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RESUMO

As lagoas de alta taxa (LATS) compreendem um dos tipos de sistema de cultivo algal e
fornecem tratamento para diversos efluentes com eficiéncia e economia. Entender as
limitacbes e os mecanismos do processo fotossintético, assimilacdo de nutrientes,
degradacdo de compostos organicos e consequente crescimento das microalgas/bactérias
sdo fundamentais para o tratamento de &guas residuais e alta produtividade de biomassa.
Em sintese, o estudo trouxe varias contribuicGes para a literatura. Primeiramente, o foco
foi o cultivo de algas em LAT com o efluente do reator UASB da Estacao de Tratamento
de Esgoto da UFLA como fonte de nutrientes (fésforo, nitrogénio e matéria organica).
Atraveés da manutencdo da temperatura e tempo de detencdo hidraulica (TDH) foi possivel
determinar a melhor condicdo de cultivo com alta produtividade de biomassa, assim
como, por analises de laboratério foi possivel determinar a eficiéncia de remocdo em
conformidade com as legislacbes ambientais vigentes para disposicdo de efluentes em
corpos d’agua. Sob TDH de 10 dias e temperatura variavel ao longo do dia foram
observadas a produtividades primaria e total de biomassa de 0,13 e 4,85 g m? d*,
respectivamente. Nesta condicdo de operacao, a remocao de nitrogénio amoniacal, DQO
e fosforo total foram de 89,86, 54,41 e 42,39%, respectivamente. Apds, a composi¢do
bioquimica da biomassa gerada foi analisada com a finalidade de orientar futuramente o
desenvolvimento de rotas de conversdo energética. O sistema proposto obteve eficiéncias
de remocdo acima do exigido pela legislacdo e a capacidade de gerar biomassa com
significativas propriedades para conversdo energética, destacando-se o contetdo de
carboidratos de 19,61%.

Palavras-chave: Cultivo em efluente; Recuperacdo de nutrientes; Biocombustiveis;
Conversao energética.
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ABSTRACT
The high rate algal ponds (HRAP) comprise one of algal cultivation system types and

provide treatment for various effluents with efficiency and economy. Understanding the
limitations and mechanisms of the photosynthetic process, nutrients assimilation,
degradation of organic compounds and consequent microalgae/bacteria growth are
fundamental for the wastewater treatment and high biomass productivity. In summary,
the study brought several contributions to the literature. First, the focus was algae
cultivation in HRAP with UASB reactor effluent from the Wastewater Treatment Plant
at UFLA as a source of nutrients (phosphorus, nitrogen and organic matter). By
maintaining the temperature and hydraulic retention time (HRT) it was possible to
determine the best cultivation condition with high biomass productivity, as well as, by
laboratory analysis, it was possible to determine the removal efficiency in accordance
with current environmental legislation for effluents disposal in water bodies. Under HRT
of 10 days and variable temperature throughout the day, primary and total biomass
productivity was observed at 0.13 and 4.85 g m d, respectively. In this operating
condition, the removal of ammonia nitrogen, COD and total phosphorus were 89.86,
54.41 and 42.39%, respectively. Afterwards, the biochemical composition of generated
biomass was analyzed in order to guide energy conversion routes development in the
future. The proposed system obtained removal efficiencies above those required by
legislation and the ability to generate biomass with significant properties for energy
conversion, highlighting the carbohydrate content at 19.61%.

Keywords: Cultivation in effluent; Nutrient recovery; Biofuels; Energy conversion.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A producdo de esgoto doméstico per capita, assim como suas caracteristicas fisica,
quimica e bioldgica, depende diretamente de fatores como a renda familiar e a localidade,
possuindo valor médio de 200 L hab™ dia* (ARAUJO, 2003). Em sua composi¢io pode-
se encontrar 99,9% de &gua e apenas 0,1% de sélidos, sendo que aproximadamente 75%
desses solidos, sdo matéria organica (JORDAO; PESSOA, 1995; NUVOLARI, 2003).
Dentre 0s componentes que estdo presentes, destaca-se: material solido particulado
suspenso, compostos organicos, nutrientes (nitrogénio e fosforo), metais, sélidos
dissolvidos, compostos inorgénicos, solidos inertes, solidos grosseiros, organismos
patogénicos e dependendo do efluente, compostos toxicos (NETO; CAMPOS, 1999). Os
compostos organicos contidos nos esgotos sdo principalmente proteinas (40-60%),
carboidratos (25-50%), gorduras/6leos (10%), surfactantes, fendis, entre outros
(JORDAO; PESSOA, 1995).

Para o tratamento bioldgico de efluentes, o tratamento secundario pode ser feito
utilizando os Reatores Anaerobios de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo (UASB —
Upflow Anaerobic Sludge Blanked Reactor), destacando-se devido a sua adaptacdo as
condic@es climaticas, operacionalidade simples, baixa producdo de lodo, possibilidade de
energia através do biogds e baixos custos (CATUNDA; VAN HAANDEL, 1987;
CHERNICHARO, 1997; LETTINGA et al., 1980). O processo anaerébio apresenta
vantagens em relacdo aos processos convencionais quando construido em locais de clima

tropical, como é o caso das cidades brasileiras.

A temética do tratamento terciario de efluentes utilizando algas torna-se factivel ao
proporcionar alta eficiéncia de remogéo de organismos patogénicos e nutrientes, assim
como possibilita a recuperacdo da biomassa. Dentre os sistemas de cultivo, destacam-se
as Lagoas de Alta Taxa (LAT) devido a sua eficiéncia energética, baixo custo operacional
e simplicidade de construcdo. Os primeiros estudos das LATSs foram desenvolvidos por
Oswald e colaboradores na década de 1950 como uma alternativa as lagoas facultativas,
mostrando maior remogdo de compostos organicos e nutrientes (CRAGGS;
LUNDQUIST; BENEMANN, 2012).



Os sistemas de cultivo em LATs podem conter bactérias aerébicas e microalgas,
além de outros organismos como protozodrios, helmintos e fungos, para sintetizar
compostos ricos em proteinas e lipidios a partir da decomposicao bioldgica da matéria
organica. Quando as microalgas crescem em aguas residuais com grande concentracéo de
nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo) e matéria organica, a relacdo simbiotica
resultante com as bactérias é capaz de criar uma eficiente tecnologia em termos
energéticos e com baixo consumo de insumos (Figura 1). As algas, além de fornecerem
oxigénio para bactérias, sdo capazes de adsorver e remover metais pesados dos efluentes
(OSWALD, 1987).

Figura 1 — Relacdo ciclica simbidtica entre bactérias e as algas em uma LAT com efluente

como meio de cultura.
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Fonte: Adaptado de Nurdogan (1989).

Juntamente com o tratamento de aguas residuais, o cultivo de algas pode
proporcionar rotas de conversdo da biomassa em energia, mostrando-se uma alternativa

para a diversificacdo da matriz energetica e contribuicdo parcial frente ao aumento



populacional mundial associado consequentemente ao aumento da demanda por energia
em niveis que podem comprometer o crescimento econdmico. Atualmente, a matriz
energética é suprida principalmente por fontes ndo renovaveis de energia como 0s
combustiveis fosseis, cuja instabilidade dos precos e questdes ambientais (poluicdo do ar
e as mudancas climaticas) sdo fatores cada vez mais discutidos internacionalmente. No
que tange as mudancgas climaticas, citando Pires et al. (2012), o equilibrio entre as
emissoes e fixacdo de CO- pode ser alcancado por trés estratégias: melhoria da eficiéncia
dos processos energéticos; desenvolvimento de energias renovaveis competitivas;
protecdo e recuperacdo florestal. Neste contexto, o processo produtivo dos
biocombustiveis a partir de algas apresentam o potencial de reduzir, as emissdes de
dioxido de carbono para a atmosfera e ndo competem pelo uso da terra com culturas

agricolas para 0 mercado de alimentacéo.

A cultura algal atraiu a atencdo da comunidade cientifica devido a sua alta
produtividade de biomassa. Dalrymple et al. (2013) citam que as taxas de producao
comercial em LAT podem alcancar até 40 g m d, representando valores para um
processo industrial de cultivo. Segundo Chisti (2007) as altas taxas de crescimento aliadas
a capacidade de fixacdo de CO, séo caracteristicas fundamentais para consideragdes
como alternativa promissora para a producao de biocombustiveis. Entretanto, o custo de
producdo ainda € um fator limitante, com a escala industrial restrita a produtos de alto
valor agregado. O aumento nos precos dos nutrientes € uma das contribuicdes
significativas para o custo da producdo. Sendo assim, para obter biomassa algal a baixo
custo, a integracdo dos processos deve ser realizada. A utilizacdo de aguas residuais
também apresenta a vantagem de reduzir a necessidade por dgua doce, além de servir de
fonte de nutrientes. Outros aspectos como a eficiéncia energética dos processos de
separacao e processamento da biomassa também devem ser levados em consideracdo para

viabilizar o potencial energético.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial de producgéo de biomassa e tratamento de efluente em lagoa de
alta taxa utilizando efluente do reator UASB da Estacdo de Tratamento de Esgoto da
Universidade Federal de Lavras (ETE/UFLA).



2.2 Objetivos Especificos

o Determinar a produtividade de biomassa microalgal/bacteriana;

o Determinar a eficiéncia de remocdo de matéria organica e nutrientes;

o Avaliar o efeito da manutencéo da temperatura em 28 °C e TDH de 5 e 10 dias na
produtividade de biomassa e remoc¢éo de matéria organica e nutrientes;

o Caracterizacdo bioquimica da biomassa para potencial valorizagdo energética.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INTRODUCAO

A crescente industrializacdo e urbanizacéo, aliadas a uma conscientizagdo sobre a
necessidade de um ambiente limpo e verde, forcaram os ambientalistas, industriais e
governos a procurar solucgdes eficientes, duradouras e econémicas para o tratamento e a
reciclagem de &guas residuais. Os tratamentos de aguas residuais industriais e domésticas
por processos fisicos e quimicos sdo invariavelmente caros para a implementagcdo em
industrias, particularmente em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos. Portanto,
a importancia do tratamento bioldgico de baixo custo das dguas residuais usando culturas
de algas/bactérias, em comparacdo com as estacOes de tratamento de aguas residuais
convencionais, atraiu a atencdo dos pesquisadores em todo o mundo. A vantagem
comparativa deste tratamento depende das caracteristicas do efluente, principalmente sua
biodegradabilidade (razdo DBO/DQO). As culturas apresentam as suas vantagens de
crescimento répido, alto teor de lipidios/carboidratos, sinergia com a biofixacdo de CO-
e biorremediacao de &guas residuais.

O sistema de algas mostra-se uma alternativa eficiente no tratamento de aguas
residuais e é capaz de produzir subprodutos como a biomassa, capaz de ser convertida em
biocombustiveis. Cultivos em larga escala em LATSs apresentam simplicidade construtiva
e custo operacional inferior se compararmos com os sistemas de cultivo fechado, assim
como maior area Util. Este capitulo apresenta as bases dos mecanismos, vantagens e
limitacBes do cultivo de alga em LATS, abordando também, as técnicas de separacao e as

rotas de conversao da biomassa em biocombustiveis.

3.2 Microalgas

As microalgas sdo organismos com dificil valoracdo taxondmica, j& que 0 home
define organismos muito distintos entre si quanto sua origem e caracteristicas. Podemos
diferenciar as macroalgas (com dimensGes macroscopicas) das microalgas (com
dimensdes microscépicas) (LOURENGCO, 2006). Podem compreender 0S grupos
procaridticos ou eucaridticos, sendo capazes de crescer rapidamente e viver em condi¢des
adversas devido a sua simples morfologia. As espécies procarioticas sdo conhecidas como

cianobactérias (Cyanophyceae) e as eucaridticas compreendem as algas verdes



(Chlorophyta), diatomaceas (Bacillariophyta), entre outros grupos (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

Através do sequenciamento genético, assim como dados do cloroplasto e do
genoma nuclear, as algas verdes podem ser divididas em dois grupos, os clordéfitos e
chardfitos. Constituindo um dos maiores grupos conhecidos, com grande variedade de

niveis de organizac&o.

As cianobactérias, ou algas azuis, sdo conhecidos como 0 grupo mais antigo de
algas. A principio, sua classificacdo era estritamente baseada na morfologia. A maioria
das espécies possuem clorofila-a, ficocianina e ficoceritrina como moléculas de captacédo
da luz. As cianobactérias sdo autotréficas, fotossintetizantes e liberam oxigénio em seus
processos metabdlicos, compartilhando a ecofisiologia com algas eucariéticas
(CHISHOLM et al., 1992).

As espécies de algas vermelhas possuem clorofila-a e ficobilisomos (complexos de
pigmentos com aloficocianina, ficocianina e ficoceritrina), encontrados na superficie das
membranas dos tilacdides. Sdo caracterizadas por ndo possuir flagelos e centriolos
durante todo o ciclo de vida. Segundo Yoon, Mukerjea e Robyt (2003) a base da arvore

filogenética apresenta muita diversidade entre as espécies.

Fotossinteticamente, as algas sdo capazes de usar a luz solar para metabolizar o
diéxido de carbono (CO2) em compostos organicos [Cn(H20)n], gerando oxigénio como
subproduto. O crescimento normal de microalgas fotoautotroficas pode ser definido pela
seguinte equacdo (REITH et al., 2003):

CO2 + H20 + "energia luminosa" = [Cn(H20)n]+ O2 (1)

Algas heterotréficas obtém nutrientes para seu metabolismo a partir de compostos
organicos produzidos por outros organismos. Grandes quantidades de espécies podem ser
cultivadas exclusivamente em substratos organicos, mostrando uma opcdo viavel em
sistemas com fotobiorreatores fechados para producdo de biomassa e bio-compostos
(MENDES et al., 1995). Para determinadas espécies, a presenca de luz é necessaria para
a assimilagdo dos compostos organicos como forma de nutriente, conhecidas como algas

foto-heterotroéficas.

O crescimento mixotréfico é equivalente a autotrofia e heterotrofia, onde os
compostos organicos e CO sdo necessarios. Lee (1986) relatou que em cultivos com

auséncia de luz a heterotrofia predomina perante a mixotrofia. Em estudo com a espécie
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Chlorella sorokiniana, houve crescimento apenas com glicose durante a noite, enquanto
durante o dia foi utilizado CO: e glicose. Nirmalakhandan et al. (2019) mostraram que 0
crescimento mixotréfico é superior ao crescimento foto-autotrofico quanto a

produtividade, em respectivamente, 0,282 e 0,035 g L1 d™™.

3.3 Fatores que influenciam o cultivo

A relacéo entre fatores quimicos, fisicos e bioldgicos tem fundamental importancia
para 0 crescimento algal, podendo otimizar ou inibir (SKJANES; REBOURS;
LINDBLAD, 2013). Efeitos como a luz, temperatura, pH e nutrientes sdo indicados a

sequir.

3.3.1 Luminosidade

Segundo Derner et al. (2006), o carbono fixado pelas microalgas é influenciado
pela quantidade de luz que as células recebem em cultivo, tendo fator de variacdo a taxa

de crescimento.

Com o excesso de luz pode ocorrer a fotoinibicdo, ou seja, a inibicdo da
fotossintese. Classifica-se este fendmeno como moderado ou intenso, determinando a
fotoinibicdo dindmica ou crénica (TAIZ; ZEIGER, 2006). A fotossintese aumenta
proporcionalmente a intensidade da luz até que a taxa maxima de crescimento alcance o
ponto de saturagdo da luz. Na Figura 2 pode ser observado que a inclinagdo da curva (a)
é compreendida como a eficiéncia maxima de utilizacdo da luz e a intersecdo entre a taxa

maxima de fotossintese Pmax ¢ a ¢ a irradiancia da satura¢do de luz ideal (Ix).

Figura 2 — Dependéncia da fotossintese em relacdo a irradiancia.
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Fonte: Adaptado de Richmond (2004).

Devido ao fluxo de dgua ao dentro da lagoa proporcionado pelas rodas de pas, a
mistura vertical do fluido garante que a biomassa seja exposta intermitentemente a luz
(PARK; CRAGGS; SHILTON, 2013). A luz que penetra a coluna de agua da LAT
diminui exponencialmente em relacdo a profundidade, a medida em que as algas
absorvem ou dispersam a luz. Altas concentrac@es de material particulado ndo algal ou
solidos dissolvidos em aguas residuais podem aumentar significativamente a atenuacéo
da luz, devido a caracteristica turva do meio (BOROWITZKA, 1998).

A alta produtividade de biomassa em baixa profundidade ocorre devido a
penetracdo de luz na agua. Como pode ser observado na Figura 3, a penetracdo de luz na
agua em funcdo do aumento da profundidade da dgua diminuiu drasticamente em LATS
e ambientes aquaticos.

Figura 3 — Reducéo exponencial da penetracdo da luz em funcao da profundidade.
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Fonte: Kim et al. (2018).

Em culturas de larga escala, a relacdo entre a luz e a produtividade se relaciona
devido a densidade populacional das algas, a quantidade de luz variando ao longo do dia

e das estacGes do ano.

A quantidade de luz I na profundidade d pode ser descrita segundo a lei de Beer
Lambert's (KIRK, 1994):

I = I,e(med (2
Onde, I, é a irradiacdo superficial e ne é o coeficiente de extin¢do geral calculado

pela equacdo:

ne = ng + n.[Chla] 3)
Onde, nsé o coeficiente de extingdo de todos os sdlidos em suspensdo (~15 m™), nc

é o coeficiente de extingdo especifico da clorofila-a (0,11 m2 mg™ chla) e [Chla] é a

concentracdo de clorofila-a (mg.m3).

As equagdes mostram que o aumento da densidade celular reduz a quantidade de
luz que atinge as algas mais profundas da LAT, levando a limitacdo da luz das células.
Kroon et al. (1989) modelaram a relagdo entre a densidade populacional (g L™),
produtividade (g m2 d?) e a taxa de crescimento especifica (dia) em cultura outdoor de

Spirulina platensis (Figura 4).

Figura 4 — Relacdo entre a densidade populacional, produtividade e taxa de crescimento.
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Fonte: Adaptado de Kroon et al. (1989).

A alta produtividade acontece quando a taxa de crescimento especifica nao é
maxima e ha alta eficiéncia fotossintética. Estudos realizados por Falkowski (1984)
mostraram que em baixas densidades celulares, a eficiéncia fotossintética é reduzida

devido a fotoinibicdo, dependendo da radiacdo incidente.

Portanto, a luz é de fundamental importancia em culturas de algas, tornando-se
limitante devido a absorcdo pelas células na coluna d'agua. Entretanto, o conteido de
material particulado e a presenca de substancias derivadas das aguas residuais permitem
que a fotoinibicdo ndo aconteca (LAU; TAM; WONG, 1995).

3.3.2 Temperatura

Vérias algas verdes séo capazes de tolerar temperaturas muito baixas (menores que
5°C), como a Chlamydomonas nivalis e Chloromonas nivalis, que podem ser observadas
em locais com gelo e neve (MORGAN-KISS et al., 2006). Em contrapartida a alga
Chlorella sokoriniana apresenta tolerancia de até 42 °C (DE-BASHAN et al., 2008;
SAKAI et al., 1995). Apesar da variacdo dependendo da espécie de cultivo, em vias
gerais, a temperatura étima de cultivo esta entre 20 e 25 °C (BOROWITZKA, 1998).
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A diminuicdo na temperatura de crescimento abaixo do nivel 6timo pode aumentar
0 grau de insaturacdo dos lipidios nos sistemas da membrana celular, particularmente as
membranas dos tilacoides, que sdo responsaveis por proteger 0S Mecanismos
fotossintéticos da fotoinibicdo (RICHMOND, 2004). Segundo Ras, Steyer e Bernard
(2013), cultivos com temperatura étima em relacao a espécie leva ao aprimoramento das
atividades enzimaticas conectadas ao ciclo de Calvin, proporcionando uma fotossintese e
divisdo celular mais eficientes. Por outro lado, acima da temperatura ideal da espécie, a
taxa de crescimento tende a diminuir, devido principalmente ao estresse térmico, podendo
desnaturar proteinas/enzimas essenciais envolvidas no processo fotossintético (RAS;
STEYER; BERNARD, 2013). Estudos realizados por Picot et al. (1994) demonstraram

que a temperatura e radiagéo solar afetam as taxas de remocao de nutrientes pelas algas.

A irradiancia também interage fortemente com a temperatura. A taxa de
crescimento de microalgas aumenta com o0 aumento da temperatura até que a temperatura
ideal seja atingida, quando a temperatura ultrapassa o limite da espécie em cultivo
geralmente ocorre um répido declinio na taxa de crescimento (DAUTA et al., 1990). Em
temperaturas proximas ao ideal para o crescimento, as algas também sdo mais tolerantes
a irradiancias maiores antes da fotoinibicdo. A Figura 5 mostra a relacdo entre

temperatura e irradiancia para a espécie Ankistrodesmus falcatus, normalmente
encontrado em tanques de oxidacao.

Figura 5 — Efeito da radiacdo e temperatura na taxa de crescimento da espécie
Ankistrodesmus falcatus. Irradiancia - pumol photons m2s™,
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Fonte: Adaptado e recalculado de Talbot et al. (1991).
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O aquecimento da LAT leva em consideragéo, principalmente, a temperatura do ar
e a profundidade (AKSU et al., 1998). Lagoas rasas tendem a aquecer rapidamente e
esfriar no comeco da noite. De acordo com Singh e Partidar (2018), a manutengédo da
temperatura € um desafio em lagoas abertas, com variacdes sazonais entre 7,2 e 25 °C.
Oswald (1988) relata que a variagdo de temperatura em LAT pode ocorrer entre 5 e 30
°C, assim como, os sistemas abertos sdo favoraveis em locais com clima anual adequado

para facilitar a produtividade de biomassa e remediacdo ao longo do ano.

3.3.3pH

As microalgas verdes sdo encontradas em ambientes com diferentes pH, algumas
poucas espécies sdo capazes de fazer fotossintese e crescer sob pH abaixo de 3. A
Chlamydomonas acidofila derivada de ambientes &cidos pode crescer a um pH de 1,5,
com limite superior a pH 7 (GERLOFF-ELIAS; SPIJKERMAN; PROSCHOLD, 2005).
Estudos realizados por Makareviciene et al. (2011), mostraram que o valor do pH variou
de 6,42 a 7,08 sob a concentracdo de 24% de COz para a microalga Chlorella sp. enquanto
a microalga Chlorella vulgaris manteve a taxa de crescimento maxima na ampla faixa de

pH entre 6,0 a 9,0, mas houve a inibi¢do do crescimento quando o pH baixou para 5,0.

A elevacédo do pH esta diretamente relacionada com o consumo de CO> dissolvido
no meio de cultivo. Sua regulacdo pode ser feita com a aeracdo dos cultivos, com
bombeamento de ar atmosférico (0,03% de CO) enriquecido com CO, com concentragéo
ideal para determinadas espécies de algas (LOURENCO, 2006).

Quando o nitrogénio é fornecido sob a forma NH;, o aumento de pH no meio de
cultura pode diminuir a concentragio de nitrogénio para o metabolismo algal (GUSTIN;
MARINSEK-LOGAR, 2011). Em valores elevados de pH, o equilibrio quimico do N —
NH, é deslocado no para a producdo de NH3z gasoso € perdido para a atmosfera devido a
aeracdo da cultura, reduzindo a disponibilidade de nitrogénio. Segundo Wang e
Nancollas (2008), valores elevados de pH também influenciam a disponibilidade de
fésforo no meio de cultura, a alta alcalinidade pode trazer a precipitagdo do fosfato sobre

as formas de fosfato de calcio, fosfato de ferro e fosfato de aluminio.

A volatilizacdo da amonia e a precipitacdo do fosfato podem interferir na remocao

de nutrientes nas LATs quando o pH do meio de cultura é >9, com até 32% da remogéo
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nitrogénio sendo atribuidas a volatilizacdo da aménia, a depender dos parametros de
cultivo (AZOV; GOLDMANN, 1982; GARCIA; MUJERIEGO; HERNANDEZ-
MARINE, 2000). O controle de pH por adi¢cdo de CO pode ser uma alternativa para
manter a alta eficiéncia da remocao de nutrientes por assimilacdo da cultura e evitar a
volatilizacdo. Pesquisas realizadas por Azov e Goldman (1982) em lagoas de tratamento
durante o verdo do sul da Australia mostraram a influéncia das variagdes de pH em relacéo

a temperatura e amonia livre, como pode ser observado na Figura 6 a seguir:

Figura 6 — Variacdo da concentracdo de amonia livre em funcdo da temperatura e pH.
Assumindo a combinacgdo de NH;} e NH; em 50 mg L™ com Scendesmus obliquus. As

setas indicam a niveis de inibicdo fotossintética: 10% - verde; 50% - vermelha; 90% -

azul.
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Fonte: Adaptado de Azov e Goldman (1982).

Fisiologicamente, o pH do citoplasma das algas é neutro, ou pouco alcalino, em
condic@es acidas as fungdes de enzimas podem ficar inativadas, afetando diretamente a
produtividade do sistema (CHIRANJEEVI; MOHAN, 2016). Condicdes extremas de pH
podem prejudicar muitos processos celulares e conduzir ao colapso da cultura (JIA;
YUAN, 2017).
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3.3.4 Oxigénio Dissolvido

Devido a acgdo fotossintética das algas os altos niveis de oxigénio dissolvido (OD)
podem ser encontrados em sistemas aquaticos. Sweeney et al. (2007) relataram niveis de
20 mg L nas camadas superiores de uma lagoa de estabilizacdo durante o verdo. A
atenuacdo da luz varia de acordo com a coluna de &gua e afeta significativamente a
estratificacdo do OD, com quase toda a luz efetiva absorvida na camada superficial em
cultivos sem a movimentacéo por pas (HAAG; HOIGNE, 1986).

A intensa acdo fotossintética também aumenta os niveis de OD, geralmente para
200 a 300% de saturacdo. A supersaturacao pode ocasionar a degradacao bacteriana dos
compostos organicos e inibir a produtividade das algas, particularmente em alto pH e
limitacdo de carbono (WEISSMAN; GOEBEL; RAYMOND, 1988). Por outro lado,
valores de OD acima da saturacdo podem contribuir com a desinfec¢do do efluente,

inativando organismos patogénicos.

Convencionalmente, o oxigénio é um produto da fotossintese. Entretanto, as altas
concentracdes de oxigénio dissolvido sdo limitantes ao cultivo de algas. A
competitividade por oxigénio no Rubisco (fotorrespiracdo) e a fotoinibicdo sdo dois
mecanismos que influenciam negativamente o meio de cultura, na presenca de altas
concentracOes de oxigénio e em niveis elevados de irradiancia o fotossistema Il pode
sofres danos celulares com a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (RASO et
al., 2011). Para evitar inibices e danos, Chisti (2007) sugere que o nivel maximo
toleravel de OD ndo deve ultrapassar 400% da saturacdo do ar. A depender do tipo de
efluente de cultivo, através da pouca disponibilidade e baixa relacdo C:N a fotossintese é

maior que a respiracdo celular, acarretando na acumulacéo de OD.

3.4 Cultivo de microalgas

Tanto na escala laboratorial quanto industrial, o cultivo de microalgas é
particularmente realizado de duas maneiras: Sistemas abertos, como as LATS, ou sistema
fechados, como é o caso dos fotobiorreatores tubulares, placas planas e air-lift (Garcia et
al., 2003).
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3.4.1 Cultivo de microalgas em efluente

Os efluentes domésticos, agricolas e industriais podem fornecer elevadas
concentracdes de compostos que se lancados em corpos hidricos sem tratamento trardo a
eutrofizacdo do meio, provocando impactos negativos como: substituicdo de espécies

dominantes, dano na biodiversidade, aumento da toxidade e turbidez (CAl et al., 2013).

Durante o crescimento algal, os efluentes podem servir de fonte nutricional de baixo
custo, incorporando 0s nutrientes organicos e inorganicos na biomassa. Segundo Chen,
Zhao e Qi (2015), a integracdo de um sistema de tratamento de efluente com a producéo
algal traz o conceito de “residuo zero” no processo produtivo de biocombustiveis, ja que

reduz a utilizacdo de meios de cultura sintéticos quimicos.

Os processos antrépicos geram efluentes com diferentes caracteristicas fisicas e
quimicas. Os efluentes proveniente de processos industriais, em linhas gerais, podem
apresentar maior concentracdo de metais pesados e menos nutrientes em relacdo aos
efluentes domésticos e agricolas. Necessitando de espécies com capacidade de sorcao de
metais para alcancar a alta eficiéncia na produtividade e no tratamento (CAl et al., 2013).
Em contrapartida, efluentes domeésticos e agricolas tém como caracteristicas maiores
concentracOes de nutrientes, mas diferentes composicdes, dependendo da localidade, pré
ou pds tratamento, tipo de cultura agricola, entre outros.

3.4.2 Sistemas fechados

Neste tipo de sistema ha um maior controle de processo, ja que o fotobiorreator ndo
esta em contato direto com o ambiente externo, reduzindo possiveis contaminacdes por
organismos externos (Figura 7). Entretanto, este tipo de sistema apresenta alto custo de

construcdo, sendo indicado para cultivos de produtos com alto valor agregado.

Figura 7 — Geometrias de fotobiorreatores fechados. A — placas planas; B — coluna de
bolhas; C — air-lift; D — tubular.
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Jorquera et al. (2010) mostraram um net energy ratio (NER) de 4,51 e 0,2 quanto a
producéo de biomassa para os sistemas placa plana e tubular, respectivamente. Slade e
Bauen (2013) citam que a energia requerida para o0 bombeamento do meio de cultura nos
sistemas tubulares representa de 86 a 92% da fracdo energética, devido a necessidade de
maior circulacdo para superar as perdas atrito. Ja os fotobiorreatores tipo placa plana
representam uma demanda de 22%. Os autores relatam que fotobiorreatores tubulares

apresentam um custo projetado de aproximadamente 3,8 euros por kg de biomassa.

3.4.3 Sistemas abertos

O sistema aberto (Figura 7) apresenta maior economia de implantacao e operagéo
para o cultivo comercial de microalgas em grande escala, com produtividades de
biomassa entre 60-100 mg L d! (TREDICI et al., 2004). Entretanto, Ting et al. (2017)
destacam que este tipo de sistema apresenta limitacbes devido a contaminagdo por
bactérias e outros microrganismos para a producao de microalgas de alto valor agregado,

como produtos quimicos finos e pigmentos naturais (TING et al., 2017).

Para a produgdo de biomassa, o sistema raceway mostrou um NER de 8,34
(JORQUERA et al., 2010). Durante a fase de cultivo em lagoas tipo raceway, a energia
necessaria a circulacdo do fluido é de 22 a 79% da fracdo energética quanto as operacoes
e, por sua vez, o custo de projeto € de 0,3 a 0,4 euros por kg de biomassa (SLADE;
BAUEN, 2013).
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3.4.3.1 Lagoas de alta taxa

As lagoas de alta taxa (LAT) sdo sistemas abertos com profundidade entre 0,2 e 1 m,
mistura fornecida por uma roda de pas com velocidade horizontal média entre 0,15 e 0,3
m s, além de poder possuir dispositivos para adicdo de CO,. A geometria (Figura 8) do
sistema pode ser compreendia com um unico loop ou varios loops em torno das paredes,

assim como possuir ilha central.

A taxa de entrada de nutrientes organicos, o tempo de detencdo hidraulica (TDH),
a profundidade, o suprimento de CO», assim como as velocidades de mistura vertical e
horizontal sdo parametros principais que podem ser modificados durante a operacao
(CRAGGS et al., 2014). Variando, geralmente, em funcdo das condi¢fes climéticas as
caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente (MARA, 1996). Fallowfield, Cromar e
Evans (2001) citam gue as condi¢des operacionais resultam em altas taxas de fotossintese
e consequente producdo de oxigénio dissolvido, resultando diretamente no potencial de

tratamento da DQO, DBOs e recuperagéo de nutrientes.

Figura 8 — Configuragdes semicircular do final das LATS, sendo: A — padrédo, B — ilha

central; C — Unico loop.

Fonte: Adaptado de Sompech, Chisti e Srinophakun (2012).

A biomassa presente em LATs é composta de 70 a 90% de algas juntamente com
bactérias, e pequenas quantidades de invertebrados, fungos e virus (BENEMANN et al.,
1980; AZOV; GOLDMAN, 1982; LUNDQUIST, 2008). Naturalmente o meio de cultura
tende a selecionar espécies de algas propensas as variagdes de luz solar, temperatura e
oxigénio dissolvido (WEISSMAN; GOEBEL; BENEMANN, 1988).
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3.5 Fatores que interferem no cultivo de algas em LAT
3.5.1 Profundidade

A profundidade e a concentracdo de biomassa determinam o grau de atenuacédo da
radiacdo luminosa nas LATS, e consequentemente o volume de cultivo exposto a luz para
realizacdo da fotossintese. Estudos presentes na literatura relatam valores variando entre
15 e 100 cm, enquanto ha autores que recomendam manter a menor profundidade possivel
para a luz conseguir penetrar até a parte inferior da lagoa. (KROON et al., 1989,
LARSDOTTER, 2006; PARK; CRAGGS; SHILTON, 2011). Entretanto, Vasumathi,
Premalatha e Subramanian (2012) destacam que baixas profundidades podem causar
danos as células das algas devido ao excesso de luz, reduzindo sua capacidade
fotossintética.

As LATSs rasas melhoram a proporc¢édo da coluna d agua com luz ao mesmo tempo
em que ocorre instabilidade térmica perante as maiores flutuacdes de temperatura em
relagdo as lagoas mais profundas (SUTHERLAND et al., 2015). Maiores profundidades
podem ocasionar maior demanda por energia € maior formacdo de zonas mortas
(HADIYANTO et al., 2013). Em se tratando do tratamento de efluentes, a profundidade
€ uma das principais variaveis que influencia principalmente na desinfeccdo, ja que afeta
diretamente a exposicdo do volume da LAT a radiacdo solar, assim como altera a
eficiéncia atividade fotossintética e o pH do meio (YOUNG; BUCHANAN;
FALLOWFIELD, 2016).

A profundidade também tem influéncia na necessidade de terra para
implementacdo, 0s custos de construcdo, a operacdo e 0s custos da etapa de separacédo
apos o cultivo. Segundo Craggs et al. (2011), a disponibilidade de terra é limitada em
muitos paises e a operacdo de lagoas rasas pode ndo ser economicamente viavel, com as

lagoas facultativas existentes sendo uma saida para o tratamento de aguas residuais.

3.5.2 Velocidade horizontal

A dindmica vertical determina quanto e em qual frequéncia a célula da cultura ficara
em exposicdo a luz (DIEHL, 2002). Para minimizar a atenuagdo da luz, a circulagdo
uniforme é essencial para que todas as células figuem em exposicdo a luz em escalas de
tempos diferentes, permitindo manter a alta produtividade (RICHMOND; CHENG-WE;
ZARMI, 2003). Se a dindmica permanecer estatica ao longo da lagoa, a eficiéncia
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fotossintética e a produtividade sédo reduzidas. De acordo com Diehl (2002) a mistura da
cultura tem como vantagens evitar a sedimentagdo celular e proporcionar a

homogeneidade de nutrientes.

3.5.3 Tempo de detencdo hidraulica

O tempo de detengdo hidraulica (TDH) refere-se ao tempo medio em que o efluente
e a cultura de microalgas/bactérias permanecem no reator. De acordo com Sutherland et
al. (2015), o TDH em LAT varia comumente entre 3 e 9 dias e tem impacto nos processos
bioldgicos do sistema. TDH menores que 4 dias, apresentam maior produtividade em
area, ja TDHSs longos (8 a 10 dias) melhoram a remocao de nutrientes e apresentam maior
concentracdo de biomassa (PARK; CRAGGS, 2010; CROMAR; FALLOWEFIELD,
1997). Para Garcia, Hernandez-Mariné e Mujeriego (2000) as varia¢des sazonais também
influencial na tomada de decisdes com relacdo a escolha do TDH e sua influéncia na
remocao de nutrientes e crescimento da cultura, sendo TDH curto para a primavera/verdo

e longo para outono/inverno.

O TDH pode variar de acordo com as condi¢des locais, a temperatura, cinética de
remocao da DBO e do regime hidraulico (VON SPERLING, 2002). Com a equacao 4

podemos observar que 0 TDH esté relacionado com o volume e a vazdo da LAT:

TDH = g 4

Onde,
V = volume (m3);

Q = vazdo média (ms d?).

3.5.4 Adicéao de CO2

Em relacdo a remocgdo de nutrientes e a producdo de biomassa, geralmente ha
reducdo devido a limitagdo diurna de carbono, indicada por altos valores de pH na lagoa
(geralmente acima de 10), devido a atividade fotossintética (OSWALD, 1988; GARCIA,;
HERNANDEZ-MARINE; MUJERIEGO, 2000; CRAGGS, 2005; KONG et al., 2010;
PARK; CRAGGS, 2010). A limitacdo de carbono no meio pode ocorrer devido a baixa

proporcdo C:N em &guas residuais (geralmente 3:1 a 4:1) em comparacdo a biomassa
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algal (geralmente 6:1, variando de 10:1 a 5:1, em funcéo da disponibilidade de nitrogénio)
(BENEMANN et al., 1980). Sendo assim, a necessidade de adi¢do de CO> durante o
cultivo vai depender do efluente a ser utilizado, mais especificamente relacionado a

concentracdo de matéria organica encontrada nesse efluente.

Dessa forma, as aguas residuarias domeésticas, em grande maioria, possuem carbono
insuficiente para remover todo o nitrogénio e fosforo por assimilacéo direta pela biomassa
algal, além do fato do aumento gradual do pH da &gua da LAT acima de 8,5 diminui
bruscamente as taxas de crescimento e a produtividade (WEISSMAN; GOEBEL, 1987;
KONG et al., 2010). Entretanto, algumas espécies conseguem utilizar o bicarbonato

disponivel para crescer (apesar da baixa produtividade) mesmo com pH >10.

A adicdo de CO2no meio de cultura aumenta a disponibilidade de carbono e permite
que o pH seja mantido em um nivel ideal (pH 7,5-8,5) para algas e bactérias. A
produtividade média de biomassa com a presenca de aguas residuais pode potencialmente
dobrar com a adicdo de CO; para 16-20 g m? d (HEUBECK; CRAGGS; SHILTON,
2007; PARK; CRAGGS, 2010). Eisenberg et al. (1981) e Benemann (2003) sugerem o

aproveitamento de fontes locais de CO> através de gases de combustéo.

3.5.4.1 Coluna de carbonatagdo

Com a baixa concentragdo de CO; a atmosfera (aproximadamente 400 ppm), para
otimizar alta taxa de crescimento das microalgas, recomenda-se a carbonatacdo com razdo
> 5% (v v1). A coluna de carbonatacéo apresenta a vantagem quanto a transferéncia de
massa, reduzindo os custos através da menor demanda de CO> para suprir o sistema
(PUTT et al., 2011).

Putt et al. (2011) investigaram a eficiéncia da transferéncia de CO2 em uma coluna
de carbonatacdo (Figura 9) com 3,1 m de altura conectada a um raceway de 1,1 m?,
profundidade de 0,15 cm acionado por uma roda de pas e pH entre 9 e 10. Estimou-se
teoricamente a utilizacio de 90% da coluna com produtividade de 20 g m2 d. Mostrando
maior eficiéncia em relacdo ao borbulhamento do gas na profundidade da lagoa, o que
resultou em 37% de eficiéncia. Entretanto, ndo foram investigados os custos de

bombeamento associados ao custo de compressao de gas com a coluna de carbonatacéo.

De Godos et al. (2013) relata que provavelmente a energia requerida para a coluna
é mais alta em relacdo aos fossos de adicdo de CO- devido a hidrostatica a ser superada
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para pressurizacdo do gas e bombeamento. Também é provavel que as perdas de energia
por atrito do fluido e altos niveis de turbuléncia ocorram com maiores frequéncia, devido

ao pequeno didmetro da coluna.

Figura 9 — Funcionamento da coluna de carbonatacao.

Recirculagio Adigdo de efluente
P i Sl

Diéxido de carbono
Aproveniente de combustiogs
ey ccne Ce comons!

Fonte: Adaptado de Couto, Calijuri e Assemany (2020).

3.5.4.2 Fosso de adicédo de CO2

Em LATs com adicdo de CO3, o fornecimento do gas comumente também pode
ocorrer através de um fosso (coluna mais profunda) dentro da lagoa (Figura 10).
Resultando em maior tempo de contato entre 0 meio de cultura e o CO», aumentando a

transferéncia de gas.

Figura 10 — Desenho esquemaético do fosso de adi¢do de COo.

Sentido de circulagiio

Fosszo de adicio

Fonte: Adaptado de Craggs, Lundquist e Benemann (2012).

Para aumentar o tempo de retencdo das bolhas na LAT, Lundquist et al. (2010)
construiram em fosso com 1 metro de profundidade para injecdo de gés. Os autores
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relataram que ao colocar o difusor abaixo do fluxo descendente, o tempo de contato
efetivo foi otimizado. Para bolhas com velocidade de subida em 0,3 m s e velocidade
descendente da 4gua de 0,25 m s, o tempo de contato do gas e da agua foi aumentado de

1 segundo para 20 segundos.

3.5.5 Transferéncia de carbono

A eficiéncia da transferéncia de géas é fundamental para reduzir a0 minimo o
tamanho dos fossos. Weissman, Goebel e Benemann (1988) relataram que de 80 a 90%
de transferéncia de gas foi alcancada com um fosso de 91 cm de profundidade com o
difusor localizado a 88 cm em um sistema de co-corrente. Segundo o0s estudos, 0 aumento
da profundidade teve pouco impacto na transferéncia de CO2 para o meio liquido e alterar
a posicao do difusor para 58 cm ndo ocasionou grande impacto na eficiéncia do sistema,
podendo utilizar um pogo mais raso e ocasionalmente reduzindo a perda de carga. A
adicédo de CO. deve ser calculada e dimensionada devido ao risco da eliminagéo de gases
para a atmosfera devido a diferenca de concentracgdes entre os meios (PUTT et al., 2011).

Estudos realizados por De Godos et al. (2013) mostraram 94% de eficiéncia a uma
LAT com profundidade de 0,2 m, 50 m de comprimento e 1 m de largura, com

fornecimento de 100 L min de gas de combustdo a 10,6% de CO,.

Mendoza et al. (2013) relataram que para fornecer 0 maior tempo de contato e a
méaxima transferéncia de gas, a velocidade de circulacao do fluido precisaria corresponder
a velocidade de subida do gas, de modo que ele suba lentamente ou permaneca

estacionario.

3.6 Producao de biomassa em LAT

A produtividade da biomassa algal pode ser descrita como a massa de algas
produzidas por dia em funcdo da area ou do volume de cultivo (Tabela 1). Também
podendo ser chamada de rendimento, embora, para entender o rendimento € necessario
levar em consideracdo os parametros de separagdo, além dos pardmetros de crescimento.
Buchanan et al. (2018) cita a area iluminada como principal fator para controlar a

produtividade da cultura, com a mesma produtividade por unidade de area sendo

22



alcancada com qualquer combinacédo de volume, profundidade e concentracdo, desde que

estas variaveis mantenham a eficiéncia fotossintética.

Tabela 1 — Producdo comercial e tratamento de efluentes em diferentes localidades em

LATs.
i - Volume
Tino Local Espécie Pf"d“t""dazd €POT totalda  Referéncias
producéo area (g (m#d)™) LAT (m?)
Comercial Hawaii Tetraselmis suecica 40,0 - i?e‘(ei‘ggg
Hawaii Cyclotella cryptlm 29,7 - i?e?;‘338§t
Hawaii Platymonas sp. 26,0 58 i?e??ggge)t
Hawaii Cyclotella cryptim 30,0 11 i?e??éigse)t
Sheehan et
al. (1998)
Hawaii Tetraselmis suecica 37,5 1,1
Scenedesmus Weissman e
Novo México . 14,0 22,5 Goebel
quadricauda (1988)
Weissman e
Novo México Gilorelin sp. 21,0 22,5 Goebel
(1988)
Israel Anabena slomensis 12,9 03 Rl(%rgg)nd
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Benemann,

Tratamento . .
de Califérnia Cultura mista de 18.4 i T|_Ilett e
efluentes algas Weissman
(2987)
Shelef
Israel Scenedesmus sp. 33,0 - (1982)
. - Shelef
Israel Micractinium sp. 35,0 - (1982)
o Actinastrum sp. Park e
Nova Zelandia 25,0 8,0 Craggs
Coelostrum sp. (2010)
e . Oswald
Filipinas Pediastrum sp. 15,3 - (1987)
Cromar,
Escocia Chlorella sp. 18,0 - Fallovvf_leld
e Martins
(1996)
Espanha Ankistrodesmus sp 12,7-14,8 - Garcia et al.
' ’ ’ (2006)
. Banat et al.
Kuwait 15,0 - (1990)

Fonte: Adaptado de Junior (2011).

3.7 Nutrientes

No habitat natural as algas conseguem nutrientes para suas fungdes metabolicas em
funcdo das varidveis ambientais. A seguir ha a relacdo entre macronutrientes
fundamentais e suas fungdes metabolicas (GROBBELAAR; BORNMAN, 2004):

Carbono e nitrogénio - Componentes estruturais de macromoléculas;
Fbsforo - Processos energéticos (ATP);

Potassio - regulacdo osmotica;
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Magnésio - Parte da molécula de clorofila;
Enxofre - Participa da estruturacdo de proteinas, como a cisteina;
Ferro - Participacdo na biossintese da clorofila.

Com a biomassa algal composta de CiosH181045N16P (composicéo elementar), a
adicdo de proporcdes em N:P 7,3:1 é requerida para o cultivo em LATs (CRAGGS, 2005).
Fernéndez et al. (2001) relataram que em sistemas comerciais, usualmente os nutrientes
sdo fornecidos em excesso para ndo limitar o crescimento. A razdo entre nitrogénio e
fosforo pode variar de 4:1 a 40:1 dependendo das espécies do meio de cultura e a
disponibilidade de nutrientes, entretanto, mesmo em baixas relagdes é possivel encontrar
altas produtividades em lagoas de alta taxa com efluente como meio de cultivo (CRAGGS
etal., 2011). Sendo assim, as microalgas podem apresentar diferentes relagdes de N:P em

funcdo da disponibilidade de nutrientes no meio de cultura.

A limitacdo de nitrogénio ou fdsforo afeta negativamente a produtividade algal,
segundo os parametros da eficiéncia fotossintética sob baixa luz. A taxa maxima de
fotossintese, assim como a capacidade de uma célula de dissipar o excesso de energia do
foton para evitar danos por fotodindmica mostram que a limitacdo de nutrientes pode
atenuar a atividade fotossintética e, inversamente, a dissipacao da energia pode aumentar
com o aumento da limitagdo de N ou P (KIRK, 1994; RODRIGUEZ-ROMAN;
IGLESIAS-PRIETO, 2005; PETROU et al., 2008; PALMER et al., 2013).

3.7.1 Di6xido de carbono

A adicdo de CO: ao tratamento de &guas residuais em uma LAT aumenta a
disponibilidade de carbono para o cultivo autotrofico da cultura e ao mesmo tempo tem a
funcdo de controlar o pH, além de contribuir para evitar a perda de nutrientes por
processos fisico-quimicos, como a volatilizacdo da aménia e a precipitacdo do fosfato.
Dessa forma, os nutrientes podem ser recuperados por meio da assimilacdo pelas algas
durante o crescimento de biomassa (PARK; CRAGGS, 2010).

Estudos realizados por Benemann (2008) mostraram que emissdes gasosas
residuais, como gases de combustéo de usinas, podem ser integradas como fonte de CO>
para as algas em grande escala. Em um sistema fechado de producéo energética, estacdes

de tratamento de efluentes com producéao de biogas em digestores anaerdbios, similar ao
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que acontece no reator UASB, através da biomassa para geracdo de energia, produzem

também CO; proveniente da queima que pode ser utilizado em LATS.

Com a técnica de aera¢do introduzida pela primeira vez por Warburg (1919) usando
ar enriquecido com didxido de carbono, a dissolucdo do CO2 pode assumir trés diferentes

formas dependendo da variacdo do pH segundo os balancos:

Dissolugdo do CO, gassoso: CO,(g) < CO, (5)
Formacgao de acido carbonico: CO, + H,0 < H,CO04 (6)
Equilibrio do acido carbénico: H,CO; & H* + HCO3 (7)
Dissolucido do CO, gassoso: HCO; & H* + C05~ (8)

O carbono inorganico dissolvido (CID) pode ser encontrado na forma de COy,
HCO3 ou CO%~, variando de acordo com o pH e a temperatura do meio de cultivo. Devido
0 aumento da transferéncia de didxido de carbono para a fase liquida, o pH do meio
diminui, entretanto, se ocorrer 0 aumento da temperatura a taxa de transferéncia sofre

declinio.

As algas absorvem preferencialmente o CO> por difusdo passiva, em comparacao
ao HCO3 que depende do transporte ativo. Entretanto, nas LATS operadas com aguas
residuais o carbono encontrado esta geralmente na forma HCO3e CO5~. Segundo Low-
Décarie, Bell e Fussmann (2015), nestas condi¢des as algas necessitam de mecanismos
de concentragdo metabolicos para auxiliar na absorcao do carbono.

3.7.2 Carbono organico

Algumas espécies de algas sdo capazes de crescer em ambientes escuros,
assimilando o carbono organico dissolvido (COD) como fonte de energia e carbono
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). BUMBAK et al. (2011) relataram a heterotrofia como
caracteristica para a eliminacao da necessidade de luz durante o cultivo, permitindo o uso
de reatores inovadores quanto ao design. Entretanto, estudos realizados por Lowrey,
Brooks e Mcginn (2015) mostraram que poucas espécies conseguiram crescer nestas
condicGes quando n&o foi utilizado efluente como meio de cultura. Além disso, os autores
relataram que este tipo de cultivo apresenta desvantagem com relagdo aos custos, ja que
seria necessaria a adicdo de fontes organicas, como a glicose. A diminuicdo da

pigmentacédo e da producédo fotoquimica das células de algas devido as reacdes escuras
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também levariam a problemas com a produtividade da biomassa, assim como a producéo
de CO> a partir da respiracdo do carbono organico durante as fases de crescimento
(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Embora o COD possa ter um efeito ecossistémico negativo quando liberado em
cursos dagua, o COD em aguas residuais também pode afetar a interacéo das algas e as
bactérias com o meio de cultura, podendo diminuir a quantidade de biomassa produzida
(FARJALLA et al., 2009; HE et al., 2013; LIN; WU, 2015). Segundo He et al. (2013),
quando as concentracdes de COD excedem 231 mg L' foi demonstrado que o
crescimento algal € inibido pelas bactérias. Além disso, uma concentracdo elevada de
COD pode estar associada com a maior dificuldade de penetracéo de radiagcdo no meio de

cultivo.

Durante o cultivo, as bactérias sdo capazes de excretar substancias em pouca
concentracdo, proporcionando o aumento do crescimento algal, enquanto quando
liberadas em grandes quantidades resultam na inibicdo do crescimento (MAYALLI,
DOUCETTE, 2002). Além disso, o consorcio entre microalgas e bactérias traz
competicdo por nutrientes. Estudos realizados por Kim et al. (2007) mostraram que
bactérias Myxobacter e Cytophaga podem liberar enzimas que dissolvem a celulose e sdo

capazes de digerir a parede celular da alga, levando a destruicdo da célula.

3.7.3 Remocéo de poluentes em LAT

Vaérias espécies de algas sdo capazes de crescer fotoautotroficamente usando
carbono inorganico e luz solar para fonte de carbono e energia, heterotroficamente
utilizando os compostos orgéanicos como fontes de carbono e energia e mixotroficamente
ao aliar o metabolismo fototréfico e heterotréfico (BARSANTI; GUALTERI, 2006).
Assim como, ha a presenca de intera¢fes sinérgicas entre organismos heterotroficos e

autotroficos aerdbicos por meio da troca de substratos (Figura 11).

Figura 11 — Principio da oxigenacao fotossintética.

27



C-DQO

N—NH4; >{ Db:::f: T > ( Fom;::tese ): > Biomassa
P-PO,~
& OQ <}J

Fonte: Adaptado de Munoz et al. (2004).

As interacdes metabdlicas ajudam a biodegradacdo de poluentes organicos
reduzindo o uso de energia, seus impactos associados e riscos associados a patdgenos
perigosos. (MUNOZ et al., 2004).

Sob condigbes de cultivo comumente encontradas em LATS, a assimilagéo e
mecanismos abidticos podem trazer eficiéncia de remocdo entre 90-98% para o nitrogénio
e 90-95% para o fosforo (DE GODOS et al., 2010).

3.7.3.1 Nitrogénio

A remocao de nitrogénio pode ser obtida através de mecanismos como: nitrificagéo,
desnitrificacdo, assimilacdo, volatilizacdo e sedimentacdo. A composicdo de N
tipicamente encontrada em uma célula de alga cultivada em LAT e alimentada com
efluente residual é de 8%, consequentemente prevalecendo a remoc¢do indireta do
nitrogénio (CRAGGS; SUTHERLAND; CAMPBELL, 2012; GARCIA; MUJERIEGO;
HERNANDEZ-MARINE, 2000).

A remocdo indireta de nitrogénio, através das condicdes de cultivo, acontece pela
remocdo de NH; — N sob elevados niveis de pH. Em contrapartida, a remocéo direta de
nitrogénio ocorre através da assimilacdo de nitrogénio na biomassa algal (GARCIA;
MUJERIEGO; HERNANDEZ-MARINE, 2000). Em LATSs a alta eficiéncia da remocao
de nitrogénio pode acontecer de duas formas: aumento da nitrificacdo e posterior
assimilacdo pela microalga, assim como pela volatilizagdo da aménia (MAYO;
MUTAMBA, 2004).

28



O primeiro passo de oxidacdo durante a nitrificacdo converte o ion aménio em
nitrito, seguido pela oxidacdo do nitrito em nitrato. A nitrificagdo acontece por varias
espécies de bactérias autotréficas envolvidas no tratamento de efluentes. Os géneros mais
comuns responsaveis pela oxidacdo do aménio (Equacdo 9) em nitrito e o segundo passo
de oxidacdo em nitrato (Equacao 10) sdo Nitrosomonas e Nitrobacter, respectivamente
(METCALF; EDDY, 2003). O processo de oxidagdo da amodnia requer aproximadamente
4,57 g de Oz por grama de N, representado estequiometricamente pela equacdo 11.
NURDOGAN (1989) mostrou que eficiéncias de remocdo da amonia de 85% em LAT

foi alcancada operando o sistema em cinco dias de TDH.
Oxidacéo a nitrito:

2NH] + 30, » 2NO;, +4H* + 2H,0 9)
Oxidacao a nitrato:

2NO; + 0, —» 2NO3 (10)
Reacéo total de oxidacéo:

NH; + 20, - NO3 + 2H*+ H,0 (11)

A volatilizacdo ¢ um mecanismo indireto que contribui para a remocao de amonia.
Nas lagoas com sistemas de tratamento de aguas residuais, a fotossintese diurna acarreta
o répido consumo de CO. e de HCO3 aumentando o pH para >11 (PARK; CRAGGS,
2010).

Enquanto o pH se aproxima de 9,4 a 20 °C de temperatura, as concentraces do gas
de amonia (NHs) e ions de amoénia (NH;) se igualam, ja em pH >9,4, a concentracéo de
gas de amonia é dominante (MAYO; MUTAMBA, 2005). O gas aménia, representado
como NHs pode volatilizar do meio de cultura a temperaturas mais altas e pH elevado
(PARK; CRAGGS, 2010; CRAGGS; SUTHERLAND; CAMPBELL, 2012). Cerca de
90% de NH; pode estar presente no meio durante a estacédo do verdo com pH 10,5 e 20
°C, enquanto apenas 20% é volatil durante o inverno com pH 9 e 10 °C (NURDOGAN,
1989). Com a injecdo de CO, com alto TDH e carbono limitado, havera o aumento do
crescimento de biomassa de algal e consequentemente ird reduzir o pH a 8, criando um
ambiente adequado para o processo de nitrificacdo (PARK; CRAGGS, 2010; CRAGGS;
SUTHERLAND; CAMPBELL, 2012).
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A remocéo direta do nitrogénio inclui a assimilacdo ou absorcdo por células de
bactérias e algas (SHIN; POLPRASERT, 1988). Através da preferéncia destes
organismos a NH;" em relacdo a NO3, a remocdo da amonia por volatilizacdo acontece
antes da assimilagéo dos nitratos (MAYO; MUTAMBA, 2005). Este processo ocorre,
pois, a utilizacdo do NO3 necessita de mais energia e disponibilidade de nitrato redutase
(NURDOGAN, 1989). Por sua vez, a remoc¢do do nitrogénio organico pode ocorrer
através da sedimentacdo e posterior absorcdo pela cultura do meio (SHIN;
POLPRASERT, 1988).

3.7.3.2 Fésforo

Assim como o nitrogénio, a presenca de ortofosfatos no meio de cultura é essencial
para o crescimento algal e, portanto, deve ser removida durante o processo de tratamento
de guas residuais para evitar a eutrofizacdo nos corpos d agua receptores (POWELL et
al., 2009). A concentracdo de fosforo nas células das algas geralmente se encontra na
faixa de 0,35-1%, podendo chegar a 3,16% quando ocorre a absor¢do de luxo (POWELL
et al., 2008; CRAGGS; SUTHERLAND; CAMPBELL, 2012). Baixos teores de fosforo
sdo observados quando a assimilacdo é negativamente afetada devido a variacéo sazonal
da produtividade durante os meses de inverno ou quando o fosforo estd limitante
(CRAGGS; SUTHERLAND; CAMPBELL, 2012).

A remocao do fosforo de aguas residuais pode ocorrer por precipitacdo resultante
da adicdo quimica de bicarbonato, niveis elevados de pH (acima de 10), assim como por
assimilacdo (POWELL et al., 2008). A precipitacdo quimica pode ocasionar o aumento
dos custos de operacdo das LATS e limitar a recuperacao de fosforo devido a producéo
de lodo que requer descarte, mostrando ser uma técnica desfavoravel para implementacédo
(POWELL et al.,, 2009). Naturalmente a precipitacdo acontece durante a fase de
crescimento da cultura da lagoa, devido ao consumo de dioxido de carbono e alcalinidade
resultando em niveis elevados de pH, promovendo um processo conhecido como
autofloculagdo (NURDOGAN, 1989).

Segundo POWELL et al. (2008), a autofloculagcdo é resultado da formacéo de
complexos de fosfato com calcio, magnésio ou ferro. O processo torna-se limitado diante
da disponibilidade de cations divalentes nas aguas residuais, podendo ser remediado com
adicdo de cal (NURDOGAN, 1989). NURDOGAN (1989) mensurou a remogdo de
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ortofosfato em até 99% em LAT de 1000 m?2 operanda por 5 dias de TDH, adicionando
60 mg L de CaO. Apos a autofloculagéo, a sedimentacéo da biomassa seria 0 proximo

passo para a recuperagdo do fosforo.

A disponibilidade do fésforo para assimilacdo pelas células das algas pode ser
encontrada na forma de ortofosfatos, necessario para o desenvolvimento de constituintes
celulares como os fosfolipidios, nucleotideos e &cidos nucléicos (POWELL et al., 2008;
METCALF; EDDY, 2003). Outras formas de fdésforo presentes em &guas residuais
incluem compostos organicos de fosforo e polifosfatos, disponiveis para hidrélise em
ortofosfato (NURDOGAN, 1989).

Quando o fosfato é disponibilizado em um ambiente com fésforo limitante (P
limitado em 0,2 mg L), as células da cultura algal armazenam o fosforo na forma de
polifosfatos por um processo chamado absorcao de luxo. Os polifosfatos estdo presentes
em duas formas: polifosfatos solliveis em é&cido (PSA), ativamente presentes no
metabolismo da alga; polifosfatos insoltveis em éacido (PIA), forma de armazenamento
pela biomassa quando as concentragOes de fosfato se encontram limitadas. A acumulagao
e 0 consumo de ambas as formas de polifosfatos acontecem de maneira proporcional ao
aumento da temperatura. A absorcdo de luxo é acelerada quando as &guas residuais

contém concentragdes de fosforo entre 15 e 30 mg L.

3.8 Eficiéncia de remocdo de nutrientes

O maior valor observado na Tabela 2 para remocdo de matéria organica foi de 94%
em um sistema de LAT com efluente de um digestor anaerébio com adi¢do de CO; para
prevenir altos valores de pH (>9,0), prejudicial para a degradagdo da matéria organica.
Segundo el Hamouri et al. (1994), o valor de 81,8% de remocdo ¢ a faixa tipica encontrada
em LATSs. Craggs, Sutherland e Campbell (2012) relataram um valor similar ao avaliar
uma larga escala de cultivo (1,25 ha) com efluente priméario. As algas dos géneros
Achnanthese e Nitzschia foram estudadas por de Godos et al. (2009) relatando a queda
no desempenho da remogdo de DQO atrelada ao aumento da carga orgénica aplicada,

predominancias das algas (67% no total) e alteragdes das condi¢des climaticas de cultivo.

Osundeko (2014) compilou na Tabela 3 a seguir as concentracfes de nitrogénio e
fosforo em efluentes municipais, industriais e provenientes da agricultura mostrando a

quantidade de nitrogénio e fosforo, assim como suas eficiéncias de remocéo.
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Tabela 2 — Remocéao de DBO soluvel, fosforo total, nitrogénio amoniacal em LATS com pré e pos tratamento.

variavel Tratamento prévio Eficiéncia (%0) Eficiéncia LAT (%) Tratamento posterior Eficiéncia (%) Referéncias
DBOsf Lagoa primaria - 54,5 Lagoa de maturacdo 16 Cra(%%s(,)g; al.
L El Hamouri et al.
Decantador primério 34,1 81,8 - - (1994)
Craggs,
Digestor anaerébio - 95,8 Decantador 22,9 Sutherland e

Campbell (2012)

Craggs,
Decantador . 84-92 . - Sutherland e
Campbell (2012)

Pt Lagoa primaria - 15,3 Lagoa de maturacédo 13,3 Craggs et al.
(2003)
Decantador 33,3 Oswald (1990)
Lagoa facultativa 7,1 7,7 Lagoa de maturacdo 37,5 Oswald (1990)
N-NH,4 Lagoa primaria : a1 Lagoa de maturacéo 27.8 Craggs et al.
(2003)
Decantador 20 61,9 . ) El Hamouri et al.

(1994)

Fonte: Adaptado de Santiago (2013).
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Tabela 3 — Espécies de algas cultivadas em sistemas abertos e variados tipos de efluente.

Tipo de efluente Espécie N (mg L?) P (mgL?) Remocéao de N (%) Remocdao de P (%) Referéncias
Esgoto municipal nd 40-50 7-8 - - Ip et al. (1982)
Esgoto municipal Chlamydomonas reinhardtii 128,6 120,6 83 14,45 Ko(ggleé)al.
Esgoto municipal Chlamydomonas reinhardtii 128,6 120,6 55 154 Kczggleé)al.
Esgoto municipal - Orpez et al
tratamento Scenedesmus obliquus 27,42 11,8 94%:* 98%® ?2009) '
secundério
Esgoto municipal - Orpez et al
tratamento Botryococcus braunii 11,9 115 nd Nd ?2009) '
secundério
Esgoto municipal - Mistura de: Chlorella sp., Woertz et al
tratamento primario  Micractinium sp., Actinastrum 51 2,1 99’ 99’ (2009) '
+CO; sp.
Esgoto municipal - a Zhou et al.
autoclavado Chlorella sp. 91 212 nd Nd (2011)
Esgoto municipal - . . a Zhou et al.
autoclavado Hindakia sp. 91 212 nd Nd (2011)
Esgoto municipal - a Zhou et al.
autoclavado Scenedesmus sp. 91 212 nd Nd (2011)
Esgoto municipal — Anetal.
pré tratado* Chlorella sp. 18,9 1,7 92 86 (2003)
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Suinocultura com
alto N-NOs

Suinocultura —
urina fermentada

Agricultura —
esterco digerido
anaerdbicamente

Agricultura —
esterco digerido
anaerébicamente

(diluido 20x)

Efluente agricola —
25% diluido

Industrial (fabrica
de carpetes) - sem
tratamento

Industrial (fabrica
de carpetes) - sem
tratamento

Industrial (fabrica
de carpetes) - sem
tratamento

Botryococcus braunii

Scenedesmus sp.

Mistura de: Microspora
willeana, Ulothrix sp.

Chlorella sp.

Mistura de: Chlorella sp.,
Micractinium sp., Actinastrum

sp.

Botryococcus braunii

Chlorella saccharophila

15 espécies nativas de efluente
isoladas

836

86,4

225

22323,

30,59

17,58-25,85?

17,58-25,85?

17,58-25,85%

40

20,2

247

249.7,

2,6

5,47-13,83

5,47-13,83

5,47-13,83

80

nd

39

100

96

nd

nd

99,7

82,5

Nd

51

71,6

>99

Nd

Nd

99,1

An et al.
(2003)

Kim et al.
(2007)

Wilkie e
Mulbry (2002)

Wang et al.
(2010)

Woertz et al.
(2009)

Chinnasamy et
al. (2010)

Chinnasamy et
al. (2010)

Chinnasamy et
al. (2010)

Nd: Néo determinado; % Mensurado na forma de aménia; ": Cultivo com borbulhamento de ar e temperatura em 25 °C; 9: Estimado pela produtividade lipidica; p: Valor ap6s

diluicio; ': Crescimento durante 4 dias com adicdo de CO,. &: Cultivo a 20 °C de temperatura sem agitago.

Fonte: Adaptado de Osundeko (2014).
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A medicdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) determina a quantidade de
oxidante quimico que € necessario para reagir com 0s compostos organicos em uma
quantidade de efluente residual pré determinada, ou seja, a quantidade de carbono
organico total contido. O oxidante é expresso como a demanda equivalente de oxigénio
presente no efluente (APHA, 2005). A Tabela 4 a seguir traz a eficiéncia de remocéo de
DQO de estudos sobre sistemas de cultivo e tratamento de efluente com a presenga de

algas.

Tabela 4 — Eficiéncia de remocdo de DQO em diferentes sistemas de tratamento de
efluente com cultura de algas.

Sistema Eficiéncia (%) Referéncias
Fotobiorreator 73 Mohammed et al. (2014)
Lagoa facultativa 55-70 Mara et al. (1998)
Lagoa facultativa 64-73 Mara (1996)
Lagoa de maturagéo 71-85 De Oliveira et al. (1996)
Fotobiorreator 90 Humenik e Hanna-Jr (1971)
Lagoa de maturacio 795 Von Sperlir(lgoe0 IS\;Iascarenhas
Lagoa facultativa* 7-17 Soler et al. (1995)
Lagoa facultativa* 19-37 Soler et al. (1995)
Lagoa facultativa 55 Mendes et al. (1995)
Lagoa de alta taxa 92 Shelef, (1982)
Lagoa facultativa 61-67 Schetrite (1995)
Lagoa facultativa 93 Kumar e Goyal (2010)

*Lagoas em locais diferentes.

Fonte: Adaptado de: Mohammed e Mota (2018).
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3.9 Sistema de colheita, concentragéo e secagem

Ap0s o sistema de cultivo, a microalga podera ser separada e seca ou utilizada como
biomassa Umida, a depender da rota, para fins como producao energética, aquicultura ou
suplementacdo animal. A dificuldade em recuperar a biomassa algal ocorre em funcao do
seu pequeno tamanho celular (<20 um), densidade semelhante a da agua (1,08-1,13 g
mL1) e carga superficial fortemente negativa (MORAINE et al., 1979; LAVOIE; DE LA
NOUE, 1987).

De maneira geral, os métodos de separacdo podem ser quimicos ou mecanicos, na
Tabela 5 sdo apresentadas as eficiéncias de separacdo de cada tipo de processo. Em
seguida a biomassa pode secar naturalmente ao sol ou em secador, com a finalidade de
retirar a umidade residual para a concentracdo maxima da biomassa (BENEMANN;
OSWALD, 1996).

Tabela 5 — Eficiéncia de separacdo da biomassa.

Técnica Eficiéncia (%) Referéncias

Centrifugacio 90 Singh e Patidar (2018)

3 Pérez-Lopez et al.
Auto-floculacao >08 (2014)

N Chen, Mae Liu (2011)
Eletro-floculagéo 80-95

Bio-floculagéo 88 Wan et al. (2015)
Henderson, Parsons e

Flotac&o por ar dissolvido 60 Jefferson (2009)

(com sulfato de aluminio)

Flotacdo por ar dispersado 90 Phoochigggge White,
(CTAB) (2003)

Fonte: Do autor (2022).

Estudos descritos na literatura trazem que a técnica de separacdo mais adequada
depende do produto da biomassa algal (CHRISTENSON; SIMS, 2011; GERARDO et
al., 2015; HENDERSON; PARSONS; JEFFERSON, 2008; Shen et al., 2009; UDUMAN
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et al., 2010). As maiores concentracOes referentes a sdlidos podem ser alcangadas com a
filtracdo e centrifugacdo, entretanto, sdo exigidos altos custos energéticos. Técnicas
promissoras (Tabela 6) como flotagdo e sedimentacdo sdo técnicas possuem baixo custo
e scale up, mas requerem técnicas de concentracdo anteriores para aumentar os sélidos
finais (BARROS et al., 2015).

Tabela 6 — Caracterizagdo dos processos de separacao.

Concentragéo de Energia  Dependéncia Scale Custos

Técnica s6lidos (%v v1) (zﬁsat;r?r:%? da espécie up
Centrifugaco 2.92 0.7-8 Baixa Baixa Alta
Filtracéo 507 0,5-6 Alta Baixa  Alta
Sedimentacéio 053 0,1-0,3 Média Alta  Baixa
Flotagio 257 0,015-1,5 Média Alta  Baixa
Eletrocoagulagio 3.5 0,8-1,5 Baixa Baixa Média

Fonte: Adaptado de Barros et al. (2015).

Apo6s o cultivo em LAT, Garcia, Hernandez-Mariné e Mujeriego (2000) citam a
sedimentacdo simples por gravidade como uma opc¢do promissora para alcangar um
efluente tratado de alta qualidade no que se refere a remocéo de nutrientes e recuperacéo
da biomassa para producao de biocombustiveis, devido a maioria das espécies presentes
no crescimento efluente de aguas residuais (Scenedesmus sp., Dictyosphaerium sp.,
Coelastrum sp.) formarem grandes coldnias com tamanhos entre 50-200 um. A Tabela 7

apresenta as vantagens e desvantagens de variadas técnicas de separacdo de biomassa.

Tabela 7 — Vantagens e desvantagens dos processos de separacao.

Técnica Vantagens Desvantagens
. ] ) Produtos quimicos
3 e Técnica rapida e simples  5r0s
Coagulacdo/floculagdo Aplicavel para largas | Alta dependéncia do
escala pH
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o Menor dano a célula o Dificuldade de separar
o Aplicado a  varias 0 coagulante da biomassa
espécies . Eficiéncia
o Menor consumo dependente do coagulante
energético
o Possibilidade de
. Aplicavel em largas contaminagéo mineral
Flotago escalas J Necessidade de
o Baixo custo e baixo surfactantes
espaco necessario o AA.Ito custo do processo
por 0zonio
o Necessidade de
. Baixo tempo de eletrodos metalicos
operagéo L Alto custo de energia e
Eletro-floculacio  ® Aplicvel para todas as €quipamentos
espécies de algas J Contaminacéo por
o Ndo requer reagentes Mmetais
quimicos
R Alta  eficiencia de ® Técni,ca lenta, requer
recuperacio pressdo ou vacuo
o NZo requer reagentes Depenpl ente do
Filtrac&o quimicos tamanho da célula
. Baixo consumo ® _ Alto _consumo de
energético energia pela filtragem a vacuo
o Reciclo de agua
o Alto custo de
R Técnica rapida equipamento e energia )
o Alta  eficiéncia de ° Alto~custo de operagéo
recuperacio e manutengdo _
Centrifugacao . Preferencialmente para ° Apropriado para
escala laboratorial produtos com alto valor
o Aplicadvel a todas as agregado_ -
espécies de microalgas ;élula Risco de destruicdo da

Fonte: Adaptado de Singh e Patidar (2018).

A Formagdo de flocos e grénulos como formas dominantes da biomassa

alga/bactéria foi observada por Arcila e Buitrdn (2016), constituidas em grande parte por
diatoméaceas, microalgas filamentosas verdes e bactérias. Os autores identificaram, em
LAT com TDH de 10 dias, uma aglomeracdo de diatomaceas e bactérias contribuindo
para um crescimento radial de microalgas filamentosas. De acordo com Bahulikar e Kroth

(2007), a estrutura granular pode estar associada a geracdo de substancias poliméricas
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extracelulares. J& em TDH de 6 dias, ocorreu uma diminui¢cdo na morfologia granular,

assim como a mudanca da coloracédo da cultura de verde para verde acastanhado.

Durante o processo de biofloculacéo, a agregacdo das células de bactérias e células
cria grandes flocos e se estabilizam por gravidade, sem o uso de floculantes metalicos,
quimicos ou alteracdo do pH do meio de cultura (VANDAMME; FOURBERT;
MUYLAERT, 2013).

3.10 Biomassa algal para biocombustiveis

A biomassa algal pode ser convertida em biocombustiveis através de processos
quimicos, bioquimicos ou termoquimicos (Figura 12). Em funcdo da composicao
bioguimica da biomassa e o teor de agua (Figura 13), 0 processo de conversao leva em
consideracdo os aspectos econdmicos, ambientais, eficiéncia e limitacdo de cada rota
(CRAGGS; LUNDQUIST; BENEMANN, 2013). A conversdo quimica inclui a
transesterificacdo da fracdo lipidica proveniente da alga em biodiesel. Com a conversao
bioquimica, a digestdo anaer6bica da biomassa produz o biogds. A conversdo
termoquimica compreende a processos termais dos componentes organicos das algas em
combustiveis liquidos ou gasosos, podendo ser dividida em: liquefacdo hidrotérmica,
pirdlise e gaseificagdo (AMIN, 2009; BRENNAN; OWENDE, 2010).

Figura 12 — Rotas de conversdo para 0s biocombustiveis.
Biomassa
algal

Conversao Conversao Converséo
bioguimica termoquimica quimica
I { 1 1

Digestao Liguefacdo
anaerdbica hidrotermal

Pré-tratamento e
Extracdo lipidica

Pirélise Gaseificacéc

Transesterificacado

Fonte: Adaptado de Raheem et al. (2015).
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Figura 13 — Rotas da biomassa para 0s biocombustiveis em base imida e seca.

| Digestéo
anaerobica

Biomassa ‘ | Liquefagdo Bio-6le0
algal amida hidrotermal

Gaseificagéo Gas de
supercritica sintese

— Biogas

Alga  —

v  Pirdlise » Bioc-6leo

Biomassa
algal seca

Pré-tratamento e

' Extragdo lipidica |” Biodiesel

——— Transesterificagéo

Fonte: Adaptado de Allen et al. (2018).

3.10.1 Conversdo da biomassa iumida
3.10.1.1 Producdo de dleo por liquefacédo hidrotermal

A liquefacdo hidrotérmica (LHT) compreende o processo de conversdo
termoquimica da biomassa em meio aquoso com alta temperatura e pressdo, assim como
0 tempo necessario para a quebra da estrutura bio-polimérica das células em componentes
lipidicos (ELLIOTT et al., 2015)

Neste processo, a faixa de temperatura da dgua varia entre 200 e 374 °C, sob uma
pressdo de aproximadamente 250 bar para manter o estado liquido. Devido a constante
dielétrica maior e a densidade menor, acontece decomposi¢cOes e reacGes de
polimerizagdo dando origem a formacgéo do bio-6leo (JAZRAWI et al., 2013). Além da
LHT, em fungédo dos produtos formados e a umidade da biomassa ha outros processos
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como a carbonizacdo hidrotérmica (CHT) e a gaseificacdo hidrotérmica (GHT)
(BARREIRO et al., 2013).

De acordo com Guo et al. (2015), a principal e mais importante variavel do processo
LHT é a temperatura, ligada diretamente com as reacdes, traz seguranca e economia para
a operacdo em escala industrial. Os autores também destacam a importancia do tempo de
reacdo, adequando-o para a conversdao maxima do bio-6leo. Tempos curto de reacdo
afetam o rendimento do processo pois ndo ocorre em totalidade a decomposicédo e
despolimerizacdo das células de alga em moléculas menores. Em tempos elevados, ocorre
a formacéo de gases e produtos aquosos, diminuindo o rendimento do bio-6leo. A Tabela
8 a mostra os rendimentos do processo LHT sob condicGes de reagfes em 320-370 °C,
10% de peso em biomassa e 1 hora de tempo de reacdo (ROBERTS, 2015):
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Tabela 8 — Rendimentos e propriedades elementares de espécies de microalgas pelo processo LHT.

Rendimentos (% massa) Propriedades elementares (% massa)
Espécie Oleo Solidos PA** C H N @) PCS (MJ Kg?) Referéncias
Spirulina platensis 32 5 44 723 90 5,7 11,7 35,3 Jena, Das e Kastner
(2011)
Nannochloropsis Occulata 35 2 60 68,1 88 4,1 18,9 34,5 Biller, Riley e Ross
(2011)
Porphyridium cruentum 21 9 71 728 85 5,4 13,3 35,7 Biller, Riley e Ross
(2011)
Scenedesmus sp. 45 7 17 726 90 6,5 10,5 35,5 Vardon et al. (2012)
Spirulina sp. 31 11 23 722 91 8,1 9,2 35,8 Vardon et al. (2012)
Nannochloropsis sp. 30 5 29 758 106 45 9,1 - Valdez et al. (2012)
Chlorella sp. 25 20* 50 70,7 86 59 14,8 35,1 Biller, Riley e Ross
(2011)
Nannochloropsis sp. 10 75* 15 68,1 88 4,1 18,9 34,5 Biller, Riley e Ross
(2011)
Porphyridium sp. 10 50* 40 728 85 5,4 13,3 35,7 Biller, Riley e Ross

(2011)



Spirulina sp. 15

Tetraselmis sp. 41
Phaeodactylum tricornutum 39
Scenedesmus obliquus 51
Phaeodactylum tricornutum 54

45%

14

35

12
21
11

13

73,3

71,0
75
73,2

73,4

9,2

9,5
10
8,9

91

7,0

50

6,3

5,8

10,4

14,0
10
8,1

7,8

36,8

35,0
37
35,6

35,9

Biller, Riley e Ross
(2011)

Eboibi et al. (2014)
Christensen et al. (2014)
Eboibi et al. (2014)

Eboibi et al. (2014)

*Incluindo rendimentos solidos e gasosos; **PA: Produto aquoso.

Fonte: Adaptado de Roberts (2015).
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3.10.1.2 Digestao anaerdbia

A digestdo anaerdbia de matéria organica sob auséncia de receptores de elétrons,
como o sulfato, nitrato ou ferro férrico é capaz de produz metano (55-75% em volume),
CO2 (25-45% em volume) e metabolitos fermentativos. A degradagdo acontece através
de coldnias microbianas heterogéneas envolvendo multiplas interacfes bioldgicas entre
0S microrganismos e o substrato. O processo pode ser divido em quatro estagios
principais: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. A digestdo anaerobia,
também chamada de fermentacdo metanogénica, é extensamente aplicada na digestdo de
esterco, lodo de esgoto e fracdes organicas de residuos sélidos municipais (LAKANIEMI;
TUOVINEN; PUHAKKA, 2013)

O processo de digestdo anaerdbia da biomassa algal é estudado em varias espécies
de algas de agua doce e marinha em varias combinacgdes. A eficiéncia de digestdo pode
ser atribuida aos intervalos de temperatura, métodos de pré-tratamento e uso de co-
substratos (MUSSGNUG et al., 2010). De acordo com Ward, Lewis e Green (2014) a
producdo de metano das microalgas é baixa devido a sua parece celular além da sua
composicao de baixa relacdo C/N. Portanto, a codigestdo com subprodutos com base em
carbono pode aumentar o rendimento do sistema. O pré-tratamento por meios fisicos,
quimicos ou biol6gicos também ajudam no aumento do rendimento de metano, embora
0s estudos ndo deixem claro se o ganho de energia compensaria 0 investimento
energético, principalmente nos casos dos pré-tratamentos mecanicos (JANKOWSKA;
SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017).

A producdo de CHs a partir da biomassa algal varia em funcdo do contetdo de
proteinas celulares, carboidratos, lipidios, estrutura da parece celular e as varidveis de
operacdo do processo, como o tipo de biorreator e a temperatura de digestdo. Segundo
Sialve, Bernet e Bernard (2009), teoricamente as proteinas, carboidratos e lipidios
resultam em 0,851, 0,415 e 1,014 L de CHs por grama de sélidos volateis,
respectivamente. A composicao quimica da biomassa algal pode variar de acordo com a
espécie e mesmo dentro da mesma, sob diferentes condic¢Ges de cultivo (SHEEHAN et
al., 1998). Sendo assim, a geragdo de CH4 a partir da biomassa algal deve levar em
consideracdo diferentes condigdes experimentais, buscando altos rendimentos de

crescimento e determinando a composicdo 6tima para a digestdo anaerobia.
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Os dados mostrados na Tabela 9 mostram o potencial terico de metano para varias
espécies de microalgas. Chinnasamy et al. (2010) relataram que a biomassa proveniente
de cultivo com &guas residuarias apresentou reducdo de 13% no potencial teorico.

Tabela 9 — Potenciais tedricos de metano a partir de valores médios de carbono,

hidrogénio, nitrogénio e oxigénio.

Espécie C H N O  Metano (mL g* SV?) Referéncias
Chlorogloeopsis 54y g9 73 314 309 Biller et al. (2012)
fritschii
Spirulina platensis 557 68 112 264 319 Biller et al. (2012)
Chlorella vulgaris 526 7,1 82 322 283 Biller et al. (2012)
Scenedesmus 534 7.8 79 31 260 Biller et al. (2012)
dimorphus

Consorcio de aguas Chinnasamy et al.

494 6,7 93 216 347

residuais (2010)
Consércio de aguas Chinnasamy et al
residuais (lipidios 459 62 93 23,6 303 (20103)/ '
extraidos)
Nannochlorospsissp. 476 6,6 55 21,7 383 Elliott et al. (2014)
Nannoc_:hlor_ogp_ms P gy 75 48 224 414 Elliott et al. (2014)
(baixo lipidio)
Nannochlorospsis sp. 515 73 45 224 414 Elliott et al. (2014)

(alto lipidio)

Fonte: Do autor (2022).

3.10.1.3 Gaseificacdo supercritica

O processo de conversdo de biomassa em gases sob agua acima de seu ponto critico
(T> 374 °C e P> 22,1 MPa) recebe o nome de gaseificacdo supercritica. A acentuada
diminuicdo na densidade e viscosidade, similar a dos gases, garante propriedades de
transporte e cinética de reagdo eficientes para producdo de metano, hidrogénio,
hidrocarbonetos leves e consequentemente energia (CALZAVARA et al., 2005;
WILLIAMS; ONWUDILI, 2006; ERKONAK; SOGUT; AKGUN, 2008). Nestas

condicgdes de pressdo e temperatura, a constante dielétrica diminui e a agua apresenta
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propriedades de uma molécula apolar, sendo capaz de dissolver os componentes
organicos em meio aquoso e inibindo a formagdo de co-produtos como o carvao
(KIPCAK; SOGUT; AKGUN, 2011).

A utilizacdo da biomassa algal umida em agua supercritica ¢ uma tecnologia
promissora devido a eliminacédo da etapa de secagem em comparacdo com a demanda de
energia da gaseificacdo normal (BOUKIS et al., 2003). Assim como a cinética neste
estado é rapida, com tempo de permanéncia curto, necessita de sistemas que ocupam
menos espaco em comparacdo com outros tratamentos bioldgicos (CROCKER;
ANDREWS, 2010).

O processo de gaseificagdo supercritica acontece por trés reagBes principais:
Decomposicdo endotérmica; reacdo de deslocamento agua/gés, com formacédo de H e
COo; reacéo entre H.CO e CO> para a formagéo de metano. Todas as rea¢fes que ocorrem
durante o processo sdo exotérmicas, com excecdo da decomposicdo da biomassa algal
(BOUKIS et al., 2003). A mistura gasosa de gas combustivel formado principalmente por
H2, CO2 e CH4 juntamente com hidrocarbonetos leves (como o CoHg e C3Hg) sdo o0s
resultados do processo. Elsayed et al. (2016) realizaram um experimento com diferentes
concentracdes de biomassa algal e verificaram a eficiéncia de gaseificacdo e a producéo

média de gas, como mostrado nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Estudo da gaseificacdo supercritica com variacdo da concentracdo de

biomassa.
Caso C(Ij(;nt():ieonr;rg;szo Tem ‘()0%;3 tura mﬁgﬁ? rlfgg Sg]sid(iﬁ ?]?1) Duragédo (h) EGH (%)
(% massa)
1 2,5 690 6,3 8,4 96,4
2 5 600 7,6 10 87
3 5 620 8 6,5 88,2
4 5 650 8 11,0 89,5
5 5 690 10,4 8,5 91
6 10 650 10,2 11 72
7 10 690 15,7 10 87
8 10 620 11,8 9 70
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9 15 690 27,5 8,3 86

10 20 690 23,6 8,4 82

*EGH: eficiéncia de gaseifica¢do do carbono; Pressdo: 28 MPa.

Fonte: Elsayed et al. (2016).

Tabela 11 — Composicdo da mistura gasosa derivado da gaseificacdo supercritica.

Caso H2 (vol %) CO2(vol %)  CHa(vol %)  CzHs (vol %)
1 44,7 33,0 19,1 2,9
2 36,0 30,0 26,0 6,0
3 36,5 28,8 25,0 8,4
4 37,0 31,0 24,0 8,0
5 40,0 33,0 21,4 5,6
6 28,0 355 27,0 9,0
7 27,3 32,5 31,0 87
8 27,3 33,0 27,6 10,0
9 28,2 36,6 28,2 6,5
10 20,2 35,9 355 7,8

Fonte: Elsayed et al. (2016).

3.11 Conclusédo

O crescimento de microalgas em efluentes possui a vantagem da producdo de
biomassa a0 mesmo tempo em que proporciona tratamento antes do lancamento em
corpos d agua. Devido a composi¢do da &gua residual ser semelhante aos meios de cultura
sintéticos normalmente utilizados, o fornecimento de carbono, nitrogénio, fosforo e
outros componentes, favorecem o crescimento da cultura. Além disso, outra vantagem
estd na reducdo da demanda de energia durante o tratamento a partir do pos

processamento da biomassa algal através das rotas de converséo.
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A utilizacdo de microalgas para o tratamento de aguas residuais, foi relatada pela
primeira vez por Oswald em 1960, e amplamente estudada ao redor do mundo até os dias
de hoje. No entanto, o pouco desenvolvimento industrial desta tecnologia e em maior
quantidade as instalacGes de pequena escala, deve-se ao fato da menor eficiéncia quando
comparada aos processos convencionais. Acién et. al. (2016) mostram que para serem
competitivos, os sistemas de tratamentos de efluentes & base de microalgas necessitam
de: Aumentar a resiliéncia do processo a depender das condi¢cdes ambientais; reduzir o
tempo de detencdo hidraulica de 7 a 11 dias, para valores proximos dos processos
convencionais; reduzir o consumo de energia para menos que 0,5 kwWh por metro cubico
de efluente; garantir a eficiéncia de tratamento de acordo com o0s requisitos
governamentais vigentes. Para atingir tais objetivos, os fatores bioldgicos e a operacao

do processo devem ser reavaliados e melhorados.

Neste sentido, o artigo do capitulo a seguir traz um experimento em sistema aberto
de cultivo submetido a variagdo na operacdo quanto ao TDH e ao regime de temperatura,
identificando a influéncias destes parametros no tratamento do efluente, producdo de

biomassa e sua composi¢ao bioquimica para posterior aproveitamento energético.
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO - “High rate algal pond for biomass production and nutrient recovery
from wastewater treatment plant effluent: effect of hydraulic retention time and

temperature” (versdo preliminar)

Abstract

The algal cultivation in high rate algal ponds (HRAP), compared to conventional tertiary
treatment systems, has the comparative advantage of CO> fixation and high biomass
production, besides using wastewater as a source of nutrients and water while providing
the effluent treatment. In this system, the microalgae and bacteria consortia directly
intervene in the nutrient removal dynamics, and the recovered biomass has potential use
for energy conversion. In order to evaluate the performance of microalgae-based
biotechnology to treat wastewater plant effluent, an HRAP was operated with hydraulic
retention times (HRT) of 10 and 5 days and temperature maintenance at 28 °C and natural
variation throughout the day. Statistical and laboratory analysis of nutrient removal and
biomass production and characterization supported the evaluation of the system
throughout 4 operational phases. Under variable temperature and HRT of 10 days, this
study resulted in the highest values of number of microalgae cells (1.60E+06 + 3.73E+05
cell mL™1), chlorophyll-a (3.66 + 0.46 mg L), volatile suspended solids (133.57 + 6.11
mg LY), primary and total biomass productivities (0.13 + 0.02 and 4.85 + 0.22 g m2 d?).
In turn, this HRT at 28 °C provided greater organic matter removal. Finally, the
microalgae/bacteria biomass showed suitable characterization for subsequent energy
recovery, with contents of carbohydrates (19.61 + 2.78 %), proteins (10.69 £ 0.19 %),
neutral lipids (1.61 + 0.58 %) and polar lipids (9.79 £+ 2.52 %).

Keywords: microalgae/bacteria consortia, effluent treatment, nutrient recovery, cell

content, biomass valorization, bioenergy

1 Introduction

High rate algal ponds (HRAP), developed in the 1950s, are an economical and efficient

alternative to conventional stabilization ponds, offering bioremediation solutions for
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effluents of various types such as agricultural, municipal, and industrial (Craggs et al.,
2015; de Godos et al., 2009, 2010). The use of effluents as a microalgae growth medium
overcomes the limitation of this system in terms of water evaporation and provides
nutrients, mainly organic matter, nitrogen, and phosphorus, for the metabolism and

development of mixed biomass (Lam and Lee, 2012; Salama et al., 2017).

Along with the effluent treatment, in this reactor, the recovery of nutrients takes place in
the form of microalgal/bacterial biomass, which can be used in biorefineries for value-
added products, such as fertilizers and biofuels (Beckstrom et al., 2020; Jenkins et al.,
2017; Solé-Bundo et al., 2019). Therefore, integrating effluent bioremediation into
microalgae-based products offers the plant design towards circular bioeconomy and more
sustainable wastewater treatment plants (WWTP).

According to Rawat et al. (2011), in mixotrophic culture, under optimal conditions
regarding the availability of nutrients, light, and temperature, high biomass
concentrations can be observed in HRAP treating wastewater. However, Park and Craggs
(2010) and Sutherland et al. (2015) warn about low light penetration in the system,
reducing photosynthesis and productivity, mainly when cultivation occurs with effluents.
So, equivalent to other outdoor and open wastewater treatment systems, HRAP is more
sensitive to variations in environmental conditions such as light, temperature, and
predators (Mata et al., 2010). Furthermore, when compared to other microalgae culture
reactors, such as closed photobioreactors, the performance of HRAP in biomass
productivity is generally lower. Jorquera et al. (2010) cited the volumetric productivity
for HRAP and tubular photobioreactor of 0.035 and 0.56 g L™ d, respectively. Thus, some
strategies are used in the literature to improve the HRAP performance during effluent
treatment, such as carbon supplementation (Viswanaathan et al., 2022), use of ultraviolet
pre-disinfection (Santiago et al., 2013), biomass recirculation (Daiek et al., 2022),
variation of hydraulic retention time (HRT) (Takabe et al., 2016) and the light intensity
(Assemany et al., 2015a), among others.

Sutherland et al. (2015) cited that the ideal temperature range for microalgae cultures is
usually between 15 and 30 °C. Although the higher temperature is associated with higher
growth rates and nutrient absorption due to increased metabolic activity, this condition
may not naturally occur in HRAP (Singh and Singh, 2015). Nonetheless, Mohsenpour et
al. (2021) noted that conventional heating methods might demand high energy

consumption due to the high volume and area required for the HRAP operation.
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The HRT refers to the average time that the effluent and microalgae/bacteria remain in
the pond, being an important parameter to determine the efficiency and treatment cost
(Ding et al., 2021). The HRAP operating range will depend on the effluent to be treated,
specifically on the organic load applied per unit of area, as in facultative ponds. However,
commonly adopted HRT varied between 4 and 10 days, predominantly when there is no
limitation on land use (Whitton et al., 2015). Kim et al. (2014) suggested keeping the
HRT long enough for the culture to reach maximum growth rate with high nutrient uptake.

In this study, divided into 4 phases, the 5 and 10 days of HRT were evaluated under
natural temperature variation throughout the day and temperature-controlled at 28 °C,
using wastewater plant effluent as a culture medium in HRAP. The main objective was
to evaluate the best operational conditions of cultivation, observing the biomass

production, nutrient removal efficiency, and recovered biomass characterization.

2 Materials and methods

The experiment was carried out between March and September 2021 at the WTTP of the
Federal University of Lavras (21° 13" 49" S, 44° 59" 22" W), with pre-treated effluent
in an Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) reactor. The HRAP was installed
indoors with a capacity of 175 L operated with inlet flows of 17.5 and 35 L d7,
corresponding, respectively, to 10 and 5 HRT days. 6500 k LED lamps provided 190
umol s m2 under a 12-hour photoperiod. The culture medium was agitated by circulation
pumps and aeration via an electromagnetic compressor. Temperature maintenance at 28
°C was done using 300 W heaters (Figure 1). A Novus LogBox BLE data logger
performed data acquisition of air and culture medium temperatures. The operational
phases were: 1 and 2 with variable temperature and HRT of 10 and 5 days, respectively;

3 and 4 with temperature maintenance at 28 °C and HRT of 5 and 10 days, respectively.
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Figure 1. Flowchart of HRAP inputs and outputs.
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Source: From the author (2022).

2.1 Laboratory analysis

For each operation phase, 5 weekly sampling collections were performed for nutrient
removal and biomass production analysis. After each phase, the biomass harvesting was
done through gravitational sedimentation in a decanter, and then the biomass was dried
at 45 °C. The collected and dried biomass was used for the biochemical characterization

analysis at the end of each phase. The analysis methodologies are described in Table 1.

Table 1. Analysis and applied methods.

Variable Method

Nutrient removal

Chemical oxygen American Public Health Association - APHA (2012), method
demand (COD) 5220D
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Ammonia American Public Health Association - APHA (2012), method
nitrogen (N-NH3)  4500-NH3Be C

Total kjeldahl American Public Health Association — APHA (2012), method
nitrogen (TKN) 4500PC

Total and soluble American Public Health Association - APHA (2012), method
phosphorus 4500-P E, adapted from Matos (2012)

Biomass production

Chlorophyll-a American Public Health Association - APHA (2012), Nusch
(chla) (1980) and Nederlands Norm (NEN 6520) (1981)
Volatile _ _ o

American Public Health Association - APHA (2012), method

suspended solids
2540

(VSS)
Cell count Neubauer chamber in an optical microscope

Predominant ] ] ] o ]
) Optical microscope observation and specialized literature
microalgae genus

Biomass characterization

High heating )
IKA C1 calorimeter

value (HHV)

Ash Couto et al. (2018)

Moisture Couto et al. (2018)

Protein American Public Health Association - APHA (2012), method

4500PC

Neutral and polar Soxhlet extraction with hexane and ethanol (Ramluckan et al.,
lipids 2014)
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Quantitative acid hydrolysis with detection by the phenol-sulfuric
Carbohydrates
reagent method

Source: From the author (2022).

For the determination of chlorophyll-a, the extraction technique with 80 % heated ethanol
was used (Nusch, 1980), reading by spectrophotometry (American Public Health
Association - APHA, 2012) and the calculations were performed using the equations
described by the Nederlands Norm (NEN 6520) (1981). In turn, to determine the HHV,
the biomass burning in the IKA C1 calorimeter was performed with the mixture of
biomass/diesel, discounting the heating values of each auxiliary fuel. Protein content was
calculated using a conversion factor of 6.25 g g of nitrogen content into protein
according to AOAC (2000). The specialized literature for the microalgae genus
identification was the third edition of the catalog of microalgae strains (Torres et al.,
2021).

The biomass assimilated phosphorus was measured by the difference between the total
phosphorus from the HRAP and the soluble phosphorus from the decanter, considering
that the remaining suspended phosphorus is presented in the biomass. Similarly, the
assimilated nitrogen was measured through the difference between the TKN of the HRAP
and the ammonia nitrogen of the decanter.

2.2 Statistical analysis

After verifying the data normality using the Shapiro-Wilk test, the analysis of variance
by the Anova/Tukey (parametric) or Kruskal-Wallis (hon-parametric) methods was used
to test the occurrence of a significant difference at 5 % of probability between the phases.
The tendency and interaction of nutrient removal were verified through the Mann-Kendall
analysis at a significance level of 0.05. Statistical analysis was performed using R Studio

and Statistica software.
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3 Results and discussion

3.1 HRAP monitoring

Table 2. Monitoring of temperature and pH between phases.

Air temperature (°C) Cultivation temperature (°C) HRAP pH
) ) Std.
Max. Min. Mean Max. Min. Mean Mean

Dev.

Phasel 305 17.9 24.7 29.4 21.7 26.1 7.07 0.6
Phase2 23.3 14.1 19.1 23.2 17.4 21.2 6.48 0.3
Phase3 23.8 10.3 17.2 29.9 27.6 28.6 6.13 0.1
Phase4 31.4 18.7 245 315 27.9 30 6.45 0.5

Max. — maximum; Min. — minimum; Std. Dev. — standard deviation.

Source: From the author (2022).

The operation stages with non-controlled temperature throughout the day (Table 2),
phases 1 and 2, recorded an average of 26.1 and 21.2 °C, respectively. At these
temperatures, no damage to culture growth is reported, as shown by many studies in the
literature (Binnal and Babu, 2017; Garcia-Cubero et al., 2018; Suthar and Verma, 2018).
The heaters installed in phases 3 and 4 provided average temperatures values inside the
HRAP of 28.6 and 30 °C, respectively. Among the phases, the lowest pH was 6.13 (0.1)
and the highest 7.07 (0.6), not directly influencing the nutrient removal mechanisms, as

discussed in section 3.3.

3.2 Biomass production

The genus Chlorella sp. was predominantly in all the operation stages, with the
occurrence of Scenedesmus sp. during phase 3 only (Figure 2).
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Figure 2. Genus of microalgae observed in each operational phase. A 40x objective lens

was used.

Phase 1

Phase 3

Source: From the author (2022).

Phase 2

Table 3. Biomass production (mean values and standard deviation in parentheses).

Primary productivity

Total biomass

Cell count Chlorophyll-a o
(chla) productivity

(cell mL?) (mg LY (gm2d?) (mg L) (@m2d?
1.60E+06" 133.57A

Phase 1 3.66 (0.46) 0.13%(0.02) 4.85% (0.22)
(3.73E+05) (6.11)
8.01E+054 40.708

Phase 2 0.598 (0.08) 0.048 (0.01) 2.968 (0.55)
(1.94E+05) (7.61)
8.39E+054 65.938

Phase 3 1.378€(0.18) 0.108€ (0.01) 4.79° (0.34)
(1.24E+05) (4.71)
1.84E+065 130.714

Phase 4 3.19%¢€ (0.62) 0.12A¢€ (0.02) 4.75°¢€ (0.87)
(5.00E+05) (24.01)

In the column, the mean followed by the same letter has no statistical difference at 5 %. VSS - volatile

suspended solids.
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Source: From the author (2022).

Comparing phases 1 and 4 with 10 days of HRT, no difference was observed between
variable temperatures or maintenance at 28 °C concerning all variables, as shown in Table
3. Among conditions with 5 days of HRT, phases 2 and 3 presented different values only
for total biomass productivity of 2.96 (0.55) e 4.79 (0.34) mg L, respectively, indicating
a beneficial effect with cultivation at a constant temperature of 28 °C. In addition, during
phase 2 the temperature reached values close to 17 °C, affecting the culture growth. Liu
et al. (2017) cited that, similar to irradiance, microalgae and bacteria have higher growth
rates with increasing temperature until their optimal range. In this study, this effect was
only observed for the HRAP that operates with 5 days of HRT. Santiago et al. (2013)
when operating an HRAP under 4 days of HRT and variable temperature throughout the
day, fed with domestic sewage from the UASB reactor, obtained chlorophyll-a and VSS
concentrations of 1.5 (1.2) and 152 (57) mg L™, respectively. These values were higher
than observed during phase 2 of this study, 0.59 (0.08) and 40.70 (7.61) mg L%,

respectively.

When comparing phases 1 and 2 with variable temperature, a statistical difference was
observed for the variables chlorophyll-a, cell count, VSS, primary, and total biomass
productivities, with greater values found for phase 1, 3.66 (0.46) mg L™; 1.60E+06
(3.73E+05) cell mL™?; 133.57 (6.11) mg L?; 0.13 (0.02) gm2d?; 4.85 (0.22) gm2d,
respectively. Thus, in HRAP, with temperature variation throughout the day, longer

HRTs positively influenced biomass production.

Long HRT directly influences the greater degradation of organic matter by bacteria. Due
to degradation, COz is released for microalgal photosynthesis. In addition, the longer time
improves the assimilation of nutrients and the microalgae culture adaptation to the
effluent conditions, which can contain toxic substances discharged from teaching and
research facilities in a university, such as chemical products from the laboratories and the
university's veterinary hospital. In comparison, Alalawy et al. (2019) using hospital
effluent with concentrations of 5 and 25 %, observed the need for 12 HRT days to adapt
the culture of Chlorella sp. at 32 °C. Kim et al. (2014) suggested keeping HRT long
enough to optimize the growth rate.
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Regarding operational stages with different HRTs and temperature maintenance at 28 °C,
phase 4 presented cell count values and VSS concentration equal to 1.84E+06 (5.00E+05)
cell mL? and 130.71 (24.01) mg L%, respectively. However, between phases 3 and 4, no
statistical difference was observed concerning primary and total biomass productivities,
showing the benefit of temperature control for lower HRT operation. Babel et al. (2002)
cultivating Chlorella sp., obtained an optimal growth range during indoor cultivation with
an average temperature of 26 °C. At higher temperature values, i.e., above 35 °C, the
authors reported a 40 % decline in the growth rate. In turn, investigating microalgae
species for outdoor cultivation, Varshney et al. (2015) observed that the optimal

temperature for Chlorella sp. and Scenedesmus sp. growth is between 28 and 32 °C.

3.3 Nutrient removal

Table 4. Characterization of the HRAP input (influent) and output (effluent), removal
efficiency, and nutrients assimilation in each operational phase (mean values and standard

deviation in parentheses).

Phase 1 Phase 2 Phase 3  Phase 4

19.60"8 17.55 10.27¢  14.558€

Influent
(2.47) (2.42) (0.66) (3.53)
1.87 411 3.36 5.04
N-NH3 Effluent
(0.66) (0.51) (1.41) (2.04)
89.86% 76.28°B  67.64BC  64.22€
% Removal
(5.48) (4.09) (11.83) (16.98)
160.55"B  53.97AC  69.87°P  126.54BD
Influent
(107.68) (18.17) (30.29) (58.59)
COD
83.70 26.42 18.80 33.81
Effluent

(92.11)  (407)  (8.08)  (15.79)
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54.41A8 47.55% 72.94¢  73.33BC

% Removal
(18.32)  (15.77)  (1.53) (4.91)
3.73A 4.978C 4.77¢ 6.18P
Influent
(0.65) (0.63) (0.88) (0.42)
2.15 3.95 4.01 4.80
Total P Effluent
(0.36) (0.15) (0.35) (0.34)
42.39° 19.938 14.498C  22.08AC
% Removal
(5.76) (6.73) (11.50) (6.93)
1.48A8 1.01A¢ 0.84¢ 2.538
Assimilated P HRAP
(1.31) (0.95) (0.15) (0.53)
o 1.6978 2.36”C 1.56¢P 2.08BP
Assimilated N HRAP
(0.90) (1.31) (0.63) (1.35)
) 27.747 32.078 22.43C 23.14¢
Nitrate HRAP

(3.77) (2.10)  (0.13)  (0.18)

N-NHs, COD, total P, assimilated P, assimilated N, and nitrate — mg L. In the line, the
mean followed by the same letter has no statistical difference at 5 %.

Source: From the author (2022).

3.3.1 Organic matter

When comparing phases 1 and 4, 2 and 3 with the same HRT condition and phases 1 and
2, 3 and 4 with the same temperature condition, there was no difference in the COD
concentration at the entrance of the HRAP (influent). Regarding phases 2 and 3 with HRT
of 5 days, the highest removal occurred under the temperature maintenance at 28 °C with
74.94 (1.53) %. This removal efficiency was statistically equal to the same temperature
condition and HRT of 10 days (phase 4), demonstrating that temperature maintenance
can be an important factor for the removal of organic matter in HRAP, offsetting the
adoption of lower HRT values and, consequently the lower area demand of the WWTP.

The temperature maintenance can increase the heterotrophic bacteria metabolism,
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compensating for the lower HRT, as seen between phases 3 and 4. COD removals at
controlled temperature were higher than in the literature. Arashiro et al. (2019) obtained
a removal efficiency of 62 % with an HRT of 4.5 days and variable temperature
throughout the day. On the other hand, in the present study, the values found when the
temperature varied throughout the day for the HRT of 10 and 5 days were, respectively,
54.41 (18.32) and 47.55 (15.77) %.

Although the increase in temperature to 28 °C provided greater efficiency in the removal
of organic matter, as observed during phases 3 and 4, high temperatures can be harmful
to the removal of COD in HRAP. Xu et al. (2019), culturing microalgae with municipal
effluent, post-treated in an anaerobic pond, observed that under a temperature of 35 °C,
stress conditions occurred, resulting in the excretion of extracellular polymeric substances
by microalgae and so influencing the efficiency of COD removal. According to the
authors, COD removal was constant at 60 % from the 6th until the 10th day of cultivation,
showing no difference between the 6 and 10 days of HRT, similar to the operation and
statistical results of phases 3 and 4.

Studies reported that the interaction between microalgae and bacteria could contribute to
COD removal during wastewater treatment (Wang et al., 2016; Zhu et al., 2013). Via
photosynthesis, microalgae can provide oxygen for aerobic bacteria to biodegrade organic
matter and, in turn, simple organic molecules are broken down, and microalgae use the
CO2 released by bacteria. Qi et al. (2021) corroborated, citing that COD is mainly

oxidized by the bacterial community and not by the microalgae community.

3.3.2 Nitrogen

According to previous reports (Garcia et al., 2000; Nurdogan and Oswald, 1996; Picot et
al.,, 1991), nitrification (carried out by nitrifying autotrophic bacteria), biomass
assimilation (conversion of ammonia to organic nitrogen), and removal by volatilization
(when the pH is greater than 9) were considered the main mechanisms of nitrogen

removal in HRAP.

In HRT of 10 days, the temperature variation throughout the day (phase 1) showed a
higher ammonia nitrogen removal value and a statistical difference compared to
temperature maintenance at 28 °C (phase 4). Removals were respectively 89.86 (5.48)
and 64.22 (16.98) % for phases 1 and 4, demonstrating no efficiency gain with constant
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temperature maintenance. de Godos et al. (2016) operating HRAP with HRT of 7 days
and pos-UASB reactor effluent, showed removal efficiency of 94 %, higher than the value
of the present study during phase 1. There was no difference between the HRT of 10 and
5 days with temperature variation throughout the day. Phase 2 with 5 days of HRT showed
76.28 (4.09) % removal efficiency, indicating that lower HRT values can be adopted for
ammonia nitrogen removal and that the operation can be done without temperature
control. Lower and close removal efficiencies were found in both HRT, 5 and 10 days,
when the temperature was maintained at 28 °C, with 67.64 (11.83) and 64.22 (16.98) %,
respectively. Therefore, the HRT did not influence ammonia nitrogen removal between
phases 1 and 2 and phases 3 and 4. On the Other hand, Sutherland et al. (2018) reported
that the HRAP operating with HRT of 4 days, compared to HRT of 8 days, presented
higher microalgae productivity, lower bacterial productivity, and consequently lower

nitrification rates.

The literature shows that the decrease or low nitrogen concentration is a limiting factor
for culture growth and biomass productivity (van Vooren et al., 2012; Yang et al., 2018;
Yodsuwan et al., 2017). The concentration of ammonia nitrogen from the UASB reactor
(influent) during phases 1, 2, 3 and 4 were, respectively, 19.60 (2.47), 17.55 (2.42), 10.27
(0.66) and 14.55 (3.53) mg L. Other studies carried out by Couto et al. (2021), Assemany
et al. (2015b) and Santiago et al. (2013) showed values of 53.1 (2.8), 39.82 (13.1) e 40
(13) mg L™ for UASB reactor effluent. Larsdotter (2006) stated that in HRAP, nitrogen

is limiting for culture growth when carbon and light are not limiting.

The observed pH within the HRAP in all phases showed that the transformation of
ammonia nitrogen to free ammonia and consequently removal through volatilization was
limited. Furthermore, Mathew et al. (2022) considered that volatilization in ponds is less
significant than nitrogen removal by biological activities. The nitrate values in the culture
medium shown in Table 3 illustrated that nitrification through the transformation of
ammonia to nitrite and then to nitrate by the nitrifying bacteria community was the main
mechanism for ammonia nitrogen transformation. It is important to highlight that nitrate
formation does not result in nitrogen removal from the effluent; being characterized as a
transformation mechanism (Garcia et al., 2000). Considering biomass assimilation, no
statistical difference in phases 1, 2, 3 and 4 was observed, with values of 1.69 (0.90), 2.36
(1.31), 1.56 (0.63), and 2.98 (1.35) mg L1, respectively.
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Fallahi et al. (2021) showed that heterotrophic bacteria, if in greater quantity, can
consume the available oxygen and nutrients, causing a reduction in the population of
nitrifying bacteria and decreasing the efficiency of nitrogen removal via nitrification.
Arcilaand Buitron (2016) also mentioned that competition dynamics between autotrophic
(nitrifying) and heterotrophic bacteria is related to the limitation of dissolved oxygen.
Since heterotrophic bacteria have a maximum growth rate of five times higher than
autotrophic nitrifying bacteria, organic matter removal occurs before nitrification.
According to Antoniou et al. (1990), the nitrification efficiency depends on the relatively
low growth rate of nitrifying bacteria, especially Nitrosomonas sp., corroborating the
lower nitrate concentrations compared to the increase in COD removal efficiency. As
shown in Figure 3, during phases 3 and 4, COD removal efficiency remained stable and

sometimes higher than ammonia nitrogen removal.

Figure 3. Removal efficiency (%) of N-NHz and COD removal throughout the phases.
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Source: From the author (2022).

Despite the nitrogen data showing that on some occasions, the removal of ammonia
nitrogen was greater than that of COD during phase 4, the Mann-Kendell analysis showed
values of -0.56 (p-value = 0.0013) and 0.48 (p-value = 0.0057) for ammonia nitrogen and
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COD, respectively. Thus, the COD removal tended to increase throughout the phases,

while for ammonia nitrogen, the opposite occurred.

3.3.3 Phosphorus

The temperature variation throughout the day showed a difference between the HRT of
10 and 5 days for total phosphorus, with removal values of 42.39 (5.76) and 19.93 (6.73)
%, respectively, for phases 1 and 2, indicating the positive effect of higher HRT while
operating without temperature control. Cromar and Fallowfield (1997) observed that the
increase in HRT from 4 to 7 days favored phosphorus removal in HRAP, varying from
17 to 45 %. The authors described the influence of a low C:N:P ratio (9:7:1) on the
reported removal efficiencies, similar to phase 2 removal, with a C:N:P ratio of 11:3:1.
On the contrary, in post-treated municipal effluent at a primary level, Arcila and Buitron
(2016) showed higher removal values than phases 1 and 2. The authors reported 49 and
29 % phosphate removals for HRAP operating with 10 and 6 days of HRT, respectively.
However, the authors considered that the removal efficiencies were low due to the
effluent's N/P ratio (4.5). In the present study, when maintaining the temperature at 28 °C
with HRT of 5 and 10 days, no statistical difference was observed for total phosphorus
removal efficiencies. In this way, it was observed that temperature control was beneficial
for lower HRT adoption, reflecting in area savings for the HRAP, as well as observed for
the COD removal (section 3.3.1).

Phases 2 and 3 showed the same removal under 5 days of HRT, regardless of the
temperature regime. Similarly, the temperature control showed no influence when the
HRAP was operated with HRT of 10 days, with statistically identical results for phases 1
and 4. Therefore, it can be highlighted that the HRT was the most crucial parameter for
the total phosphorus removal in HRAP compared to the temperature maintenance or

variation throughout the day.

The average N/P atomic ratios for phases 1, 2, 3, and 4 were 11.6, 7.8, 4.9, and 5.5,
respectively. Sutherland et al. (2015) described that ratios below 10 indicate nitrogen
limitation and contribute to the low efficiency of phosphorus removal, corroborating the
statistical difference found only between phases 1 and 2 in the present study. Pham et al.
(2018) showed that, at pH lower than 7 and N/P ratio of 9.2 (HRT of 4 days) and 6.7
(HRT of 8 days), the total phosphorus removal efficiencies were 13.9 (13.6) and 4.7 (7.9)
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%, respectively. The Mann-Kendall tendency analysis throughout the phases (Fig. 4)
presented values of — 0.56 (p-value = 0.0013) and — 0.043 (p-value = 0.043) for the
ammonia nitrogen and total phosphorus removal efficiencies, respectively. Therefore,
throughout the operational phases, there was a decreased tendency of the removal

efficiency of both variables, showing a relationship with the decrease in the N/P ratios.

Figure 4. Removal efficiency (%) of N-NHz and total phosphorus removal throughout

the phases.
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Phosphorus removal via assimilation differed only between phases 3 and 4, with
temperature maintained at 28 °C and HRT of 5 and 10 days, with 0.84 (0.15) and 2.53
(0.53) mg L, respectively. However, the higher phosphorus assimilation did not
influence the primary or total biomass productivity. According to Zhou et al. (2006), the
assimilation of organic phosphate and chemical precipitation contribute to the greater
removal of total phosphorus in HRAP. Due to the pH values found in all operational

phases, precipitation removal did not occur.

90



Morales-Amaral et al. (2015) showed that phosphorus could precipitate in the form of
calcium phosphate in alkaline conditions, causing problems for cultivation. On the Other
hand, Acién-Fernandez et al. (2018) mentioned that phosphorus precipitation does not

cause damage if assimilated and removed within the biomass.

3.4 Biomass characterization

Table 5. Biochemical characterization of the biomass, in percentage (mean values and

standard deviation in parentheses).

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4

Carbohydrates (% wt)*  19.61 (2.78) 15.46 (3.56) 13.01(2.64) 18.41(7)
Proteins (% wt)? 10.69 (0.19) 5.14 (1.13) 13.06 (0.95) 9.19 (2.19)

Neutral lipids (% wt)? 1.61(0.58) 3.29(0.54) 3.30(1.07) 4.48 (1.06)

Polar lipids (% wt)? 9.79 (2.52) 5.97(0.03) 10.91(0.82) 9.62 (1.07)
Ash (% wt)? - 57.72 (0.44) 56.07 (0.19) 58.30 (0.28)

Moisture (% wt)? - 8.18 (0.06)  7.99(0.02)  9.41 (0.05)
HHV - 20.13(0.2) 18.99 (0.23) 19.96 (0.46)

adry basis. HHV — Higher heating value in kJ g* and ash-free value.

Source: From the author (2022).

3.4.1 Carbohydrates

According to Table 5, the carbohydrate contents showed similar values between the
operational phases, highlighting the highest values of phases 1 and 4 in HRT of 10 days,
with 19.61 (2.78) and 18.41 (7) %, respectively. In addition, temperature maintenance at
28 °C had a negative influence on the biomass accumulation of carbohydrates. Arcila and
Buitron (2016) studying HRAP with HRTs of 6 and 10 days, observed that the
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carbohydrate content increased with increasing HRT, corroborating the results of HRT of
10 and 5 days conditions. Chen et al. (2014) showed a carbohydrate composition of 23.6
% in biomass cultivated in domestic effluent treatment. Similarly, Passos et al. (2014)

obtained 20 % of this component under an HRT of 8 days and primary domestic effluent.

The literature showed that, in general, the microalgae carbohydrate content is 20% and
may vary according to the microalgae species, conditions, and time of cultivation
(Laurens et al., 2014, 2012; Zhao et al., 2013). Cultivation conditions include nutrient
deprivation (mainly nitrogen and phosphorus), light intensity, light/dark cycle and CO:
concentration (Zhu et al., 2014).

3.4.2 Proteins

The concentration of protein content varied between phases 1 and 4 from 5.14 (1.3) to
13.06 (0.95) %, respectively. At variable temperature, the HRT of 10 days presented a
higher protein content than 5 days of HRT, 10.69 (0.19) and 5.14 (1.13) %, respectively.
Conversely, the temperature maintenance at 28 °C resulted in higher protein content in
HRT of 5 days compared to HRT of 10 days, respectively 13.06 (0.95) and 9.19 (2.19)
%. According to Choudhary et al. (2020), the values found in the literature for the protein
content can vary between 20 and 30% in dry biomass. The authors also reported that the
high nitrogen concentration in the culture medium, as in most effluents and domestic
sewage, is related to the high protein content. Despite the higher values of phases 1 and
3, the protein contents are well below that reported by Y. Lu et al. (2015) and Q. Lu et al.
(2015) of 60.87 and 68.65 %, respectively.

Using domestic sewage in HRAP and the genus Chlorella and Scenedesmus, Passos et al.
(2014) and Kinnunen et al. (2014) showed 49 and 41 % protein content, respectively.
Khan et al. (2018) described that the decrease in protein content decreases cell growth
and, consequently, biomass production, confirming the primary and total biomass
productivities obtained in HRT of 5 days with temperature varying throughout the day
(section 3.2).

Metsoviti et al. (2019) showed that there was no significant difference between the
temperatures of 24 (1.1) and 28.5 (2.9) °C regarding the protein content for the species C.
vulgaris, B. braunii, C. reinhardtii, N. oculata, E. gracilis. The authors reported that the
protein content is negatively affected by the low concentration of available nitrogen, as it
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is necessary for protein synthesis, in addition to the greater resistance to temperature
changes due to being an essential structural and metabolic component for microalgae
cells. The availability of ammonia nitrogen between phases 2 and 3 was statistically
different, as shown in Table 4, justifying the difference in protein content. However, as
discussed in section 3.3.3, from phase 2 onwards, ammonia nitrogen was already limited
in the HRAP, and maintaining the temperature at 28 °C during phase 4 directly influenced
the protein synthesis.

3.4.3 Lipids

The neutral lipid content observed in phases 1 and 2 was 1.61 (0.58) and 3.29 (0.54) %,
respectively. Ferro et al. (2018) and Kudahettige et al. (2018) reported that greater lipid
accumulation could occur when nutrients in the culture medium are limited, as occurred
from phase 2 onwards. According to Yao et al. (2015), the formation and accumulation
of lipids vary between 20 and 50% in this condition. The temperature maintenance did
not influence the neutral lipid content since, in HRT of 5 days, the obtained values were
close in both temperature conditions. The difference observed for HRT of 10 days may

be related to nutrient limitation.

The inverse of all cases for neutral lipids was observed for the polar lipids content. No
significant variation between phases 1 and 4 was found. However, the polar lipid content
was approximately 85% higher in phase 3 than in phase 2, in which the HRT was 5 days

under different temperature regimes, with almost the exact content of neutral lipids.

Using microalgae predominantly from the genus Chlorella sp. grown in HRAP,
Ramluckan et al. (2014) showed extraction above 10% for lipids using ethanol and hexane
in an optimal time of 3 hours using the Soxhlet methodology. In the present study, the
extraction of neutral lipids occurred for 5 hours and showed low lipid contents, as shown
in Table 5. Phukan et al. (2011) and Ryckebosch et al. (2012) mentioned that after 3 hours,
the formation of volatile products and a decrease in the extraction efficiency could occur,
causing degradation and decrease in the amount of extracted lipids. Also, for Mehrabadi
et al. (2015), the low lipid content of biomass cultivated in HRAP with effluent is related

to the presence of bacteria/microalgae consortia.

Studies carried out by Pereira et al. (2019) showed that the lipid content was affected due

to the presence of large amounts of ash. In addition, the lipid content is dependent on the
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nitrogen content within the microalgal cell (Gonzalez-Fernandez et al., 2010). For Mohan
and Devi (2014), temperature is an important factor for lipid synthesis. According to Sibi
etal. (2016), the total lipid content increases as the temperature increases to the ideal level
at which the highest biomass production is achieved. In the present study, during phase
2, the lowest average temperature (21.2 °C) in the cultivation was observed, with the
lowest productivity of 2.96 (0.55) g m “2d "t and, consequently, the polar lipid content was
5.97 (0.03) %.

Converti et al. (2009) investigated the temperature variation between 20 and 25 °C
concerning the lipid content of N. oculata and C. vulgaris. The authors observed that an
increase in temperature resulted in a drop in lipid content for C. vulgaris, while for N.
oculata, the increase in temperature resulted in 2-fold higher lipid content, from 7.90 to
14.92%. Subhash et al. (2014) observed a 5-fold increase in neutral lipid content at a high
temperature of 30 °C in microalgal culture during wastewater treatment. Woertz et al.
(2009) reported lipid contents of biomass cultivated in municipal effluent from 4.9 to
11.3% for Chlorella sp. and Scenedesmus sp. genus. The authors reported higher lipid

productivity with CO2 addition and HRT of 3 days despite the low contents.

3.4.5 Ash

During HRAP operations, regardless of the temperature regime or HRT, the highest ash
content was observed in biomass from phase 2, 3 and 4 of 57.72 (0.44), 56.07 (0.19) and
58.30 (0.28) %, respectively.

Assemany et al. (2018) showed a high ash content of 43 % in the biomass grown in HRAP
with effluent from the UASB reactor. According to the authors, depending on the reactor
operation, the accumulation of anaerobic sludge can bring large amounts of inorganic
material to the cultivation. In addition to the need for sludge disposal, Couto et al. (2020)
reported the absence of treatment to remove sand before the UASB reactor. de Assis et
al. (2020) also mentioned that the high ash content in the biomass is related to the use of

effluents as a culture medium and the accumulation of fixed solids.
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3.4.6 Higher heating value

Similar values were identified in phases 2, 3 and 4 of 20.13 (0.2), 18.99 (0.23) and 19.96
(0.46) kJ g%, respectively. Ghayal and Pandya (2013) showed an HHV of 17.6 kJ g™ for
the genera Chlorella sp. with an ash content of 30.5 %, lowest to the ones found in the
biomass from all phases. The authors suggested the addition of 50 % microalgae to 50 %
coal for application as solid fuel, resulting in an HHV of 22.2 kJ g ~*. Choi et al. (2019)
also cited the replacement of woody biomass by microalgae in the coal/biomass mixture
due to the greater calorific value of microalgae biomass. In addition, the co-combustion
of the coal/microalgae biomass mixture could reduce ash and sulfur contents and improve

combustion efficiency.

3.4.7 Biomass valorization

The energetic valorization through conventional biochemical methods such as anaerobic
digestion or fermentation of microalgal biomass, with a carbohydrate content of 24 to
30% in carbohydrate content, can produce biofuels such as biogas and bioethanol (Chen
et al., 2013). Therefore, the carbohydrate content from phases 1 and 4 could be used for
anaerobic digestion, in addition to not requiring the total biomass drying. Silveira et al.
(2021) suggested using biomass for animal feed since carbohydrates constitute part of the
dietary and energy storage. However, Choudhary et al. (2017) highlighted the need to
identify and remove pathogens and other toxic compounds that may be present in the

biomass, mainly when cultivated in effluents.

Among the thermochemical conversion techniques for bio-oil obtention are hydrothermal
liquefaction (HTL) and pyrolysis (Chen et al., 2015). The HTL uses heat and wet biomass,
presenting the advantage of cost reduction, and eliminating the drying step. Despite the
low lipids content of all phases, Couto et al. (2018) using the biomass produced in
domestic effluent, reported that for the composition containing 23.3 % of lipids, the HTL
process at 300 °C and 30 minutes of reaction time showed a bio-oil yield of 44.4 % in dry
and ash-free base. In this sense, Jena et al. (2011) obtained a bio-oil with an HHV of 35.25
kJ gt using Spirulina platensis biomass through hydrothermal liquefaction. In addition to
the participation of lipids in the reactions, the carbohydrate and protein content increases
the bio-oil yield (Couto et al., 2020).

95



Campanella et al. (2012) using the microalgae Scenedesmus sp., obtained through
pyrolysis a bio-oil yield of 16 — 22 % wt, with an HHV of 19 kJ g. The main
disadvantage of direct combustion of biomass and pyrolysis is the drying step, increasing

the costs of the process (Kumar et al., 2017).

4 Conclusion

Better results for primary and total biomass productivities and phosphorus removal were
achieved for HRT of 10 days, not requiring temperature control at 28 °C in microalgae
cultivation with wastewater treatment plant effluent in HRAP. Regardless of the HRT,
while the highest COD removal occurred with temperature maintenance around 28 °C,
the variation of temperature throughout the day can be adopted for the highest ammonia

nitrogen removal.

The biomass characterization showed a high ash content, inherent to the type of culture
medium used in the HRAP. Higher HRT without temperature maintenance resulted in the
highest carbohydrate and protein accumulation. Moreover, the biomass characterization

showed interesting contents for energy conversions, such as anaerobic digestion.

Finally, it can be concluded that temperature maintenance at 28 °C can be an important
factor for removing organic matter in HRAP, offsetting the adoption of lower HRT values
and, consequently, the lower area demand of the system. At variable temperatures
throughout the day, the lowest HRT of 5 days can also be adopted for the greater ammonia
nitrogen removal. Regarding the HRT evaluation, 10 days showed an advantage
concerning higher biomass productivity, phosphorus removal, and biochemical contents
of the harvested biomass.
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