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RESUMO

Neste trabalho, a eficiéncia da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli em
remover heterotroficamente fosfato total dissolvido do efluente do processamento de
laticinios foi avaliada. Os experimentos foram conduzidos em biorreatores operados
descontinuamente, alimentados com 4,5 L de efluente. As condi¢cdes experimentais foram:
concentracdo celular inicial de 0,2 g/L, pH ajustado a 7,6, reator isotérmico operando em
temperaturas de 10, 20 e 30°C, auséncia de luminosidade e aeracdo continua de 1 VVM. Os
resultados mostraram que a remocao de fosfato é fortemente dependente da temperatura do
processo. A cianobactéria A. microscopica Nageli foi efetiva na remocdo de fosfato,
alcancando taxas de remocéo de 3,77 mg/L.h, que refletiram em conversdes de 98,4% em
tempos de detencdo hidraulica de 24 h.

Palavras-chave: microalgas, biorreator heterotréfico, fosfato, efluente de laticinios.

Influence of temperature in phosphate removal by microalgae in
heterotrophic bioreactors

ABSTRACT

The removal of total dissolved phosphate by the cyanobacteria Aphanothece
microscopica Nageli cultivated heterotrophically in dairy processing wastewater was
investigated in this work. The experiments were carried out in bioreactors operating in a
batch mode, fed with 4.5 L of wastewater. The experimental conditions were as follows:
initial cell concentration of 0.2 g/L, pH adjusted to 7.6, isothermal reactor operating at
temperatures of 10, 20 and 30°C with absence of light and continuous aeration of 1 VVM.
The results showed that phosphate removal is strongly dependent on process temperature. A.
microscopica Nageli was effective in the removal phosphate achieving removal rates of
3.77 mg/L.h, which reflected in the conversion of 98.4% in hydraulic detention times of
24 h,

Keywords: microalgae, heterotrophic bioreactor, phosphate, dairy processing wastewater.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de células de microalgas em zonas aféticas, associado a
manutencdo destas estruturas celulares nos periodos de escuro, durante o fotoperiodo diério,
indica a possibilidade de utilizar tecnologicamente rotas metabolicas heterotréficas para o
cultivo microalgal (Perez-Garcia et al., 2011).

Todos os micro-organismos, incluindo as microalgas utilizam o mesmo metabolismo
respiratério. Com algumas pequenas diferencas, as microalgas possuem grande similaridade
deste metabolismo quando comparado as plantas superiores. E impossivel, no entanto,
especificar substratos especificos que podem ser preferencialmente utilizados por uma
espécie particular de microalga (Smith, 1982).

Durante a respiracéo, ao contrario da fotossintese, oxigénio é consumido, com paralela
producdo de CO,, sendo que a taxa respiratoria dos substratos organicos estd intimamente
orientada para o crescimento e divisfes celulares. O metabolismo respiratério em microalgas
desempenha duas funcgdes principais: serve como fonte exclusiva de energia para
manutencdo e biossintese e fornece os blocos construtores de carbono para a biossintese
(Geider e Osborne, 1989; Jacob-Lopes et al., 2010).

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

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

A remocdo de fosfato por microalgas € uma tecnologia em potencial para a mitigacéo
deste poluente eutrofizante. Diversos sistemas tém sido desenvolvidos considerando o
metabolismo fotossintético destes organismos em lagoas de alta taxa (Phang et al., 2000;
Powell et al., 2006, 2008, 2009), além de outras configuracdes de fotobiorreatores (Gonzales
et al., 1997; Singh e Thomas, 2012). Estudos restritos, no entanto, tém sido direcionados
para elucidar o potencial do metabolismo heterotréfico de microalgas para esta finalidade
(Devi et al., 2012).

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

Entre as inUmeras varidveis que controlam esse processo, a temperatura parece ser o
maior limitante, ja que é uma variavel geografica que afeta a taxa metabdlica de todos os
processos bioldgicos (Sakamoto et al., 1997). Adicionalmente, as taxas de remocgéo
biologica de fosforo estéo relacionadas com a taxa de difuséo através da camada limite que
circunda a célula e com a especiagdo idnica do fosfato, ja que o fosfato total dissolvido é
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resultado do somatdrio das espécies reativas, acido-hidrolisaveis e organicas (Cembella et
al., 1983; Spivakov et al., 1999).

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

2. MATERIAIS E METODO

2.1. Micro-organismo e condigdes de cultivo

Uma monocultura de Aphanothece microscopica Nageli (RSMan92), originalmente
isolada da Lagoa dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (32°01°S - 52°05"W) foi
utilizada. As culturas foram propagadas e mantidas em meio sintético BGN (Rippka et al.,
1979). As condi¢bes de manutengdo usadas foram 25°C, intensidade luminosa de
15 umol.m?.s™ e fotoperiodo de 12 h.

2.2. Agua residuéria

O efluente do processamento de laticinios foi coletado no tanque de equalizacdo do
sistema de tratamento de efluente de uma industria localizada em Pelotas, RS. As amostras
foram coletadas por um periodo de 12 meses, e caracterizadas quando ao pH, demanda
quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (NTK), acidos volateis totais (AVT),
alcalinidade (ALC), 6leos e graxas (OG), sélidos totais (ST), solidos fixos (SF), s6lidos
suspensos (SS), sélidos volateis (SV) e fosforo total (PO4), segundo metodologia proposta
por APHA (2005). As razBes C/N e N/P foram determinadas a partir das concentracdes de
DQO, NTK e PO4>. Os resultados da caracterizagdo do efluente sdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Caracterizacdo do efluente de laticinios em um periodo de 12 meses.

Parametro Minimo Maximo Média CV (%)
pH 7.1 9,6 91 10,5
DQO 400,0 780,0 566,3 25,5
NTK 3,0 55,1 30,6 54,2
NH," 3,1 10,5 7,0 38,2
PO, 16,3 23,9 21,9 12,8
AVT 20,0 4440 213,3 83,0
ALC 30,0 1550,0 656,6 105,5
0G 31,1 1609,0 431,0 138,6
ST 2155,0 3725,0 2608,0 23,1
SF 595,0 2402,5 1290,4 56,7
SV 565,0 2120,0 1317,9 46,4
SS 322,5 1115,0 691,6 47,1
CIN 9,6 23,6 16,8 32,6
N/P 1,2 2,4 1,6 28,7
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2.3. Biorreator

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

2.4. Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram conduzidos em um biorreator operando em batelada,
alimentados com 4,5 L de efluente, pH ajustado a 7,6, 0,2 g/L de in6culo, temperaturas de
10, 20 e 30°C, auséncia de luminosidade, e aeracdo continua de 1VVM (volume de ar por
volume de efluente por minuto). Os experimentos foram em triplicata e os dados cinéticos
referem-se a uma média de 6 repeticdes.

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

C=C,—kt [1]

em que:

Co é a concentracdo inicial de fosfato (mg/L), C é a concentracdo final de fosfato

(mg/L), k é a constante da velocidade de reacdo (h™) e t é o tempo de reacéo (h).

O efeito da temperatura sobre a constante da taxa de reacdo em relagdo a um padrdo
temperatura (293 K) pode ser expressa pela equacdo de Arrhenius modificada, conforme a
Equacéo 2 (Sozen et al., 1996):
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Tr = Taggy X E(l"—:'}ﬂ} [2]

em que:
0 rr é a taxa de reacdo na temperatura T=T (mg/L.h), rye3 é a taxa de reacdo na
temperatura de 293K (mg/L.h), 6 é o coeficiente de temperatura e T é a temperatura da
reacao (K).
A energia de ativacgdo da reacdo foi determinada graficamente por meio do logaritmo
natural da equacéo de Arrhenius, conforme indicado pela Equacéo 3:

-E;
RT

Myr= —2+ InA [3]

em que:
A é o fator de frequéncia para a reagdo, R ¢é a constante universal dos gases (kJ/mol.k), T
é a temperatura (K) e Ea é a energia de ativacdo (kJ/mol).

2.6. Analise estatistica

Os dados cinéticos foram determinados mediante o auxilio de técnicas de estatistica
multivariada, expresso por andlises de regressao. A diferenciacdo das condicdes testadas foi
avaliada por andlise de variancia (ANOVA). Ambas as analises realizadas no software
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., 2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura € um dos mais importantes fatores para a selecdo de condicBes
operacionais de biorrea¢Bes, ja& que 0S micro-organismos ndo possuem mecanismos para
controlar sua temperatura interna. Desta forma, a temperatura interna da célula é
determinada pela temperatura externa do ambiente (Tomaselli et al., 1988). A Tabela 2
apresenta as constantes cinéticas para o consumo de fosfato total em biorreatores
heterotroficos por microalgas. Na faixa de temperatura avaliada, verificou-se que o consumo
de fosfato esta fortemente relacionado com a temperatura do biorreator, com maximas taxas
de remoc&o na ordem de 3,77 mg/L.h a 30°C.

A aderéncia do modelo cinético de ordem zero aos dados experimentais, comprovada
pelos elevados coeficientes de determinacdo, sugere que o consumo de fosfato por
Aphanothece microscopica Nageli em regime heterotréfico independe da concentracdo de
fésforo no efluente. Em termos de eficiéncia de remocdo, para um tempo de detencdo
hidraulica de 24h, observaram-se indices de 29,1, 89,1 e 98,4 % para as temperaturas de 10,
20 e 30°C, respectivamente. Comparativamente Gonzalez et al. (1997) reportaram maximas
taxas de remocéo de fosfato em efluente do processamento de laticinios de 0,30 mg/L.h em
biorreatores fotossintéticos de geometria cilindrica com a microalga Chlorella vulgaris.
Adicionalmente, Phang et al. (2000) verificaram méximas taxas de remogéo de fosfato na
ordem de 0,06mg/L.h em efluente de fecularia em lagoas de alta taxa com a cianobactéria
Spirulina Platensis. Singh e Thomas (2012) obtiveram taxas de remocéo de 0,03mg/L.h de
fosfato de efluente doméstico em fotorreator de membranas com Chlorella vulgaris. Estes
estudos consideraram exclusivamente rotas fotossintéticas para a remogdo bioldgica de
fosfato. Por outro lado, Devi et al. (2012) citam taxas de remocdo de fosfato em efluente
doméstico de 1,0 mg/L.h por um consércio de microlgas em um biorreator heterotrofico.
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Apesar da diversidade dos sistemas comparados, pode-se constatar que o uso de microalgas
em biorreatores heterotroficos apresenta melhor desempenho na remoc¢do bioldgica das
diferentes formas de fosforo presente nas dguas residuarias.

Tabela 2. Constantes cinéticas para consumo de fosfato em biorreatores heterotréficos.

Temperatura Co C R2 k r ER
(°C) (mg/L) (mg/L) (h) (mg/L.h) (%)
10 19,3+0,57 13,7#0,41  0,98+0,04 1,090,005 1,090,005 29,1145
20 20,5+0,51 2,20£0,01  0,96+0,02  2,45°+0,12 2,45°+0,12  89,1°+2,67
30 19,4+0,62 0,31#0,01  0,94+0,03  3,77°#0,22  3,77°#0,22  98,4°%1,47

Nota: letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (a=0,05).

Em relagdo a temperatura, o critério de projeto mais utilizado no dimensionamento de
biorreatores, considera a temperatura média do ar no més mais frio. O uso deste parametro é
um critério de seguranca, ja que a temperatura do fluido estara um pouco mais elevada. A
selecdo do periodo frio ocorre devido a velocidade das rea¢fes bioquimicas, que séo criticas
no funcionamento do biorreator (Tchobanoglous et al., 2003). Se considerarmos a regido em
analise, os dados climatoldgicos histéricos de temperatura demonstram minimas
temperaturas médias de 10°C. Se considerarmos os valores médios anuais, a temperatura
média situa-se em 19,5°C, com maximos valores médios de 30°C (INMET, 2011). Com
base nestes valores de temperatura, o processo foi avaliado. O efeito da temperatura nas
taxas de remocao de fosfato pode ser melhor elucidado através da aplicacdo da equacao de
Arrhenius aos dados experimentais. A Tabela 3 apresenta os coeficientes de temperatura e a
energia de ativagdo para a remogdo de fosfato por microalgas. Os coeficientes de
temperatura obtidos foram de 6=1,08 para a faixa de temperatura de 10-20°C e 6=1,04 para
a faixa 20-30°C. Estes valores indicam que o efeito da temperatura € mais sensivel na faixa
de baixas temperaturas quando comparado a faixa mais elevada. Segundo Sawyer e McCarty
(1978) os coeficientes de temperatura podem variar substancialmente dentro de uma faixa
reduzida de temperatura. Segundo estes autores, os valores de 0 sdo usualmente adotados
para a correcdo das diversas reacdes envolvidas no tratamento de efluentes.

Adicionalmente, uma energia de ativacdo de 8,86 kJ/mol foi determinada para a faixa
de temperatura de 10 a 30°C. Estes coeficientes sdo particularmente Uteis no projeto de
reatores, ja que correlacionam a taxa de remoc¢do com a temperatura de operacdo. Desta
forma, a diminuicdo da temperatura implica na diminuicdo da constante da taxa de remocao
(k), e consequentemente no aumento do tempo de detencéo hidraulica do sistema, para que
ndo haja alteracdes na eficiéncia do sistema. Além disso, deve-se considerar a possibilidade
da reducdo consideravel no volume do biorreator quando temperaturas otimizadas séo
empregadas. Segundo Healey (1982) a temperatura tem um efeito determinante na
assimilacédo de fosfato por microalgas, com valores 6timos na faixa de 20 a 30°C. A remogéo
dependente da temperatura e independente da concentragdo de fosfato indica que processos
ativos e passivos estdo envolvidos na remocéo de fosfato por A. microscopica Nageli em
biorreatores heterotroficos. Segundo Lei et al. (2007) os processos passivos determinam
atividades fisiologicas destes micro-organismos, como consumo de nutrientes e
metabolismo respiratério, como resultado da dependéncia do tamanho e morfologia das
celulas.
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Tabela 3. Coeficientes de temperatura e energia de
ativacdo para o biorreator heterotréfico.

Tem;)::rlgsucrig (°C) 0 Ea (kJ/mol)
10a20 1,08%+0,03
20230 1,04%£0,02
10a 30 - 8,86+0,44

Nota: letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (o=0,05).

4. CONCLUSAO

Biorreatores heterotréficos com A. microscopica Nageli foram efetivos na remocéo de
fosfato total dissolvido do efluente do processamento de laticinios, verificando-se taxas de
remocdo de 3,77 mg/L.h, que refletiram em conversdes de 98,4% em tempos de detencédo
hidraulica de 24 h. Deve-se considerar, entretanto, que a remocdo de fosfato € altamente
sensivel a temperatura, principalmente na faixa entre 10 a 20°C (6=1,08), e nestas condigdes,
a operacionalidade do biorreator devera ser ajustada para a manutencdo da eficiéncia do
sistema.
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