+0,65
CP  71,25+0,41 77,21+5,02

N-NH3 70,16 56,36
CF*  21,2642,14 33,69+3,23
CcB 685,0+7,07 1120,00+0,0

DQO 37,5 33,58
CF*  455,0+7,07 700,0+14,14
CcB 93,78+4,57 100,88+1,30

TOC 30,62 33,14
CF*  65,07+4,95 67,45+3,96
CI  1090,0+28,28 1270+56,57

DBOs 24,77 25,98
CF*  820,0+14,14 940,0+14,14

150% Bruto diluido com 50% Secundaério (50B50S); 275% Bruto diluido com 25% Secundario (75B25S);

3Concentragio inicial; * Concentracdo final, *Concentragdes.

As Figuras 21 e 22 apresentam a remogao de nitrogénio total e amonia ao longo do
cultivo mixotr6fico nas composi¢des S0B50S e 75B25S.

Novamente ¢ possivel notar que baixos valores de nitrogénio (que ndo esteja na
forma amonia) foram removidos (1,01 mg L' e 5,4 mg L!) nos efluentes 50B50S e 75B258,

respectivamente.
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Figura 21. Remogao de Nitrogénio total ao longo do cultivo mixotrofico
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Figura 22. Remogao de Aménia ao longo do cultivo mixotrofico
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Na Figura 23 ¢ apresentada a remogao de fosforo ao longo do cultivo mixotroéfico.
E possivel constatar que houve uma remog¢ao menor de fésforo ao longo do cultivo mixotrofico

para ambas as composi¢des quando comprado ao cultivo fotoautotrofico.
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Figura 23. Remocéo de fosforo ao longo do cultivo mixotréfico
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De acordo, com Radmann et al., (2009) a fonte de carbono é um dos principais
componentes na produ¢do de biomassa pelas microalgas, como estas ndo conseguiram capturar
o carbono do meio houve um menor crescimento. As remogdes de carbono orgénico total,
carbono total e carbono inorganico sdo apresentadas na Figura 24 para o efluente composto
50B50S e na Figura 25 para o efluente composto 75B25S. E possivel verificar uma remogio de
carbono organico nos primeiros dias do cultivo e apos o 13° dia a remog¢do de carbono
inorganico nas duas composi¢des SOB50S e 75B25SA. Isso demostra que ha alguma microalga
no consorcio capaz de consumir o carbono organico, ou seja, ¢ capaz de crescer em cultivo

mixotrofico.
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Figura 24. Remocdo de Carbono ao longo do cultivo mixotrofico para o efluente composto SOB50S
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Figura 25. Remogao de Carbono ao longo do cultivo mixotréfico para o efluente composto 75B25S
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4.2.4 Cultivo Heterotrofico

Algumas microalgas podem metabolizar compostos organicos no cultivo
heterotrofico tais como lactose, acetato, glicose, glicerol, frutose e outros (LEE, 2004). No

entanto, o cultivo heterotr6fico ndo apresentou crescimento com o consdrcio de microalgas
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estudado, conforme apresentado na Figura 26 o grafico de concentragdo de biomassa ao longo
do cultivo.

A biomassa produzida pelo consércio de microalgas em ambas as composi¢des de
efluente estudadas S0B50S e 75B25S, foi baixa quando comparado aos cultivos autotroficos e
mixotréfico. O maximo crescimento do consoércio microalgal foi observado no efluente
75B258, produzindo 0,038 g L' de biomassa e no efluente S0B50S foi produzido 0,013 g L.

Algumas espécies de microalgas sdo capazes de crescer no escuro usando fontes
organicas de carbono. Varias espécies ja estudadas apresentaram potencial para crescer tanto
no cultivo fotoautotrofico quanto heterotrofico como a Neochloris (MORARES-SANCHEZ et
al., 2011), a Tetraselmis (AZMA et al., 2011), algumas espécies de Chlorella, como C.
protothecoides (SHI et al., 1999), C. vulgaris (LIANG et al., 2009)). Porém, o presente
consorcio de microalgas ndo apresentou crescimento de biomassa no cultivo heterotrofico.

O crescimento do consorcio de microalgas na auséncia de luz poderia ter sido
favorecido se fontes de carbono organico que podem ser assimilados pelas microalgas como

glicose, glicerol, acetato, frutose, lactose e outros, tivessem sido adicionas ao efluente.

Figura 26. Curva de crescimento do consorcio de microalgas durante 19 dias de cultivo heterotrofico
em efluentes compostos SOB50S e 75B25S
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A partir do cultivo do consoércio de microalgas e das médias dos valores iniciais e
finais dos nutrientes e pH, apos os 19 dias de tratamento no efluente composto 50B50S, foi
possivel calcular as remog¢des, que sdo apresentadas na Tabela 11. A partir dos resultados
encontrados no cultivo heterotrofico € possivel afirmar que os menores valores de remogao para

todos os parametros foram obtidos nesta condi¢do, quando comparados aos cultivos
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fotoautotréfico e mixotrofico. Isso comprova os baixos resultados de crescimento obtidos para

o cultivo heterotrofico.

Tabela 11. Parametros médios dos efluentes compostos S0B50S e 75B25A antes e apds
o cultivo heterotréfico com o consorcio de microalgas.

50B50S! 75B255?
Parametros Conc®. Remocéo Conc®. Remoc&o
[mg 1] % [mg 1] %
CP 7,68 7,96
pH
CF* 8,68 8,78
CP? 1,5040,10 3,66+0,17
P-PO, 27,71 29,51
CF* 1,08+0,06 2,58+0,02
CP 103,08+0,31 118,00+2,68
NT 13,23 11,76
CF* 90,07+7,09 104,14+3,90
CP 74,44+0,45 76,37+0,46
N-NHj3 2,39 431
CF* 72,66+0,59 73,08+0,40
CP? 820,00+14,14 1110,00+14,14
DQO 4,88 16,21
CF* 780,00+0,00 930,00+14,14
CP 124,34+2.95 172,14+0,87
TOC 38,63 38,17
CF*  76,3+1,82 106,4245,52
CP 1150,0+42,43 1340,0+0,00
DBO 6,09 16,42
CF* 1080,0+28.28 1320,0+28,28

150% Bruto diluido com 50% Secundario (50B50S); 275% Bruto diluido com 25% Secundario (75B25S);

3Concentragdo inicial; * Concentracdo final, *Concentragdes.

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam as remogoes de nitrogénio total, amonia e fosforo
ao longo do cultivo heterotr6fico nas composigdes SOB50S e 75B25S.

A remocao de amonia nas composi¢des de SOB50S e 75B25S foram baixas, (2,39
e 4,31%, respectivamente), assim como de nitrogénio, comprovando o baixo crescimento das
microalgas uma vez que o nitrogénio ¢ um elemento essencial para o metabolismo primario das

microalgas.
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Figura 27. Remogao de Nitrogénio total ao longo do cultivo heterotrofico
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Figura 28. Remogao de amoénia ao longo do cultivo heterotrofico
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Houve uma pequena absor¢do de fosforo no cultivo heterotréfico, isso pode ser

explicado pelo fato da assimilagdo de fosforo ser dependente de luz (LOURENCO, 2006).
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Figura 29. Remocao de fosforo ao longo do cultivo heterotrofico
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O contrario pode ser observado para os compostos organicos que foram utilizados
como fontes de carbono e energia para seu crescimento, uma vez que houve consumo maior de
carbono organico que de carbono inorginico, como pode ser visto nas Figuras 30 e 31. E
possivel notar que houve uma remog¢do maior de carbono orgéanico no efluente composto
50B50S, quando comprado ao 75B258S.

Houve pequenas remogdes de carbono organico, demostrando que as quantidades
presentes no efluente na forma que as microalgas catabolizam por exemplo, glicose ou acetato

podem ter sido insuficientes (LOWREY et al., 2015)
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Figura 30. Remogio de Carbono ao longo do cultivo heterotréfico na composi¢do de 50B50S
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Figura 31. Remogio de Carbono ao longo do cultivo heterotrofico na composic¢do de 75B25S
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4.3  Isolamento e identificacéo

A técnica de plaqueamento com sucessivas diluigdes mostraram-se eficientes para
o isolamento do microrganismo predominante. A Figura 32 mostra uma imagem microscopica

do consorcio de microalgas e da microalga predominante isolada.
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Figura 32. Consorcio de microalgas (aumento de 10x); B) Microalga isolada (aumento microscopico
de 40x)

O organismo isolado apresentou as seguintes caracteristicas: unicelular, verde, com
flagelos de mesmo tamanho, monadal, forma ovoéide, com dois flagelos e movimentacao rapida.

De acordo com Menezes e Bicudo (2008), as células de Tetraselmis tem de 20 a 24
um de comprimento, 12-16 um de largura, sdo achatadas, amplamente elipticas na vista frontal,
em forma de rim em vista lateral, arredondada. Tetraselmis sao células com capacidade de se
comprimir com quatro flagelos que estdo localizados em pares opostos. Os flagelos sdo
espessos, de comprimento igual, menores do que o comprimento da célula, cobertos por
cabelos.

Desta forma, a microalga apresentou semelhang¢a com a microalgas Tetraselmis sp.,
pelo formato citado anteriormente e pela presenca de flagelos, além de suas caracteristicas como
facilidade de adaptacdo em diversos meios e na facilidade de locomocdo (KLEIN;

GONZALEZ, 1993).

4.3.1 Cultivo fotoautotrofico com a microalga isolada

A Figura 33 apresenta a biomassa no cultivo fotoautotréfico com a microalga
Tetraselmis sp. para as composi¢cdes S0B50S e 75B25S e apresenta a curva de crescimento
microalgal nestes cultivos.

A microalga isolada apresentou valores proximos de crescimento nos efluentes em
condicdo fotoautotrofica, quando comparado ao crescimento do consoércio de microalga, uma
vez que a concentragio maxima atingida foi de 1,24+0,14g L' (50B508S) para a Tetraselmis sp.
e 1,40+0,02 g L' (75B25S) para o consodrcio. Isto comprova que existe uma contribui¢do
expressiva da microalga isolada no consorcio.

Ademais a biomassa produzida foi menor para o efluente composto 75B25S,

quando comparado ao 50B50S com a Tetraselmis sp. demostrando que houve um stress maior
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causado pela concentragao maior de efluente bruto. Isto revela-se contrario ao que foi observado
para o consorcio de microalga no cultivo fotoautotrofico, pois houve melhor crescimento e
remogdes do consorcio para o efluente 75B25S, demostrando que o consorcio foi mais
resistente a concentragdes maiores do efluente bruto, isso pode ser justificado pela presenca de

outras microalgas existentes no consorcio.

Figura 33. Crescimento da microalga Tetraselmis sp. durante 19 dias de cultivo fotoautotrofico em
efluentes compostos S0B50S e 75B25S.
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A Tabela 12 apresenta as médias iniciais, finais e as remocdes do cultivo
fotoautotr6fico com a microalga Tetraselmis sp. e o pH inicial e final.

Fontoura et al. (2017a) encontraram valores maximos de remog¢ao de nitrogénio
amoniacal (85,63%), fosforo (96,78%) e DQO (80,33%) para a microalga Scenedesmus sp. em
aguas residuais de curtumes da etapa de ribeira, diluidas (88,4%) e em intensidade de luminosa
de 182,5 umol de fotons m? s7!'. Os valores encontrados pelos referidos autores mostram-se
proximos aos valores de remocdo aqui encontrados (Tabela 12): para fosforo (96,59% e
99,81%) e nitrogénio amoniacal (99,90% e 85,63%), porém as remocdes de DQO foram
menores (40,46% e 43,54%).
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Tabela 12. Parametros médios dos efluentes compostos SOB50S e 75B25S antes e apds
o cultivo fotoautotréfico com o a microalgas Tetraselmis sp..

50B50S* 75B2582
Parametros Conc®. Remocéo Conc®. Remocéo
[mg 1] % [mg 1] %
CB 7,45 7,68
pH

CF* 8,58 8,75
CP 1,75+0,02 2,25+0,04

P-PO4 96,59 99,81
CF* 0,01+0,00 0,06+0,01
CcB 83,13+£2,25 89,91+3,09

NT 89,06 54,78

CF* 9,09+0,139 40,92+1,64
CB 73,90+3.31 79,30+2,00

N-NH3 99,90 89,212
CF* N.D.6 8,55+0,35
CP 991,00+12,73 1045,0+7,07

DQO 40,46 43,54
CF*  590,00+14,14 590,00+14,14
CB  115,52+4,84 126,31£2,16

TOC 59,24 57,90
CF*  47,57+021 53,18+5,37
CB 1590,0+14,14 1900,0+28,28

DBO 32,70 44,73
CF*  1070,0+14,14 1050,0+14,14

150% Bruto diluido com 50% Secundaério (50B508); 275% Bruto diluido com 25% Secundério (75B25S);

3Concentragio inicial;  Concentracao final, *Concentracdes e *Nao determinado.

Nas Figuras 34 e 35 sdo apresentadas as remogoes de nitrogénio total e amodnia ao
longo dos 19 dias de cultivo fotoautotrofico com a microalga Tetraselmis sp., respectivamente.
Nos ultimos dias de cultivo houve um aumento de nitrogénio total no meio, concomitante com
a fase de declinio das microalgas, ao morrerem as células se rompem liberando nutrientes para
o meio. E possivel notar que houve um aumento de aménia no 7° dia de cultivo tanto para a
concentracdo de S0B50S, quanto para a concentracao de 75B25S. Isso pode ser explicado pelo
aumento de pH, pois quanto mais elevado for o pH, maior serd a porcentagem da amoénia total

presente na forma NHs" e € a forma detectada pelo equipamento.
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Figura 34. Remogao de Nitrogénio total ao longo do cultivo fotoautotr6fico com a microalga
Tetraselmis sp.
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Figura 35. Remogao de Amdnia ao longo do cultivo fotoautotroéfico com a microalga
Tetraselmis sp.
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Resultados apresentados por Rose e Dunn (2013) aplicando a microalga
Arthrospira (Spirulina) na produgdo de biomassa e no tratamento de efluente de curtume,
mostraram concentragdo celular maxima de 0,78 g/L. com 38,2% de remog¢do de nitrogénio

amoniacal e 91% de remocao de fosforo.
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A Figura 36 mostra a remogao de fosforo obtida ao longo do cultivo fotoautotrofico
com a microalga Tetraselmis sp. para as composigdes 50B50S e 75B25S. As remogdes de
fosforo foram efetivas para este experimento chegando as remogdes de 96,59% e 99,81% para

as composi¢des S0B50S e 75B25S, respectivamente.

Figura 36. Remogao de Fosforo ao longo do cultivo fotoautotréfico com a microalga Tetraselmis sp.

2,5

——50B50S
——75B25S

o
e}
!

—_
(V)]
|

Fosforo (mg L)
=

=
9]
1

=)
S

Tempo (dia)

Nas Figuras 37 e 38 sdo apresentadas as remog¢des de carbono pela da microalga
Tetraselmis sp. nos cultivos fotoautotroficos. E possivel notar que houve tanto uma remogao de
carbono orgénico como carbono inorganico nos cultivos S0B50S e 75B25S. Isso pode ser
explicado pela dificuldade da penetracdo da luz no efluente por ser escuro, promovendo a

utilizacao de carbono organico como fonte de energia em algum momento pela microalga

Tetraselmis sp.
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Figura 37. Remocdo de Carbono ao longo do cultivo fotoautotrofico S0B50S com a microalga
Tetraselmis sp.

250,0
| —~CT
200,0 7 —oCI
_ —e-COT
3
>150,0 -
E
= _
c q
o L
£100,0 1
401
(@)
50,0 -
0,0 : . .
0 5 10 15 20

Tempo (dia)

Figura 38. Remogao de Carbono ao longo do cultivo fotoautotréfico 75B25S com a microalga
Tetraselmis sp.
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4.3.2 Quantificacdo de lipidios
As microalgas do género Tetraselmis tém contetidos moderados de acidos graxos
poli-insaturados, (Brown et al., 2002). A composi¢do quimica das microalgas pode ser
influenciada pela forma de cultivo e pela composi¢do do meio, podendo atingir taxas de

crescimento elevadas e alta produtividade de biomassa, com fracdes elevadas de proteina,

62




Tratamento de efluentes de curtume com consoércio de microalgas

lipidios ou carboidratos. Os componentes de armazenamento ou reservas de energia de
microalgas sdo principalmente polissacarideos (Mata et al., 2010).

O lipidio ¢ um dos componentes mais desejados do ponto de vista energético. Os
principais acidos graxos encontrados na biomassa da microalga T. suecica sio o acido palmitico
e o acido oleico (GO et al., 2012).

A Tabela 13 mostra a quantidade de lipidio na biomassa apdés o cultivo
fotoautotrofico em determinagdes feitas em triplicatas com réplicas dos experimentos com 0s
efluentes compostos 50B50S e 75B25S. As quantidades de lipidios encontradas na biomassa
da microalga Tetraselmis sp. foram relativamente baixas quando comparadas a outras
microalgas: 31 a 68% para a microalga Nannochloropsis oculata, 28 a 32% para Chlorella sp,
16 a 37% para Cylindrotheca sp., 15 a 23% para Tetraselmis suecica, quando cultivadas em
sistema fotoautotréfico (CHISTI, 2007), e 23,62% de lipidios na biomassa de um consorcio

microalgas em efluente de uma fazenda leiteira (HENA et al. 2015).

Tabela 13. Quantificagdo de lipidios na biomassa da microalga Tetraselmis sp. em cultivo
fotoautotrofico ao final do cultivo

50B50S (%) 75B25S (%)
1 4,08 + 0,02 520+ 0,16
2 5,10+ 0,29 4,88 +0,01

Rodolfi et al. (2009) estudaram algumas espécies de Tetraselmis em cultivo
fotoautotrofico e obtiveram 14,7% de lipidios para Tetraselmis sp. e 8,5% para Tetraselmis
suecica F&M-M33.

Altas concentragdes de lipidios nas células sdo obtidas sob condig¢des de stress,
associadas com divisdo celular reduzida, devido a isso ¢ importante obter um equilibrio entre a
produgdo de biomassa e a quantidade de lipidios na célula, encontrando um ponto 6timo da
concentragdo de nitrogénio no meio, uma vez que as quantidades de lipidios encontradas na
biomassa ¢ o crescimento variam com as concentragdes de nitrogénio total (WANG et al., 2008)

De acordo com Becker (2007), as microalgas marinhas Tetraselmis maculate tem
aproximadamente 52% de proteinas e 15% de carboidratos na composi¢do celular. As
microalgas Tetraselmis sp. sdo amplamente utilizadas na aquicultura, uma vez que servem de
alimento para uma grande variedade de organismos marinhos exatamente por nao apresentarem

altos valores de lipidios na biomassa (GONZALEZ et al., 2015).
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Capitulo 5
CONCLUSAO

O consorcio de microalgas apresentou desempenho de crescimento no efluente
gerado no acabamento de couro, tanto para o efluente sem tratamento prévio (S0B50A), quanto
para efluente apds o tratamento primario (SOP50A) e secundario (50S50A) e sem a necessidade
de adicao de nutrientes. O crescimento do consorcio e a remogao dos parametros analisados se
mostraram proximos entre estes efluentes testados.

Ao comparar o efluente bruto 100B com efluentes compostos nas composigdes
25B758S, 50B50S, percebeu-se que o melhor crescimento de microalgas foi atingido em
efluentes S0B50S, sendo mais eficiente na remog¢ao de nitrogénio, amdnia nitrogenada, DQO,
TOC e fosforo.

Quando colocado em cultivo fotoautotrofico, mixotrofico e heterotrofico o
consorcio de microalgas obteve melhores resultados tanto de crescimento quanto de remogao
dos parametros no cultivo fotoautotréfico na concentragio de 75B258S, crescendo até 1,4 g L!
e atingindo valores de remog¢do de N-NH3, Nitrogénio Total (NT), DQO, carbono organico
total (TOC) e demanda bioldogica de oxigénio (DBO), de 99,90%, 74,89%, 56,70%, 58,18% e
20,68%, respectivamente.

A técnica de plaqueamento e as dilui¢des sucessivas mostraram-se eficientes para
o isolamento do microrganismo predominante. Através da identificagdo por imagem foi

possivel concluir que a microalga isolada foi a Tetraselmis sp.
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A microalga isolada (Tetraselmis sp.) foi capaz de crescer no efluente de curtume
sem tratamento prévio nas composigdes S0B50S e 75B25S, apresentando um crescimento
notdrio no cultivo fotoautotrofico com remogoes eficientes dos pardmetros analisados, de
99,9% 89,06% e 59,24% para N-NH3, NT e TOC, respectivamente, no efluente S0B50S e de
99,81%, 43,54% e 44,73 para P-PO4, DQO e DBO, respectivamente para o efluente 75B25S.
Entretanto os valores de lipidios na biomassa desta microalga foram baixos (aproximadamente
5,0% de lipidio no peso seco).

Os valores de crescimento e remocdo dos parametros analisados quando
comparados no cultivo fotoautotrofico para a microalga Tetraselmis sp. e o consorcio de
microalgas, mostram que o consorcio de microalgas apresenta valores de crescimento de
biomassa de 1,2 g L™ para a microalga Tetraselmis sp (50B50S) ¢ 1,4 g L' para o consorcio
(75B25S), demostrando que o consorcio de microalgas se mostrou mais eficiente no tratamento
de efluente de curtume quando comparado a microalga predominante isolada.

Desta forma, o uso do consorcio de microalgas ¢ uma forma promissora para
tratamento de efluentes para a remoc¢ao de fosforo, amonia, nitrogénio, DQO, DBO, carbono,
uma vez que ndo sdo utilizados produtos quimicos no tratamento e a biomassa tem potencial

para varias aplicagdes posteriormente.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados promissores atingidos neste trabalho mostram que existem diversos
caminhos a serem estudados nesta pesquisa como:

e Realizar a identificag¢@o a nivel molecular da microalga Tetraselmis sp.;

e Identificar as demais espécies de microalgas presentes no consorcio;

e Analisar a remocao de metais toxicos pelas microalgas;

e Realizar um planejamento experimental para otimizar o tratamento de efluente
com o consorcio de microalgas;

e Realizagdo de um processo continuo em escala piloto, com suprimento de

efluente para o crescimento das microalgas.
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