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RESUMO

Nesta dissertacdo foi demostrada a potencialidade da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nageli em cultivo heterotréfico para remover fésforo do efluente de
laticinio, bem como o efeito da temperatura no bioprocesso. Para tanto o trabalho é
composto por dois artigos. O primeiro intitula-se “Influéncia da temperatura na
remogao de fosforo por Aphanothece microscopica N&geli em biorreatores
heterotroficos”, e teve por objetivo avaliar a eficiéncia da cianobactéria em remover
heterotroficamente fésforo total dissolvido do efluente de processamento de laticinios.
A andlise dos resultados mostrou que a remocao de fésforo é independente de sua
concentracdo no sistema, porém depende fortemente da temperatura. Ficou
demostrado, que a remogao é altamente sensivel a temperatura principalmente no
intervalo de 10°C — 20°C e nessas condi¢cdes a operacionalidade do biorreator devera
ser ajustada para manutencao da eficiéncia do processo. O segundo artigo tem como
titulo “Din&mica de remocado de fésforo por Aphanothece microscopica Nageli em
biorreatores heterotréficos” e avaliou a remogao das formas de fésforo reativo, fésforo
hidrolisavel, foésforo total e fésforo organico, total e dissolvida, bem como de DQO e N-
NTK nas temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C em 24 h, a fim de investigar a dinamica
de remocao de diferentes formas de fosforo do efluente de laticinio em biorreatores
heterotroficos. Foi possivel concluir que a fracao de fésforo predominante no efluente
de laticinio foi a organica dissolvida, seguida de fosforo reativo dissolvido. A
cianobactéria foi capaz de remover formas simples de fésforo, como reativo e
complexas, fésforo hidrolisavel e organico, bem como DQO e N-NTK. No que se refere
ao fosforo suspenso, foi verificado que as fracdoes de fosforo organico suspenso e
fésforo suspenso total apresentaram baixa remocao. Foi observado que no intervalo
de 20°C a 30°C foi registrado o maior desempenho quanto a remocao de fésforo para
um tempo de detencao hidraulica de 16 h. Nos experimentos realizados a temperatura
de 20°C foram registrados os melhores valores cinéticos resultando em uma maxima
concentragéo celular de 0,84 g.L", velocidade méxima de crescimento de 8,64 dias™ e
produtividade de 3,85 g.L". dia™. Assim, a andlise dos resultados permite concluir que
a remocao de fésforo, DQO e N-NTK em condicoes heterotroficas por Aphanothece

microscopica Nageli é rota em potencial para o tratamento de efluente de laticinio.

Palavras-chave: cianobactéria; fosforo; heterotrofico; efluente de laticinios



ABSTRACT

In this dissertation, the potentiality of the Aphanothece microscopica Nageli
cyanobacteria was demonstrated in heterotrophic cultivation to remove phosphorus
from the dairy effluent, as well as the effect of the temperature in the bioprocess. So,
the work is composed by two articles. The first one is entitled “Influence of temperature
in the removal of phosphorus by Aphanothece Microscopica Nageli in heterotrophic
bioreactors”, and it aims to evaluate the cyanobacteria’s efficiency in heterotrophically
removing dissolved total phosphorus from the effluent of dairy processing. The analysis
of the results showed that the removal of phosphorus is independent from its
concentration in the system, however, it strongly depends on the temperature.
Therefore, it was demonstrated that the removal is highly sensitive to the temperature,
mostly between 10°C and 20°C. And in these conditions, the bioreactor serviceability
should be adjusted for process efficiency maintenance.The second article is entitled
“Phosphorus removal by Aphanothece microscopica Nageli dynamic in heterotrophic
bioreactors” and it evaluated the removal of reactive, hydrolysable, total and organic
forms of phosphorus, both total and dissolved, as well as COD and N-NTK in the
temperatures from 10°C, 20°C and 30°C in 24 h, in order to investigate the removal
dynamic of different forms of phosphorus from the dairy effluent in heterotrophic
bioreactors. It was possible to conclude that the predominant fraction of phosphorus in
the dairy effluent was the dissolved organic one, followed by the dissolved reactive
one. The cyanobacteria was able to remove simple forms of phosphorus, like reactive
phosphorus, and complex ones, like hydrolysable and organic phosphorus, as well as
COD and N-NTK. As for the suspended phosphorus, it was verified that the fractions of
suspended organic phosphorus and suspended total phosphorus presented low
removal. It was observed that between 20°C and 30°C it was registered the highest
performance of phosphorus removal in a period of hydraulic detention of 16 h. In the
analyzed experiments performed at a temperature of 20°C, it was registered the best
kinetic values, resulting in a maximum cellular concentration of 0,84 g.L"', maximum
speed of growth of 8,64 day ' and productivity of 3,85g.L™".day . Therefore, the analysis
of the results allow to conclude that the phosphorus, COD and N-NTK removal in
heterotrophic conditions by Aphanothece microscopica Nageli is a potential route for
the dairy effluent treatment.

Keywords: cyanobacteria; phosphorus; heterotrophic; dairy effluents



1 INTRODUCAO

A industrializacdo crescente e a rapida urbanizacdo tém aumentado
consideravelmente a taxa de poluicdo das aguas. A reducao deste recurso natural tém
sido uma grave restrigdo para o crescimento industrial e de um razoavel padréo de
vida urbano. A exigéncia de 4gua nas etapas de uma industria de laticinios é elevada,
pois inclui as etapas de limpeza, sanitizacdo, aquecimento, refrigeracéo e lavagem de
chao. Os residuos de laticinios distinguem-se pela elevada carga de matéria organica,
altos niveis de solidos dissolvidos ou suspensos, 6leos e gorduras, nutrientes tais
como a amoénia ou sais minerais e fosfatos e, portanto, requerem uma atencao
adequada antes de sua eliminacao (SARKAR et al., 2006).

O fosforo é conhecido como um dos poluentes com maior potencial poluidor em
corpos de agua, incluindo lagos, rios, represas e riachos (MUSCUTT; WITHERS,
1996; PARK; JUNG, 2011). As formas habituais de fésforo encontradas em aguas
superficiais sdo o ortofosfato, polifosfato e organicos. Os principais compostos de
fosforo nas aguas residuarias sao geralmente ortofosfatos, juntamente com
quantidades menores de fosfato organico (IRDEMEZ et al., 2006; RINKER; POWELL,
2006; WORSFOLD et al., 2008).

Os processos bioldgicos necessitam de fosforo para a sintese celular, uma vez
que este elemento esta associado a inumeras rotas bioquimicas. Neste sentido,
sistemas de tratamento de efluentes com foco no desenvolvimento sustentavel tém
sido desenvolvidos extensivamente, visando a reciclagem e valoracdo dos compostos
poluentes, onde estao inseridos os sistemas de tratamento com microalgas.

As caracteristicas metabolicas destes organismos possibilitam a exploragao de
variados processos biotecnoldgicos interessantes para a exploragao tecnologica
visando o tratamento de efluentes e producéo de insumos.

A manipulacdo do metabolismo heterotréfico que algumas espécies
apresentam é considerada atrativa por permitir a conversao de poluentes em insumos
intermediarios e produtos finais de processos relacionados a bioenergia, alimentacao e
farmacéuticos. Nestes processos, a remocao eficiente em um Unico estagio de matéria
organica, nitrogénio e fésforo é considerada a principal vantagem em termos de
tratamento de efluentes. Em adicdo, a geragdo de biomassa com elevado teor de
proteinas e lipidios possibilita seu reuso para diferentes propésitos.

A implementacédo efetiva de sistemas de tratamento de aguas residuarias é
baseada no critério passo a passo. Este procedimento adota a estratégia da remocéao
em etapas dos compostos poluentes. Historicamente, a remogédo de matéria organica
foi a preocupacéao inicial, seguida dos compostos nitrogenados. No estagio atual a



remocao de fésforo tem sido considerada a principal barreira a ser transposta pelas
estagdes de tratamento. Este critério, normalmente usado em condi¢des de restricao
de recursos tecnolégicos e financeiros estabelece prazos para o cumprimento da
legislacao.

O reduzido padrao de emissao para este poluente, associado a processos de
remocao desequilibrados, tem pressionado ao desenvolvimento de sistemas de
tratamento voltados a sustentabilidade das atividades industriais. Esta abordagem
considera a possibilidade de reutilizar os compostos poluentes, como insumos de um
determinado processo, agregando valor e reduzindo os custos de tratamento.

Neste sentido a utilizacdo de cianobactérias no tratamento de efluentes é uma
alternativa viavel para a remocao de matéria organica de efluentes, juntamente com os
nutrientes presentes, tais como fésforo e nitrogénio. Estes microrganismos tém sido
estudados no tratamento e pds-tratamento de efluentes industriais (LALIBERTE et al.,
1997; TAM; WONG, 2000; DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2006; QUEIROZ et al.,
2007; ZEPKA et al., 2008; HARUN et al., 2010; HORNES et al., 2010).

O Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande vem ha
muitos anos estudando a cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli,
microrganismo este de representativa ocorréncia ao redor da cidade de Rio Grande,
RS. Apresenta como caracteristica baixo tempo de geracdo quando cultivada no
efluente de agroindustrias como da parboilizacdo do arroz, do processamento de
pescado e da industria de laticinios e tem sido utilizada como elemento removedor de
nutrientes dos efluentes das indlstrias de alimentos com grande sucesso em
pesquisas gerenciadas a nivel laboratorial e piloto, principalmente em cultivo
heterotrofico a fim de otimizar o processo de remogdo de nutrientes em aguas
residuarias, assim como no aproveitamento das diversas substancias presentes no
efluente para a conversdo em biomassa (BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004;
JACOB-LOPES et al., 2007; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et
al., 2010; ZEPKA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011). No entanto no que se refere a
remogao de fésforo de efluentes industriais pouco tem sido feito. Em face disto, o
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da temperatura na remocao do fésforo pela
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli em cultivos heterotréficos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Efluente da industria de laticinios

A industria de laticinios tém crescido na maioria dos paises do mundo devido
ao aumento constante da procura de leite e produtos lacteos. Por sua vez esta
atividade é altamente poluente gerando até 10 L de efluente por litro de leite
processado (VOURCH et al., 2008). Na maioria dos casos, esses efluentes nao séo
tratados com o objetivo de remover nutrientes, visto que os tratamentos convencionais
eliminam apenas matéria carbonada, contribuindo assim com elevadas concentracdes
de fésforo e compostos nitrogenados (CHIMENOS et al., 2006; IRDEMEZ et al., 2006;
GOLDER et al., 2006; KUSHWAHA et al., 2010).

Munavalli e Saler (2009) reportam que cerca de 2 % do total de leite
processado é desperdicado no sistema de esgotos. Este leite se mistura com as aguas
produzidas na partida, na lavagem de varias unidades de processamento, bem como
com a agua gerada durante a limpeza de pisos e operagdo do dia-a-dia das outras
plantas.

Na industria de laticinios processos como a elaboragédo de queijos e operagdes
como a lavagem de silos, tubulagbes, tanques, pasteurizadores e equipamentos
demandam grandes volumes de agua, carreando consigo grandes volumes de soro de
leite e residuos industriais. Em alguns casos, cada litro de leite processado pode gerar
até onze litros de efluente enviado ao tratamento final (ZADOW, 1994).

Os efluentes da industria de laticinio diferem largamente tanto em quantidade
como em qualidade dependendo do tipo de produto, os quais irdo apresentar
caracteristicas distintas. Muitos destes produtos sdo manufaturados separadamente,
fazendo com que a carga poluente apresente mudancas ao longo do periodo de
producéo. A carga de compostos organicos neste tipo de efluente é determinada pela
quantidade de lactose, lipidios e proteinas, e a relacéo entre estas substancias pode
ser extremamente variada, o que afeta a sua susceptibilidade ao tratamento biolégico.
Em funcgéo disso é observada uma redugao na eficiéncia das plantas de tratamento de
efluentes das industrias de laticinios (JANCZUKOWICZ et al., 2007).

A agua residuaria da industria de laticinios € semelhante a maioria dos outros
efluentes agroindustriais, caracterizados por uma grande demanda bioquimica de
oxigénio e demanda quimica de oxigénio, podendo chegar a 2 900 mg. L' e 5 000 mg.
L7, respectivamente, bem como apresentam um faixa ampla de N-NTK (16,5 mg. L™ —

113,18 mg. L e para fosforo (2,4 mg. L'— 38,6 mg. L"), demonstrando seu alto teor



de material organico (BANU et. al., 2008; KAEWSUK et al., 2010; KUSHWAHA et al.,
2010; MOHAN et al.,, 2010). Além disso, Hamdani at al. (2005) observaram que
embora a composicao do efluente de laticinio seja variavel de acordo com o tipo de
atividade ela depende da producdo e do processo de execugdo, sendo sua
caracteristica comum uma mistura de matéria organica, nitrogénio e fésforo.

Os processos utilizando cultivo de microalgas também sao largamente
estudados para remocdo de substancias organicas e inorganicas, oriundos de
efluentes de estagdes de tratamento, (SANCHO; CASTILLO; YOUSFI, 1997), pois
atuam como agentes purificadores de alta eficiéncia, uma vez que utilizam os
nutrientes presentes na composicdao do efluente para o seu desenvolvimento
(SANCHO; CASTILLO; YOUSFI; 1999; PIZARRO et al.,, 2006). Lincoln, Wilkie e
French (1996) utilizaram o efluente de laticinios oriundo de um tratamento de um
segundo estagio de uma lagoa anaerdbia como meio de cultivo para a cionobactéria
Arthrospira platensis. Os autores reportam importante capacidade de remocdo de
nitrog@nio amoniacal com reducdes de 100 mg.L" a menos de 1 mg.L" em sete dias,
sendo a taxa maxima de remocéo de 24 mg.L™" por dia. Foram constatadas remocao
de fésforo total de 41 %.

2.2 Utilizacao de microalgas no tratamento de efluentes

O uso de microalgas e cianobactérias no tratamento de efluentes teve inicio na
década de 60 e é motivado até hoje. Estes microrganismos possuem a habilidade de
consumir substancias organicas e inorganicas, como nitrogénio e fésforo das aguas
residudarias, gerando diversas formas de compostos quimicos Uteis como produtos
farmacéuticos, biocombustiveis, ragdo animal e clorofila, desacelerando o processo de
eutrofizacdo dos corpos receptores (HAMMOUDA et al. 1995; LINCOLN et al., 1996,
VILCHEZ et al., 1997; DUMAS et al., 1998; SHI et al., 2000; BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006; JACOB-LOPES et al., 2007;
TRAVIESO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HARUN et al.,
2010; HORNES et al., 2010; ZEPKA et al., 2010).

Estudos propdéem o tratamento biol6gico de aguas residuais por cianobactérias,
motivados pelo metabolismo heterotréfico destes microrganismos, com o consumo de
moléculas organicas e nutrientes inorganicos na auséncia de luz (ARDELEAN;
ZARNEA, 1998; TAM; WONG, 2000). A abordagem de crescimento heterotréfico
elimina as duas principais deficiéncias do cultivo autotréfico: permitir a utilizagéo de

praticamente qualquer biorreator, como as utilizadas para a produgao industrial de



medicamentos, bebidas, aditivos alimentares, e de energia e rendimento, bem como
uma redugao significativa nos custos para a maioria dos processos (HARUN et al.,
2010; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2011). A
relacdo custo-beneficio e a relativa simplicidade de operacado e manutengéo diaria sao
as principais atragdes da abordagem do crescimento heterotréfico. Outro lado bastante
significativo é a possibilidade de obter, heterotroficamente alta densidade de células
de microalgas possibilitando a sua aplicacdo em escala industrial (CHEN, 1996; LEE;
KIM, 2001; GRAVERHOLT; ERIKSEN, 2007; PEREZ-GARCIA, 2011).

Os efluentes contendo concentracdes variaveis de nutrientes organicos e
inorganicos, na presenga ou auséncia de luz e diferentes condi¢gbes de temperatura,
pH, oxigénio dissolvido, luminosidade entre outras condigbes de cultivo séo suficientes
para promover o crescimento destes microrganismos (BLIER et al., 1996; GONZALES
et al., 1997; TAM; WONG, 2000; LEE & KIM, 2001; BASHAN et al., 2002; BASTOS et
al., 2004; TRAVIESO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007; HARUN et al., 2010;
HORNES et al., 2010; ZEPKA et al., 2010).

O decréscimo da taxa de assimilagéo de nutrientes do meio pode ser um passo
limitante para o crescimento de microrganismos a baixa temperatura. Algumas
enzimas relacionadas a assimilacdo estdo associadas com as membranas. A
insaturacdo dos lipidios das membranas protegem essas enzimas da inativagdo a
baixa temperatura (QUOC; DUBACQ, 1997; SAKAMOTO et al., 1998).

As temperaturas altas podem causar a inativacdo das enzimas das vias
metabdlicas enquanto que em temperaturas baixas as atividades enzimaticas séo
reduzidas, além de ser impedido o fluxo de nutrientes através da membrana celular,
resultando em alta demanda para a energia de manutengdo (CONVERTI;
DOMINGUEZ, 2001).

Bastos et al. (2004) estudaram o cultivo da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nageli no efluente da parboilizagdo do arroz na auséncia de luz, 30°C e
inbculos de 100 mg.L". As varidveis cinéticas de crescimento demonstraram a
viabilidade da aplicacdo da Aphanothece no efluente da parboilizacdo arroz, sendo
obtidas altas concentracdes celulares (650 mg.L'") em 72 h de cultivo. Nas mesmas
condigdes, Queiroz et al. (2007) verificaram que as maximas eficiéncias de remogéao
para as variaveis DQO e N-NTK ocorreram em 15 h de cultivo, com valores de 83,4 %
e 72,7 %, respectivamente. As microalgas Scenedesmus sp. e Chlorella vulgaris foram
avaliadas quanto a capacidade de remover os nutrientes aménia e fésforo quando
utilizados no tratamento secundario de aguas residuarias de forma rapida e eficiente, o
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que gerou uma biomassa de alto valor agregado. Os autores concluiram que as
microalgas em estudo poderiam ser uma boa opg¢do como tratamento terciario na
remocao desses componentes, verificando uma maior eficiéncia na remocgao de
ambénia e moderada eficiéncia para o fésforo quando comparado com as
cianobactérias Phormidium e Spirulina (GONZALES et al., 1997; ZHANG et al., 2008).
Martinez et al. (2000) estudaram a remocao de fésforo e nitrogénio pela microalga
Scenedesmus obliquus no efluente doméstico em cultivos com e sem sistema de
agitacao e diferentes condigbes de temperatura (20°C a 35°C), e verificaram que os
melhores resultados ocorreram nos cultivos com agitagdo a 25°C, apresentando
remocoes de 98 % em 94,3 h e 100 % em 188,3 h para os parametros fésforo e
ambnia, respectivamente.

Xin et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes tipos de fontes de nitrogénio
sobre as propriedades de remocao de nitrogénio e fésforo de uma microalga recém-
isoladas, Scenedesmus sp. LX1 e obtiveram com nitrato ou uréia como fonte de
nitrogénio, remogédo de N-NTK de 90,4 % e a remogao de fosforo total chegando a
87,8 %. Ruiz-Marin et al. (2010) analisaram o crescimento e a capacidade de remocao
de nitrogénio e fosforo em batelada de aguas residuarias urbanas por duas espécies
de microalgas e constataram que a remogao mais eficaz foi obtida pela microalga
Scenedesmus ap6s 48 horas de tratamento.

2.3 Aphanothece microscopica Nageli

As cianobactérias estdo enquadradas como algas verde-azuladas. Estes
microrganismos sao fotossintetizantes e, associada a esta capacidade, algumas
linhagens possuem a faculdade de fixar nitrogénio atmosférico, conferindo a estes
organismos as necessidades nutricionais mais simples de todos os seres conhecidos
(FAY, 1983; OGBONNA; TANAKA, 2000; OLGUIN et al., 2001; RANGEL-YAGUI et al.,
2004; THAJUDDIN; SUBRAMANIAN, 2005). As cianobactérias possuem mecanismos
bioquimicos especializados para acessar nutrientes essenciais (nitrogénio, fésforo e
ferro) que frequentemente limitam o crescimento de outros microrganismos presentes
no meio (SAHA; UMA; SUBRAMANIAN, 2003).

A cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli ocorre em altas
concentracées no estuario da Lagoa dos Patos, com floracdes constantes durante
todo ano. A Universidade Federal do Rio Grande, mais especificamente, no
Laboratério de Biotecnologia vém desenvolvendo inlUmeras pesquisas no que se refere

ao tratamento de efluentes associado a produgdo de proteina unicelular com
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importantes resultados (QUEIROZ; KOETZ, 1997; QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et
al., 2004; QUEIROZ et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES
et al., 2010; ZEPKA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011).

Nesse sentido, Queiroz et al. (2001) e Queiroz et al. (2004) utilizaram a
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli na remocdo de N-NTK e matéria
organica do efluente da indlstria de parboilizacdo de arroz na auséncia de luz,
encontrando uma remoc¢ao de 90,37 % para nitrogénio em 15 h para inéculo de 300
mg.L™" a 25°C. Os resultados demonstram que a Aphanothece microscopica Nageli
pode ser cultivada na auséncia de luz, o que viabiliza o tratamento do efluente da
parboilizagdo do arroz. Além disso, Queiroz et al, (2001) avaliaram o potencial de
producéo de proteina unicelular a partir da agua de maceracao do arroz parboilizado
por Aphanothece microscopica Nageli, quando esta é inoculada a 28 °C, por um
periodo de 96 h. Foram registrados maximos de remocao de DQO (89,47 %) e N-NTK
(70,41 %) em 24 h de cultivo e o valor médio em teor de proteina de 38,80 % neste
periodo. Demonstrou-se a partir desses resultados a viabilidade da utilizacado da
Aphanothece microscopica Nageli no tratamento de efluentes e na producédo de
proteina unicelular.

Os fatores de maior importdncia em um cultivo de cianobactérias sdo a
temperatura, nutrientes, pH e para determinados processos a Iluminosidade
(MARTINEZ et al., 2000; EHIRA et al., 2003; OBAJA et al., 2003; FONTENOT et al.,
2007). Jacob-Lopes et al. (2007) investigaram as caracteristicas de secagem da
Aphanothece nas temperaturas de 40°C, 50°C e 60°C e espessuras de amostra de 3
mm, 5 mm e 7 mm. Pode-se observar um forte efeito da temperatura sobre a cor
instrumental e clorofila-a. As espessuras avaliadas apresentaram um efeito
significativamente menor no final. Jacob-Lopes et al. (2008) descreveram a remocao
de dioxido de carbono dissolvido na fase aquosa de um fotobiorreator tubular por
Aphanothece microscopica Nageli em diferentes intensidades luminosas (960, 3000,
6000, 9000 e 11.000 lux) e temperatura (21,5 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C e 38,5 °C),
consideradas através de um planejamento composto central, visando determinar as
condicdes do sistema mais eficiente. A metodologia de superficie de resposta mostrou
a importéncia dos parametros operacionais do fotobiorreactor sobre a cinética de
remocao de dioxido de carbono.

Considerando o cultivo em sitema heterotrofico Queiroz et al. (2011) avaliaram
a producao de 6leo pela cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli no efluente
do pescado nas temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C. Os dados de crescimento foram
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instalados em quatro modelos matematicos (Logistica, Gompertz, Gompertz
modificado e Baranyi), para definir uma expressdo matematica e descrever o
crescimento celular. Usando critérios estatisticos, o modelo Logistico foi considerado o
mais adequado para descrever o crescimento da biomassa. A modelagem matematica
indica a possibilidade de se obter 0,26 g biomass. dia”, 0,36 g biomass. dia”' e 0,44 g
biomass. dia™ nas temperaturas 10°C, 20°C e 30 2 C, respectivamente. Isso resulta em
produtividade de lipidios de 0,04 g lipid. dia™*, 0,05 g lipid. dia” e 0,03 g lipid. dia™ nas
temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Bastos et al. (2011) avaliaram o
crescimento da cianobactérias Aphanothece microscopica Nageli em meio
heterotréfico com lactose, glicose e sacarose. Os resultados sugerem uma aplicacao
Util desta cianobactéria na remocdo de matéria organica proveniente das aguas
residuais.

Ressaltando a importancia da remocédo de nutrientes Queiroz et al. (2007)
avaliaram a eficiéncia de cianobactéria na remogao de nitrogénio total Kjeldahl (N-
NTK), matéria organica na forma de demanda quimica de oxigénio (DQO) e producao
de proteina unicelular a diferentes razées C/N, tempo de detencéo hidraulico e
temperatura, em reator descontinuo. Os resultados indicaram que a temperatura e a
razao C/N influenciaram significativamente na remog¢édo de matéria organica e N-NTK,
sendo a razao C/N o fator de maior significancia para a variavel eficiéncia de remocao
de DQO e tempo de detencao hidraulico para a variavel eficiéncia de remocao de N-
NTK, nao havendo diferencas significativas quanto a producao de proteina em relacéo
aos fatores avaliados. A melhor condi¢éo indicada para a remogao de N-NTK e DQO
foi de 30°C, razao C/N de 50 e tempo de detencéo hidraulico de 15 h.

Silva et al. (2005) também avaliaram a eficiéncia de remogao de nutrientes do
efluente utilizando Aphanothece microscopica Nageli. O tratamento do efluente do
processamento de milho removeu 42,1 % de DQO e 58,5 % de N-NTK. Para o
efluente de péssego e figo, as eficiéncias de remocgéao foram de 53,7 % para DQO e de
73,2 % para N-NTK.

Manetti et al. (2011) avaliaram a potencialidade do reuso do efluente do
pescado combinando tratamento bioldgico e quimico. Foram utilizados cultivos
heterotroficos da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli e processos de
coagulacéo, floculagado e sedimentacédo na etapa quimica. Os resultados demostraram
que o efluente da industria de pescado pode ser reutillizado obtendo remocgbes de até
98 % para aménia, 99,2 % para fosforo e 100 % para DQO. Neste contexto, o fésforo
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torna-se um dos elementos mais relevantes no tratamento de aguas residuarias

contribuindo assim com a desaceleracdo do processo de eutrofizacao.

2.4 Fosforo em aguas residuarias

O fosforo é um dos nutrientes basicos dos seres vivos, muitas vezes limitante
para o crescimento de organismos, como também, na maioria dos ecossistemas
(BISWAS et al., 2008). Nas aguas residuarias apresenta-se basicamente na forma de
ortofosfato, polifosfato e fosforo orgénico. Os ortofosfatos estdo diretamente
disponiveis a assimilacdo biolégica. Os polifosfatos sdo moléculas mais complexas,
normalmente constituidas de dois ou mais atomos de fosforo, que podem originar
ortofosfatos através de reacbes de hidrélise. Em adicdo, o fésforo organico é
considerado a forma fosforada mais complexa presente em &guas residuarias,
devendo sofrer mdltiplas transformacoées até estar disponivel ao metabolismo bioldgico
(BENITEZ-NELSON, 2000; RINKER; POWELL, 2006; WORSFOLD et al., 2008).

O problema mais comum de compostos de fésforo é a aceleracao do processo
de eutrofizacdo. Este fenbmeno é responsavel pelo crescimento excessivo de algas, o
qual ocorre em aguas interiores e costeiras, causado pela concentracao de fésforo em
excesso nos efluentes provenientes da plantas industriais ou municipais langadas no
meio ambiente (NOWACK, 2003; MULKERRINS et al., 2004; IRDEMEZ et al., 2006;
YUAN; OLESZKIEWICZ, 2010). A floracao de espécies de microalgas toxicas, assim
como de esgotamento de oxigénio resulta na eutrofizacdo e também pode ter
consequéncias danosas, além de efeitos aos organismos aquaticos podendo reduzir a
biomassa béntica e a biodiversidade (TOUCHETTE; BURKHOLDER, 2000; LI et al.,
2003; WANG et al., 2007; XUECHU et al., 2009; YANG et al., 2010).

Os sistemas convencionais de remocao de fésforo consistem em processos
quimicos e biol6gicos. Os processos quimicos sdao baseados na operacdo de
precipitagdo, através do uso de coagulantes a base, principalmente, de ferro e
aluminio. E um método eficiente em termos de eficiéncia de remogdo, embora a
demanda por produtos quimicos e a geracdo de um residuo solido sejam considerados
as principais limitacoes desta tecnologia. Os processos biolégicos convencionais
consideram que as bactérias que removem matéria organica e nitrogénio nos
processos anteriores necessitam de fésforo para a sintese celular, basicamente
fosfolipidios (YE et al., 2010; POWELL et al., 2009; YANG et al., 2010).

A bioconversdo de aproximadamente 30 % € normalmente obtida nesses

sistemas, o que limita a aplicacdo com objetivo especifico da eliminacao de fosforo
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devido ao ndo cumprimento do padrdo de emissdo exigido pela legislagéo.
Alternativamente a aplicagdo de sistemas fotossintéticos com microalgas para a
eliminacao de foésforo de aguas residuarias € um processo com potencial de remocao.
No entanto, limitacbes de ordem biolégica, fisica e econbmica tém restringido a
implementagao efetiva destes processos (MORSE et al., 1998; ZEPKA et al., 2010;
PEREZ-GARCIA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2011).

O desenvolvimento de tecnologias para a remocao de fésforo comecou na
década de 1950, em resposta ao problema da eutrofizacao e a necessidade de reduzir
os niveis de fosforo nos corpos receptores (MORSE et al., 1998). As tecnologias
convencionais para remocao de fésforo sdo os processos fisicos (decantagao, filtracao
e osmose reversa), quimicos de precipitagdo (com aluminio, ferro e sais de calcio), e
processos biolégicos que dependem do crescimento da biomassa (bactérias, algas,
plantas) ou intracelulares pela incorporacdo de polifosfatos (BELLIER et al., 2006;
BISWAS et al., 2008; POWELL et al., 2009).

A maioria dos métodos fisicos sdo comprovadamente onerosos, como no caso
da osmose reversa e da filtracdo o que dificulta a sua implantacdo em escala
industrial. A precipitagdo quimica é em esséncia um processo fisico-quimico,
compreendendo a adicdo de um sal de metal divalente ou trivalente em aguas
residudrias, resultando em uma forma insollvel de fosfato que apds a precipitacao é
removida por sedimentagdo. Os metais mais apropriados sdo o ferro e o aluminio,
adicionados como cloretos ou sulfatos. Polimeros aniénicos podem ser utilizados para
auxiliar a separagao do solido. Sistemas que utilizam um sal de metal (Al (Ill), Fe (lll))
para remocao de fésforo podem atingir uma remogédo de 80 % — 95 % em aguas
residuarias (FYTIANOS et al.,, 1998; DE-BASHAN; BASHAN, 2004; ZHOU, et al.,
2008). Yamamoto-lkemoto et al., (1998) avaliaram o efeito do coagulante de ferro no
controle do intumescimento filamentoso e na remocao de fosfato através de um
processo de lodo ativado. A maior parte do fosfato foi removido ap6s a adigdo de
FeCl, ao tanque de aeragao.

A precipitagdo de fosfato de calcio € um método comum de remogado de
fosforo, principalmente pelo baixo custo e facilidade de manuseio. A remogéo é
realizada por precipitacdo direta de fosfato de célcio (BELLIER et al. 2006; ZHANG et
al., 2010). Outro processo utilizado a partir dos anos 70 é a cristalizagdo, o qual
baseia-se na cristalizacido de fosfato de calcio dentro de um leito fluidizado, sendo as
condicdes de processo ajustadas para promover a cristalizacdo de fosfato de célcio
por adi¢cdo de soda ou leite de cal (MORSE et al., 1998; XUECHU et al., 2009; YE et
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al.,, 2010). O hidroxido de aluminio Al(OH); é utilizado para adsorver com eficiéncia
ortofosfatos e polifosfatos. O fosfato organico é removido apenas em pH inferiores a
3,6 (GALARNEAU; GEHR, 1997). Os sais de magnésio sao os menos utilizados para
a precipitacéo de fésforo principalmente pela formagao de estruvita. Esta precipitagao
€ realizada para auxiliar na digestao de lodos levando a sua estabilizacdo. A aplicacao
de hidréxido de magnésio em um digestor reduz os sélidos suspensos, DQO e resulta
em um aumento na produgao de biogas, além de reduzir os niveis de fosfato e ambnia
(WU et al., 2001; SEMERJIAN; AYOUB, 2003).

Silva et al. (2009) avaliaram o efeito do sulfato de aluminio e cloreto férrico na
coagulacéo do efluente da industria de pescado. Foram utilizados teste de jarros para
avaliar o efeito de parametros como pH, tipo de coagulagcédo e dosagem de coagulante.
Um planejamento fatorial de 32 x 2 foi utilizado quando as variaveis independentes
foram: tipo de coagulante (sulfato de aluminio e cloreto férrico), concentracéo (50 mg
L"; 300 mg L™"; 550 mg L") e pH do efluente (6,0, 7,0, 8,0). As respostas foram a
remocao de soOlidos volateis, solidos suspensos, turbidez, demanda quimica de
oxigénio (DQO). As variaveis estudadas foram estatisticamente significativas (p < 0,05)
para todas as respostas. A excecao foi de solidos volateis, considerando concentracao
de coagulante. Um efeito significativo e negativo para a variavel tipo de coagulante foi
observado quando se considerou remogao de DQO e de turbidez. A melhor condicao
foi de cloreto férrico na concentracdo de 550 mg L', pH 8,0, cujos resultados
indicaram maxima eficiéncia de remocao de 86 %, 96 %, 89 %, € 60 % para DQO,
turbidez, sélidos suspensos e sélidos volateis, respectivamente. Além disso, a maior
remocao de foésforo foi utilizando o cloreto férrico chegando a 99 %.

Os banhados construidos, também chamados de wetland sdo de baixo custo e
necessitam de baixa tecnologia para controlar a poluicdo ambiental. Basicamente, sao
sistemas artificialmente projetados para utilizar plantas aquaticas (macrofitas) em
substratos como areia, cascalhos ou outro material inerte, onde ocorre a proliferacao
de biofilmes que agregam populacdes variadas de microrganismos os quais, por meio
de processos biologicos, quimicos e fisicos, tratam aguas residuarias. As raizes das
plantas eliminam a matéria organica do todos os tipos. Ao mesmo tempo, 0s micro-
organismos residentes nas raizes submersas na agua residuaria degradam outros
poluentes que sao posteriormente absorvidos pelas plantas. Posteriormente, o
efluente tratado é comumente descartado em corpos d'agua naturais ou usado para
irrigagdo de plantas ndo comestiveis, sem qualquer tratamento adicional.

Periodicamente, em algumas zonas Umidas construidas, as plantas precisam de
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substituicdo. Geralmente, as zonas humidas ndo sao projetadas para remogao de
nutrientes, como fésforo, mas fazem isso indiretamente, porque os ions sdo nutrientes
para as plantas (BROOKS et al., 2000; BASHAN; BASHAN, 2004; WESTHOLM, 2006;
HEALY et al., 2007; LI et al., 2009).

Lee et al. (2010) avaliaram trés sistemas de wetlands com diferentes
tratamentos considerando a variacdo temporal na remogao de fésforo reativo, matéria
organica, sdélidos suspensos totais e amodnia. A partir dos resultados de ANOVA todos
os resultados foram eficientes na remocao dos compostos organicos.

A remogéao bioldgica de nutrientes em biorreatores €&, por definicao, realizada
por micro-organismos. No entanto, as espécies usadas nao sio especificas e
enriquecidas como os processos atuais de remogédo de fosforo. Varios tentativas de
utilizar intencionalmente micro-organismos especificos como agentes de limpeza
foram relatadas, como tem sido feito em décadas anteriores. Comparados aos
processos fisico-quimicos os processos biologicos sédo indicados quando o objetivo é a
remoc&o simultanea de nitrogénio e fésforo em aguas residuarias (DE LA NOUE E DE
PAUW, 1988; SRIWIRIYARAT; RANDALL, 2005; TANWAR et al., 2007; KIM et al.,
2009; GE et al., 2010).

As novas tecnologias de remocgao biolégica de fosforo sdo aceitas como
processos mais econdémicos e ambientalmente sustentaveis utilizados em aguas
residuarias (BROUGHTON et al., 2008; YANG et al., 2010; ZHU et al., 2011), porém
ha um conhecimento limitado sobre a sua capacidade quando implantadas nos
variados tipos de residuos gerados nas atividades industriais. Sua remogao por meios
biolégicos pode ser realizada por dois mecanismos independentes: direta absorcao de
fésforo suspenso pelo crescimento de células e plantas, e o aumento da capacidade
de armazenamento de fésforo como polifosfato pela biomassa microbiana em lodo
ativado no tratamento. Este processo é caracterizado pelo seletivo enriquecimento de
bactérias acumuladoras de polifosfato inorganico como composicdo de suas células.
Esta tecnologia é induzida em micro-organismos, alternando as condicdes de
incubagdo das aguas residuais entre uma fase inicialmente rica em carbono,
estritamente anaerébia, seguido de uma fase de incubacdo aerdbia. Em esséncia,
durante a fase anaerébia, os microrganismos residentes no lodo degradam as fontes
de matéria organica das aguas residuais, acumulam armazenamento de polifosfato
(BASHAN; BASHAN, 2004; OEHMEN et al., 2007; POWELL et al., 2008; POWELL et
al., 2009; OEHMEN et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2011).
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Laliberte et al. (1997) estudaram a capacidade de remogao de nutrientes
inorganicos de aguas residuarias pela cianobactéria Phormidium bohneri com e sem a
adicdo de fosfato orgénico. Em todos os casos, o nitrogénio (amoénia e nitrato) e
fosfato foram removidos apés 50 h e 75 h de crescimento, respectivamente.

Nagadomi et al. (2000) avaliaram o tratamento aerébio simultdneo de DQO,
fosfato, nitrato e H,S em um efluente de esgoto sintético realizado por meio de
ceramica porosa com bactérias fotossintéticas imobilizadas, Rhodobacter sphaeroides
S, Rb. sphaeroides NR-3 e Rhodopseudomonas palustris. No tratamento do lote,
ocorreu uma remogao simultanea de 89 % de DQO, 77 % de fosfato, 99 % de nitrato e
99,8 % de H,S, observada ap6s 48 h. Em tratamentos semi-continuos, esta remocao
demorou cerca de um més

A literatura relata remogoes eficazes de foésforo com razdes C/P que variam de
7:1 a 10:1 e 400 mg.L" de DQO, sendo o acetato de carbono a fonte de matéria
organica (WENTZEL ET AL., 1989; YAGCI ET AL., 2003). Oehen et al., (2005)
obtiveram remocéo efetiva de fésforo com razao de C/P e 15:1 e 800 mg.L" de DQO,
sendo o propionato a fonte de carbono utilizada. Mulkerrins et al. (2004) realizaram
dois estudos para determinar a viabilidade de remocao de nitrogénio e fésforo do
efluente da industria de alimentos. Os dois reatores utilizados foram projetados com
zonas anaerdbias e anoxicas. No primeiro estudo foi obtida uma remocéao de 93 %, 99
% e 98 % para DQO, N-NH,* e P-PO,*. No segundo estudo os tempos de retencéo
hidraulica e a taxa de reciclagem foram reduzidos e obtiveram remocdes de 94 %, 97
% e 75 % de remocéo de DQO, N-NH,* e P-PO,*.

O crescimento de microalgas consome fésforo como um elemento essencial
necessario para seus componentes celulares, tais como fosfolipidios, nucleotidios e
acidos nucléicos. Um segundo mecanismo biolégico é a adsorcado de fésforo. Este
consumo se deve ao armazenamento de fésforo na biomassa sob a forma de
polifosfato que pode estar presente como acidos-soluveis ou insollUveis em acido
polifosfato. O acido-polifosfato soluvel esta ativamente envolvido no metabolismo,
enquanto que o acido-polifosfato insoltvel é armazenado para quando a concentragao
externa de fosfato tornar-se limitante (POWELL et al., 2008; POWELL et al., 2009).

2.5 Remocao de fésforo por microalgas

A evolugao dos processos de tratamento de aguas residuarias esta baseada
nao somente na efetiva eliminacdo dos compostos poluentes, mas em indmeras
oportunidades de revalorizagdo que podem ser associadas as estacdes de tratamento
(WOERTZ et al., 2009).
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Os processos de tratamento de aguas residuarias que utilizam microalgas,
particularmente cianobactérias, em condigbes heterotroficas tém sido considerados
potenciais alternativas para eliminagdo de matéria organica, nitrogénio e fésforo de
efluentes industriais (QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al., 2010;
ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA, 2011).

O cultivo de cianobactérias em condicbes quimioheterotréficas, no qual o
crescimento ocorre em presenca de carbono organico exégeno, em completo escuro,
tem por finalidade suprir a célula com carbono e energia. Nestas condigbes elevadas
concentracdes de nitrogénio e fésforo sdo requeridas para sintese de compostos do
metabolismo respiratério (SMITH, 1984). A relagdo custo-beneficio e a relativa
implicidade de operacdo e manutengao diaria sdo as principais atracées da
abordagem do crescimento heterotréfico. Além disso, é possivel obter,
heterotroficamente, alta densidade de células de microalgas o que fornece um método
viavel para producédo de biomassa em grande escala (QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA
et al., 2008; HORNES et al., 2010; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA, 2011).

Adicionalmente, existe a possibilidade de aplicar cianobactérias em condigoes
fotoautotroficas, fotohetetréficas e mixotroficas visando a eliminacdo de fésforo de
aguas residuarias. O cultivo fotoautotrofico possui caracteristicas similares ao
mencionado anteriormente para as microalgas. Por outro lado, nos sistemas
fotohetetroficos, o composto organico € usado somente como fonte de carbono, sendo
necessaria luz para o fornecimento de energia a célula. Em mixotrofia, formas
inorganicas e organicas de carbono sdo assimiladas simultaneamente (POWELL et al.,
2008; POWELL et al., 2009).

Lau et al. (1994) mostram que os tamanhos de indculo inicial de algas
influenciam significativamente a eficiéncia de remocdo de nitrogénio e fdsforo
provenientes do tratamento primario de esgoto doméstico. Os resultados sugerem que
€ possivel empregar um sistema de cultivo de algas no tratamento de esgoto, visto
que apresenta significativa flexibilidade.

Gonzélez et al. (1997) avaliaram a microalga Chlorella vulgaris e Scenedesmus
Dimorphus na remocao de fésforo e aménia em dois tipos de biorreator. Ambas as
espécies mostraram uma elevada remocdo de aménia e moderada de fésforo,
comparaveis aos obtidos em outros estudos com cianobactérias como Phormidium e
Spirulina (LALIBERTE et al., 1997; DUMAS et al., 1998) .

Aslan e Kapdan (2006) investigaram o desempenho da remocao de nutrientes
pela Chlorella vulgaris em diferentes concentragcdes de nitrogénio e fésforo e
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determinaram coeficientes biocinéticos. Os resultados experimentais indicaram que a
qualidade do efluente diminui com o aumento da concentragao de nutrientes e cultura
de algas pode remover o nitrogénio de forma mais eficaz em relacao ao fésforo.

Mulbry et al. (2008) avaliaram o cultivo de algas no efluente de suinocultura
com o objetivo de determinar valores para a produtividade e recuperacdo de
nutrientes, a partir de algas verdes filamentosas. Ao final obteve-se uma biomassa rica
em nitrogénio e fésforo, que pode ser utilizada em substituicdo aos fertilizantes
inorganicos em areas urbanas e areas suburbanas.

Xin et al. (2010) estudaram o efeito de diferentes tipos de fontes de nitrogénio e
fosforo sobre o crescimento da microalga Scenedesmus sp. LX1. Com nitrato ou uréia
como fonte de nitrogénio, a eficiéncia de remocao de TN chegou a 90,4 % € 87,8 %, €
TP foi de praticamente 100 %. A Scenedesmus sp. LX1 cresceram mais rapido com a
aménio como fonte de nitrogénio.

Importante considerar que processos de remocao de fésforo por cianobactérias
apresentam elevado potencial de valoracdo dos residuos, uma vez que parte dos
poluentes é transformada em uma biomassa que apresenta potencial de exploracao
como fonte de nutrientes, moléculas quimicas e energia, associando o tratamento de
efluentes com a produgéo de insumos (CHISTI, 2007, ZEPKA et al., 2008, SILVA et
al., 2009; HORNES et al., 2010; ZEPKA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011).
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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da cianobactéria Aphanothece
microscopica N&geli em remover heterotroficamente fosforo total dissolvido do efluente
do processamento de laticinios. As condicbes experimentais foram temperaturas de 10°C,
20°C e 30°C, pH ajustado a 7,8, aeracdo de 1 VVM e in6culo de 200 mg.L". Os
experimentos foram realizados em biorreatores do tipo coluna de bolhas com capacidade
para 4,5 L. Os resultados mostraram que a remogao de fosforo é fortemente dependente
da temperatura do processo. A Aphanothece microscopica Nageli foi efetiva na remocao
de fésforo total dissolvido, alcangando taxas de remogao de 3,77 mg.L".h™", que refletiram

em conversdes de 98,4 % em tempos de detencéo hidraulica de 24 h.

Palavras-chave: microalgas, cultivo heterotrofico, fésforo, efluente de laticinios
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ABSTRACT

The work aims to evaluate the efficiency of the Aphanothece microscopica Nageli in
heterotrophically removing dissolved total phosphorus from the dairy processing effluent.
The experimental conditions were temperatures of 10°C, 20°C and 30°C, pH adjusted to
7.8, aeration rate of 1 VVM and inoculum of 200 mg.L™". The experiments were performed
in the bubble-column type of bioreactors with a capacity for 4,5 L. The results showed that
the removal of phosphorus is highly dependent on the temperature of the process.
Aphanothece Microscopica Négeli was effective in the phosphate removal, achieving
removal rates of 3,77 mg.L".h"", which resulted in conversions of 98,4% in periods of
hydraulic detention of 24 hours.

Keywords: microalgae, heterotrophic cultivation, phosphorus, dairy effluents
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de células de microalgas em zonas aféticas, associado a
manutencao destas estruturas celulares nos periodos de escuro, durante o fotoperiodo
diario, indica a possibilidade de utilizar tecnologicamente rotas metabdlicas heterotréficas
para o cultivo microalgal (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Todos o0s microrganismos, incluindo as microalgas utilizam o mesmo metabolismo
respiratorio. Com algumas pequenas diferengas, as microalgas possuem grande
similaridade deste metabolismo quando comparado as plantas superiores. E impossivel,
no entanto, especificar substratos especificos que podem ser preferencialmente utilizados
por uma espécie particular de microalga (SMITH, 1982).

Durante a respiragdo, ao contrario da fotossintese, oxigénio é consumido, com
paralela producao de CO,, sendo que a taxa respiratdria dos substratos organicos esta
intimamente orientada para o crescimento e divisdes celulares. O metabolismo
respiratorio em microalgas desempenha duas fungbes principais: serve como fonte
exclusiva de energia para manutencéo e biossintese e fornece os blocos construtores de
carbono para a biossintese (GEIDER; OSBORNE, 1989; JACOB-LOPES et al., 2010).

O desenvolvimento do cultivo em completo escuro elimina diversas desvantagens
dos biorreatores fotossintéticos, principalmente no que se refere ao aporte de energia
luminosa, possibilitando o uso de reatores convencionais com reatores agitados
mecanicamente e coluna de bolhas (QUEIROZ et al., 2011).

Nestas condicdes as fontes orgénicas exdgenas de carbono podem ser obtidas
através de aguas residuarias industriais. Nesse caso especifico é possivel direcionar a
conversao de poluentes como matéria organica, nitrogénio e fosforo em biomoléculas de
valor agregado. Por outro lado, se considerarmos apenas as caracteristicas de
tratamento de residuos industriais, a principal vantagem do uso de biorreatores
heterotroéficos com microalgas esta relacionada com a conversao simultanea de matéria
organica, nitrogénio e fésforo, em uma Unica etapa, reduzindo custos capitais e
operacionais comumente associados as formas convencionais de tratamento (QUEIROZ
et al., 2007).

A remocédo de fosforo por microalgas € uma tecnologia em potencial para a
mitigagdo deste poluente eutrofizante. Diversos sistemas tém sido desenvolvidos
considerando o metabolismo fotossintético destes organismos em lagoas de alta taxa
(POWELL et al., 2006, POWELL et al., 2008, POWELL et al., 2009), embora restritos
estudos tenham sido direcionados para elucidar o potencial do metabolismo heterotréfico
de microalgas para esta finalidade. O crescimento de microalgas heterotroficamente

consome fésforo como um elemento essencial requerido na constituicdo celular de
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fosfolipideos, nucleotideos e acidos nucléicos. Tipicamente as células destes organismos
contem aproximandamente 1 % de fésforo em base seca, embora em certas condigdes,
haja evidéncias que estes organismos sejam capazes de retirar do meio quantidades
excedentes de fésforo para posterior utilizacao. Este fésforo extra é estocado na forma de
fosfato para uso como recurso interno quando as condigbes externas de fosforo sdo
limitantes (MIYACHI et al., 1964).

Entre as inUmeras variaveis que controlam esse processo, a temperatura parece
ser o maior limitante, ja que € uma variavel geografica que afeta a taxa metabdlica de
todos os processos metabdlicos. Indiretamente influencia a taxa de consumo de fésforo
por estar relacionada com as propriedades da agua, especiacao iénica do fosfato e com a
taxa de difusdo através da camada limite que circunda a célula (SAKAMOTO et al.,
1998).

Em face disto, este trabalho investiga o efeito da temperatura na remocao de
fosforo total dissolvido por microalgas em biorreatores heterotréficos. Embora ja exista
um entendimento destas dindmicas em sistemas fotossintéticos, este trabalho vai auxiliar
a definir estas transformagdes em sistemas no completo escuro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismo e condicdes de cultivo

Uma monocultura de Aphanothece microscopica Négeli (RSMan92), originalmente
isolada da Laguna dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (32°01°S - 52°05'W)
foi utilizada. As culturas foram propagadas e mantidas a 25°C, intensidade luminosa de
15 umol.m?s™ e fotoperiodo de 12 h na fase exponencial para tomada do inculo. A
concentragdo celular foi determinada por gravimetria, mediante filtracdo de volume
conhecido de meio de cultura BG11 (RIPPKA et al., 1979), contendo células do
microrganismo. Foram utilizados filtro Millipore de porosidade 0,45 um previamente seco a
60°C por 24 h (QUEIROZ et al., 2004).

2.2 Agua residuaria

O efluente do processamento de laticinios foi coletado no tanque de equalizacdo
do sistema de tratamento de efluente de uma industria localizada em Pelotas, RS. As
amostras foram coletadas por um periodo de 12 meses, e caracterizadas quanto ao pH,
demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (N-NTK), acidos volateis
totais (AVT), alcalinidade, 6leos e graxas (OG), sélidos totais (ST), solidos fixos (SF),
solidos suspensos (SS), sélidos volateis (SV) e fosforo total (PT), segundo metodologia
proposta por APHA (2005). As razbes C/N e N/P foram determinadas a partir das
concentracdes de DQO, N-NTK e PO,*.
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2.3 Biorreator

O aparato experimental (Figura 1) foi constituido de um biorreator do tipo coluna
de bolhas, construido em PVC de 4 mm de espessura, diametro interno de 10 cm, altura
de 100 cm e 4,5 L de volume de trabalho. O sistema de dispersao de gases do reator
consistiu em um difusor de ar de 1,5 cm localizado no centro da base da coluna.

>

>+

X
i L
Figura 1: Diagrama esquematico do biorreator heterotréfico

2.4 Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram conduzidos em um biorreator operando em batelada,
alimentado com 4,5 L de efluente, pH ajustado a 7,6, 200 mg.L™" de inéculo, temperaturas
de 10 °C, 20 °C e 30°C, auséncia de luminosidade, e aeragdo continua de 1 VVM

(volume de ar por volume de efluente por minuto).
2.5 Parametros cinéticos

Para cada temperatura avaliada um modelo cinético de ordem zero foi ajustado
aos dados experimentais de fésforo total dissolvido (Eq. 1).

Wy —3 = oy —3 — D (1)

Onde C, é a concentracéo inicial de fésforo (mg.L™"), C é a concentracéo final de fésforo
(mg/L), k é a constante da velocidade de reacdo (h™") e t & o tempo de reacéo (h).

O efeito da temperatura sobre a constante da taxa de reacdo em relacdo a um
padrao temperatura (293 K) pode ser expressa pela equagcdo de Arrhenius modificada,
conforme a Eq. 2 (SOZEN et al., 1996):

Tr = Tyez X 6(T7299) (2)

Onde o rr é a taxa de reacdo na temperatura T=T (mg.L".h"), rxes é a taxa de
reacdo na temperatura de 293 K (mg.L'".h™"), 8 é o coeficiente de temperaturae T é a
temperatura da reagéo (K).
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A energia de ativagdo da reagdo foi determinada graficamente através do

logaritmo natural da equacéo de Arrhenius, conforme indicado pela Eq. 3:

Ingr = _R—i“+ InA 3)

Onde: A é o fator de freqliéncia para a reacdo, R é a constante universal dos
gases (kJ.mol" k™), T é a temperatura (K) e Ea é a energia de ativacdo (kJ.mol™).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados inerentes a caracterizacdo do efluente de laticinio, obtido do tanque de

equalizacdo sao apresentados na tabela 1.
Tabela 1: Caracteristicas do efluente de laticinios

Parametro Media CV (%)
pH 9,4 1,38
DQO (mg.L™) 1478,00 54,8
N-NTK (mg.L™) 32,00 45,6
N-NH* (mg.L™) 6,00 47,3
ST (mg.L™) 2608,00 23,1
SF (mg.L™ 1290,00 56,8
SV (mg.L™) 1318,00 46,9
Célcio (mg.L™) 9,80 228,9
Alcalinidade (mg.L™) 279,00 14,7
PRT (mg.L") 7,30 10,3
PDR (mg.L™) 5,33 12,9
PSR (mg.L™) 1,98 40,4
PTHA (mg.L™) 3,73 31,1
PDHA (mg.L™) 3,52 29,8
PSHA (mg.L™) 0,21 57,1
POT (mg.L™) 12,00 9,3
POD (mg.L™) 11,72 10,5
POS (mg.L™) 0,28 96,4
PT (mg.L™) 23,03 3,6
PDT (mg.L") 20,57 3,4
PST (mg.L") 2,47 27,9

n = 6 repeticdes
CV: Coeficiente de variagédo (%)

A composicdo dos efluentes variam amplamente em fungdo dos produtos

processados. Na maioria das vezes estes produtos sdo elaborados separadamente o que
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resulta em mudancas nas caracteristicas da agua residuaria gerada em funcao do tempo
JANCZUKOWICZ et al., 2007; VOURCH et al., 2008; KUSHWAHA et al., 2010). Isso é
notadamente observado nos dados descritos, que apresenta os resultados de
caracterizacado obtidos para o efluente do tanque de equalizacdo de uma industria de
laticinio durante o periodo amostral de um ano, o qual foi utilizado para obtencao dos
dados experimentais registrados neste trabalho.

Observa-se expressiva variabilidade quanto aos parametros determinados,
principalmente no que se refere a matéria organica, nitrogenados, sélidos de uma
maneira geral, calcio e fésforo, tais como fésforo organico suspenso e fésforo suspenso

hidrolisavel.

As fracoes de fosforo que predominam no efluente de laticinio, sdo as formas
organicas dissolvidas (11,72 mg.L™"), seguida do fésforo reativo dissolvido (5,33 mg.L™"),
resultando em valores médios absolutos de fésforo total dissolvido de 20,57 mg.L" pelo

periodo de um ano de monitoramento.

A temperatura é um dos mais importantes fatores para a selecao de condicdes
operacionais de biorreagdes, jA que 0s microrganismos nao possuem mecanismos para
controlar sua temperatura interna. Desta forma, a temperatura interna da célula é
determinada pela temperatura externa do ambiente (TOMASELLI et al., 1988). A Tabela
2 apresenta as constantes cinéticas para o consumo de fosfato total em biorreatores

heterotréficos por microalgas.

Tabela 2: Constantes cinéticas para consumo de fosfato em biorreatores heterotréficos
Temperatura (°C) Co(mg.L") C(mg.L") R* k(" r(mgL'h") E (%)

10 19,3 18,7 0,98 1,09 1,09 29,1

20 20,5 2,20 0,96 2,45 2,45 89,1

30 19,4 0,31 0,94 3,77 3,77 98,4
Co: Concentragao inicial (mg.L™); C: Concentragao final (mg.L"); R®: coeficiente de determinagéo; k: constante da velocidade
de reagao (h"); r: taxa de remocgéo (mg.L".h™"); E: Eficiéncia de remogao (%).

Na faixa de temperatura avaliada, verificou-se que a remocao de fésforo esta
fortemente relacionada com a temperatura do biorreator, com maximas taxas de remocao
de 3,77 mg.L'h" a 30°C. O ajuste do modelo cinético de ordem zero aos dados
experimentais, comprovada pelos elevados coeficientes de determinacéo, sugere que o
consumo de fosforo por Aphanothece microscopica Nageli em regime heterotréfico
independe da concentragao de fésforo no efluente. Em termos de eficiéncia de remocéo,
para um tempo de residéncia celular de 24 h, observaram-se indices de 29,1 %, 89,1 % e

98,4 % para as temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Estes valores sédo



38

superiores aos observados em lagoas de alta taxa, no qual o metabolismo microalgal é
predominantemente fotossintético. Nestes sistemas, tempos de detencdo hidraulica de
até 24 dias sao requeridos para remocao de fosforo (POWELL et al., 2009).

O efeito da temperatura nas taxas de remocéao de fosforo total dissolvido pode ser
melhor elucidado através da aplicacdo da equacdo de Arrhenius aos dados
experimentais. A Tabela 3 apresenta os coeficientes de temperatura e a energia de

ativacdo para a remocéao de fosfato pela Aphanothece microscopica Nageli.

Tabela 3: Coeficientes de temperatura e energia de ativagcdo para o biorreator

heterotrofico

Temperatura (°C) Co(mg.L") C(mg.L") R* k(" r(mgL'h") E (%)
10 19,3 13,7 0,98 1,09 1,09 29,1
20 20,5 2,20 0,96 2,45 2,45 89,1
30 19,4 0,31 0,94 3,77 3,77 98,4

8: Coeficiente de temperatura; Ea: Energia de ativagéo (kJ.mol™)

Os coeficientes de temperatura obtidos foram de 6=1,08 para a faixa de
temperatura de 10°C - 20°C e 6=1,04 para a faixa 20°C - 30°C. Estes valores indicam que
o efeito da temperatura é mais sensivel na faixa de baixas temperaturas quando
comparado a faixa mais elevada. Uma energia de ativacdo de 8,86 kJ.mol' foi
determinada para a faixa de temperatura de 10°C a 30°C. Estes coeficientes sao
particularmente Gteis no projeto de reatores, ja que correlacionam a taxa de remogao com
a temperatura de operacdo. Desta forma, a diminuicAo da temperatura implica na
diminuicdo da constante da taxa de remocao (k), e consequentemente no aumento do
tempo de detencéo hidraulica do sistema, para que nao haja alteracdes na eficiéncia do
sistema. Deve-se considerar a possibilidade da reducdo consideravel no volume do
biorreator quando temperaturas otimizadas sdo empregadas. Segundo Healey (1982) a
temperatura é determinante na assimilagao de fosfato por microalgas, com valores 6timos
na faixa de 20°C a 30°C. A remocao dependente da temperatura e independente da
concentracdo de fosforo indica que processos ativos e passivos estdo envolvidos na
remogao de fosforo por Aphanothece microscopica Nageli em biorreatores heterotréficos.
Segundo Lei et al. (2007) os processos passivos determinam atividades fisiologicas
destes microrganismos, como consumo de nutrientes e metabolismo respiratério, como

resultado da dependéncia do tamanho e morfologia das células.

4 CONCLUSAO

A temperatura foi um fator determinante na remogéao de fosforo total dissolvido no
cultivo heterotréfico da Aphanothece microscopica Nageli. Biorreatores heterotréficos
com A. microscopica Négeli foram efetivos na remocao de fésforo total dissolvido do
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efluente do processamento de laticinios, verificando-se taxas de remogéo de 3,77 mg.L
'h', que refletiram em conversdes de 98,4 % em tempos de detencéo hidraulica de 24 h.
Deve-se considerar, entretanto, que a remocao de fosforo € altamente sensivel a
temperatura, principalmente na faixa entre 10°C a 20°C (6=1,08), e nestas condicbées, a
operacionalidade do biorreator devera ser ajustada para a manutencao da eficiéncia do

sistema.
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RESUMO
A dindmica de remocao das diferentes formas de fésforo (fésforo reativo, fosforo
hidrolisado, fésforo organico e fésforo total) foram investigada nas fases dissolvidas e
suspensas, pela cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli cultivada
heterotroficamente no efluente de laticinio. O desempenho do biorreator foi altamente
dependente da temperatura operacional (20°C e 30°C). A Aphanothece microscopica
Nageli foi capaz de remover ndao s6 formas simples de fésforo (reativo e fosforo
dissolvido por hidrolise acida), mas também fracdes organicas complexas. Um baixo
desempenho do biorreator foi evidenciado para a fragdo fosforo suspenso. A
conversao de fésforo reativo suspenso e fosforo acido hidrolisavel suspenso variaram
entre 50,3 % a 98,3 %, mas o fésforo organico suspenso e o fésforo total convertem-
se, com aparecimento de picos de fésforo apés um tempo de detencao hidraulica de 8
h, impactando linearmente o balango total de fésforo. Além disso, um bom
desempenho na remocao simultdnea de matéria organica e nitrogénio total Kjeldahl,
foi evidenciada nas condicbes avaliadas, resultando em uma conversao de 64,6 % a
96,9 % e 47,2 % a 72,8 %, para demanda quimica de oxigénio e nitrogénio total
Kjeldahl, respectivamente. Nos experimentos realizados a temperatura de 20°C foram
registrados os melhores valores cinéticos resultando em uma maxima concentragao
celular de 0,84 g.L", velocidade maxima de crescimento de 8,64 dias™ e produtividade
de 3,85 g.L'.dia". Estes resultados indicam que um biorreator heterotréfico com

cianobactérias tem potencial para remocao de fésforo do efluente de laticinios.

Palavras-chave: fésforo; biorreator; demanda quimica de oxigénio; nitrogénio
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ABSTRACT

The dynamic of removal of diference forms of phosphorus (namely reactive, acid-
hydrolyble phosphorus, organic and total phosphorus),of both phases (dissolved and
suspended) by the cyanobacteria Aphanothece microscopica Négeli hetereotrophically
cultivated on dairy processing wastewater was investigated. The bioreactor
performance was highly dependent on the operational temperature (20°C to 30°C). The
Aphanothece microscopica Nidgeli was able to remove not only the simple forms of
phosphorus (reactive and dissolved by acid-hydrolyble phosphorus), but also fractions
as organically bound phosphorus. The bioreactor’'s low performance was evidenced for
the suspended phosphorus fraction. The conversion of suspended reactive phosphorus
and suspended acid-hydrolyble phosphorus, varied from 50.3 % to 98.3 %, but the
suspended organic phosphorus and total phosphorus converts itself, with the
appearance of peaks of phosphorus after a period of hydraulic suspension of 8 hours,
impacting in a linear way the total balance of phosphorus. Apart from phosphorus
removal a good performance in the removal organic matter and total nitrogen was
evidenced simultanealy, resulting in conversion varied between 64.6 % to 96.9 % and
47.2 % to 72.8 % for chemical oxigen demand and total nitrogen respectively in the
conditions evaluated. In the analyzed experiments performed at a temperature of 20°C,
it was registered the best kinetic values, resulting in a maximum cellular concentration
of 0.84 g.L", maximum speed of growth of 8.64 day ' and productivity of 3.85g.L".day’
', These results indicated that heterotrophic bioreactor with cyanobacteria have a good
potencial for removal phosphorus wastewater dairy.

Keywords: phosphorus; bioreactor, chemical oxygen demand, nitrogen



44

1 INTRODUCAO

A grande quantidade de fosforo nas aguas residuéarias, € uma das causas da
eutrofizacdo dos corpos de agua naturais. Desta forma se faz necessario um
tratamento prévio de remocao de fosforo antes de lancar o efluente ao meio ambiente
(ABELSON,1999, XIN et al., 2010).

O desenvolvimento de tecnologias para a remocao de fésforo teve inicio na
década de 1950, em resposta ao problema da eutrofizacao e a necessidade de reduzir
os niveis de fosforo nos corpos receptores (MORSE et al., 1998). Na atualidade, uma
série de processos de tratamentos industriais tem sido desenvolvidos para remover
fosforo.

A remocao biolégica de fésforo é aceita como um dos processos mais
econdbmicos e ambientalmente sustentaveis. (BROUGHTON et al., 2008). Em muitos
casos a remocao é feita por conversdao do ion fésforo presente na agua, em uma
fracado solida. Estas fragdes podem ser sais insollveis, biomassa microbiana ou
biomassa vegetal (BASHAN; HERNANDEZ; BASHAN, 2002.; BASHAN; BASHAN,
2004).

Muitas microalgas tém a capacidade de crescerem em condicoes
heterotroficas, sendo seu crescimento suportado por fontes de carbono (ARDELEAN;
ZARNEA, 1998; PEREZ-GARCIA et al.,, 2011). A utilizacdo do metabolismo
heterotrofico € uma importante vantagem, quando se pensa em aumento de escala em
processos em que se utiliza microalgas, uma vez que independe da luz (QUEIROZ et
al., 2011).

Biorreatores heterotréficos microalgais, sdo tecnologias de tratamento de
efluentes em potencial para remogao simultanea de carbono nitrogénio e fésforo, por
conversao destes componentes em biomassa passivel de ser utilizada na alimentacéo
quer humana como animal e em indUstrias bioenergéticas (QUEIROZ et al., 2007).

O fosforo € um constituinte essencial ao organismo vivo. Esta presente em
acidos nucléicos, fosfolipidios e varios solutos citoplasmaticos. (ABELSON, 1999;
IRDEMEZ et al., 2006). A biomassa microalgal contém aproximadamente, 1 % de
fosforo em peso seco (KAPLAN et al., 1986). No entanto, em certas condi¢cdes pode
utilizar muito mais que 0 necessario para sua sobrevivéncia, estocando este fosforo
em excesso como fosfato, a ser usado, quando as condi¢cdes externas forem limitadas
(POWELL et al. 2009). Além disto, é passivel de remocao por adsor¢do a biomassa
(BASHAN; BASHAN, 2004).

Em face disto o objetivo deste trabalho foi investigar a dinAmica de remocao de
diferentes formas de fésforo do efluente de laticinio em biorreatores heterotroficos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

Uma monocultura de Aphanothece microscopica Néageli (RSMan92),
originalmente isolada da Laguna dos Patos , no estado do Rio Grande do Sul, Brasil
(32°01°S - 52°05°W), foi utilizada. As culturas foram propagadas e mantidas em meio
sintético BG11(Braun-Grunow medium) (RIPPKA et al.,, 1979). As condicbes de
manutencdo usadas foram 25°C, intensidade luminosa de 15 umol.m?®s”, e foto
periodo de 12 h (QUEIROZ et al. 2004).
2.2 Agua Residuaria

Na figura 1 apresenta-se o organograma das analises das fracées de fésforo

avaliadas.
Amostra
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Figura 1:0Organograma das analises das fracdes de fésforo

O efluente do processamento de laticinio foi coletado no tanque de equalizacao
do sistema de tratamento de efluentes de uma industria localizada em Pelotas, RS. As
amostras foram coletadas por um periodo de 12 meses e caracterizada quanto ao pH,
demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (NTK), aménia (NH,*"),
acidos volateis totais (AVT), alcalinidade, 6leos e graxas (OG), solidos totais (ST),
s6lidos fixos(SF), solidos suspensos(SS) e fracdes de fosforo. As fragbes de fésforo
consideradas foram: fosforo reativo dissolvido (PRD), fésforo dissolvido por hidrélise
acida (PDHA), fésforo organico dissolvido (POD), fosforo dissolvido total (PDT), fésforo

suspenso reativo (PSR), fosforo suspenso dissolvido por hidrélise acida (PDSHA),
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fésforo organico suspenso (POS) e fésforo suspenso total (PST), analisado segundo o
método 4500-P (Figura 1) (APHA, 2005). A tabela 1 expressa as caracteristicas do
efluente utilizado.

Tabela 1: Caracteristicas do efluente de laticinios

Parametro Media CV (%)
pH 9,4 1,38
DQO (mg.L™") 1478,00 54,8
N-NTK (mg.L™) 32,00 45,6
N-NH* (mg.L™") 6,00 473
ST (mg.L™) 2608,00 23,1
SF (mg.L™) 1290,00 56,8
SV (mg.L™) 1318,00 46,9
Célcio (mg.L™) 9,80 228,9
Alcalinidade (mg.L™") 279,00 14,7
PRT (mg.L™) 7,30 10,3
PDR (mg.L™) 5,33 12,9
PSR (mg.L™) 1,98 40,4
PTHA (mg.L™) 3,73 31,1
PDHA (mg.L™) 3,52 29,8
PSHA (mg.L™") 0,21 57,1
POT (mg.L™) 12,00 9,3
POD (mg.L™") 11,72 10,5
POS (mg.L™) 0,28 96,4
PT (mg.L™) 23,03 3,6
PDT (mg.L") 20,57 3,4
PST (mg.L") 2,47 27.9

n= 6 repeticdes
Fonte: Vieira; Queiroz, (2011)

2.3 Biorreator

O aparato experimental (figura 2) foi constituido por um biorreator do tipo
coluna de bolhas, constituido em PVC de 4 mm de espessura , didmetro interno de 10
cm, altura de 100 cm e 4,5 L de volume de trabalho. O sistema de disperséo de gases
do reator consistiu em um difusor de ar de 1,5 cm localizado no centro da base da

coluna.
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Figura 2: Diagrama esquematico do biorreator heterotréfico
2.4 Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram conduzidos em um biorreator em batelada, alimentado
com 4,5 L de efluente, pH ajustado a 7,6 , 200 mg de inéculo operando a temperatura
de 10°C, 20°C and 30°C, auséncia de luminosidade e aeracdo continua de 1VVM
(volume de ar por volume de cultura por minuto). A concentragdo celular foi
monitorada de 4 h em 4 h. Um tempo de residéncia de 24 h foi considerado. Os testes
foram realizados em quadriplicata e os dados cinéticos a partir da média de sete
replicatas (n=7).

2.5 Parametros cinéticos

Dados de concentracdo de fosforo foram utilizados para calcular a taxa de
reacdo para um modelo de cinética de ordem zero (C=Cy-kt), onde C é a
concentracgéo de fosforo final (mg.L™"), C, é a concentracdo inicial de fésforo (mg.L") e
k é a constante da velocidade de reacgéo (h™). As eficiéncias de remogéo (E = C-C,/C,)
foram calculadas para fragbes de fosforo, DQO e N-NTK, onde E é a eficiéncia de
remogao (%), C € a concentragdo final (mg.L™") e C, é a concentracéo inicial (mg.L™).
Dados de biomassa foram utilizados para calcular a taxa de crescimento especifica
maxima (In(X/Xo)-Umax't), Onde X é a concentragdo celular final (g.L"), X, é a
concentragdo inicial da célula (g.L'), sendo pnx a velocidade especifica de
crescimento maxima (h"') e t é o tempo (h), e para calcular a produtividade de
biomassa (Px=HmaxX;), Onde Py é a produtividade da biomassa (g.L".-h™)), sendo Hmax
velocidade especifica de crescimento maxima (h') e X, € a concentragéo celular no

tempot=t(g.L").
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 e figura 1 é possivel avaliar que o efeito da concentracdo na

remocao de fésforo pela microalga nao foi significativa nas condicoes avaliadas.

Tabela 2: Cinética de remoc¢éao de fosforo em efluente de laticinio por cianobactéria

Temperatura
10°C 20°C 30°C
Fracao k (h" R? k (h R® k (h R?
PRD 0.04 0.97 0.14 0.96 0.13 0.99
PDHA 0.05 0.71 0.13 0.57 0.11 0.99
PDO 0.13 0.88 0.41 0.98 0.55 0.89
PDT 0.20 0.96 0.75 0.97 0.65 0.82
PRS 0.02 0.92 0.09 0.78 0.03 0.87
PSHA 0.03 0.97 0.05 0.95 0.08 0.96
POS - - - - - -
PST - - - - - -

R®: coeficiente de determinagao; k: constante da velocidade de reacao (h™)

Os dados experimentais se ajustam a um modelo cinético de ordem zero,
suficientemente robusto para descrever a cinética de remocdo de fésforo por
Aphanothece microscopica Nageli em condicdes heterotroficas.

O ortofosfato é a forma comumente assimilada por cianobactérias. No entanto,
outras formas como meta e pirofosfato e compostos organicos de fésforo podem ser
assimilados pelos microrganismos (HEALEY, 1982; POWELL et al., 2009).

A taxa de reacao para as fracoes de fosforo consideradas situou-se entre 0,02
h' a 0,75 h"'. Consequentemente a taxa de remogdo de fésforo (mg.L") situou-se
neste intervalo.

A analise dos resultados evidencia ainda a habilidade da Aphanothece
microscopica Nageli, cultivada heterotroficamente, em assimilar ndo somente formas
simples de fésforo, como também fragcdes complexas como fosforo hidrolisavel em
meio acido e foésforo organico, com taxas de remocao similares ou superiores ao
encontrado para fésforo reativo. A assimilacdo destes compostos sdo possiveis pela
hidrélise do fosfato existente tanto na forma intra como extra-celular. Microrganismos
com fosfatase ativa na superficie externa da célula ou retida na parede celular séo
capazes de hidrolisar o fésforo, a partir de diferentes compostos fosforados. Essa
atividade em geral é induzida pela deficiéncia de fésforo (KUENZLER, 1965). Em

muitas cianobactérias esta atividade é 6tima no intervalo de pH de 8,0 a 10,0,
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temperatura de 20°C — 30°C e presenca de calcio no meio de cultivo (KUENZLER,;
PERRAS, 1965).
A Figura 3 apresenta o ajuste dos dados experimentais pelo método integral

para dados cinéticos de ordem zero para a fracao de fésforo total dissolvido a 30°C.

20

B experimental

modelo de ordem zero
R°=0,97
lorp=0,65mg/L.h

Tempo (h)

Figura 3 Ajuste dos dados experimentais pelo método integral para dados cinéticos de
ordem zero (PTD a 30°C)

A eficiéncia de remocdo (E) é considerada a principal indicadora de
desempenho de um biorreator em tratamento de efluentes. A temperatura surtiu efeito
na capacidade de remocédo (tabela 3). Observou-se que somente no intervalo de
temperatura de 20°C - 30°C foram registradas importantes eficiéncias de remocao. Na
temperatura de 30°C verifica-se valores de 100 % para fosforo dissolvido e de 89 %
para 20°C. Estes valores de E foram obtidos para um tempo de detencédo hidraulica
menor que 24 h (16 h para a melhor condigdo). Ambas condigbes estdo de acordo
com os limites referenciados pela Agéncia de Protecao Ambiental (EPA, 1994),
Conselho Diretor Europeu (CEE, 1991) e Conselho Estadual do Meio Ambiente (RIO
GRANDE DO SUL, 2006) que referencia concentracées finais que variam de 1 mg.L™
a 4 mg. L' ou porcentagens minima de reducéo de 75 %.

A temperatura notadamente exerce efeito nas taxas de reagdes enzimaticas,
energia de produgéo e remogao de nutrientes (SAKAMOTO et al., 1998). Influenciando
ainda, na capacidade de ionizagdo da agua e como consequéncia, na taxa de difusao
de fésforo através da membrana celular dos microrganismos (CEMBELA et al., 1983).

A tabela 3 apresenta as eficiéncias de remocéao de fésforo por Aphanothece

microscopica Nageli em biorreatores heterotroficos.
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Tabela 3 Eficiéncias de remocao de fésforo por Aphanothece microscdpica Nageli em
biorreatores heterotroficos

Remocéo (%)

Temperatura Fracao
PRD PHAR POD PDT PSR PHAS POS PST
10°C 304 58,1 26,8 282 516 33,3
20°C 66,7 100 789 890 69,6 82,5
30°C 100 100 90,8 100 50,3 93,3

Fragoes de fésforo: fésforo reativo dissolvido (PRD); fésforo dissolvido por hidrélise acida (PDHA); fésforo organico

dissolvido (POD); fésforo dissolvido total (PDT); fésforo reativo suspenso (PRS) fésforo suspenso hidrolisavel (PSHA);
fésforo organico suspenso (POS) e fésforo suspenso total (PST).

As fracdes de fosforo organico suspenso (POS) e fésforo suspenso total (PST)
nao demonstraram o perfil caracteristico com reducao de suas concentragdes com o
tempo. A figura 4 expressa o comportamento descrito pelas referidas fragoes de
fosforo para a temperatura de 30°C.

. /é\
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" .\./. L .-\_././

T T T T
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'
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Figura 4: Comportamento das fracoes de fésforo organico suspenso e fésforo

suspenso total a 30°C

A fracdo POS para todas as condicbes aumentou apdés 8 h de tempo de
detencao hidraulica, resultando em conseqliente aumento na fracdo PST. A excrecéao
de fésforo e a absorcdo é efetuada pelas cianobactérias em condicbes em que o
fésforo é limitante. Resultados similares ao descrito neste trabalho sdo reportados por
Laliberté et al., (1997) que registraram picos de fosforo avaliando um processo de
tratamento de efluente doméstico por Phormidium bohneri. Segundo Thebault (1995),

a quantidade de fésforo presente em um dado ponto e momento é resultado de um
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complexo equilibrio dindmico entre o fosforo dissolvido e 0 suspenso ambos em forma
organica e inorganica. Este comportamento pode ser explicado, considerando que
muitas cianobactérias captam simultaneamente fésforo organico e inorganico. Por
outro lado, algumas cianobactérias estocam ortofosfatos, que desempenham um papel
regulador do transporte de fosforo e que podem também serem liberados para o meio,
quando a célula morre (LEAN; NALEWAJKO, 1976; JANSSON, 1988; CAMERON;
JULIAN, 1988).

A remocao de fésforo de um meio que contenha uma cultura algal esta
associada a um mecanismo de remocado pela alga e pela precipitagdo quimica. A
remocao de fésforo pelo microrganismo esta diretamente influenciada pelas rotas
metabdlicas disponibilizadas pelo tipo de cultivo. De forma analoga ao que ocorre na
fotossintese, 0 metabollismo heterotrofico € uma rota em potencial, para remover
fésforo de aguas residuarias. Por outro lado, valores de pH encontrados durante os
bioprocessos 7,6 - 7,7; 76 — 89 e 7,6 — 8,1, para 10°C, 20°C e 30°C,
respectivamente, estdo associados com a alta concentracdo de célcio (9,83 mg.L™" +
22,5), favorecendo a precipitagao de fosfato de calcio, importante no mecanismo de
remocao, a valores de pH superiores a 8,0 (MOUTIN et al., 1992).

A figura 5 apresenta a remogdo de DQO e N-NTK 30°C em cultivos

heterotréficos da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli.

1800 ——————— T 28
1600 -

1400 L
% 22

1200

- | =
S 1000 § 18 2
= 1 r =
E  g00 L6 =
8 ] © ® -14/ET
I~ [(e]
S 600 \ -
] [, T
400 o L
] \8 L 10
200+ o i
] .\@ -8
0 -6

LN DL L B B BN L L BNNLEN BELE RN LA
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Figura 5: Remogao de DQO e N-NTK a 30°C

A taxa de aumento de pH depende do tipo e da concentracdo de carbono
organico exégeno (KOMOR et al., 1985). Nesse sentido, Lei et al. (2007) reportam a
importancia da aderéncia fisica, ou de ligagbes ibnicas e moleculares na superficie da
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biomassa. De acordo com estes autores, o tamanho e a morfologia da célula,
influencia diretamente na eficiéncia de remogao de compostos organicos e inorganicos
pela microalga. Quer isolado ou combinado estes mecanismos contribuem para a alta
eficiéncia obtida neste estudo. Independente da remocao de fosforo, a Aphanothece
microscopica Nageli apresentou bom desempenho quanto a capacidade de remocao
de matéria organica e nitrogénio total Kjeldahl. As eficiéncias de remocao registradas
para todas as condicOes avaliadas foram 64,6 %, 96,9 % e 71,6 % para temperaturas
de 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Analogamente, variacées de nitrogénio total
foram registradas, 47,2 %, 59,3 % e 72,8 % para temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C.

Na tabela 4 estdo expressos os resultados da avaliacdo da cinética de
crescimento. Observa-se que a temperatura de 20°C obteve-se os melhores valores
cinéticos, resultando em uma méxima concentracdo celular de 0,84 g.L”, velocidade
maxima de crescimento de 8,64 dias™ e produtividade de 3,85 g.L".dia™.

Tabela 4 Avaliagao da cinética de crescimento

Parametro 10°C 20°C 30°C
Xmax (9-L7) 0,42+0,15 0,84+0,57 1,07£0,12
Hmax (dia™) 2,88+0,06 8,64+0,02 6,0£0,04
PHmax 7,70+0,54 8,90+0,45 8,10+0,44
Px (g.L".dia™) 0,81+0,01 3,85+0,04 1,69+0,02

Xmax. CONcentragdo celular maxima, P, produtividade em biomassa (g.L".dia") pmac velocidade especifica de
crescimento maxima; pHmax:potencial hidrogeniénico maximo

Dados obtidos apés 4 repeti¢cdes

4 CONCLUSAO

A andlise dos resultados permitem concluir que remocao de fésforo, nitrogénio
total Kjeldahl e DQO em condicdes heterotroficas por cianobactérias € rota em
potencial para tratamento de efluentes de laticinios. O parametro operacional,
fundamental para a aplicacdo de um biorreator heterotréfico é a temperatura. Em
termos de fracao de fosforo a Aphanothece microscopica Nageli foi capaz de remover
fracoes simples de fésforo, como reativo e complexos como fosforo hidrolisavel e
organico, principalmente na fase dissolvida. No que se refere ao fésforo em suspenséao
foi registrada baixa conversdo de fésforos e em alguns casos organico e fosforo
suspenso total. Para a melhor condicdo 20°C foram registrados taxas de remocao de
0,14, 0,13, 0,41, 0,75, 0,09 mg.L" e 0,05 mg.L" para PRD, PHAD, POD, PDT, PRS e
PHAS, respecitivamente. Foram verificadas remogéao de 96,9 % de DQO e 59,3 % de
N-NTK e produtividade em biomassa de 3,85 g.L™".



53

5 REFERENCIAS

ABELSON, P. H. (1999) A potential phosphate crisis. Science. v.283, p.2015.

APHA — American Public Health Association. Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater. Washington, 2005.

ARDELEAN, I, ZARNEA, G., (1998). Photosynthesis respiration interplay in
cyanobacteria: fundamentals and application. In: Subramanian, G., Kaushik, B.D.,
Venkataraman, G.S. (Eds.), Cyanobacterial Biotechnology. Science Publishers Inc.,
USA, p. 103-107.

BASHAN, L. E.; BASHAN, Y. Recent advances in removing phosphorus from
wastewater and its future use as fertilizer (1997-2003). Water Research. v. 38, 2004,
p. 4222-4246.

BASHAN, L.E.; MORENO, M.; HERNANDEZ, J.P.; BASHAN, Y. (2002). Removal of
ammonium and phosphorus ions from synthetic wastewater by the microalgae
Chlorella vulgaris coimmobilized in alginate beads with the microalgae growth-
promoting bacterium Azospirillum brasilense. Water Research. v. 36, p. 2941-2948.

BROUGHTON, A.; PRATT, S.; SHILTON, A. (2008) Enhanced biological phosphorus
removal for high-strength wastewater with a low rbCOD:P ratio. Bioresource
Technology. v. 99, p. 1236—1241.

CAMERON, H. J.; JULIAN, G. R. (1988). Utilization of hydroxyapatite by cyanobacteria
as their sole source of phosphate and calcium. Plant and Soil. v.109, p.123-124.

CEE (1991) European Commission, Council directive of 21 May concerning urban
waste water treatment. In: (91/271/EEC) EEC (1991).

CEMBELLA, A. D., ANTIA, N. J., HARRISON, P. J., (1983). The utilisation of inorganic
and organic phosphorous compounds as nutrients by eukaryotic microalgae: a
multidisciplinary perspective: part CRC. Critical Reviews in Microbiology. v.10,
p.317-391.

EPA - US Environmental Protection Agency, (1994). Water Quality Standards
Handbook: Second Edition. EPA-823-B-94-005a. Office of Water, US Environmental
Protection Agency, Washington, DC.

HEALEY, F.P. Phosphate. In: Carr, N.G. and Whitton, B.A. Editors, The Biology of
Cyanobacteria, University of California Press, Berkeley, 1982.

IRDEMEZ, S.; DEMIRCIOGLU, N.; YILDIZ, Y. S.; BINGUL, Z. (2006). The effects of
current density and phosphate concentration on phosphate removal from wastewater
by electrocoagulation using aluminum and iron plate electrodes. Separation and
Purification Technology. v.52, p.218-223.

JANSSON, M. (1988). Phosphate uptake and utilization by bacteria and algae.
Hydrobiologia. v.170, p.177-189.

KAPLAN, D., RICHMOND, A. E., DUBINSKY, Z., AARONSON, S., (1986). Algal
nutrition. In: Richmond, A.E. (Ed.), CRC Handbook of Microalgal Mass Culture. CRC
Press, Boca Raton.



54

KOMOR, E., SCHOBERT, C., CHO, B. H. (1985). Sugar specificity and sugar-proton
interaction for the hexose-proton-symport system of Chlorella. Eur. J. Biochem. v.146,
p.649-656.

KUENZLER E. J.; PERRAS, J. P. (1965) Phosphateses of marine algae. The
Biological. Bulleting by Marine Biological Laboratory., v.128, p. 271-284.

KUENZLER, E. J. (1965) Glucose-6.phosphate utilization by marine algae. Journal
Phycology. v.1, p.156-164.

LALIBERTE, G., LESSARD, P., DE LA NOUE, J., SYLVESTRE, S., (1997). Effect of
phosphorus addition on nutrient removal from wastewater with the cyanobacterium
Phormidium bohneri. Bioresource Technol. v.59, p.227-233.

LEAN, D. R. S.;; NALEWAJKO, C. (1976). Phosphate exchange and organic
phosphorus excretion by freshwater algae. Journal of the Fisheries Research Board
Canada, v.33, p.1312-1323.

LEI, A.P.; HU, ZL.; WONG, Y.S.; TAM, N.F.Y. (2007). Removal of fluoranthene and
pyrene by different microalgal species, Bioresource Technology. v. 98, p. 273-280.

MORSE, G.K.; BRETT, S.W.; GUY, J.A.; LESTER, J.N. (1998). Review: Phosphorus
removal and recovery Technologies. The Science of the Total Environment. vol. 212,
p. 69-81.

MOUTIN, T., GAL, J. Y., EL HALOUANI, H., PICOT, B. & BONTOUX, J. (1992).
Decrease of phosphate concentration in a high rate pond by precipitation of calcium
phosphate: theoretical and experimental results. Water Research., v.26, p.1445-1450.

PEREZ-GARCIA, O.; ESCALANTE, F.M.E.; DE-BASHAN, L.E.; BASHAN, Y. (2011).
Heterotrophic cultures of microalgae: Metabolism and potential products. Water
Research. v.45 p.11-36.

POWELL, N.; SHILTON A.; CHISTI Y.; PRATT, S., (2009) Towards a luxury uptake
process via microalgae — Defining the polyphosphate dynamics. Water Research. v.
43, p. 4207 — 4213.

QUEIROZ, M. I.; BENERI, R.; BASTOS, R.; ALMEIDA, R. (2004). Single-cell protein
production by Aphanothece microscopica Nageli in rice parboilized effluent. Food
Science and Biotechnology. v. 13, n. 1, p. 142-150.

QUEIROZ, M. |.; JACOB, E.; ZEPKA, L. Q.; BASTOS, R. (2007). The kinetics of the
removal of nitrogen and organic matter from parboiled rice effluent by cianobacteria in
a stirred batch reactor. Bioresource Technology. v. 98, p. 2163-2169.

QUEIROZ, M.l.; HORNES M.O.; SILVA-MANETTI, A.G.; JACOB-LOPES, E., (2011)
Single-cell oil production by cyanobacterium Aphanothece microscopica Né&geli
cultivated heterotrophically in fish processing wastewater. Applied Energy In press.

RIO GRANDE DO SUL, 2006. Resolugao CONSEMA 128/2006 de 24 de novembro de
2006. Dispoe sobre a fixacdo de padroes de emissao de efluentes liquidos para fontes
de emissdo que lancem seus efluentes em aguas superficiais no Estado do Rio
Grande do Sul. Diario Oficial [do] Estado, Secretaria do Meio Ambiente, Porto
Alegre, 24 nov. 2006.



55

RIPPKA, R.; DERUELLES, J.; WATERBURY, J.B.; HERDMAN, M.; STANIER, R.Y.
(1979). Generic assignments strain histories and properties of pure cultures of
cyanobacteria. Journal of General Microbiology. v.111, p.01-61.

SAKAMOTO, T.; SHEN, G.; HIGASHI, S.; MURATA, N.; BRYANT, D.A. (1998).
Alteration of low-temperature susceptibility of the cyanobacterium Synechococcus sp.
PCC 7002 by genetic manipulation of membrane lipid unsaturation. Archives of
Microbiology. v.169, p. 20-28.

THEBAULT, J.-M. (1995). Representation of phosphorus in lake ecosystem models.
Annals Limnology., v.31, p.143-149.

VIEIRA, J. G.; QUEIROZ, M. |. Remocéao de fésforo pela cianobactéria Aphanothece
microscopia Nageli em cultivos heterotréficos. Fundagao Universidade do Rio Grande
— FURG, Rio grande — RS. Dissertacao de mestrado, 2011.

XIN, L.; HONG-YING, H.; KE, G.; YING-XUE, S. (2010) Effects of different nitrogen
and phosphorus concentrations on the growth, nutrient uptake, and lipid accumulation
of a freshwater microalga Scenedesmus sp. Bioresource Technology. v. 101, p.
5494-5500.



CAPITULO 4
CONCLUSAO GERAL



57

CONCLUSAO GERAL

A temperatura do sistema foi um fator determinante na remocgéao de fésforo total
dissolvido, principalmente na faixa de 10°C a 20°C. No que se refere a remogao das
fracoes de fésforo foi possivel concluir que a Aphanothece microscopica Nageli foi
capaz de remover nao s6 fracoes de fésforo simples, como reativo, como também
complexas, como hidrolisavel e organico. Ficando demostrado assim que a remocao
de DQO, N-NTK e fésforo em condigbes heterotréficas por cianobactéria é rota em
potencial para tratamento de efluente de laticinio tendo como parametro operacional

fundamental a temperatura.
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