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RESUMO

SANTOS, Laura Benevides dos. Densificacdo da biomassa de Synechococcus subsalsus
por coagulagdo/floculacdo com quitosana e cloreto férrico. Rio de Janeiro, 2023.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola
de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Ao longo dos anos, a exploragdo de combustiveis fosseis e suas consequéncias na
sustentabilidade do planeta pautam, com recorréncia, as discussdes globais sobre as mudancgas
climaticas e seus impactos na qualidade de vida humana, e aos demais ecossistemas. Neste
cendrio, a ado¢do de fontes de energia mais limpas se torna crucial. A utilizacdo de biomassa
de microalgas e cianobactérias para a producdo de biocombustiveis se apresenta como uma
oportunidade interessante na conjuntura atual. Entretanto, a biomassa destes microrganismos
apresenta concentracdes diluidas, que variam entre 0,5 e 2,7 ¢g/L, quando cultivadas em
fotobiorreatores e lagoas de alta taxa. Para que a utilizagdo desta biomassa seja viavel, é
fundamental que metodologias de cultivo e concentragdo de células sejam desenvolvidas. Neste
estudo, a cianobactéria Synechococcus subsalsus foi cultivada e concentrada com a adigéo dos
coagulantes cloreto férrico e quitosana de baixa massa molecular (50 — 190 kDa). Ao final dos
ensaios, os resultados mostraram que o cloreto férrico, em concentragcdo de 400 mg/L e pH igual
a 6,0 foi capaz de concentrar a biomassa de S. subsalsus em cinco vezes, com eficiéncia de
remocao de demanda quimica de oxigénio (DQO) de 86,6%; comparativamente, a quitosana,
na proporc¢éo de 0,3 (g quitosana/g solidos suspensos totais) e pH igual a 7,0 proporcionou uma
biomassa 31,9 vezes mais concentrada, com eficiéncia de reducdo de densidade dptica (DO) de
94,5%. O sobrenadante proveniente dos ensaios com cloreto férrico foi utilizado, nas fracGes
de 20% (v/v), 40% (v/v), 60% (v/v) e 80% (v/v), em novos cultivos da cianobactéria. Apds 0s
primeiros 15 dias de cultivo, foi constatado que a utilizacdo de até 80% (v/v) de sobrenadante
na composi¢cdo do meio de cultivo ndo alterou negativamente o perfil de crescimento da
biomassa. O estudo apontou que ambos 0s coagulantes sdo capazes de concentrar a biomassa
de S. subsalsus com eficiéncias de remocéo de DQO e reducdo de DO superiores a 85%. Os
pHSs obtidos nas condicGes ideais (6 - 7) sdo adequados a etapa posterior, de digestdo anaerobia

para producédo de biogés.

Palavras-chave: cianobactéria, Synechococcus subsalsus, coagulacao/floculacdo, quitosana.



ABSTRACT

SANTOS, Laura Benevides dos. Synechococcus subsalsus biomass densification by
coagulation/flocculation with chitosan and ferric chloride. Rio de Janeiro, 2023.
Dissertation (Master’s degree) — Environmental Engineering Program, Polytechnic School
and School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Over the years, the exploitation of fossil fuels and its consequences on the sustainability of the
planet have recurrently guided global discussions on climate change and its impacts on the
quality of human life, and on other ecosystems. In this scenario, the adoption of cleaner energy
sources becomes crucial. The use of microalgae and cyanobacteria biomass for biofuels
production presents itself as an interesting opportunity in the current situation. However, the
biomass of these microorganisms presents diluted concentrations, which vary between 0.5 and
2.7 g/L, when cultivated in photobioreactors and high rate algal ponds. For the use of this
biomass to be viable, it is essential that a methodology for cultivation and concentration of
optimized cells be developed. In this study, the cyanobacteria Synechococcus subsalsus was
cultivated and concentrated with the addition of coagulants ferric chloride and low molecular
weight chitosan. At the end of the tests, the results showed that ferric chloride, at a concentration
of 400 mg/L and pH equal to 6.0, was able to concentrate the biomass of S. subsalsus five times,
with an with chemical oxygen demand (COD) removal efficiency of 86.6%; comparatively,
chitosan, in the proportion of 0.300 (g chitosan/g total suspended solids) and pH equal to 7.0
provided biomass 31.9 times more concentrated, with an optical density (OD) reduction
efficiency of 94.5%. The supernatant from the tests with ferric chloride was used, in the
fractions of 20% (v/v), 40% (v/v), 60% (v/v) and 80% (v/v), in new cultures of cyanobacteria.
After the first 15 days of cultivation, it was verified that the use of up to 80% (v/v) of
supernatant in the composition of the culture medium does not negatively alter the biomass
growth profile. The study showed that both coagulants can concentrate the biomass of S.
subsalsus with efficiencies of COD removal and DO reduction of over 85%. The pHs obtained
under ideal conditions (6 - 7) are suitable for the subsequent step, of anaerobic digestion for

biogas production.

Key-words: cyanobacteria, Synechococcus subsalsus, coagulation/flocculation, chitosan.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de combustiveis fosseis tem sido tema central nos
debates sobre a condicdo climatica do planeta. E fato que a atividade antrépica de exploracio
de combustiveis fosseis esta diretamente associada ao aumento do efeito estufa terrestre, na
medida em que um volume cada vez maior de CO, é inserido na atmosfera o que,
consequentemente, eleva a temperatura da Terra. De acordo com o IEA (do inglés, International
Energy Agency), em seu reporte World Energy Outlook 2022, ap6s a pandemia de COVID-19,
a demanda global por energia aumentou em 5,4%. Esta demanda foi suprida parcialmente pela
utilizacdo de carvdo mineral, o que resultou em um aumento de 1,9 Gt na emisséo de CO; para
a atmosfera, representando o maior aumento anual de emissdes atmosféricas ja registrado para
o setor de energia (IEA, 2023).

O IPCC (do inglés, Intergovernmental Panel on Climate Change) aponta que um
aumento da temperatura terrestre superior a 1,5 °C provocara uma sucessao de estagios
preocupantes nos préximos anos, como: o derretimento de geleiras, que culminard no aumento
do nivel dos mares; a alteracdo de correntes atmosféricas, aumento da temperatura do solo e
modificacdo da vazdo dos rios, que proporcionardo uma maior recorréncia de fendmenos
climaticos intensos, enchentes, desertificacdo, escassez na producao de alimentos, aumento no
movimento migratério de populagdes humanas, surgimento de novas endemias e perda da
biodiversidade (IPCC, 2022).

Desta forma, visando a reducdo dos impactos causados pelas emissdes atmosféricas
provenientes da utilizacdo de combustiveis fosseis, iniciativas globais passam a ser
fundamentais. Uma destas iniciativas esta contida nos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU). O ODS 7 visa a garantia ao

acesso de energia fiavel, sustentavel e moderna para todos os cidaddos até 2030 (ONU, 2015).

O atual cenério evidencia a necessidade de adocdo de energias mais limpas, para que
possamos manter a sustentabilidade do planeta. E neste contexto, os biocombustiveis se tornam
uma alternativa interessante e necessaria. Os biocombustiveis como 0s conhecemos hoje séo
divididos em quatro diferentes geracdes. Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo aqueles
derivados de biomassa de alimentos, como 6leos vegetais, agucar e milho; os de segunda
geracdo sdo formados a partir de biomassa proveniente de residuos da agricultura e da

exploracdo da inddstria florestal; os biocombustiveis de terceira geracdo sdo obtidos a partir da
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biomassa de microalgas e cianobactérias; e 0s de quarta geracéo sao obtidos a partir da biomassa
de microrganismos e espécies vegetais geneticamente modificados (SHARMA et al., 2020).

A utilizacdo de biomassa de microalgas e cianobactérias para a producdo de
biocombustiveis é uma possibilidade a ser explorada. Quando comparada aos biocombustiveis
de primeira geracao, € uma oportunidade mais vantajosa, pois ndo competem por espaco na
producdo de alimentos. Ademais, a depender da via de conversdo, a biomassa destes
microrganismos é capaz de produzir biogas e biodiesel. Entretanto, para que a biomassa de
microalgas e cianobactérias seja utilizada na producdo de biocombustiveis, é crucial que
sistemas de cultivo e concentracdo otimizados dessa biomassa sejam desenvolvidos (LEE e
LAVOIE, 2013; AZADI et al., 2017).

Microalgas sdo microrganismos eucariotos versateis que podem ser cultivados para a
extracdo de pigmentos e para o tratamento de aguas residuarias (MULDERS et al., 2014;
ALTUNOZ et al., 2020). As cianobactérias sdo organismos procariotos que também podem ser
cultivados para a extracdo de pigmentos, como a clorofila e carotenoides, além de serem
utilizados no sequestro de CO; e biorremediacdo de areas degradadas (KIM et al., 2014).
Diferentes espécies de cianobactérias do género Synechococcus foram avaliadas na producéo
de biocombustiveis, com resultados positivos (AIKAWA et al., 2014; SRIMONGKOL et al.,
2019). Alguns estudos avaliaram o cultivo da cianobactéria Synechococcus subsalsus para a
producdo de biocombustivel; entretanto, os resultados ndo foram favoraveis (SETTA et al.,
2014) e novas metodologias de cultivo e concentracdo de biomassa necessitam ser avaliadas

para essa especie.

As microalgas e cianobactérias sdo organismos de tamanho pequeno, com células
menores que 30 mm, habitando suspensdes negativamente carregadas, com baixa concentracao
de biomassa (em média, 0,5 g peso seco/L de cultivo) (MOLINA GRIMA et al., 2003;
BARROS et al., 2015). Para que a biomassa destes microrganismos possa ser utilizada na
producdo de biocombustiveis, é fundamental a implementacdo de um método de concentracéo
ou densificacdo que seja eficiente, de baixo custo operacional, ndo contaminante para a

biomassa e ndo inibitério as etapas seguintes de conversio (GUTIERREZ et al., 2015).

Os metodos mais utilizados na densificacdo de microalgas e cianobactérias sao:
sedimentacdo gravitacional, filtracdo, flotacdo, centrifugacédo, coagulacdo/floculacdo quimica,
biofloculagdo, autofloculagdo e eletrocoagulacio (OGBONNA e NWOBA, 2021). A

sedimentacdo gravitacional € um método que ndo necessita da adicdo de componentes
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quimicos, porém é um processo lento de densificacdo, sendo possivel apenas para poucas
espécies, que apresentam comportamento de precipitacdo espontanea (CHEN et al., 2020). A
filtracdo e a centrifugacdo sdo métodos eficientes, entretanto, também apresentam altos custos
operacionais, sendo viaveis apenas na producédo de produtos com alto valor agregado (AHMAD
et al., 2014). A biomassa de microalgas e cianobactérias pode ser rapidamente concentrada
através da eletrocoagulacdo. Contudo, altas eficiéncias sdo obtidas através da utilizacdo de
eletrodos de aluminio e ferro, o que pode culminar na contaminacdo da biomassa
(FIGUEIREDO et al., 2022).

A coagulacdo/floculacdo é um método simples e rapido, que ndo necessita da utilizagdo
de equipamentos caros, e pode ser aplicada em grandes volumes de suspensdes de microalgas
e cianobactérias. E um método de densificacio abrangente, podendo ser utilizado em espécies
marinhas e de 4gua doce, atingindo eficiéncias de concentracdo de biomassa superiores a 90%
com coagulantes organicos e inorganicos (CHATSUNGNOEN e CHISTI, 2016;
LOGANATHAN et al., 2018). Entre os principais coagulantes inorganicos estdo o cloreto
férrico, o sulfato de aluminio e o sulfato de ferro (111) (PEREZ et al., 2016). Entre os coagulantes
organicos, destacam-se a quitosana, 0s taninos vegetais e a espécie de planta Moringa oleifera
(FUAD et al., 2018; BEHERA e BALASUBRAMANIAN, 2019; CHUA et al., 2019). A
utilizacdo de quitosana, um coagulante organico ndo-toxico, ndo-corrosivo e biodegradavel,
pode proporcionar a concentra¢do de biomassa de microalgas com eficiéncia superior a 95%,
garantindo que a biomassa ndo seja contaminada e que as células permanecam integras ao final
do processo (CORREA et al., 2019).

O presente estudo explorou o cultivo e producdo de biomassa da cianobactéria
Synechococcus subsalsus. A biomassa de S. subsalsus foi densificada através do método de
coagulacdo/floculacédo, com a adicdo dos coagulantes cloreto férrico e quitosana de baixa massa
molecular, para a identificacdo da condicdo ideal de concentracdo de coagulante e pH.
Posteriormente, o sobrenadante dos experimentos com cloreto férrico foi reutilizado, em
diferentes fracdes, em novos cultivos de S. subsalsus, para avaliagcdo do perfil de crescimento

da cianobactéria.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar a densificacdo da cianobactéria Synechococcus
subsalsus através do método de coagulacao/floculagdo com cloreto férrico e quitosana de baixa

massa molecular.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
Como objetivos especificos foram estabelecidos:

e  Obter suspens@es da cianobactéria com concentracdo celular similar a obtida em lagoas de
alta taxa e fotobiorreatores para os ensaios de densificagéo;

e Levantar a melhor condicdo de densificacdo das suspensdes da cianobactéria por
coagulacao/floculagéo com quitosana, comparativamente ao coagulante tradicional cloreto
férrico;

e Avaliar a possibilidade de reutilizacdo do sobrenadante da etapa de coagulacéo/floculagao

em novos cultivos da cianobactéria.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

As algas sdo organismos eucariotos, unicelulares ou multicelulares, que podem ser
encontrados em &guas doces, marinhas e em alguns ambientes terrestres. S&o reconhecidas em
3 grandes filos: Clorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta (algas
marrons/pardas). A classificacdo por tamanho divide estes organismos em macroalgas e
microalgas. As microalgas sdo, majoritariamente, organismos autotréficos unicelulares, que
utilizam a clorofila a para a realizacao da fotossintese (KHAN et al., 2018; DANESHVAR et
al., 2021).

As microalgas também sdo microrganismos versateis, cultivados para a extracdo de
pigmentos como betacaroteno, astaxantina, luteina, fucoxantina, entre outros (MULDERS et
al., 2014). Quando cultivadas em aguas residuérias, microalgas utilizam nutrientes disponiveis
neste meio para o crescimento de suas células, proporcionando o tratamento da agua residuaria
aliado a producéo de biomassa (ALTUNOZ et al., 2020).

Cianobactérias ou algas verde-azuladas sdo organismos procariotos, fotossintetizantes e
Gram-negativos, que utilizam a luz solar para obtencéo de energia, principalmente através da
clorofila a. Alguns destes microrganismos sdo capazes de fixar nitrogénio. Podem ser de vida
livre ou viver em simbiose com outros tipos de microrganismos e plantas inferiores, sendo
comumente encontrados em mares, rios, lagos, lagoas e pantanos (VINCENT, 2009; SHARMA
etal., 2011).

A classificacdo taxondmica destes microrganismos os divide em 8 ordens, denominadas:
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales, Stigonematales, Spirulinales e
Synechococcales (FARROKH et al., 2019). As cianobactérias se adaptam a diferentes
temperaturas, pHs e niveis de umidade e tém se tornado mais importantes ao longo dos anos,
pois sdo capazes de fornecer diversos tipos de produtos com valor agregado, como pigmentos
naturais (clorofila e carotenoides), além de serem utilizadas no sequestro de CO2 e na
biorremediagdo de areas contaminadas (KIM et al., 2014). Por conter alta percentagem de
carboidratos e lipideos, sua biomassa é considerada promissora na produgéo de biocombustiveis
de terceira e quarta geracdo, como o biogas e o biodiesel (CUELLAR-BERMUDEZ et al.,
2019; VELMURUGAN e INCHAROENSAKDI, 2022). Na Figura 1 pode-se observar alguns

exemplos de espécies de microalgas e cianobactérias.



17

Figura 1: Imagens de microscopio de microalgas e cianobactérias: Synechococcus sp.
PCC7942 (A), Choricystis minor (B), Neochloris sp. (C) e Cylindrotheca fusiformis (D).
Fonte: YOKOO et al., 2015; CHATSUNGNOEN e CHISTI, 2016.

A selecdo da espécie microbiana adequada para geracdo de um produto de interesse é
fundamental para a garantia de sucesso e sustentabilidade do processo. Por serem versateis e
altamente adaptaveis, a viabilidade de utilizacdo de biomassa de cianobactérias é objeto de
estudo frequente. Entre as espécies de cianobactérias, aquelas pertencentes ao género
Synechococcus apresentam caracteristicas interessantes. As cianobactérias deste género sao
universalmente encontradas em regifes oceanicas, de aguas polares, temperadas e tropicais,
sendo abundantemente presentes em aguas ricas em nutrientes (SCANLAN e WEST, 2002).
Apresentam altas taxas de crescimento em temperaturas elevadas (maiores ou iguais a 30 °C),
acumulando lipideos. Em contrapartida, podem formar blooms em ambientes eutrofizados, que
cobrem rapidamente areas de 100 km?, excretando toxinas prejudiciais a comunidade marinha
(O’NEIL et al., 2012).

Em se tratando de biocombustiveis, diversos estudos visam a determinacdo da condicéo
Otima para cultivo de espécies do género Synechococcus. Aikawa et al. (2014) avaliaram o
cultivo de Synechococcus sp. PCC 7002 na producdo de glicogénio para a geracdo de etanol.
Os autores reportaram produtividade méxima de glicogénio de 0,5 g/L.d , sob alta iluminacéo
e alto fluxo de CO; e privacdo de nitrogénio. O estudo aponta que a espécie apresenta
produtividade ideal para a geracdo de etanol, por meio dos processos de sacarificacdo e
fermentacdo. Srimongkol et al. (2019) cultivaram Synechococcus sp. VDW em efluentes de

producdo de camardo para avaliar o potencial da biomassa para a produgéo de biocombustiveis
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e remogédo de amonia do efluente. Com pH de cultivo igual a 7,4 e concentracdo inicial de
amonia de 10,5 mg/L, a espécie apresentou produtividade méaxima de biomassa de 0,034 g/L.d,
removendo 95% de amonia. Ademais, 0s autores atestaram que a composicao celular de acidos
graxos (acido palmitico, linoleico, oleico, palmitoleico) é favoravel e desejavel para a producao

de biocombustiveis.

Setta et al. (2014) avaliaram o crescimento de Synechococcus subsalsus para a producao
de biocombustivel. O experimento foi montado com trés grupos de cultivo: grupo controle,
grupo com privacdo de nitrogénio, e grupo rico em suplementacdo de CO,. Os trés grupos
apresentaram curvas de crescimento similares, com taxa de crescimento acelerada, atingindo a
fase estacionaria no oitavo dia. Ao final da fase estacionéria, a densidade celular variou entre
5,23 x 107 cel/mL (controle) e 6,08 x 107 cel/mL (baixo nitrogénio), e o percentual de proteinas
variou entre 15,1 % (baixo nitrogénio) e 18,5 % (controle). Entretanto, ao final do experimento,
a percentagem média de carboidrato nos grupos de cultivo foi de 44,78%, sugerindo que esta é
a principal forma de acimulo de energia das células. Neste cenario, 0s autores atestaram que
esta cepa possui baixa capacidade para geragdo de biodiesel, visto que a percentagem média de

lipideos foi de apenas 12,23 %.

Outra cepa da mesma espécie da cianobactéria foi cultivada por Oliveira et al., (2019).
Os autores avaliaram o cocultivo de Synechococcus subsalsus com o fungo filamentoso
Aspergilus niger. Os experimentos exploraram a capacidade de concentracdo de biomassa de
S. subsalsus, em concentragdes iniciais entre 0,345 e 0,738 g¢g/L, na forma de pellets sob
diferentes razdes de fungo:cianobactéria. Os cultivos de S. subsalsus foram dispostos em shaker
rotatdrio a 150 rpm, temperatura média de 26 °C e fotoperiodo 12h:12h durante 30 dias. Apos
este periodo, os frascos contendo a cianobactéria foram inoculados com A. niger, por periodos
de 24h e 48h, e mantidos em shaker rotatorio a 100 rpm. O estudo apontou que a maior
eficiéncia de biofloculacédo foi de 98 %, com fator de concentracdo igual a 3,2. Entretanto, em
eficiéncias de biofloculacdo mais baixas (59%), o fator de concentracéo foi de 62,8. O resultado
foi atribuido ao menor diametro dos pellets (cerca de 2,5 mm), indicando que este tamanho

favorece a densificagdo da biomassa.

O cultivo de microalgas e cianobactérias em larga escala para a producdo de
biocombustiveis ainda encontra empecilhos nos custos operacionais. Entretanto, diversos
estudos, em escala de bancada, tém sido realizados visando a condicdo 6tima para o cultivo e

recuperagdo da biomassa destes microrganismos. As espécies mais cultivadas para a producdo
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de biodiesel e biogas sdo Chlorella sp. e Scenedesmus sp. (PERAZZOLI et al., 2016; WANG
etal., 2019; ALHATTAB e BROOKS, 2020; WU et al., 2020; ALl et al., 2022).

3.2. SISTEMAS DE CULTIVO PARA CIANOBACTERIAS E MICROALGAS

Entre os sistemas mais utilizados para cultivo de microalgas e cianobactérias, destacam-
se dois: os fotobiorreatores e as lagoas de alta taxa. Os fotobiorreatores sdo sistemas fechados,
compostos por um reservatorio, onde a suspensdo de microrganismos € disposta para seu
crescimento, podendo conter controle de aeracao, agitacdo, pH, temperatura e iluminacdo. Os
reservatorios podem ser de formato tubular, cilindrico ou de painéis planos. Estes dispositivos
operam em batelada ou em sistema continuo, de acordo com o ciclo de crescimento da espécie
de interesse (LIAO et al., 2014; YAN et al., 2016).

As Lagoas de Alta Taxa (do inglés High Rate Algal Ponds) séo biorreatores abertos,
utilizados para o tratamento de efluentes, aliado ao cultivo de microalgas. Nestes sistemas, as
microalgas realizam fotossintese e disponibilizam oxigénio no meio, que auxilia na degradacéo
aerObia bacteriana dos compostos organicos. Como consequéncia, a decomposi¢cdo dos
compostos organicos produz didxido de carbono, utilizado na fotossintese das microalgas e no
seu crescimento. Os ciclos de iluminagdo ocorrem de acordo com a irradiacao solar. As lagoas
contam com hélices que permitem a circulacdo do efluente, evitando que as microalgas
sedimentem. Estes sistemas podem operar em batelada ou de forma continua, variando de
acordo com os objetivos e necessidades do projeto (SUTHERLAND et al., 2015; UGGETTI et
al., 2018; ALI et al., 2022). A Figura 2 mostra exemplos de lagoas de alta taxa e de

fotobiorreatores:
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Figura 2: Lagoa de alta taxa em Ingrepo, Paises Baixos (A); Fotobiorreatores em Proviron,
Bélgica (B). Fonte: VANDAMME et al., 2013.

Em ambos os sistemas de cultivos, as suspensdes de microalgas e cianobactérias podem
atingir produtividade de biomassa entre 0,1 e 0,7 g/L.d (Tabela 1). Liao et al. (2014) avaliaram
o crescimento da microalga Chlorella pyrenoidosa em um fotobiorreator tubular, com ciclos de
iluminacdo claro/escuro artificialmente gerados em diferentes frequéncias. Sob a frequéncia de
100 Hz, a produtividade de biomassa foi de 0,281 + 0,005 g/L.d, representando um aumento de
21,6% quando comparado a fotobiorreatores convencionais. Bello et al. (2017) avaliaram um
modelo dindmico para o crescimento de uma mistura de microrganismos, contendo microalgas
e bactérias, em lagoas de alta taxa de tratamento de aguas residuarias. Com a adi¢do de CO2 no
sistema, a produtividade méaxima de biomassa foi de 0,693 g/L.d. A Tabela 1 a seguir apresenta
outros estudos, com diferentes produtividades para cultivos em fotobiorreatores e lagoas de alta
taxa.



Tabela 1 - Produtividade de biomassa em fotobiorreatores e lagoas de alta taxa para diferentes espécies de cianobactérias e microalgas.

Espécie

Modo de cultivo

Produtividade

Concentracdo de biomassa

Referéncia

Chlorella pyrenoidosa

Mix de microalgas

Scenedesmus dimorphus

Mix de microalgas e
bactérias
Picochlorum sp. e

Halospirulina sp.

Consorcio de microalgas e
bactérias
Mix de microalgas
Acutodesmus obliquus

Desmodesmus armatus
Desmodesmus subspicatus
Chlorella lewinii

Dictyosphaerium sp.

Fotobiorreator tubular
Lagoa de Alta Taxa com
Aguas Residudrias
Fotobiorreator de painel
plano
Lagoa de Alta Taxa com
Aguas Residudrias
Lagoa de Alta Taxa

Lagoa de Alta Taxa

Lagoa de Alta Taxa
Fotobiorreator de painel
plano
Fotobiorreator com guia

de circulacéo

0,281 + 0,005 g/L.d
6,0 % 3,2 g/m2.d

21,9 g/m2.d

0,693 g/L.d

0,129 £ 0,005 g/L.d

13,5 g/m?.d

6,16 + 0,33 g/m?.d
0,21 +0,01 g/L.d

0,091 + 0,001 g/L.d
0,109 + 0,001 g/L.d
0,11 + 0,002 g/L.d
0,075 + 0,003 g/L..d

2,53 g/L
39 g/m?

2,20 g/L

2,77 g/L

1,23 g/L

56,7 g/m?

24,64 g/m?
1,90 g/L

0,637 g/L
0,763 g/L
0,770 g/L
0,525 g/L

LIAO et al. (2014)
MEHRABADI et al.
(2016)

YAN et al. (2016)

BELLO et al. (2017)

FRANCO-
MORGADO et al.
(2017)
SOLIMENO et al.
(2017)

KIM et al. (2018)
CARONE et al.
(2022)

EZE et al. (2022)

21
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3.3. METODOS DE DENSIFICACAO DE BIOMASSA DE MICROALGAS E
CIANOBACTERIAS

Em detrimento dos tradicionais combustiveis fosseis, a utilizacdo de fontes renovaveis
de energia, como 0s biocombustiveis, apresenta-se como uma alternativa para garantir o bem-
estar da humanidade e dos ecossistemas. Os biocombustiveis de terceira geracdo?, derivados de
microalgas e cianobactérias, podem ser uma fonte potencial de energia para solucionar as
desvantagens encontradas na producdo de biocombustiveis de primeira e segunda geracao
(NAZARI et al., 2021). Assim, varios estudos tém investigado o potencial de microalgas e
cianobactérias para capturar CO2 e produzir biocombustiveis.

No entanto, a producdo de biocombustiveis de terceira geracdo depende diretamente da
concentracdo de biomassa, baixa nas culturas de microalgas e cianobactérias (concentracéo
final abaixo de 0,5 g/L, em massa seca). Além disso, o pequeno tamanho da célula complica
significativamente o processo de recuperacao, sendo necessario, em alguns casos, usar uma ou
mais etapas de separacgdo solido-liquido para uma recuperacdo eficiente (BARROS et al., 2015).
Um método de colheita eficiente e de baixo custo é essencial para produzir biocombustiveis a
partir de biomassa de microalgas e cianobactérias. Além da eficiéncia e baixo custo, para a
utilizacdo do concentrado resultante na producao de biogas, os produtos quimicos utilizados na
densificagdo da biomassa ndo devem ter efeitos toxicos ou inibitorios sobre a populacdo

microbiana envolvida na digest&o anaerébia (GUTIERREZ et al., 2015).

A maioria dos pesquisadores aponta que melhorias na etapa de producdo de microalgas
sdo essenciais para reduzir o custo da producdo de biocombustiveis. No entanto, essa redugao
de custo pode ocorrer na propria etapa de densificagio/concentracdo. E possivel desenvolver
métodos de densificacdo de biomassa algal com alta eficiéncia e baixo custo que néo

prejudiquem a producédo de biocombustiveis.

As tecnologias de densificacdo sao classificadas como métodos fisicos (sedimentacéo
gravitacional, flotacdo por ar dissolvido, centrifugacdo e filtracdo), quimicos (floculacdo
quimica, eletrocoagulacdo) e bioldgicos (biofloculacdo, autofloculagdo) (OGBONNA e
NWOBA, 2021). A seguir, sdo apresentadas algumas caracteristicas desses métodos.

! Biocombustiveis de terceira geragao sdo aqueles obtidos a partir da biomassa de microalgas e cianobactérias
(SHARMA et al., 2020).
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3.3.1. Sedimentacéo por Gravidade

A sedimentacdo por gravidade ocorre quando as células das microalgas formam flocos
e sedimentam espontaneamente, usualmente devido a excrecdo de substancias poliméricas
extracelulares (EPS, do inglés extracellular polymeric substances) no meio de cultivo. As EPS
sdo compostas principalmente por proteinas e carboidratos, disponiveis na suspensdo de
microalgas e cianobactérias, em condi¢cfes de estresse causadas pela auséncia ou excesso de
nutrientes no meio e por variacdes de iluminacéo e temperatura (GONZALEZ-FERNANDEZ
e BALLESTEROQOS, 2013; SALIM et al., 2014; CHEN et al., 2020; LV et al., 2020).

Poucas espécies de microalgas e cianobactérias apresentam alta eficiéncia de
sedimentacdo espontanea, como Arthrospira platensis, Ettlia texensis, Scenedesmus
quadricauda e Desmodesmus sp. (SALIM et al., 2013; ALJUBOORI et al., 2016; CHEN et al.,
2020). Depraetere et al. (2015) avaliaram o comportamento da cianobactéria filamentosa
Arthrospira platensis em cultivos com baixas concentracdes de nitrogénio. Apds o nono dia de
cultivo sob estresse de nitrogénio, as células acumularam grande quantidade de glicogénio,
aumentando a densidade especifica dos filamentos, 0 que proporcionou a sedimentacao
espontanea a uma velocidade maxima de 0,64 m/h. Segundo os autores, com essa velocidade
de sedimentacdo, um separador de lamelas com superficie de apenas 1 m? seria suficiente para
coletar a biomassa de uma lagoa de alta taxa de 1 ha e remover 94% da adgua usando apenas a
forca gravitacional. Das et al. (2018) também reportaram altas eficiéncias de recuperacdo de
biomassa em cultivos de cianobactérias. Em suspensdes de Chroococcidiopsis sp., 97% da

biomassa foi densificada, ap6s um periodo de sedimentacdo de 60 minutos.

Cui et al. (2020) avaliaram a sedimentacdo gravitacional de Heveochlorella sp. No
décimo dia de cultivo (fase estacionéria), a microalga apresentou floculacéo espontanea devido
a presenga de EPS, atingindo eficiéncia de coleta de 85% apds duas horas de repouso. Lv et al.
(2016) também avaliaram a sedimentacdo gravitacional da microalga Chlorococcum sp. GD
apos dez dias de cultivo, obtendo eficiéncia de coleta de 84,4% ap0s trés horas de sedimentacdo.
Com base em analises de espectroscopia de fluorescéncia de emissdo e excitacdo, 0s autores

relacionaram a capacidade de sedimentacao a EPS hidrofobicas.

Zhang et al. (2022) avaliaram a sedimentacdo espontanea da microalga Desmodesmus
sp. CHX1. Apo6s o oitavo dia de cultivo, a habilidade de sedimentacdo das microalgas foi
testada. Apds um tempo de repouso de 6 h cerca de 81% da biomassa foi densificada. Assim
como o0s demais autores, a sedimentacdo por gravidade foi atribuida a liberacdo de substancias
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poliméricas extracelulares no meio. Os autores também afirmaram que esta espécie podera
atingir eficiéncia de floculacdo 6tima de 94%, com o ajuste de temperatura para 12,37 °C, pH
igual a 7,98 e tempo de sedimentacao de 6,96 h.

A sedimentacéo gravitacional é frequentemente abordada nos estudos sobre métodos de
densificacdo de biomassa como: sedimentacdo por gravidade, sedimentacdo espontanea e
autofloculacdo. Neste estudo, o método de autofloculagéo serd tratado como um método de
floculacdo de microalgas e cianobactérias, que ocorre através da modulacdo do pH, por adicédo
de &cidos e bases (ver item 3.3.6 - Autofloculacdo). Outros estudos realizados com o método
de sedimentacdo gravitacional podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com sedimentacdo gravitacional como
método de densificagéo.

Espécie Tempo de Eficiéncia Referéncias
Sedimentacéo (%)
(h)

Chlorella vulgaris 1 60,0 SALIM et al. (2012)
Monoraphidium sp. (heterotréfico) 24 97,9 YU et al. (2012)

(autotrofico) 85,0
Ettlia texensis 3 90,0 SALIM et al. (2013)
Chlorella vulgaris 0,5 76,3 ALAM et al. (2014)
Scenedesmus sp. 12 92,3 HE et al. (2014)
Arthrospira platensis 1 94,0 DEPRAETERE et al.

(2015)

Scenedesmus quadricauda 0,5 86,7 ALJUBOORI et al. (2016)
Scenedesmus quadricauda 26,5
Chlorococcum sp. 3 84,4 LV et al. (2016)
Parachlorella kessleri 16,2
Chroococcidiopsis sp. 1 97,0 DAS et al. (2018)
Golenkinia sp. 0,67 89,8 NIE et al. (2018)
Neocystis mucosa 3 93,6 LV et al. (2019)
Desmodesmus sp. 05/25 12,4 /90,0 CHEN et al. (2020)
Heveochlorella sp. 2 85,2 CUlI et al. (2020)
Bracteacoccus pseudominor 0,5 74 MALIK et al. (2022)
BERCO09 1,5 92

Desmodesmus sp. CHX1 6 80,98 ZHANG et al. (2022)
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Embora os mecanismos envolvidos na sedimentagdo espontanea ainda ndo sejam
totalmente compreendidos, espécies que apresentam alta eficiéncia de sedimentacdo em tempos
reduzidos podem ser promissoras, pois nesse método a biomassa pode ser concentrada sem
adicdo de produtos quimicos e com equipamentos de baixo consumo de energia. A elucidacdo
dos mecanismos de sedimentacdo espontanea de microalgas floculantes, bem como o estudo
dos agentes floculantes produzidos por microalgas, pode beneficiar modificagGes genéticas de
cepas nao floculantes com fenotipo floculante para a concentracdo de biomassa por
sedimentacdo (ALAM et al., 2014).

3.3.2. Flotacéao

A flotagcdo ¢ um método de separacao sélido-liquido comumente utilizado no tratamento
de aguas residuarias e na concentracdo de biomassa de microalgas. Neste método de
concentracdo, ar é inserido através de difusores (flotagdo por ar disperso) ou dissolvido e
liberado sob reducdo de pressdo (flotagdo por ar dissolvido) em uma coluna contendo a
suspensdo de biomassa. Neste sistema, surfactantes e floculantes podem ser adicionados. Os
floculantes auxiliam na desestabilizacdo das forcas eletrostaticas na suspensao de microalgas;
e os surfactantes promovem a formac&o de bolhas. Desta forma, as células aderem a superficie
das bolhas e flotam até o topo da coluna (COWARD et al., 2014; LEITE et al., 2019;
ALHATTAB e BROOKS, 2020).

A flotacdo ¢ um método eficiente, com baixo custo de implantacdo e operacdo, e menor
consumo energético, quando comparado a centrifugacdo. Por ser um método versatil, diversas
especies de microalgas de 4gua doce e marinhas sdo concentradas por flotacdo, como pode ser
observado na Tabela 3. Os estudos de flotagdo tém como foco a adequacgdo de pardmetros de
projeto como tamanho de bolha, pH, salinidade, desenho da coluna e taxa de fluxo de ar, bem
como a dosagem de surfactantes e floculantes, para melhoria da recuperacdo de biomassa e
aumento do fator de concentracdo (LAAMANEN et al., 2016; ZHANG e ZHANG, 2019).
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Tabela 3 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com flotacdo como método de densificacao.

Espécie Floculante/Surfactante/Dosagem  Eficiéncia Referéncias
(%)
Chlorella vulgaris Quitosana 5 mg/L + > 03 KURNIAWATI et
Scenedesmus obliquus Saponina 20 mg/L al. (2014)
Chlorella zofingiensis Quitosana 70 mg/g 81 ZHANG et al.
CTAB 500 mg/g 86 (2014)
Al>(SO4)3 180 mg/g 87
Fe2(S04)3 250 mg/g 91
Chlorella vulgaris CTAB 35 mg/L 95 ALKARAWI et al.
Isochrysis galbana 93 (2018)
Tetraselmis suecica 89
Nannochloropsis sp. MPOE 50 mL/L 86,5 KANDASAMY e
SHALEH (2018)
Chlorella vulgaris BCBD 10 mg/L 97,1 HUANG et al.
(2019)
Chlorella sorokiniana Zetag 8185 10 mg/L 98,4 LEITE et al. (2019)
Tanfloc SG 75 mg/L 94,5
Al(SO4)3 500 mg/L 95,4
FeClz 1000 mg/L 96,7
Chlorella CTAB 100 mg/L 94,5 ALHATTAB e
saccharophila BROOKS (2020)
Chlorella vulgaris Oleo de cozinha 0.33% (v/v) e >90 POTOCAR et al.
6,7 mg/L CTAB emulséo (2020)

CTAB = cetyltrimethylammonium bromide; BCBD = N,N'-bis(cetyldimethyl)-1,4-butane

diammonium dibromide; MPOE = Moringa protein extract — oil emulsion.

Algumas modifica¢cdes do método de flotacdo se destacam como inovagdes na melhoria
da concentracdo de biomassa, como a microflotacéo, na qual microbolhas (50 um) séo geradas
por oscilacdo fluidica em uma coluna de flotacdo de ar disperso (HANOTU et al., 2012). A
flotacdo com lastro (ballasted flotation) também é um exemplo, no qual microesferas de
borosilicato de sddio sdo utilizadas para agregar células de microalgas (XU et al., 2018).

Os principais obstaculos nesse método estdo relacionados ao desenvolvimento de
sistemas em larga escala. A maioria dos estudos com microalgas ocorre em escala de laboratério
e 0s parametros sdo ajustados para reduzir o consumo de energia. Outro obstaculo seria a
dosagem de coagulantes e tensoativos. O processo pode apresentar custo elevado, se for
necessario um grande volume desses produtos quimicos. Além disso, 0s produtos quimicos
inseridos na suspensdo de microalgas precisam ser controlados para que ndo contaminem a
biomassa (NDIKUBWIMANA et al., 2016).
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3.3.3. Filtracdo

A filtracdo € uma operacgdo unitaria que visa a separacdo de celulas de microalgas da
fracdo liquida do meio de cultivo utilizando membranas. Comparada aos métodos de separacédo
tradicionais, a filtragdo por membrana tem a vantagem de ndo necessitar da adicdo de
compostos quimicos, 0 que evita a contaminacdo da biomassa. A técnica proporciona a
separacao das células do meio de cultivo com alta eficiéncia de concentracdo de biomassa sem
danificar as células (RICKMAN et al., 2012). A eficiéncia de concentracdo pode ser superior a

85%, conforme descrito na Tabela 4.

No entanto, uma das principais desvantagens do método € o entupimento da membrana,
0 que reduz o fluxo de permeado e, consequentemente, prejudica a concentracdo de biomassa.
Portanto, muitos estudos sobre a filtracdo de microalgas se concentram, principalmente, na
avaliacdo de melhores condigdes operacionais para reduzir a obstrucdo da membrana
(RICKMAN et al., 2012; AHMAD et al., 2014; RAZAK et al., 2020). Os pesquisadores
também estudam modifica¢des na superficie da membrana para reduzir a incrustacéo e melhorar
seu desempenho. Alguns exemplos sdo o revestimento de superficie com um material funcional,
como o polimero hidrofilico de alcool polivinilico (PVOH) (HWANG et al., 2013) ou o uso de

membranas com um padrdo ondulatério em sua superficie (ZHAO et al., 2020).
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Tabela 4 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com filtragdo como método de densificagdo.

Espécie Tipo de Sistema Eficiéncia (%) Referéncia

Phaeodactylum Microfiltragdo dindmica 95,0 RIOS et al. (2012)

tricornutum

Nannochloropsis 98,1

gaditana

Chaetoceros calcitrans 97,6

Chlorella sp. Microfiltracéo 99,0 HWANG et al.
(2013)

Chlorella sp. Microfiltracéo 90,0 AHMAD et al.
(2014)

Aurantiochytrium sp. Microfiltracdo - Disco 99,9 KIM et al. (2015)

Rotativo
Arthrospira maxima Microfiltracdo - Disco 100,0 KANCHANATIP
Submerso et al. (2016)

Chlorella sp. Microfiltracdo 98,7 GIMENEZ et al.
(2018)

Tetraselmis sp. Filtracdo de fluxo cruzado 100,0 DAS et al. (2019)

Euglena sp. Microfiltracéo Nd LAU et al. (2020)

Desmodesmus sp. Microfiltracéo >99,0 ZHAO et al. (2020)

C. vulgaris Microfiltracdo + Polimero >90 CHEN et al. (2021)

PSAP
C. raciborskii Filtracdo + Poliacrilamida >78 CAl et al. (2022)
C. vulgaris Catibnica >90

PSPA = Porous Superabsorbent Polymer (Polimero Superabsorvente Poroso); Nd = néo

disponivel.

Outro obstaculo no uso da filtragdo por membrana € a quantidade de energia quando é
necessario 0 bombeamento da suspensdo. As membranas de microfiltracdo (MF) e ultrafiltracéo
(UF) sdo capazes de separar as células de microalgas de suspensdes; entretanto, a filtracdo por
membrana é uma tecnologia que ainda precisa superar o obstaculo da incrustacdo da membrana
e 0 alto custo de manutencdo (SINGH e PATIDAR, 2018 ; LAU et al., 2020). Das et al. (2019)
avaliaram diferentes métodos de densificacdo de uma suspensao de Tetraselmis sp., verificando
que a filtracdo por membrana resultou em maior eficiéncia de concentracdo de biomassa, mas
com maior consumo de energia. Os autores concluiram que os tomadores de decisdo devem
preferir a filtragdo por membrana quando a biomassa apresenta muitos metabolitos de alto valor

agregado.
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3.3.4. Centrifugacéo

A centrifugacdo € um método de separacdo fisica baseado na forca centrifuga gerada a
partir de um movimento de aceleracdo rotacional, que atua sobre a diferenca de densidade entre
as particulas, separando as células da microalga do meio de cultivo. As principais centrifugas
sdo as de pilhas de discos (disc-stacks), cestos perfurados e cestos ndo perfurados.
Hidrociclones também s&o usados como um método de centrifugacao. Entre as diversas técnicas
de densificacdo de microalgas, a centrifugacdo é um dos métodos mais utilizados devido a
velocidade do processo de separagéo e sua capacidade de processar grandes volumes com alta
eficiéncia de concentracdo (ABU-SHAMLEH e NAJJAR, 2020).

No entanto, sistemas em escala real sdo potencialmente onerosos, devido aos custos
operacionais e de manutencdo do equipamento (AHMAD et al., 2014). As varidveis que mais
afetam o consumo de energia na densificacdo de microalgas em uma centrifuga de pilha de
discos sdo temperatura, densidade da suspensdo, velocidade de rotacéo, raios interno e externo
dos discos, nimero e angulo dos discos e espécies de microalgas (ABU-SHAMLEH e NAJJAR,
2020). Embora a centrifugacdo forneca altas eficiéncias de concentracdo de células de
microalgas (conforme apresentado na Tabela 5), o produto deve ter alto valor agregado para
tornar o método de densificacdo de microalgas economicamente atrativo (MOLINA-MIRAS et
al., 2019).



Tabela 5 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com Centrifugacdo como método de
densificagéo.
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Espécie Velocidade Eficiéncia Referéncia
Rotacional/ (%)
Tempo ou Fluxo
Nannochloropsis sp. 3000 g/ 0,94 L/min 94,0 DASSEY e THEEGALA
3000 g/ 23 L/min 17,0 (2013)

Chlorella vulgaris 5000 rpm/ 5 min 97,0 TRAN et al. (2013)
Chlorella sp. 4000 rpm/ 10 min 100,0 AHMAD et al. (2014)
Chlorella vulgaris 1000 rpm/ 10 min 80,0 MENNAA et al. (2015)
Chlorella kessleri 1000 rpm/ 7,7 min 90,0
Chlorella sorokiniana 1000 rpm/ 8,7 min 90,0
Botryococcus. braunii 1000 rpm/ 7,7 min 90,0
Scenedesmus. obliquus 1000 rpm/ 2,9 min 90,0
Ankistrodesmus falcatus 1000 rpm/ 10 min 78,0
Neochloris oleabundas 1000 rpm/ 9,3 min 90,0
Algal bloom 1000 rpm/ 7,25 min 90,0
Scenedesmus sp. 2000 rpm/ 15 min 96,0 REYES e LABRA (2016)

5500 rpm/ 14 L/min 82,1
Scenedesmus obliquus 3000 g/ 10 min 99,3 WANG et al. (2019)
Chlorococcum sp. 3000 rpm/2,23 L/min Nd ABU-SHAMLEH e NAJJA

(2020)

Consorcio de microalgas 7550 g/ 200 L/min 92,1 ARAMAKI et al. (2020)

(Desmodesmus spp.,
Scenedesmus spp.,
Dictyosphaerium spp. e
Klebsormidium sp.)

Nd = n&o disponivel.

3.3.5. Coagulacao/Floculagédo quimica

A coagulagdo/floculacdo, induzida pela adi¢cdo de agentes quimicos na suspensdo de
microalgas, € convencionalmente utilizada por ser um método de fécil aplicacdo, ndo necessitar
de equipamentos complexos e ndo possuir alto custo energético. As células de microalgas e
cianobactérias se comportam como particulas negativamente carregadas, que permanecem
estaveis em suspensdo no cultivo. A adicdo de sais multivalentes, polimeros ou coloides reduz
a tensdo superficial na suspenséo, proporcionando a aglomeracdo das células. Os mecanismos
envolvidos na coagulacao estdo relacionados a reducédo ou eliminacdo da forca eletrostatica de
repulsdo por meio da interacdo entre os produtos quimicos adicionados e os grupos carboxila e

sulfato responsaveis pela carga negativa da superficie das células. Outro mecanismo, observado
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na coagulacdo/floculacdo, ocorre quando um polimero catiénico é adicionado a uma suspensdo
de microalgas. Estas substancias aprisionam as células em sua cadeia molecular, formando
flocos grandes, que sedimentam, em um fendmeno denominado bridging (MOLINA GRIMA
etal., 2003; KUMAR et al., 2019).

Diversos estudos comprovaram a alta eficiéncia de densificacdo por
coagulacdo/floculacdo de uma ampla gama de microalgas marinhas ou de &gua doce e
cianobactérias, utilizando diferentes tipos de coagulantes. Sais metalicos, como o cloreto férrico
(FeCls), sulfato de aluminio (Al2(SOa4)s3) e sulfato de ferro (111) (Fe2(SOa4)3) sdo amplamente
utilizados no tratamento de &guas residuérias urbanas e provenientes de mineragdo, sendo
igualmente reconhecidos por sua eficiéncia na floculacdo de suspensdes de cianobactérias e
microalgas (PEREZ et al., 2016). Chatsungnoen e Chisti (2016b) obtiveram eficiéncias de
coleta de 95% para diferentes espécies de microalgas com os coagulantes sulfato de aluminio
(Al2(S04)3) e cloreto férrico (FeCls).

Polimeros catidnicos altamente carregados também neutralizam as cargas negativas nas
células. Noh et al. (2018) avaliaram o polimero a-poli-L-lisina (aPLL) com diferentes massas
moleculares como floculante catiénico para concentrar Chlorella ellipsoidea. Os autores
observaram que quanto maior a massa molecular do polimero, menor a concentracdo de
floculante necesséria para se atingir uma alta densificacdo de biomassa. Neste estudo, o
mecanismo predominante para polimeros de baixa massa molecular foi a neutralizacdo de
carga, uma vez que o potencial zeta? verificado estava proximo de zero na eficiéncia maxima
obtida. Enguanto, para polimeros de maior massa molecular, 0 mecanismo de bridging ocorreu
ao longo da cadeia polimérica. Vu et al. (2021) observaram um mecanismo semelhante,
avaliando floculantes a base de poliacrilamida na floculagdo da microalga vermelha

Porphyridium purpureum.

Os coagulantes organicos estdo ganhando cada vez mais espago e se tornando mais
vantajosos por serem ambientalmente sustentveis e ndo contaminarem a biomassa
concentrada. Dentre eles, destacam-se: a quitosana, polimero derivado do processo de

desacetilacdo da quitina de crustaceos (CHUA et al., 2019); taninos vegetais extraidos de

2 As particulas suspensas em solucédo aquosa geralmente carregam uma carga superficial positiva ou negativa. Para
manter a neutralidade elétrica, essas particulas carregadas atrairdo ions com carga oposta a da solucdo. A nuvem
de fons com cargas opostas que envolve as particulas carregadas em uma suspensédo resulta em uma repulsdo
elétrica entre as particulas. O potencial zeta ¢ a diferenga de potencial entre o bulk fluido e a camada de ions com
cargas opostas que permanece associada a particula carregada quando a particula se move através da solugdo (o
plano de deslizamento) (VANDAMME et al., 2013).
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espécies como Acacia mearnsii (FUAD et al., 2018); floculantes catiénicos derivados de
taninos - Ecotan e Tanfloc (GUTIERREZ et al., 2015); e espécies de plantas como Moringa
oleifera (BEHERA e BALASUBRAMANIAN, 2019). De acordo com a literatura, esses
produtos possuem alta capacidade de coagulacdo em baixas concentragdes, com a vantagem de
ndo serem corrosivos ou tdxicos, garantindo que sua presenga no concentrado ndo prejudique,
por exemplo, a producéo de biogas na etapa de digestdo anaerdbia (CHEN et al., 2014; SAJJAD
etal., 2017).

Entre os coagulantes organicos, a quitosana é o polimero mais estudado na literatura. A
quitosana é um derivado da quitina, o segundo biopolimero com maior ocorréncia na natureza,
atras apenas da celulose. A quitina pode ser encontrada em espécies de crustaceos, insetos e
fungos, e possui a forma N-acetil-D-glucosamina. Quando submetida a ebulicdo em solucéo de
hidroxido de potéassio, um processo conhecido como desacetilagdo alcalina da quitina, o
polimero ganha a forma pB-1,4-D glucosamina, polimero conhecido como quitosana
(KESHVARDOOSTCHOKAM I etal., 2021; KOU etal., 2021) (Figura 3). A quitosana contém
trés grupos polares funcionais diferentes: hidroxila (-OH), amina primaria (-NH>) e éter (C-O-
C). Por conta do grupo -NHa, que pode ser protonado com H* em solugdo aquosa tornando-se
um polieletrélito catidnico, a molécula de quitosana possui capacidade de atracdo e adsorcéo.
Este polimero € insolvel em &gua e na maioria dos solventes organicos e alcalinos. Entretanto,
é soltvel em formas diluidas de acido acético, acido férmico e acido latico (ZENG et al., 2008;
MA E SAHAI, 2013; CHEN et al., 2014).

CH,OH T CH,OH 7 [ CH,OH ] (liHZOH
HO N OH e O ..\‘\ Cl)H e N ! e C E\ . e
NH NH \[H NH
(l.=0 R
L CHy. - L. e 8

0

R= —C and x > 50%—— Chitin
CH,

R= —H and y > 50%—— Chitosan

Figura 3: Estrutura molecular da quitina e da quitosana. Fonte: CHEN et al., 2014.

Além de suas caracteristicas intrinsecas, a saber, um polimero catidnico de cadeia longa,
com capacidade de formacdo de aglomerados e precipitacdo em pH neutro e alcalino, a

quitosana também se torna um composto interessante por ser nao-tdxico, ndo-corrosivo e
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biodegradavel (YIN et al., 2021). A quitosana é utilizada no tratamento de 4gua para consumo
humano, na remocao de tintas e metais pesados de efluentes e no tratamento de emulsdes de
6leo em agua (VIDAL e MORAES, 2019).

Na concentragdo de biomassas de microalgas e cianobactérias, a quitosana apresenta
resultados com alta eficiéncia. Corréa et al. (2019) avaliaram a utilizagcdo da quitosana na
concentracdo de biomassa da microalga de &gua doce Desmodesmus subspicatus. Para cultivos
com pH 7, a maior eficiéncia de concentracdo obtida foi de 97,64 %, como dosagem de
quitosana igual a 10 mg/L. Em cultivos com pH 8, a maior eficiéncia de remocéo (~99 %) foi
obtida com dosagem de 20 mg/L, enquanto que, em cultivos com pH 10, a maior eficiéncia de
remocao foi de aproximadamente 95 %, com dosagem de quitosana igual a 40 mg/L. Os autores
concluiram que a dosagem de quitosana necessaria para a coagulacdo/floculacdo da biomassa
esta diretamente associada ao pH inicial das suspensdes. De acordo com o estudo, a quitosana
apresenta maiores densidades de cargas positivas em meio acido. Portanto, quanto mais alcalino
0 pH inicial das suspensdes, maior a quantidade de quitosana necessaria para neutralizar as

células negativamente carregadas da microalga.

Rokhati et al. (2021) também utilizaram quitosana na floculagdo da microalga Spirulina
sp. Em experimentos de Jar Test, 0s autores atestaram que a condi¢do 6tima para a densificacédo
da biomassa da microalga ocorreu com velocidade de rotacdo de 40 rpm, tempo de
sedimentacgéo de 2 h, pH 7 — 8 e concentracdo de quitosana de 100 mg/L. Com estes parametros,
a eficiéncia de concentracao de células foi de 99,57 %. Analogamente, Hadiyanto et al. (2021)
compararam a eficiéncia de concentracao dos floculantes quitosana e pé de casca de ovo em
cultivos da microalga Chlorella pyrenoidosa. Neste estudo, ZnCl; foi utilizado como indutor
catidnico, em concentracdo de 20 mg/L. As melhores eficiéncias de concentracdo observadas
foram de 93,33 % e 90,78 %, para quitosana e po de casca de ovo, respectivamente, e pH 9 para
ambos 0s casos. Nestas condicBes, a concentracdo de quitosana foi de 443,08 mg/L, e a

concentracdo de po de casca de ovo foi de 499,83 mg/L.

A Tabela 6 apresenta as eficiéncias de densificacdo de diferentes espécies de microalgas

com coagulantes organicos e inorganicos.
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Tabela 6 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com a coagulacao/floculagdo quimica como
método de densificagéo.

Espécie Concentragdo de Eficiéncia Referéncias
Floculante (%)
Cultivo misto de Biopolimero Aflok 1.2 98,7 AINNA et al. (2015)
microalgas mL/L 88,3
FeCls 200
mg/L
Consoércio de Ecotan 10 mg/L 91,8 GUTIERREZ et al.
bactérias e microalgas  Tanfloc 50 mg/L 90,2 (2015)
Chaetoceros gracilis FeCl; 20-50 mg/L + 95,1-100,0 PEREZ et al. (2016)
guitosana 10-50 mg/L
Consorcio de Polimero catibnico 27 92,0 WAGNER et al. (2016)
Chlorella sorokiniana  mg/g alga
e Scenedesmus sp. Biopolimero catidnico 30 84,0
mg/g alga
AICl; 100 mg/g 97,0
Chlorella vulgaris Polimero catiénico 5 97,0 GERCHMAN et al.
mg/L 90,0 (2017)
Quitosana 10
mg/L
Chlorella sp. KR-1 Fe2(SO4)3 900 mg/L 98,0 KIM et al. (2017)
Nannochloropsis sp Biofloculante 160 92,4 FUAD et al. (2018)
mg/L 94,1
Aly(SO4)3 320
mg/L
Bloom de Algas FeCls; 20 mg/L 98,6 LOGANATHAN et al.
Alimen 30 mg/L 96,3 (2018)
Quitosana 30 mg/L 87,3
Aldmen 10 mg/L + 97,6
quitosana 1 mg/L
FeCls 5mg/L + 97,2
guitosana 2,5 mg/L
Chlorella ellipsoidea  Biopolimero 5 kDa 50 80,2 NOH et al. (2018)
mg/L 88,2
Biopolimero 5 kDa 2 98,3
mg/L
Biopolimero 5 kDa
0,5-1 mg/L
Chlorella sorokiniana  FeCl; 6 mg/L + quitosana 53,0 POLITAEVA et al.
200 mg/L (2018)
FeCl; 6 mg/L + quitosana 97,0
200 mg/L +
Poliacrilamida 100 mg/L
FeCl; 6 mg/L + 79,0
Poliacrilamida 100 mg/L
Chlorella vulgaris Al(S04)3 2500 92,4 ZHU et al. (2018)
mg/L 91,9
Quitosana 250

mg/L




Continuacdo - Tabela 6 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com a

coagulacdo/floculacdo quimica como método de densificagéo.

Espécie

Concentragdo de

Floculante

Eficiéncia (%)

Referéncias

Consorcio de
Chlorella sp.,
Scenedesmus sp.,
Cynecocystis sp., e
Spirulina sp.

Nannochloropsis sp.

BR2

Tetraselmis sp.

Chlorella sp. NCQ
Micractinium sp.
NCS2
Scenedesmus sp.
CBIIT(ISM)

Chlorella
pyrenoidosa

Chlorella vulgaris

Spirulina platensis

Scenedesmus
guadricauda
Cultivo misto de
microalgas
Porphyridium
purpureum

Moringa oleifera 8 g/L
Moringa oleifera 4 g/L
+

Quitosana 0,75 g/L

Al>(SO4)3 87,5
mg/L

FeCI3 87,5
mg/L

Quitosana 22
mg/L

FeCls 100 mg/L
A|2(SO4)3 100 mg/L
Biopolimero catidnico
30-55 mg/L

CaCOs3 100
mg/L

Aly(SO4)3 100
mg/L

Biofloculante 100
mg/L

Polimero catidnico 7
o/kg alga

FeCl; 4,1 g/kg
alga

Biopolimero 47
o/kg alga

Polimero catidnico 7
o/kg alga

FeCls 2.1g/kg
alga

Biopolimero 2.2
o/kg alga

FeCls 700 mg/L
A|2(SO4)3 40 mg/L

Polimero catiénico 21,43
o/kg alga

75,5
95,8

95,2
95,6

97,9

95,8
95,4

96,9 -
97,4

95,0
99,0
99,0
94,2
81,0
94,6
95,2
87,9
94,9

85,0 -
95,8
96,0

>99,0

BEHERA e
BALASUBRAMANIAN
(2019)

CHUA et al. (2019)

DAS et al. (2019)

KUMAR et al. (2019)

PANDEY et al. (2019)

SHURAIR et al. (2019)

SHURAIR et al. (2019)

DANESHVAR et al.
(2020)

RAJESH BANU et al.
(2020)

VU et al. (2021)
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3.3.6. Autofloculacéo

A autofloculagdo ocorre devido as alteracdes proporcionadas pela adicdo de sais ou
bases e alteracdes no pH de cultivo da microalga. O fenbmeno esta intimamente relacionado a
presenca dos ions Ca*?2 e Mg*?, que neutralizam as cargas das células em suspenséo e induzem
adsorcao e aglomeracéo, formando flocos que precipitam. A precipitacdo ocorre principalmente
em valores de pH entre 9,5 e 11. E um método de baixo custo, pois n4o utiliza grandes volumes
de coagulantes quimicos e nio requer equipamentos complexos (AKIS e OZCIMEN, 2019; VU
etal., 2021).

Vandamme et al.,(2012) investigaram o papel da precipitacdo de calcio e magnésio na
floculacéo de Chlorella vulgaris na faixa de pH 9 a 12. Os autores observaram que em um meio
com baixa concentragdo de fosfato (< 0,1 mM), o magnésio desempenha um papel mais
relevante do que célcio, porque o magnésio promove a formacdo de estruturas com carga
positiva, enquanto o calcio precipita como carbonato de célcio, uma estrutura de carga neutra.
O aumento do pH forma hidroxido de magnésio, em cuja estrutura cristalina os cations
bivalentes de magnésio sdo substituidos por cations trivalentes de aluminio ou ferro. Essas
estruturas carregadas positivamente neutralizam a carga negativa das microalgas, causando

desestabilizacéo e floculacdo da biomassa.

A salinidade também influencia a autofloculacdo. Pérez et al. (2017) avaliaram o efeito
da salinidade na eficiéncia de floculacdo da espécie marinha Skeletonema costatum em uma
faixa de pH de 10,5 a 12. Para tempos elevados (8,5 h), a salinidade ndo teve efeito significativo
na eficiéncia de floculagdo em valores de pH de 11 a 12. Para tempos menores (1 h), o efeito
da salinidade foi acentuado, obtendo-se maiores recupera¢fes com o menor valor de salinidade

nos mesmos valores de pH.

Embora a maioria das espécies estudadas forme flocos na presenca de bases fortes,
algumas espécies apresentam esse comportamento quando a suspenséo apresenta valores de pH
entre 3 e 4 (PEZZOLESI et al., 2015; DAS et al., 2016). A Tabela 7 apresenta mais resultados

de concentragdo de biomassa por mudancas de pH com bases e &cidos.
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Tabela 7 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com a autofloculagdo como método de

densificagéo.

Espécie Composto quimico/pH Eficiéncia Referéncia
(%)
Phaedactylum NaOH 1 mol/L/pH 11 98 SIRIN et al. (2012)
tricornutum
Chlorella vulgaris NaOH 0,5 mol/L/pH VANDAMME et al.
10,5-12 <20 (2012)
Sem Ca e Mg
+ Ca 0,025-2,5 mM/pH <20
10,5-12
+ Mg 0,015 mM/pH <20
10,5-12
+ Mg > 0,15 mM/pH 90-100
10,5-12
Dunaliella salina NaOH 8,5 mmol/L/pH 11 80 BESSON e GUIRAUD
(2013)
Chlorella sp. NaOH 5 mol/L, pH 10,2 45,8 SANYANO et al. (2013)
KOH 5 mol/L, pH 10,2 35,1
Chlorococcum nival HNOz 1 mol/L, pH 1,5- > 90 LIU et al. (2014)
Chlorococcum 4,5
ellipsoideum
Scenedesmus sp.
Desmodesmus HCI 2 mol/L, pH 4 > 05 PEZZOLESI et al. (2015)
communis NaOH 1 mol/L, pH 11-12 >90
Scenedesmus sp. H,SO4 1 mol/L, 0,19 g/L, 99,5 DAS et al. (2016)
pH 3 70,6
NaOH 1 mol/L, 0,28 g/L,
pH 11,5
Chlorococcum sp. R- NaOH 0,04 g/L, pH 12 94 UMMALYMA et al.
AP13 (2016)
Skeletonema costatum HCI 2 mol/L ou NaOH 5 60 - 100 PEREZ et al. (2017)
Chaetoceros gracilis mol/L,
pH 2/ pH 11-12
Nannochloropsis KOH ou NaOH 1 98 AKIS e OZCIMEN (2019)
oculata mol/L/pH 10,5 84-86
Chlorella minutissima
Tetraselmis sp. NaOH 250 mg/L, pH 9,5 93,2 DAS et al. (2019)
Porphyridium NaOH, KOH or Na;COs, 91-98 VU et al. (2021)

purpureum

1 mol/L, pH 10.5

3.3.7. Biofloculagdo

A biofloculacdo é um processo de densificacdo pela adicdo de microrganismos ou
metabolitos a uma suspensdo de microalgas. Quando adicionados a suspensdo de microalgas,

0S microrganismos secretam substancias que neutralizam as cargas celulares, desestabilizando
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a suspensao e formando flocos que se depositam (CHO et al., 2016). Entre 0os microrganismos
avaliados estdo espécies de bactérias (NDIKUBWIMANA et al., 2016), fungos (ZHANG e
HU, 2012), cianobactérias (IASIMONE et al., 2021) e microalgas (SALIM et al., 2012). Além
dos microrganismos, também sao utilizados metabolitos para a bioflocula¢do, como o composto
poli (acido y-glutdmico), produzido pela bactéria Bacillus licheniformis (NDIKUBWIMANA
etal., 2016).

Uma das técnicas de biofloculacdo mais eficientes é a inoculagéo de pellets fungicos na
suspensdo de microalgas para formar aglomerados densos que se depositam rapidamente
(ZHOU et al., 2013; BHATTACHARYA et al., 2019). Outra técnica estudada é o cocultivo de
bactérias e fungos com as microalgas de interesse, que permitem a formacao de agregados que
sedimentam (JIANG et al., 2021).

A floculacdo de microalgas pela adi¢do de bactérias e fungos pode requerer a adi¢éo de
fontes de carbono e energia para permitir seu crescimento, aumentando a contaminagdo nos
cultivos de microalgas. Desta forma, a concentracdo de microalgas néo floculantes pela adi¢ao
de microalgas floculantes € uma alternativa promissora, que permite o reaproveitamento total
do meio de cultivo, pois dispensa a adi¢cdo de fontes de carbono, resultando em maior economia
(BARROS et al., 2015). A Tabela 8 apresenta alguns resultados da concentracdo de microalgas

por biofloculagao.
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Tabela 8 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com a biofloculacdo como método de

densificagéo.

Espécie Biofloculante Eficiéncia Referéncias
(%)
Chlorella vulgaris Ettlia texensis 60 SALIM et al. (2012)
Ankistrodesmus falcatus 50
Scenedesmus obliquus 31
Chlorella vulgaris Aspergillus niger (Autotrofico) 60 ZHANG e HU
Aspergillus niger (Heterotro6fico) 25 (2012)
Chlorella vulgaris poly (y-acido glutdmico - y- 82 ZHENG et al.
Chlorella PGA) 90 (2012)
protothedoides poly (y-acido glutamico - y-
PGA)
Nannochloropsis Solibacillus silvestris 90 WAN et al. (2013)
oceanica
Chlorella vulgaris Aspergillus oryzae 99,2 ZHOU et al. (2013)
(Heterotrofico)
Aspergillus oryzae (Autotrofico) 93
Desmodesmus sp. Bacillus licheniformis y-PGA 99,5 NDIKUBWIMANA
et al. (2014)
Desmodesmus Bacillus licheniformis y-PGA >99 NDIKUBWIMANA
brasiliensis et al. (2016)
Consorcio composto por  Biomassa bacteriana 40 WAGNER et al.
Chlorella sorokinianae  Biomassa bacteriana + Polimero 97 (2016)
Scenedesmus sp. Catibnico
Chlorella pyrenoidosa Aspergillus fumigatus >90 BHATTACHARYA
et al. (2019)
Chlorella sp. Pleurotus ostreatus 64,9 LUO et al. (2019)
Desmodesmus sp. Monoraphidium sp. 85,3 ZHAO et al. (2019)
Chlorella pyrenoidosa Citrobacter freundii + Mucor 97,5 JIANG et al. (2021)

circinelloides

3.3.8. Eletrocoagulacao

A concentracdo de biomassa pode ser obtida através da desestabilizagdo das forcas
repulsivas, naturalmente presentes na suspensdo de microalgas, com auxilio de passagem de
corrente elétrica. Esse método geralmente ocorre com a imersdo de dois eletrodos, um catodo
e um anodo de sacrificio, na suspensao contendo as células da microalga. Esses eletrodos podem
ser feitos de aluminio, ferro, cobre ou zinco, mas também de carbono como eletrodo nao
sacrificado (RAHMANI et al., 2017).
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Ao utilizar eletrodos metélicos, dois fenémenos ocorrem: a eletrolise da agua produz
gas oxigénio no anodo e gas hidrogénio no catodo. As microbolhas (O, e Hy) aderem a
superficie das células ou flocos de microalgas e flutuam até o topo. Este fenébmeno é chamado
de eletroflotacdo. Simultaneamente, 0 anodo € oxidado e os cations metalicos ficam disponiveis
na suspensdo da microalga, desestabilizando as forgas eletrostaticas e culminando na formacgéo
de flocos que precipitam e sedimentam, fendmeno conhecido como eletrocoagulagéo
(VISIGALLI et al.,, 2021). A Tabela 9 apresenta alguns resultados da concentracdo de

microalgas por eletrocoagulacéo.

Tabela 9 - Eficiéncia de coleta de biomassa algal com a eletrocoagulacdo como método de
densificagéo.

Espécie Eletrodo Eficiéncia (%) Referéncias
Microcystis Fe 78,9 GAO et al. (2010)
aeruginosa Al 100,0
Scenedesmus C 83 MISRA et al. (2015)
obliquus
Chlorella Al 95,83 RAHMANI et al.
pyrenoidosa C 79,16 (2017)

Cu 93,75

Zn 83,33

Fe 70,83
Chlorella vulgaris Al 98 SHI et al. (2017)
Tetraselmis sp. Al 89,16 DAS et al. (2019)
Spirulina platensis Al 99,9 SOSSELLA et al.

C 86,9 (2020)
Chlorella vulgaris Fe > 95 LUCAKOVA et al.

(2021)

Nannochloropsis FIGUEIREDO et al.
oceanica Fe 97,2 (2022)

Zn 98,5

Mg 96,9
Chlorella vulgaris Fe > 85 LUCAKOVA et al.

(2022)

Os parametros mais relevantes para o0 método sao o tipo de eletrodo utilizado, a distancia
entre os eletrodos, a densidade de corrente elétrica, o pH do meio, a temperatura, a salinidade
e o tempo necessério para sedimentacdo ou flotagdo da biomassa concentrada. Alguns

obstaculos a serem superados sdo sua aplicacdo em maior escala de producado, pois a maioria
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dos estudos é realizado em escala de bancada; e a garantia de ndo contaminacdo da biomassa
concentrada, pois os eletrodos s&o, em sua maioria, feitos de metais (PISHGAR et al., 2020;
MAHMOOD et al., 2021).

3.3.9. Comparacao entre os métodos de densificacdo de biomassa de microalgas e

cianobactérias

A Tabela 10 apresenta um resumo descrevendo as vantagens e desvantagens dos
métodos de densificacdo de biomassa. A sedimentacédo espontanea € o método economicamente
mais interessante para concentrar biomassa algal em larga escala, devido a sua baixa demanda
por energia, operacdo simples, ndo necessitar de uso de floculante e ser ndo toxico
(VANDAMME et al., 2013; BARROS et al., 2015). No entanto, poucas espécies de microalgas
(como Ettlia texensis, Ankistrodesmus falcatus, Scenedesmus obliquus AS-6-1, Chlorococcum
sp. GD, Tetraselmis suecica, Chlorella vulgaris JSC-7, Skeletonema marino, Bracteacoccus
pseudominor BERCO09 e Desmodesmus sp. CHX1) sedimentam espontaneamente (CHEN et
al., 2020; MALIK et al., 2022; ZHANG et al., 2022).
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Método

Pros

Contras

Referéncias

Sedimentacéao

Gravitacional

N&o requer investimento significativo
de capital, o consumo de energia &
insignificante, ndo toxico (sem adicéo de
produtos quimicos).

Processo lento, poucas microalgas
(unicelulares verdes e diatoméaceas) e
cianobactérias precipitam
espontaneamente (séo necessarios
tamanhos de floco > 100 pm), baixa
concentracdo da torta de algas.

(UDUMAN et al.,, 2010;
SALIM et al., 2012; ALAM
etal., 2014; BARROS et al.,
2015; DEPRAETERE et al.,
2015; CUI et al., 2020;
LUCAKOVA et al., 2022)

Flotacao Alta eficiéncia, adequado para grande A alta eficiéncia depende da adicdo de (ALHATTAB e BROOKS,
escala, menos intensivo em energia, floculante/surfactante, que pode ser cara, 2020; BARROS et al., 2015;
baixo requisito de espaco, curto tempo altas dosagens de floculantes podem COWARD et al., 2014,
de operacdo, alta flexibilidade. contaminar a biomassa, 0 tempo de KANDASAMY e
flotacdo varia de poucos minutosamaisde SHALEH, 2018; LEITE et
2 horas, inviabilizando a colheita de al., 2019)
microalgas marinhas.
Filtracéo Menos intensivo em energia do que a Requisitos de alta energia, problemas com (AHMAD et al., 2014;
centrifugacdo, a longa vida 0til da incrustacdo de membrana e substituicdo BILAD et al, 2014,
membrana torna a recuperacdo de membranas entupidas, ineficiente para  HARUN et al.,, 2010;

relativamente mais econémica a longo
prazo, reutilizacdo de agua, sem danos
as células, adequado para grandes algas
como Spirulina sp.

pequenas algas como Chlorella sp.,
produto coletado muito diluido e pode
precisar de concentragdo adicional,
problemas potenciais com aumento de
escala.

SINGH E PATIDAR, 2018)
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Método

Pros

Contras

Referéncias

Centrifugacao

Alta eficiéncia, método rapido e
confidvel, a biomassa pode permanecer
totalmente contida  durante a
recuperacao.

Altos custos financeiros e de energia para
aplicacdo de alta forca g, baixa
escalabilidade e efeito  centrifugo
danificam as células.

(AHMAD et al, 2014;
CHRISTENSON e SIMS,
2011; HARUN et al., 2010;
MOLINA GRIMA et al.,
2003)

Coagulacéo/Floculacéo

Quimica

Processo de baixa energia em condi¢fes
Otimas, método simples e rapido, alta
eficiéncia, trata grandes volumes de
cultivo, grande nimero de coagulantes
organicos e inorganicos.

Depende da concentracéo de algas, pH do
meio e dosagem de coagulantes, o
processo é oneroso a depender do tipo de
coagulante, a contaminacdo da biomassa
com metais restringe sua aplicacdo
posterior, a remocdo do excesso de
coagulantes do meio leva a custos
operacionais extras e energia, alguns
coagulantes afetam adversamente 0s

(BARROS et al., 2015;
UDUMAN et al., 2010;
UMMALYMA et al., 2016;
VANDAMME et al., 2013;
SCHENK et al., 2008)

componentes  bioguimicos  (proteinas,
amido e lipidios).
Autofloculacéo Método facil e de baixo custo, alta Maior influéncia na recuperacdo de (BARROS et al., 2015;
eficiéncia, permite a reciclagem do meio microalgas marinhas, alteracdes na GONZALEZ-
de cultivo, ndo toxico para a biomassa composicao celular. FERNANDEZ e
algal, efeito negativo sobre BALLESTEROS, 2013;

microrganismos patogénicos.

SALIM et al., 2013)
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Método

Prés

Contras

Referéncias

Biofloculacéo

A energia necessaria é reduzida, sem
produtos quimicos extras, sem custos
operacionais extras e energia para
processamento a jusante ou reutilizacéo
do meio, microrganismos adicionados
podem contribuir para o aumento dos
rendimentos de metano e lipidios.

A producdo de biofloculantes requer
diferentes condicOes de cultivo (custos
adicionais do meio e aumento do risco de
contaminacgéo microbiana), as
recuperacdes alcancadas pela
biofloculacdo s&o menores do que a
autofloculacao e a floculagdo quimica.

(BARROS et al,
SALIM et al., 2012)

2015;

Eletrocoagulagédo

Alta eficiéncia, o processo costuma ser
rapido, bons resultados com eletrodos de
carbono, que ndo causam contaminagdo
da biomassa, podendo ser aplicado em
espécies marinhas e de agua doce.

Intensivo em  energia, melhores
resultados com eletrodos de Al e Fe,
possivel contaminacdo da biomassa,
substituicdo do eletrodo e incrustacao
dos catodos, aumento da temperatura e
mudancas no pH da suspensao de algas.

(FIGUEIREDO et al., 2022,

MISRA et al, 2015;
RAHMANI et al., 2017;
SOSSELLA et al, 2020;

VANDAMME et al., 2011)
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A coagulacao/floculacdo quimica pode concentrar a biomassa algal em maior escala
devido a sua relacdo custo-beneficio e eficiéncia operacional. Este método pode aumentar
significativamente a eficiéncia da concentragdo quando usado como uma técnica de pre-
concentracdo, antes da centrifugacao, flotacdo ou filtracdo por membrana (NOH et al., 2018;
LEITE etal., 2019). A autofloculagéo e a bioflocula¢do sdo métodos de baixo custo e consumo
de energia, ndo toxicos para as microalgas e ndo utilizam floculantes, permitindo o
reaproveitamento do meio de cultivo. No entanto, esses métodos ainda néo séo utilizados em
escala industrial, pois trabalham com cepas especificas, ndo sdo confidveis para floculacédo

controlada e podem causar alteragdes na composigéo celular (BARROS et al., 2015).

A centrifugacdo é o método convencional, fornecendo concentracfes de biomassa até
um nivel de desidratacdo de 20%. No entanto, 0 uso de energia é altamente intensivo,
especialmente em um ambiente de grande escala, e é adequado apenas para produtos de alto
valor (NAJJAR e ABU-SHAMLEH, 2020). A filtracdo por membrana é mais favoravel quando
comparada a centrifugacao, devido ao seu menor consumo de energia € menor pegada de
carbono para a concentragdo de microalgas. Além disso, a filtragdo por membrana possibilita a
densificagéo de microalgas de maneira altamente eficiente, mantendo a qualidade da biomassa
inalterada (LAU et al., 2020).

A concentracdo por flotacdo e eletrocoagulagdo atinge eficiéncias semelhantes as
obtidas por centrifugacdo com menor consumo de energia e custos totais. A flotacdo é um
método estabelecido para remover as algas da suspensédo, 0 que € mais vantajoso e eficaz do
que a sedimentacdo. No entanto, é limitado em sua viabilidade técnica e econémica. Além disso,
a flotacdo requer injecdo de ar e etapa prévia de floculagdo quimica, o que aumenta o consumo
de energia e os custos de densificacdo, em comparacdo com a sedimentacdo por gravidade
(CHRISTENSON e SIMS, 2011; BARROS et al., 2015).

A eletrocoagulagdo para densificacdo de microalgas possui diversos beneficios em
termos de custos e seguranca. Apesar de ndo requerer a adicdo de coagulante quimico, é uma
abordagem incomum devido ao esgotamento dos eletrodos metalicos e possivel contaminacao
da biomassa de microalgas (MISRA et al., 2015). Em comparagdo com a coagulacao quimica,
a eletrocoagulacdo também apresenta alta eficiéncia de densificagdo, mas oferece mais
vantagens: ndo introduz sulfatos e cloretos no meio; os coagulantes produzidos séo altamente
eficientes em concentracdes mais baixas e o ajuste de pH é desnecessario. Alem disso, durante
0 processo, ndo ocorre consumo de alcalinidade e as microbolhas produzidas no anodo e catodo

também podem contribuir para a separacao de poluentes por flotacdo (GAO et al., 2010).
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Embora a filtragdo por membrana, a centrifugacdo e a floculagcdo quimica mantenham
altas eficiéncias em situacGes mais diversas, 0 método de sedimentagdo espontanea também
atinge altas eficiéncias, mas € limitado a algumas espécies de microalgas. Em contrapartida, a
autofloculacdo e a biofloculacdo sdo os métodos que promovem faixas mais extensas de
eficiéncia de concentracdo. Porém, juntamente com a sedimentacdo esponténea, apresentam
menor consumo de energia. Enquanto centrifugacdo, floculacdo quimica e filtracdo por
membrana sdo 0s métodos com maior consumo de energia. Portanto, conclui-se que, em geral,
0s métodos de densificacdo que resultam em altas eficiéncias de concentracdo de biomassa para
diferentes espécies e condigdes também levam ao aumento dos custos de operagdo e
manutencdo (LEE et al., 2010; VANDAMME et al., 2012; NDIKUBWIMANA et al., 2016).

Praticamente todos os estudos de densificacdo de microalgas citam Molina Grima et al.
(2003), que estimou que os custos associados a coleta de microalgas representam mais de 20 a
30% dos custos totais da producdo de microalgas. Os custos para densificacdo de biomassa
estdo entre 0,2 e 18 US$/kg de peso seco produzido, mostrando uma correlagdo com o consumo

de energia, exceto para coagulagdo/floculacdo quimica.

Os custos de coagulacao/floculacéo e flotacdo estdo relacionados ao tipo de coagulante
ou tensoativo utilizado (LEE et al., 2010; VANDAMME et al., 2012; NDIKUBWIMANA et
al., 2016). Por exemplo, Behera e Balasubramanian (2019) citam custos de US$ 9,02, US$ 0,28
e US$ 0,037 para recuperar 1 Mt de algas Umidas sob condic¢Ges 6timas com quitosana, alumen
e um coagulante natural extraido de Moringa oleifera, respectivamente. Alkarawi et al. (2018)
mencionam o custo de US$ 0,179 para concentrar 1 m3 de biomassa (Chlorella vulgaris,
Isochrysis galbana e Tetraselmis suecica) com surfactante brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB - cetyltrimethylammonium bromide) (35 mg/L) e obter eficiéncia de concentracdo
superior a 89%. Em relacdo ao custo do processo, vale ressaltar que um floculante com
excelente relagdo custo-beneficio para concentrar microalgas ou cianobactérias especificas
pode apresentar baixo custo-beneficio para outra espécie. Lama et al. (2016) calcularam os
custos de coagulacao/floculacdo com quitosana e NaOH para vérias espécies e obtiveram razes
custo/fator de concentracéo variando de 0,4 para Nannochloropsis oculata com 0,03 g FeCls/g

de biomassa a 103,7 para Pseudanabaena CY14-1 com 0,33 g quitosana/g biomassa.

Diversos pesquisadores relatam que a comercializacdo de biomassa de algas,
concentrada com tecnologias de alto gasto energético, é viavel apenas para produtos de alto
valor agregado (DAS et al., 2019; MOLINA-MIRAS et al., 2019). Para produtos de baixo valor

agregado, obtidos a partir de biomassa de microalgas densificada, como os biocombustiveis, a



47

energia para a concentracdo das suspensdes ndo deve exceder 1,8 kWh/kg de peso seco
(BOROWITZKA, 2008). Este limite corresponde a 0,5 kWh/m3 para uma suspenséo de
microalgas com 0,3 kg de peso seco/m?, possibilitando apenas as tecnologias de sedimentacédo

espontanea, autofloculacao, biofloculacéo e casos muito especificos das demais tecnologias.

Uma alternativa para reduzir os custos de densificacdo seria um processo em varias
etapas, combinando etapas de pre-concentracdo de baixo custo, com técnicas de alta eficiéncia
e baixo custo. Rios et al. (2012) propuseram reduzir os custos de densificacdo de microalgas de
US$ 750/kg (com filtracdo de fluxo cruzado) para US$ 8,5/kg adicionando uma etapa de pré-
concentracdo de sedimentacdo, apos floculacdo induzida por ajuste de pH, antes da filtragdo por
membrana. Wang et al. (2019) reduziram os custos de densificacdo de Scenedesmus obliquus
em quase 50% (de 9,63 para US$ 5,47/kg de peso seco) combinando uma pré-concentragédo por
floculacdo com sulfato férrico e centrifugacdo. Lucakova et al. (2021) utilizaram uma etapa de
pré-concentracdo de eletrocoagulacdo antes da centrifugacdo, reduzindo os custos totais de

energia para 14% do custo da centrifugacdo sozinha.

Os estudos apontados demonstram que a escolha do método de densificacdo mais
adequado deve estar intimamente associado as caracteristicas da espécie de cianobactéria e/ou
microalga de interesse, bem como aos produtos derivados, produzidos a partir da biomassa

densificada.

3.4. REUTILIZACAO DO SOBRENADANDE APOS A DENSIFICACAO DE
MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

Como visto nos topicos anteriores, a escolha de um método de densificacdo eficiente é
fundamental na producdo de biomassa de microalgas e cianobactérias. Os métodos que
apresentam maior concentracdo de biomassa séo também os que produzem maior volume de
sobrenadante como residuo. Desta forma, a investigacdo da viabilidade de reutilizacdo do
sobrenadante representa uma estratégia importante na reducdo da pegada hidrica, amenizacéao
da necessidade de adicdo de nutrientes, aumento do custo-beneficio no projeto e garantia da
sustentabilidade do sistema (HE et al., 2020; DZUMAN et al., 2022).

Augustine et al. (2019) avaliaram a viabilidade da reutilizacdo do meio de cultivo de
Parachlorella kessleri-1, apos floculagdo com diferentes coagulantes inorganicos (FeCls,

MgCl, ZnCl,, Al(SOa4)3, MgSOs4 e ZnSO4) e com o coagulante organico quitosana. Neste
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experimento, o grupo controle era formado por meio de cultivo reciclado, obtido apos
centrifugacdo de P. kessleri. Os resultados apontaram que os cultivos inoculados em meio
reciclado de ZnCl; e quitosana apresentaram maior producéo de biomassa, quando comparados
ao grupo controle. Para os cultivos com sobrenadante de ensaios com quitosana, 0s autores
atribuiram a presenca de quitosana residual a este aumento de produtividade, pois este
biocoagulante pode inibir o crescimento de bactérias, aumentando a disponibilidade de
nutrientes no meio. A maior produtividade nos cultivos em sobrenadante com ZnCl pode estar

associada a maior concentracdo do micronutriente zinco no meio de cultivo.

Em contrapartida, Dasan et al. (2021) avaliaram a reutilizagdo do meio de cultivo de
Chlorella vulgaris. A microalga foi cultivada em um sistema composto por cinco
fotobiorreatores de fluxo continuo, conectados em série, feitos por frascos do tipo Duran com
volume (til de 5 L cada. Os frascos possuiam iluminagéo continua (60 — 70 pmol/m?.s) durante
os 14 dias de cultivo. Apos este periodo, C. vulgaris foi concentrada por sedimentacédo
gravitacional. Este ciclo de cultivo foi repetido por mais trés vezes, totalizando quatro grupos
de cultivo (contando com o grupo controle, cultivado em meio BBM — Bold’s Basal Medium).
Ao avaliar o crescimento de C. vulgaris, os autores observaram que a reutilizagdo do meio de
cultivo alterou negativamente o crescimento da biomassa ao longo dos ciclos com reciclagem
do meio. Ao final do periodo de crescimento C. vulgaris apresentou concentracéo de 1,42 g/L
no grupo controle, e uma reducdo de 37,79 % na concentragéo de biomassa no primeiro ciclo
de reutilizacdo. O segundo e terceiro ciclos de reciclagem de meio também apresentaram
concentragcdes mais baixas, de 0,68 g/L e 0,43 g/L, respectivamente. Os autores atribuiram a
reducdo de concentracao ao longo do experimento a presenca de acidos graxos e polissacarideos
excretados pela microalga, que s&o inibitorios ao crescimento celular. A presenca de matéria
organica no meio de cultivo pode ter afetado as propriedades reoldgicas do meio de cultivo,

influenciando a troca gasosa entre a microalga e 0 meio e a absorcéo de nutrientes pelas células.

A Tabela 11 a seguir apresenta estudos com a reciclagem do meio de cultivo,
provenientes de diferentes métodos de densificacdo de biomassa das mais diversas espécies de

cianobacteérias e microalgas.
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Tabela 11 - Reutilizacdo do meio de cultivo proveniente de diferentes métodos de
densificacdo de biomassa.

Espécie Método de

densificacéo

Obijetivo

Referéncia

Chlorella vulgaris, Autofloculagéo
Scenedesmus sp.,
Chlorococcum sp.,
Nannochloropsis
oculata e
Phaedactylum
tricornutum
Chlorococcum Biofloculagéo
nivale,
Chlorococcum
ellipsoideum,
Scenedesmus sp.,
Chlorella
zofingiensis e
Chlorella vulgaris
Arthrospira Filtracdo/Floculagao

platensis

Scenedesmus sp. Coagulacgao/Floculagéo

Nannochloropsis sp. Centrifugagédo/Filtragéo

Parachlorella Floculagéo

kessleri-I

Biocombustivel

Biocombustivel

Tratamento do meio
de cultivo/avaliagéo
de crescimento da
espécie
Avaliagéo da
viabilidade do meio
reciclado
Avaliagéo da
viabilidade do meio
reciclado

Biocombustivel

WU et al. (2012)

LIU et al. (2014)

MOROCHO-
JACOME et al.
(2015)

DAS et al. (2016)

FRET et al. (2017)

AUGUSTINE et al.
(2019)
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Continuacdo - Tabela 11 - Reutilizagdo do meio de cultivo proveniente de diferentes

métodos de densificacdo de biomassa.

Espécie Método de Obijetivo Referéncia
densificacéo
Scenedesmus Filtracdo Anédlise de LU etal. (2019)
acuminatus mecanismos
inibitorios
Chlorella vulgaris Sedimentacgao Avaliagdo da DASAN et al.
Gravitacional viabilidade do meio (2021)

Chlorella vulgaris

Scenedesmus
almeriensis
Tetradesmus
obliquus
Haematococcus
pluvialis
Consorcio de
cianobactérias

Spirulina platenses,
Scenedesmus
obliquus e Chlorella
sorokiniana

Centrifugagéo

Filtragédo
Sedimentacao
Gravitacional

Floculagéo

Centrifugagéo

Filtracdo

reciclado

Analise de
mecanismos
inibitorios
Producdo de Luteina

Biocombustivel

Recuperacéo de
astaxantina
Avaliagdo de
nutrientes no meio
reciclado
Avaliacdo da
viabilidade do meio
reciclado

HE et al. (2020)

MOLINO et al.
(2020)
DZUMAN et al.
(2022)
MARINHO et al.
(2022)
PAQUETTE et al.
(2022)

RICCERI et al.
(2022)
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4. MATERIAL E METODOS

Neste estudo, a cianobactéria Synechococcus subsalsus foi cultivada em meio BG-11,
previamente esterilizado, disposta em erlenmeyers, em shaker rotatorio, com controle de
iluminacdo e temperatura, por um periodo superior a 30 dias. O crescimento dos cultivos foi
acompanhado através de leituras de Densidade Optica (DO) para a determinagio do
desenvolvimento da biomassa (OLIVEIRA et al., 2019).

Apos o periodo de cultivo, as suspensdes da cianobactéria foram submetidas a Jar Tests
com a adicdo de dois coagulantes distintos: cloreto férrico (FeCls) e quitosana de baixa massa
molecular (QBMM). A densificacdo da biomassa de S. subsalsus foi medida através da
Eficiéncia de Remocdo de Demanda Quimica de Oxigénio, Eficiéncia de Remocdo de

Densidade Optica e Fator de Concentrago.

Ademais, testes com o sobrenadante, proveniente dos experimentos com FeCls, foram
realizados para avaliagdo da viabilidade de reutilizacdo deste material como meio de cultivo

para novas células de S. subsalsus.

41. ETAPAS DE TRABALHO

Para atingir os objetivos anteriormente determinados, as etapas descritas a seguir, e

apresentadas na Figura 4, foram desenvolvidas no estudo:

e Realizar cultivos de aproximadamente 35 dias da cianobactéria, em meio BG-11 em
erlenmeyer sob condi¢bes controladas de iluminacdo em fotoperiodo (claro/escuro),
agitacdo e temperatura;

e Realizar ensaios em Jar Tests para levantamento das melhores condic¢des de densificacdo
(pH, concentracdo do coagulante) das suspensfes obtidas empregando-se o método de
coagulacdo/floculacdo com adigéo de cloreto férrico.

e Realizar ensaios em Jar Tests para levantamento das melhores condigdes de densificacdo
(pH, concentracdo do coagulante) das suspens@es obtidas empregando-se 0 método de
coagulacao/floculacdo com adicdo de quitosana de baixa massa molecular.

e Conduzir novos cultivos de S. subsalsus com diferentes propor¢des do sobrenadante da
etapa de coagulacdo/floculagdo no meio de cultivo BG-11, empregando as mesmas

condicdes da primeira etapa.



52

Preparacdo e esterilizacdo do
meio BG-11

Inoculagdo de S. subsalsus sob
assepsia

Shaker por 35 dias

Sobrenadante coletado dos

Medicgo de DQO e DO experimentos com FeCl3

Mistura em diferentes
fracbes com meio BG-11

L J

Jar Tests com coagulantes

Célculo de eficiéncias de remogao Inoculagdo de S.
de DQO e redugdo de DO subsalsus sob assepsia
Fator de Concentrag3o d ,
ator de Lonceniracao da Shaker por 15 dias

condicdo ideal

. J \ J

Figura 4: Etapas de cultivo, crescimento e densificacdo de S. subsalsus.

4.2.  CULTIVO E CRESCIMENTO DE Synechococcus subsalsus

A cepa de cianobactéria Synechococcus subsalsus utilizada no trabalho foi obtida do
Banco de Microrganismos Aidar & Kutner — BMAK, do Instituto Oceanografico da
Universidade de Sdo Paulo (USP). A cianobactéria foi cultivada em frascos tipo Erlenmeyer de
250 e 500 mL, contendo 100 e 300 mL de meio BG-11 estéril, respectivamente. A composicao

do meio BG-11 esta apresentada nas Tabelas 12 e 13.

As condigdes de inoculacdo e crescimento foram baseadas nas condicdes utilizadas por
Oliveira et al. (2019). Para cada grupo de cultivo, foram preparados dois litros de meio BG-11,

divididos em seis frascos Erlenmeyer de 500 mL e dois frascos de 250 mL. Os frascos foram
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tampados com rolhas de algoddo envolvido por gaze, para permitir a troca gasosa. A
esterilizacdo deste meio ocorreu em autoclave a 1 atm durante 15 minutos. Apos o resfriamento,
os frascos contendo o meio foram colocados em camara de fluxo laminar com luz UV durante

25 minutos.

Tabela 12 - Composigdo do meio BG-11 para cultivo da cianobactéria S. subsalsus.

Composto Fornecedor Concentracéo (g/L)
Nitrato de s6dio (NaNOs) B. Herzog 1,500
Fosfato de potassio dibasico (K:HPO4) Vetec 0,040
Sulfato de magnésio (MgSQO4.7H20) Proguimios 0,075
Cloreto de célcio (CaCl2.2H20) Merck 0,036
Acido citrico (CsHsO7) Synth 0,006
Citrato férrico amoniacal Vetec 0,006
((NHa)s[Fe(CsH407)2])

EDTA Synth 0,001
Carbonato de sodio (Na,COz) Vetec 0,020
Mistura de metais traco (Trace Metal Mix Ab) - 1 mL/L

O pH deve ser igual a 7,1 apos esterilizacéo
Fonte: CYANOSITE (2003)

Tabela 13 - Composicao da mistura de metais trago para o preparo do meio BG-11

Composto Fornecedor Concentracdo (g/L)
Acido Borico (H3BO3) Vetec 2,8600
Cloreto de manganés (MnCl..4H20) Synth 1,8100
Sulfato de zinco (ZnS04.7H,0) Limpatex 0,2220
Molibdato de sédio (NaMo0QO4.2H20) Synth 0,3900
Sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) Synth 0,0790
Nitrato de cobalto (Co(NOs3)..6H20) Synth 0,0494

Fonte: CYANOSITE (2003)

Posteriormente, a inoculagdo foi feita dentro da camara de fluxo, inserindo-se uma

aliquota concentrada da cianobactéria, proveniente de um grupo de cultivo anterior, com tempo
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de incubacdo superior a 30 dias. O volume de inéculo adicionado a cada frasco Erlenmeyer foi
determinado em funcdo da concentracdo da aliquota de S. subsalsus utilizada, para que a
densidade oOptica (DO) inicial fosse igual a 0,06 em comprimento de onda de 750 nm.

Apos inoculacdo, o grupo de cultivo foi disposto em shaker rotatorio a 150 rpm, com
temperatura de 23 °C e fotoperiodo de 12h:12h (43 pumol fétons/m?s). Cada grupo de cultivo

permaneceu nesta condigdo por aproximadamente 35 dias.

O crescimento de Synechococcus subsalsus foi acompanhado por medigdes da DO da
suspensdo em comprimento de onda de 750 nm. Ao final do periodo de crescimento, a
suspensdo de cianobactéria obtida foi identificada quanto ao tempo de cultivo (dias), pH final

e temperatura média do cultivo (°C), antes dos ensaios em Jar Test.

Para construgédo das curvas de crescimento da cianobactéria, foram retiradas aliquotas
ao longo do tempo dos cultivos realizados. A DO inicial dos cultivos (0,060 + 0,006) e de cada
aliquota retirada foram convertidas em massa seca para determinacgéo do perfil de crescimento

das cianobactérias.

4.3. ENSAIOS DE COAGULACAO/FLOCULACAO DA SUSPENSAO DE
Synechococcus subsalsus

As condicdes de coagulagdo/floculacdo e sedimentacdo para a concentracdo da
suspensdo obtida apos o crescimento dos grupos de cultivo foram avaliadas em Jar Test (NOVA
ETICA, modelo 218/6) com dois coagulantes: cloreto férrico e quitosana. As condicbes de
operacdo foram definidas baseadas nas condicOes apresentadas por Pinto (2017). A mistura de
suspensdo e coagulante foi mantida sob agitacdo rapida de 100 rpm durante um minuto, na etapa
de coagulacéo; seguida de agitacdo lenta de 40 rpm por 15 minutos para a floculagéo. O tempo

de repouso para a sedimentacdo dos flocos formados foi de 45 minutos.

4.3.1. Ensaios com cloreto férrico

Os ensaios realizados com o coagulante cloreto férrico foram conduzidos em triplicata,
em béqueres de 600 mL, contendo 300 mL de amostras da suspensdo de S. subsalsus. Uma
solugéo concentrada com 6 g/L de cloreto férrico (FeCls.6H.O, VETEC) foi utilizada para a
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dosagem do coagulante. Um determinado volume desta solucéo foi adicionado diretamente ao
béquer e, em seguida, o pH ajustado para os valores iniciais desejados pela adicdo de &cido
(H2SO4 1 mol/L) ou alcalis (NaOH 1 mol/L).

Considerando o amplo intervalo de dosagem de cloreto férrico (20 — 700 mg/L)
encontrado na literatura para experimentos de coagulacao/floculagdo de microalgas e
cianobactérias (PEREZ et al., 2016; DENESHVAR et al., 2020), pré-testes foram realizados
com a concentracdo de 100 mg/L e 200 mg/L para a observacdo da formacdo de flocos. O
aspecto visual dos béqueres indicou baixa formacéo de flocos em concentra¢do de 100 mg/L,
aumentando na concentracdo de 200 mg/L. Entretanto, para a concentragdo de 200 mg/L, o
sobrenadante ndo estava limpido. Portanto, a concentragdo foi dobrada para garantir a
coagulacdo/floculacdo de S. subsalsus no inicio dos testes. A concentracdo de 400 mg/L de
coagulante foi entdo fixada para avaliacdo da melhor condicdo de coagulagédo/floculacdo da
suspensdo dentro da faixa de pH 4 a 9. Fixando o pH no valor apontado na melhor condicéo do

teste anterior, a concentracdo de coagulante foi avaliada entre 80 e 480 mg/L de cloreto férrico.

Para quantificacdo da concentracdo de cianobactérias nas suspensdes dos grupos de
cultivo e na biomassa concentrada apds coagulacdo/floculacdo, empregou-se a analise de
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). Este parametro foi empregado nos ensaios com cloreto
ferrico porque este coagulante confere coloracdo amarelada as amostras, interferindo nas

leituras de densidade 6ptica (DO) do sobrenadante apds os Jar Tests.

A DQO foi medida em aliquotas das suspensdes antes dos Jar Tests e do sobrenadante
apos o periodo de sedimentacdo. A conversdo de DQO em solidos suspensos totais (SST) foi
determinada por meio da Equacéo 8, apresentada na secdo 4.5.4 deste trabalho. Essa equacao

corresponde a reta de melhor ajuste na curva de correlacdo apresentada na secdo Anexo.

4.3.2. Ensaios com quitosana de baixa massa molecular

Uma quitosana de baixa massa molecular (chitosan — low molecular weight, SIGMA
ALDRICH) foi utilizada para os experimentos de coagulacao/floculacdo da suspensdo da
cianobactéria. Este composto possui massa molecular entre 50.000 e 190.000 Da, baseado na

viscosidade, com grau de desacetilagéo entre 75% e 85%.

Como a quitosana é um polimero insolivel em agua, as solucdes foram preparadas em
Acido Acético 1% (CH3COOH, SYNTH), sob agitacdo constante de 300 rpm e aquecimento a
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30 °C, até a completa solubilizacdo do p6 (GERCHMAN et al., 2017; ZHU et al., 2018). Todas
as soluces utilizadas foram preparadas no mesmo dia dos ensaios de Jar Test. Uma solucéo
concentrada foi preparada com 8,64 g/L de quitosana, considerando a pureza de 86,4%. Uma
aliquota desta solucdo foi adicionada diretamente aos béqueres antes do ensaio e,
posteriormente, o ajuste de pH foi feito com adi¢do de acido (H2SO4 1 mol/L) ou &lcalis (NaOH
1 mol/L).

Os ensaios foram conduzidos em béqueres de 600 mL e 1 L, contendo 150 mL de
suspensdo de S. subsalsus. Analogamente ao observado nos experimentos com o cloreto férrico,
0s experimentos com quitosana para a coagulacdo/floculagcdo de microalgas e cianobactérias
apresentam um intervalo amplo de dosagem de coagulante (10 — 250 mg/L) (PEREZ et al.,
2016; ZHU et al., 2018). Para este trabalho, pré-testes foram realizados com as concentrac6es
de 10 mg/L e 50 mg/L. Visualmente, poucos flocos foram formados nos testes com
concentragdo de 10 mg/L. A quantidade de flocos formados aumentou na concentragdo de 50
mg/L; entretanto, o sobrenadante permaneceu esverdeado. Com isso, a dosagem foi dobrada
para garantir a coagulacdo/floculagéo da biomassa. A concentragéo de quitosana de 100 mg/L
foi entdo fixada para a determinacdo da melhor condicdo de pH dentro da faixa de 4 a 9. Com
0 pH fixado no valor que apresentou melhor resultado nos testes anteriores, a concentracao de

quitosana foi avaliada entre 20 e 120 mg/L.

Devido a natureza organica da quitosana, o dicromato de potassio empregado na analise
de DQO oxidaria tanto a biomassa de S. subsalsus como a quitosana, interferindo nos
resultados. Assim, a quantificacdo da concentracdo de cianobactérias nas suspensdes dos grupos
de cultivo e na biomassa concentrada apds a coagulagdo/floculacdo com quitosana foi
determinada pela leitura de densidade 6ptica (DO) no comprimento de onda de 750 nm. Nestes
ensaios, a quantificacdo da biomassa concentrada foi avaliada com uma curva de correlacéo
entre as leituras de DO e a massa seca da suspensdo (g SST/L). A Equacéo 9, presente na secdo

4.5.4, corresponde a reta de melhor ajuste na curva de correlacdo apresentada na secdo Anexo.

4.3.3. Avaliacdo da densificacdo de S. subsalsus por coagulacéo/floculacéao

4.3.3.1. Eficiéncia de remocao

A fim de se avaliar a concentracdo de biomassa ap0s os Jar Tests, a eficiéncia de
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remocao foi calculada para todas as condi¢Ges de pH e concentracdo de coagulantes. Para 0s
ensaios com cloreto férrico, utilizou-se a Eficiéncia de Remocgdo de Demanda Quimica de

Oxigénio (ERDQOQ), conforme Equacéo 1:

ERDQO (%) = (DQOIni—DQOsobr) % 100 (1)

DQOini

Onde:

DQOini (g O2/L) é a demanda quimica de oxigénio da suspensdo de S. subsalsus antes
do Jar Test, e DQOsobr (g O2/L) é a demanda quimica de oxigénio do sobrenadante apds o Jar
Test.

Nos ensaios com a quitosana de baixo peso molecular, a Eficiéncia de Remocdo de

Densidade Optica (ERDO) foi calculada através da Equacéo 2:

__ (DOini-DOsobr)

ERDO (%) = P50

x 100 )

Onde;:

DOini corresponde a densidade Optica da suspensdo de cianobactéria antes do Jar Test,
e DOsonr a densidade Optica do sobrenadante apds o Jar Test, ambas em comprimento de onda
de 750 nm.

4.3.3.2. Fator de concentracao

O Fator de Concentracdo (FC) também foi utilizado para avaliacdo da eficiéncia de
concentracdo da suspensdo de S. subsalsus apds os ensaios de Jar Test. Para os testes com

cloreto férrico, o fator de concentracdo (FCa) foi calculado de acordo com a Equacéo 3 a seguir:

(DQOINixVini)—(DQOsobrxVsobr)
Vini—Vsobr

FCa = ( )/DQOini 3)
Onde:

DQOini (g O2/L) corresponde a demanda quimica de oxigénio da suspensdo de

cianobactérias antes do Jar Test e Vini (L) corresponde ao volume inicial desta suspenséo
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contido no béquer. Analogamente, DQOsour (g O2/L) é 0 valor da demanda quimica de oxigénio
do sobrenadante ap6s o Jar Test, e Vsonr (L) 0 volume de sobrenadante apos o processo de
coagulacdo/floculacdo/sedimentacéo.

MedicGes de densidade 6ptica no comprimento de onda de 750 nm foram utilizadas para
0 célculo de fator de concentracdo nos ensaios com a quitosana de baixa massa molecular

(FCb), conforme apresentado na Equacéo 4.

(DOinixVini)—(DOsobrxVsobr)
Vini—Vsobr

FCb = ( )/DOini 4)

Onde:

DOini corresponde a densidade Optica da suspensdo de S. subsalsus antes do Jar Test e
Vini (L) ao volume de suspensao contida no béquer antes da adicao de coagulante. DOsonr refere-
se a densidade dptica do sobrenadante, bem como Vsoor (L) € 0 volume de sobrenadante ao final
do Jar Test.

44. ENSAIOS DE APROVEITAMENTO DO SOBRENADANTE COMO MEIO DE
CULTIVO

Ensaios com a reutilizacgdo do sobrenadante, proveniente dos ensaios de
coagulacdo/floculacdo, como meio de cultivo foram realizados para testar a viabilidade de
utilizagdo dessa fracdo liquida residual, através da analise do crescimento da cianobactéria S.
subsalsus durante 15 dias. Apds a identificacdo da melhor condicdo de concentracdo de
biomassa com o coagulante FeCls, Jar Tests foram realizados sob esta condi¢do para que o
sobrenadante fosse obtido e reservado. Um volume de 1,8 L de sobrenadante foi coletado e
filtrado sob vadcuo em membrana de acetato de celulose (0,45 um) para a remogéo de possiveis
flocos existentes. Adicionalmente, 2,7 L de meio BG-11 foram preparados para compor as

misturas de sobrenadante e meio de cultivo avaliadas no estudo.

O teste foi realizado em triplicata, com diferentes propor¢des da fracdo liquida
sobrenadante filtrada na composi¢éo do meio de cultivo. Os grupos de cultivo foram divididos

conforme discriminado a seguir:

A) Meio de cultivo composto somente por meio BG-11;
B) Meio de cultivo composto por mistura de 80% (v/v) de meio BG-11 e
20% (v/v) de sobrenadante filtrado;
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C) Meio de cultivo composto por mistura de 60% (v/v) de meio BG-11 e
40% (v/v) de sobrenadante filtrado;

D) Meio de cultivo composto por mistura de 40% (v/v) de meio BG-11 e
60% (v/v) de sobrenadante filtrado;

E) Meio de cultivo composto por mistura de 20% (v/v) de meio BG-11 e

80% (v/v) de sobrenadante filtrado.

Para cada grupo de cultivo (A, B, C, D e E), 300 mL de meio foram adicionados em
frascos Erlenmeyer de 500 mL de volume util. Conforme descrito no item 3.1, os frascos foram
esterilizados em autoclave e camara de fluxo laminar. E, em seguida, inoculados para uma DO

inicial de 0,06 em comprimento de onda de 750 nm.

Um total de 15 frascos Erlenmeyer foram inoculados com S. subsalus: trés frascos com
300 mL de meio BG-11 em cada um, e 12 frascos com 300 mL das misturas de sobrenadante
filtrado e meio BG-11. O grupo de cultivo A, composto por 100% de meio BG-11 foi utilizado

como controle.

O crescimento dos grupos de cultivo foi acompanhado durante 15 dias, através da
retirada de aliquotas de cada frasco para a medicdo da densidade 6ptica no comprimento de
onda de 750 nm. Posteriormente, uma curva de correlagio DO x SST foi utilizada para a
determinacdo do peso seco das amostras neste periodo.

45. METODOS ANALITICOS

45.1. pH

O pH foi medido em potenciometro digital QUIMIS 400MT, previamente calibrado

com solugdes tampéo 4,01 e 9,18.
4.5.2. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO determina a quantidade de oxigénio necessaria para oxidacdo da fracdo organica
dos cultivos de S. subsalsus, através da acdo do dicromato de potéssio (K2Cr.0O7) (CETESB,
2018). A analise foi realizada pelo método padréo colorimétrico de refluxo fechado (APHA,
2017). As leituras foram feitas em triplicata para as amostras e em duplicata para o branco. Em

cada tubo de DQO foram adicionados 2 mL da amostra de suspensdo ou de sobrenadante (para
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0 branco, 2 mL de agua destilada), 1,2 mL da solugdo digestora (K2Cr.O7 em meio &cido e
HgSO4 para eliminar interferéncia de cloretos) e 2,8 mL da solucdo catalitica (H2SO4 com
Ag2SO4 como catalisador). As amostras foram colocadas por 2h a 150°C em digestor (Hach) e,
apos resfriamento sob auséncia de luz, realizou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 600 nm. A absorbéancia foi convertida em DQO por meio de curva-padrédo

previamente preparada com biftalato de potéssio (APHA, 2017).

4.5.3. Densidade optica (DO)

A densidade o6ptica (DO) foi medida em espectrofotdmetro HACH DR 3900 em tubo de

vidro com 1 cm de caminho éptico e no comprimento de onda de 750 nm.

4.5.4. Solidos suspensos totais (SST)

A determinacéo da massa seca da biomassa foi feita através de curvas de correlagdo para
a conversdo das leituras de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Densidade Optica (DO)
(750 nm) em Sélidos Suspensos Totais (SST) (g/L).

Para determinacdo da concentracdo de SST da suspensdo, foi empregado o método
gravimétrico (APHA, 2017). Cadinhos de porcelana foram levados a mufla (Fornos Lavoisier)
por 1 h, a 550°C. Filtros de fibra de vidro lavados com agua destilada foram também levados a
mufla por 15 minutos. Apos resfriamento em dessecador foi obtida a massa inicial (Po) do
conjunto cadinho e filtro. Aliquotas de um volume (V) das amostras foram filtradas a vacuo e
o material retido no filtro foi lavado com agua destilada. Os cadinhos com os filtros utilizados
foram levados a estufa (ETICA) a 105°C para evaporagdo da agua e, apés resfriamento em
dessecador, foi obtida a massa do conjunto (P1). A concentracdo de solidos suspensos totais
(em g/L) foi calculada a partir da Equagéo 5:

SST (g/1) = ©=2 (5)

Onde:
Po = massa inicial do conjunto cadinho + filtro (g)
P1 = massa ap0s evaporagédo da agua do conjunto cadinho + filtro + amostra (g)

V = volume da aliquota (L)
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As curvas de correlacdo foram produzidas a partir de diluicdes sequenciais de
suspensdes da cianobactéria, e suas respectivas medidas iniciais de SST, DQO e DO. Com estes
valores, o Fator de Dilui¢do (FD) foi calculado segundo a Equacéo 6:

FD = (Fsuspensdo+Fagua) (6)

Fsuspensao

Onde Fsuspensdo corresponde a fragdo de suspensdo de S. subsalsus presente na

diluicdo, e Fagua representa a fragdo de dgua na diluicéo.
Portanto, para cada dilui¢do, o valor do peso seco (SSTd) foi determinado conforme a
Equacao 7:

§STd (g/L) == )

Por fim, os valores de SSTq4 foram relacionados com as medidas de DQO e DO de cada
diluicdo. As Equacdes 8 e 9 a seguir representam as curvas de correlagdo DQO x SST e DO x

SST, empregadas para a obtencéo dos valores de SST nos ensaios de densificacao.
DQO = 1,3059SST + 0,9004 (8)

DO = 0,0025ST + 0,0042 9)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. CULTIVO E CRESCIMENTO DE Synechococcus subsalsus

Ao longo do estudo foram realizados 23 grupos de cultivo da cianobactéria
Synechococcus subsalsus em shaker rotatério a 150 rpm e temperatura média de 26 + 2 °C
(cada grupo com 8 erlenmeyers, em média). Na Figura 5 é apresentada uma das curvas de
crescimento obtida apos cultivo por 35 dias. Observa-se que praticamente ndo ha fase lag e que
as células mantém uma taxa de crescimento inicial elevada (em torno de 14 mg SST/L.d), que

decai até atingir a fase estacionéria, o0 que ocorre ap6s o vigésimo dia de cultivo.
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Figura 5: Curva de crescimento de Synechococcus subsalsus resultante da média de 4 frascos
erlenemyers de um grupo de cultivo, obtida em um periodo de 35 dias.

Observou-se que a densidade dptica (D.O.) média dos 23 cultivos realizados foi de 0,710
+ 0,175, o que corresponde a uma concentracdo média de Solidos Suspensos Totais (SST) de
427 + 177 mg/L apds 35 dias de cultivo. Ao final deste periodo, os cultivos apresentaram pH
médio de 9,5 £ 0,5.

A Figura 6 mostra o aspecto de um dos cultivos de S. subsalsus. Ao longo dos 35 dias
de cultivo, o crescimento da biomassa foi visualizado pelo aumento de turbidez e de uma

coloracdo verde escura.
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Figura 6: Aspecto visual do cultivo de S. subsalsus em shaker rotatorio a 150 rpme 26 + 2 °C
no inicio (A), aos 14 dias (B) e aos 35 dias (C) do cultivo.

O crescimento de cianobactérias e microalgas ¢ amplamente discutido na literatura, com
a concentragdo final de biomassa variando de acordo com a espécie e condic¢Bes de cultivo
(NOH et al., 2018; POLIVAETA et al., 2018; DAS et al., 2019). Seo et al. (2015) cultivaram
a microalga Chlorella sp. KR-1 em um reator de coluna de bolhas de 6 L, equipado com
lampadas fluorescentes, a 30 °C. Em 7 dias, o cultivo atingiu a fase estacionaria, apresentando
concentracdo final de 1,7 g/L. Pandey et al. (2019) cultivaram a microalga Chlorella
pyrenoidosa em meio BG-11, em frascos Erlenmeyer de 1 L, sob iluminagé&o fluorescente com
fotoperiodo 12:12h. O cultivo atingiu alta concentracdo de biomassa (3,38 g/L) na fase
estacionaria, atingida no sétimo dia. Em contrapartida, Blockx et al. (2018) obtiveram
concentracdo de biomassa de apenas 0,25 g/L quando o cultivo de Nannochloropsis oculata em
meio Wright salino atingiu uma fase exponencial tardia. E Oliveira et al. (2019), em cultivo de
Synechoccocus subsalsus em meio BG-11, obtiveram concentracdo de biomassa entre 0,345
g/L e 0,738 g/L apos 30 dias. Desta forma, a concentragdo de S. subsalsus obtida nos cultivos
realizados neste estudo esti dentro do intervalo de valores observados na literatura para

diferentes espécies e condi¢des de cultivo.
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Analisando as diferentes formas de preparo dos cultivos, nota-se que dentre os fatores
mais preponderantes para o crescimento das células estdo os nutrientes presentes no meio de
cultivo, a cepa e especie adotadas, a intensidade luminosa, o pH, a temperatura, o tempo de
cultivo e a salinidade do meio (LAURENS et al., 2014). A concentracdo de nitrogénio e fosforo
pode ser um fator limitante no crescimento e concentracdo de biomassa nas fases exponencial
e estacionaria (ZHU et al., 2013). Portanto, o procedimento adotado para o cultivo, com a
escolha adequada de parametros, € fundamental para a producdo de biomassa de cianobacterias
e microalgas.

5.2. ENSAIOS DE COAGULACAO/FLOCULACAO DA SUSPENSAO DE S. subsalsus

5.2.1. Ensaios com Cloreto Férrico

Nos primeiros ensaios, a concentracao de coagulante de 400 mg FeCls/L foi fixada para
se avaliar a melhor condigdo de pH para a coagulacdo/ floculacdo. As eficiéncias médias de
remocdo de DQO obtidas nos ensaios (em triplicata) com valores iniciais de pH 4 a 9 séo
apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Eficiéncia média de remocédo de DQO das suspensdes de S. subsalsus em Jar Tests
conduzidos com 400 mg FeCls/L e diferentes valores de pH inicial.
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Os ensaios conduzidos com pH 4 apresentaram a maior variabilidade de resultado
(desvio-padrao elevado) e a menor média de eficiéncia de remoc¢do de DQO da suspensdo, com
36%. Em pH 5, a variabilidade diminuiu e a eficiéncia aumentou para 54,7%, mas ainda foi
menor que as obtidas em pH > 6. Nos pHs mais altos ndo houve varia¢do significativa de
eficiéncia de remocéo de DQO, visto que os desvios-padrdo foram muito baixos e as médias de
eficiéncias foram de 73,8%, 76,1%, 75,4% e 72,4% para valores de pH 9, 8, 7 e 6,
respectivamente. Desta forma, o pH 6 foi selecionado para a etapa seguinte, por representar

uma menor adicao de quimicos para o ajuste de pH.

Os ensaios seguintes tiveram como objetivo avaliar a melhor concentracdo de
coagulante, a pH 6, valor determinado anteriormente. E, para isso, Jar Tests foram realizados
nas concentracdes de 80 a 480 mg FeCls/L. A eficiéncia de remocéo de DQO aumentou de
20,7% com a menor concentracdo de FeCls (80 mg/L) até 86,6%, com a concentragdo de 400
mg FeCls/L. Na concentracdo de 480 mg/L, a média de remocéo (86,2%) foi similar a méaxima
obtida com 400 mg/L (Figura 8). Ao final da etapa de sedimentacdo, o pH do sobrenadante
apresentou valor similar ao pH inicial.
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Figura 8: Eficiéncia média de remocéo de DQO das suspensdes de S. subsalsus em Jar Tests
conduzidos com pH 6 e diferentes concentragdes de FeCls.
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O cloreto férrico é um coagulante tradicionalmente utilizado na coagulacdo/floculagéo
de microalgas e cianobactérias, em diferentes concentracdes, apresentando eficiéncias de
remocao superiores a 80%. Das et al. (2016) obtiveram eficiéncia de remocéo de 91,4% na
floculacdo de Scenedesmus sp., a pH 6,47 e concentracdo de 96 mg FeCls/L. Surendhiran e
Vijay (2013) também utilizaram sais metalicos na coagulacéo/floculagdo da microalga marinha
Nannochloropsis oculata. Com 400 mg FeCls/L (os autores ndo mencionam o pH da
coagulacdo/floculacédo, somente que o pH do meio de cultivo era ajustado para 8), a eficiéncia
de remocdo obtida foi de 93,8%; entretanto, a estrutura celular foi danificada. Para que a
eficiéncia de 95,8% fosse alcancada com Scenedesmus quadricauda, Daneshvar et al. (2020)
utilizaram 700 mg FeCls/L, em pH 11. Seo et al. (2015) utilizaram FeCls como coagulante para
a concentracdo de Chlorella sp. KR-1. Neste estudo, a maior concentracao de biomassa ocorreu

sob pH 3 e concentracdo de 200 mg FeCls/L.

Quando comparado aos demais estudos na literatura, para a coagulacdo/floculacdo de
suspensdes de microalgas e cianobactérias de agua doce e marinha, este experimento apresentou
pH e concentracdo ideal de coagulante compativel com os relatos, dentro do intervalo observado
(pH 3,0 — 11,0 e 96 — 700 mg FeCls/L). Entretanto, mesmo na condi¢éo ideal, a eficiéncia de
remoc¢ado de DQO ndo atingiu 90% com a espécie Synechococcus subsalsus estudada.

A Figura 9 mostra o aspecto visual dos béqueres nos experimentos de Jar Test na
condicdo 6tima de pH 6, e diferentes concentracdes do coagulante FeCls, ao final da etapa de
sedimentac&o da biomassa. E possivel observar, na concentracéo de 400 mg FeCls/L (béquer E
na Figura 9), a formacdo de duas camadas distintas: ao fundo, uma camada compacta de
pequenos flocos de células de S. subsalsus e, acima desta, uma camada de sobrenadante com
coloracdo amarelada. Na Figura 10 encontra-se uma foto mais aproximada do béquer na

condicdo de pH 6 e 400 mg FeCls/L no inicio e ao final da etapa de sedimentagéo.
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Figura 9: Aspecto visual dos béqueres ao final da etapa de sedimentacdo da biomassa no Jar
Test conduzido com pH 6 e diferentes concentragdes de FeClz (A = 80 mg/L; B = 160 mg/L;
C =240 mg/L; D = 320 mg/L; E = 400 mg/L; F = 480 mg/L).
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Figura 10: Aspecto visual do béquer no inicio (A) e ao final da etapa de sedimentacéo (B) da
biomassa no Jar Test conduzido com pH 6 e 400 mg FeCls/L.
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Além da eficiéncia de remoc¢do de DQO, o Fator de Concentracdo (FC) também foi
utilizado para a avaliacdo da densificacdo da biomassa de S. subsalsus, ap6s os Jar Tests. O
fator de concentracéo foi calculado nos ensaios com as condic¢des 6timas de pH e concentracdo
de FeCls (Figura 11). Para o cloreto férrico, o FC foi medido em 6 amostras na condi¢do 6tima
de floculacdo, definida nos ensaios anteriores: pH 6 e 400 mg FeClz/L. O fator de concentragéo
variou entre 2,03 e 7,71, apresentando média de 5,0 + 2,3. Considerando que a concentracao
inicial de S. subsalsus média foi de 427 mg SST/L, ap0s os Jar Tests na melhor condicdo a

biomassa apresentou concentracdo de 2,1 g SST/L.
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Figura 11: Fator de Concentracao para a condicdo 6tima de pH e concentracéo de FeCls.

E notavel que os trés primeiros ensaios (1, 2 e 3) conduzidos na condicdo ideal
apresentaram menores fatores de concentracao, quando comparados aos trés ultimos (4, 5, 6).
Uma hipétese para este fato é a forma como os cultivos foram expostos a iluminacéo durante o
periodo de crescimento nos shakers. Nos cultivos 1, 2 e 3, os erlenmeyers contendo as
suspensdes estavam posicionados mais proximos a lampada. Ao final do periodo de
crescimento, estes cultivos apresentaram coloracdo verde clara e, em alguns casos, levemente
amarelada. A proximidade com a fonte luminosa pode ter contribuido para uma alteracdo das
caracteristicas das células e da composi¢cdo quimica das suspens@es. Ao final dos Jar Tests,
apos o tempo de sedimentacdo, este grupo de cultivos resultou em uma biomassa menos

compactada no fundo dos béqueres e, consequentemente, em menores fatores de concentragéo.
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levina e Romagnoli (2020) avaliaram o crescimento das espécies de microalgas
Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris e Chlorella reinhardtii, sob diferentes intensidades
luminosas, que variavam de 30 a 200 pmol/m?.s. As microalgas foram cultivadas por 10 dias,
em fotoperiodo de 16:8 h (claro/escuro). Os autores constataram que a concentracdo de
biomassa aumentou com o aumento da intensidade luminosa. O aumento de 50 para 150
umol/m?.s favoreceu o crescimento das células de C. vulgaris e C. reinhardtii, e 0 aumento para
200 pmol/m?.s favoreceu o desenvolvimento da microalga C. sorokiniana. A maxima
concentracdo de biomassa foi de 1,13 g/L para C. sorokiniana, sob intensidade luminosa de 200
umol/m?.s. C. vulgaris e C. reinhardtii apresentaram concentracdes maximas de biomassa de
1,05 e 1,06 g/L, respectivamente, para 150 pmol/m?s. As trés espécies apresentaram
concentragdes minimas de 0,82 (C. vulgaris) e 0,75 g/L (C. sorokiniana e C. reinhardtii), para
a intensidade luminosa de 50 pmol/m?.s. O estudo apontou que a intensidade luminosa é um
dos fatores preponderantes ao crescimento das células. Nzayisenga et al. (2020) também
avaliaram o desenvolvimento de quatro espécies de microalgas: Chlorella vulgaris,
Desmodesmus sp., Ettlia pseudoalveolaris e Scenedesmus obliquus. As espécies foram
cultivadas em periodos de 8 a 15 dias, em faixas de intensidade luminosa de 50, 150 e 300
HUE/m2;s. Assim como observado no estudo anterior, o aumento da intensidade luminosa
também favoreceu o aumento da concentracdo de biomassa. Nas suspensdes de Desmodesmus
sp., cultivadas por 15 dias, o aumento de intensidade luminosa de 50 para 300 PE/m?Z.s,
representou um aumento na concentracdo de biomassa de 0,5 para 1,4 g/L. Analogamente, a

concentracgdo de S. obliquus aumentou de 0,7 para 1,2 g/L.

Como visto, a exposicdo as diferentes intensidades luminosas pode proporcionar
modificacOes nas caracteristicas das células das microalgas e na composi¢do dos cultivos, como
0 aumento ou reducdo da taxa de crescimento. Entretanto, para a comprovacao da hipdtese de
influéncia da iluminacdo nas caracteristicas de S. subsalsus, novos estudos precisam ser

realizados.

5.2.2. Ensaios com quitosana de baixa massa molecular

Nos ensaios de Jar Test iniciais, a concentracdo de 100 mg/L de coagulante foi fixada
para se avaliar a melhor condicdo de pH dentro da faixa de 4 a 9. Neste cenario, a eficiéncia

média de reducdo de DO das triplicatas realizadas apresentou valores muito reduzidos de 6,7%,
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29,8%, 11,1% e 7,1% para pH 4, 5, 8 e 9, respectivamente. Melhores valores de reducdo de
D.O. foram obtidos nos pHs 6 e 7, de 96,4% e 98,7%, respectivamente (Figura 12). Por
apresentar menor necessidade de adicdo de &cido para ajuste de pH, o pH 7 foi selecionado

como ideal para a etapa seguinte de verificacdo da melhor concentracdo de coagulante.
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Figura 12: Eficiéncia média de redugdo de DO (densidade Optica) das suspensdes de S.
subsalsus em Jar Tests conduzidos com 100 mg quitosana/L e diferentes valores de pH
inicial.

Posteriormente, 0s ensaios tiveram como objetivo determinar a melhor concentracéo de
coagulante em pH 7. E, para isto, Jar Tests foram realizados com concentracdes de quitosana
de 20 a 120 mg/L. Como observado nos ensaios com FeCls, a eficiéncia média de reducéo de
DO aumentou com a concentracdo de quitosana, de 11,5% com 20 mg/L, para 97,2% com 100

mg/L. Com 120 mg/L, a DO teve menor reducéo (67,4%), conforme observado na Figura 13.
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Figura 13: Eficiéncia média de reducdo de DO das suspensdes de S. subsalsus em Jar Tests
conduzidos com pH 7 e diferentes concentragdes de quitosana.

Durante os experimentos com a quitosana de baixo peso molecular, a concentracao de
coagulante necessaria para a formacao de flocos consistentes e, consequentemente, obtencao
de um sobrenadante limpido, variava de acordo com a concentragdo inicial de biomassa de S.
subsalsus. Xu et al. (2013) observaram comportamento semelhante nos experimentos de
floculagdo da microalga Chlorella sorokiniana, também utilizando quitosana em pé
proveniente de casca de caranguejo (Sigma-Aldrich). A concentracdo de quitosana necessaria
para a melhor densificacdo ser atingida aumentou proporcionalmente com a concentracdo de

células no cultivo no estudo apresentado pelos autores.

Ao avaliar os primeiros sete Jar Tests realizados com a quitosana de baixo peso
molecular, observou-se que nos ensaios com pH 7 havia uma relacdo mais favoravel entre a
concentracdo de quitosana e a concentracgdo inicial da suspensdo de S. subsalsus. Na Figura 14
sdo apresentados resultados de DO final (no sobrenadante) de véarios ensaios conduzidos a pH
7, com diferentes razdes entre a concentracdo de quitosana de baixo peso molecular e a
concentracdo do cultivo (medida como Sélidos Suspensos Totais). Quanto menor a DO final

no sobrenadante, maior a redugéo de DO da suspensao e maior a densificacdo da biomassa.
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Figura 14: Relacdo entre DO final e razdo massica entre quitosana de baixo peso molecular e
solidos suspensos totais (SST) adotada nos ensaios Jar Test a pH 7. No retdngulo em
vermelho estdo destacados os ensaios com os melhores resultados de concentracdo da

biomassa.

Como pode ser observado na Figura 10, a DO do sobrenadante foi baixa para um grupo
de ensaios (destacados no retdngulo em vermelho na figura) nos quais a razdo entre a
concentragcdo de quitosana e a concentragdo do cultivo se situava entre 0,232 e 0,338 (g
quitosana/g SST). Nestes ensaios, ndo havia células suspensas no sobrenadante e a maior parte
da biomassa era concentrada. Considerando que a menor razao (quitosana/SST) observada foi
igual a 0,232 (g/g), novos ensaios foram realizados com a razéo igual a 0,300 (adotando-se uma

margem de seguranca de 25 %).

A fim de confirmar a razdo quitosana/SST de 0,3 g/g e pH 7 como condicéo ideal de
concentracdo da biomassa, seis grupos de ensaios Jar Test foram executados nesta condicgéo,
com diferentes cultivos da biomassa. A eficiéncia média de reducdo de DO de cada Jar Test €
apresentada na Figura 15. A reducdo média de DO variou entre 88,7% e 98%. A média de

reducdo de DO, considerando todos 0s seis ensaios realizados, foi de 94,5 £ 3,2 %.
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Figura 15: Eficiéncia média de reducdo de DO de diferentes cultivos de S. subsalsus em Jar
Tests conduzidos com pH 7 e 0,3 g quitosana/ g SST.

Os Jar Tests para esta nova condicdo, a pH 7, apresentaram um sobrenadante mais
limpido ap6s a sedimentacdo, bem como valores de densidade dptica mais baixos.
Diferentemente do observado nos ensaios com cloreto férrico, onde duas camadas distintas
foram formadas apds a sedimentacdo (uma camada de sobrenadante e outra camada com a
biomassa floculada), os ensaios com a quitosana de baixo peso molecular apresentaram
formacéo de aglomerados depositados no fundo do béquer, como apresentado na Figura 16 a

sequir.
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Figura 16: Aspecto visual do béquer no inicio (A) e ao final da etapa de sedimentacdo da
biomassa no Jar Test conduzido com pH 7 e 0,3 g de quitosana de baixo peso molecular/ g
SST (B — vista lateral e C — vista superior).

Chua et al. (2019) compararam a eficiéncia de concentragdo de cultivos de
Nannochloropsis sp. com os floculantes sulfato de aluminio, cloreto férrico e quitosana. Em
concentracOes de 87,5 mg Al2(SOa)s/L, 87,5 mg FeCls/L e 22 mg Quitosana/L, as eficiéncias
obtidas foram de 95,2 %, 95,6 % e 97 %, respectivamente. Zhu et al. (2018) observaram que a
concentracdo inicial do cultivo de microalgas é determinante na quantidade de quitosana
requerida para floculacdo. Para cultivos de Chlorella vulgaris com concentracéo inicial de 1,2
g/L, a concentracao de quitosana utilizada para se alcancar a eficiéncia de 91,9 % foi de 250
mg/L. Entretanto, para um cultivo da mesma espécie, com concentracdo inicial de 0,5 g/L, a
concentragdo de 50 mg quitosana/L foi suficiente para atingir a eficiéncia de 92,3%. No estudo
de Loganathan et al. (2018), a eficiéncia de remocao de turbidez foi de 87,3%, sob pH 8,2, no
tratamento de um bloom de algas marinhas com concentracdo de quitosana igual a 30 mg/L. O
mesmo estudo apontou a mistura de FeCls (5 mg/L) e quitosana (2,5 mg/L) como uma
possibilidade promissora, ao atingir a eficiéncia de remocéo de turbidez de 97,2% para a mesma

suspensdo de algas marinhas.

Os resultados obtidos neste trabalho, com a espécie S. subsalsus e quitosana de baixo
peso molecular, vao ao encontro dos resultados obtidos nos estudos supracitados com outras
especies e tipos de quitosana. A condicdo Otima se situou dentro do intervalo de valores
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observados nesses mesmos estudos (pH 6,5 — 9,9 e 20 — 250 mg Quitosana/L) e levou a
eficiéncias de reducdo de DO acima de 90%.

O fator de concentracéo foi calculado para a melhor condicédo de pH e concentracdo de
quitosana de baixo peso molecular, nos ensaios de coagulagdo/floculacdo. Esta condicdo foi
observada em pH 7 e com propor¢éo de coagulante para solidos suspensos totais de S. subsalsus
de 0,3 (g/g). O fator de concentracdo, calculado em 4 amostras, variou entre 29,51 e 32,72, com
média de 31,9 £ 1,6 (Figura 17). Ou seja, ao final da etapa de sedimentacdo dos Jar Tests, a

biomassa apresentou concentragdo de 13,6 g SST/L.
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Figura 17: Fator de Concentracdo para a condicdo ideal de pH e concentragdo de quitosana de
baixo peso molecular.

Comparando o fator de concentracdo médio, nas condi¢es ideais de pH e concentracao
de coagulante, dos experimentos com cloreto férrico e quitosana de baixo peso molecular, fica
evidente que a quitosana apresenta fator de concentracdo de biomassa 6 vezes maior que 0
cloreto férrico. Apesar da necessidade de alta concentracdo de quitosana (~ 100 mg/L), quando
comparada aos valores reportados na literatura com outras espécies de microalgas (Tabela 14),
este estudo apresentou eficiéncias de reducdo de DO elevadas, e, consequentemente, alta
concentracdo de biomassa. Ademais, é possivel observar que a concentracdo de quitosana de
baixo peso molecular utilizada para se atingir a condicéo ideal de coagulacao/floculacéo foi,
aproximadamente, quatro vezes menor do que a concentracao ideal observada nos ensaios com
FeCls. Esta menor concentracdo para a quitosana, em comparagdo ao FeCls, também foi

observada em outros estudos apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Eficiéncias de concentracdo de diferentes biomassas de microalga por
coagulacao/floculagédo em comparacdo com o presente trabalho.

Espécie Tipo/Concentracéo de pH  Eficiéncia Referéncia
Floculante (%)
PAC 40 mg/L 7,5 66,6
Phaedactylum
tricornutum Alx(SO4)s 30 mg/L 5.9 82,6 SIRIN etal. (2012)
Quitosana 20 mg/L 9,9 91,8
FeCl; 400 mg/L - 93,8
F82(SO4)3 600 mg/L - 87,3
Nannochloropsis ZnCl, 600 mg/L - 89,1 SURENDHIRAN e
oculata ZnSO. 600 mg/L - 84,2 VIJAY (2013)
AICl; 600 mg/L - 85,5
Al(SO4); 800 mg/L - 82,3
Alx(SO4)3 152 mg/L 100
Chlorella sp. 6-8,1 SANYANO et al. (2013)
FeCl; 143 mg/L 100
Chlorella sp. KR-1 FeCls 200 mg/L 3 90 SEO et al. (2015)
Al(SO4); 180 mg/L - 87
Chlorococcum sp. FeCl; 114-130 mg/L - 92 UMMALYMA et al.
R-AP13 (2016)
Quitosana 40 mg/L ) 84
FeCl; 20-50 mg/L + Quitosana ]
Chaetoceros gracilis 10-50 mg/L 5-9 95,1 -100 PEREZ et al. (2016)
Polimero Catidnico 5 mg/L 6.5 97 GERCHMAN et al.
Chlorella vulgaris Quitosana 20 mg/L 90 (2017)
Nannochloropsis s Al(SOu)s 87,5 mgfL 9,2
BR? Pets b FeCl; 87,5 mg/L 10 95,6 CHUA etal. (2019)
Quitosana 22 mg/L 97,9
Scenedesmus FeCls 700 /L 1 9.8 DANESHVAR et al.
quadricauda 7 85 (2020)
Synechococeus FeCls 400 mg/L 6 86,6
subsalsus Quitosana 0,300 g/g biomassa Este estudo
(~100 mg/L) 7 94,5

O pH 7, obtido na condigdo 6tima dos experimentos com a quitosana, também é um
ponto importante e positivo. Para que a biomassa concentrada seja utilizada posteriormente na
etapa de digestdo anaerobia, é crucial que o pH selecionado esteja dentro de um intervalo
adequado (6,0 — 8,3) e ndo inibitério & producdo de biogas (GUTIERREZ et al., 2015).
Enquanto floculante, a quitosana apresenta vantagens intrinsecas: trata-se de um polimero
cationico, biodegradavel e ndo-tdxico, resultante da acetilacdo da quitina, presente nas cascas
de crustaceos (CHEN et al., 2014; SAJJAD et al., 2017). Ademais, como demonstrado neste
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estudo, apresentou resultados promissores em dosagens inferiores aquelas apresentadas pelos

coagulantes tradicionais, como o cloreto férrico.

5.3. ENSAIOS DE APROVEITAMENTO DO SOBRENADANTE COMO MEIO DE
CULTIVO

Apos 0s ensaios de Jar Tests com a adi¢do de coagulantes as suspensdes de S. subsalsus,
os flocos formados pelas células da cianobactéria se depositaram no fundo do béquer. Com isso,
a fracdo liquida restante, o sobrenadante, foi vertido para que a biomassa concentrada ficasse

disponivel para utilizacdo em outros estudos.

Este sobrenadante representa a maior fracdo em um cultivo, como observado durante os
ensaios, e seria descartado como um residuo liquido ao final de todo o processo. Desta forma,
a reutilizagdo do sobrenadante para a producéo de novos cultivos se torna uma alternativa mais
sustentavel, reduzindo a necessidade de adicdo de dgua potavel na producao de novos cultivos.
Além disso, os nutrientes disponiveis no sobrenadante podem influenciar positivamente o

crescimento das células de microalgas e cianobactérias (ZHU et al., 2018).

Cinco grupos de cultivo foram preparados, em triplicata, com diferentes proporg¢des de
misturas do sobrenadante filtrado e meio BG-11. Os cultivos foram inoculados com a
cianobactéria Synechococcus subsalsus e a densidade 6ptica de cada grupo foi medida em
comprimento de onda de 750 nm por 15 dias. As curvas de SST (mg/L) x tempo (dias) obtidas

para cada proporcao sobrenadante: meio BG-11 (% v/v) s@o apresentadas na Figura 18.
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Figura 18: Crescimento de S. subsalsus nos grupos de cultivo com diferentes propor¢oes de
sobrenadante: meio BG-11 (% v/v) durante 15 dias.

No periodo de acompanhamento do crescimento dos grupos de cultivo, observou-se que
as células de S. subsalsus apresentaram comportamento similar nos cinco grupos. Na fase de
crescimento exponencial, os cultivos apresentavam coloracédo verde clara, com leituras de D.O.
estatisticamente iguais ao grupo controle (100% meio BG-11), o que sugere que a presenca do
sobrenadante filtrado até a proporcao de 80% (v/v) no meio de cultivo ndo comprometeu o
desenvolvimento das células. Akis e Oz¢imen (2019) também analisaram a reutilizagio do meio
de cultivo, apos a floculacdo das espécies Nannochloropsis oculata e Chlorella minutissima.
Os autores observaram que os cultivos inoculados em sobrenadante apresentaram curva de
crescimento similar a curva de cultivos inoculados em meio preparado com agua potavel.
Gerchman et al. (2017) chegaram a mesma conclusdo ao comparar cultivos de Chlorella
vulgaris inoculados em meio Bristol e em meio composto por sobrenadante. Tal qual o estudo

anterior, as curvas de crescimento tambeém apresentaram resultados semelhantes.

Dzuman et al. (2022) avaliaram o retuso do meio de cultivo em 3 ciclos sucessivos de
reciclagem do sobrenadante para a inoculacao da espécie Tetradesmus obliquus. Nesse estudo,
cada ciclo de reciclagem contou com 50 % do meio de cultivo Chu e 50 % do sobrenadante
proveniente do ciclo anterior. As curvas de crescimento dos 4 ciclos, controle (100 % meio
Chu) e 3 ciclos de reciclagem do meio de cultivo foram similares. Tanto no ciclo controle
quanto nos ciclos de reciclagem de meio, apenas o nitrato foi totalmente consumido por T.

obliquus, enquanto os nutrientes ferro, fosfato e potassio foram parcialmente consumidos. Os
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autores também ponderaram que a condicéo de estresse causada pela reducédo de disponibilidade
de nutrientes no meio nos ciclos de reciclagem pode ter favorecido a producéo de lipidios nas
celulas, impactando positivamente a producao de biodiesel.

Em contrapartida, He et al. (2020) apresentaram resultados divergentes ao inocular a
microalga Chlorella vulgaris em meio de cultivo sucessivamente reciclado. Neste caso, a
microalga foi inoculada em meio BG-11, utilizado como grupo controle. Apds o vigesimo dia
de cultivo, a suspensao foi centrifugada e o sobrenadante foi vertido e filtrado para ser
novamente inoculado com C. vulgaris. Desta forma, trés ciclos de reciclagem de meio de
cultivo foram realizados e suas curvas de crescimento foram comparadas ao grupo controle. Os
autores notaram que a cada reutilizacdo do meio de cultivo, a concentra¢ao de biomassa maxima
era reduzida, de modo que, na terceira reciclagem, esta concentracdo chegou a apenas metade
da observada no grupo controle. Ainda de acordo com o estudo, esta redugdo na concentragao
de biomassa esta associada ao aumento da presenca de &cidos graxos ao longo dos ciclos de

reutilizacdo do meio de cultivo.

A reutilizacdo do meio pode ser uma alternativa sustentavel para o cultivo de espécies
de microalgas e cianobactérias, atenuando 0s custos operacionais, ao reduzir a necessidade de
adicdo de nutrientes no meio de cultivo, e a necessidade de adi¢do de agua ao sistema. Para isto,
¢ fundamental que os possiveis mecanismos inibitorios presentes na reciclagem do
sobrenadante da espécie de interesse sejam investigados, a fim de se assegurar a viabilidade de
retso do meio de cultivo (LECINA et al., 2016; PAQUETTE et al., 2022).

Os resultados apresentados neste estudo estdo compativeis com as informacdes obtidas
na literatura, no que diz respeito a coagulagdo/floculacdo de microalgas e cianobactérias. A
selecdo do floculante adequado, bem como a determinacdo de uma condicdo ideal de pH e
concentragdo de floculante, sdo etapas essenciais na densificacdo da biomassa, que sera
destinada a digestdo anaerdbia para producdo de biogéas. A otimizacdo destes parametros
contribui para o sucesso do projeto, na medida em que explicita as caracteristicas da biomassa
que sera submetida a digestdo anaerdbia. A reutilizacdo do sobrenadante também é uma
alternativa interessante para a reducdo de custos do projeto, pois reduz a pegada hidrica e o
consumo de nutrientes. Adicionalmente, o estudo em si contribui para o desenvolvimento de
experimentos com a cianobactéria Synechococcus subsalsus, elucidando o seu comportamento

de crescimento e caracteristicas visuais.
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6. CONCLUSOES

Ambos os floculantes estudados (cloreto férrico e quitosana de baixo peso molecular)
apresentaram eficiéncias de remocdo de DQO e reducdo de DO superiores a 85% em suas
respectivas condi¢des ideais. Os pHs obtidos para a condi¢do 6tima (6 — 7) também estdo
adequados a etapa posterior de digestdo anaerdbia. Entretanto, ao comparar as condicdes
Otimas, a concentracgéo de quitosana (0,3 g/g biomassa ou cerca de 100 mg/L) utilizada foi cerca
de quatro vezes menor do que a concentracdo de cloreto férrico. Além disso, a capacidade de
concentracdo de biomassa de S. subsalsus com a quitosana foi seis vezes maior do que a
observada com o cloreto férrico. A estes resultados, soma-se o fato de que a quitosana é um
polimero catidnico, biodegradavel e ndo toxico e, portanto, ndo contaminard a biomassa

floculada.

A reutilizacdo do sobrenadante dos experimentos com cloreto ferrico apresentaram
resultados promissores. Durante os primeiros 15 dias de cultivo de S. subsalsus, todos 0s grupos
de cultivo apresentaram medicGes de solidos suspensos totais (mg) semelhantes aquelas
observadas no grupo controle, apresentando curvas de crescimento similares. Os resultados
sugerem que a utilizacdo de 80 % (v/v) de sobrenadante na composicdo da mistura para

inoculacdo da cianobactéria € uma alternativa viavel.
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SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

A partir do estudo e dos resultados encontrados neste trabalho, a seguir séo listadas

algumas sugestbes para 0s proximos pesquisadores que trabalhardo com a cianobactéria

Synechoccocus subsalsus.

Utilizar as suspensdes dos cultivos para experimentos no vigésimo dia, no inicio da fase
estacionaria;

Avaliar a influéncia da intensidade luminosa nas caracteristicas das células de S.
subsalsus e no crescimento dos cultivos;

Medir o Potencial Zeta das suspensdes e avaliar a sua influéncia nas condi¢fes 6timas
de floculacdo de biomassa, com os floculantes cloreto férrico e quitosana de baixo peso
molecular;

Explorar a sedimentacdo gravitacional e a autofloculacdo, enquanto meétodos para a
sedimentacéo de S. subsalsus;

Submeter a biomassa densificada de S. subsalsus a digestdo anaerdbia e avaliar a
producdo de biogas;

Estimar os custos operacionais do processo de coagulacdo/floculacdo nas condicOes
ideais definidas.

Avaliar os limites da reutilizacdo dos sobrenadantes, provenientes de experimentos com
cloreto férrico e quitosana, no crescimento de S. subsalsus, em diferentes ciclos de

reciclagem de meio.
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Figura 19: Curva de correlacdo entre Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Sélidos
Suspensos Totais (SST) (mg/L).
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Figura 20: Curva de correlagdo entre Densidade Optica (DO) e Solidos Suspensos Totais
(SST) (mg/L).
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