UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA AMBIENTAL

PROJETO DE GRADUAGAO li

HIDROLISE ENZIMATICA A PARTIR DE FUNGOS DO LODO
ALGACEO PRODUZIDO EM UM FOTOBIORREATOR QUE TRATA
ESGOTO SANITARIO

BRENDA SOSSAI REGANINI

VITORIA
2017



BRENDA SOSSAI REGANINI

HIDROLISE ENZIMATICA A PARTIR DE FUNGOS DO LOGO
ALGACEO PRODUZIDO EM UM FOTOBIORREATOR QUE TRATA
ESGOTO SANITARIO

Trabalho de Conclusdgo de Curso (Projeto de
Graduagao IlI) apresentado ao Departamento de
Engenharia Ambiental do Centro Tecnoldgico da
Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obten¢do do grau de Bacharel

em Engenharia Ambiental.

Orientador: Professor D. Ing. Ricardo Franci

Gongalves

VITORIA
2017



RESUMO

Uma nova tecnologia para tratamento de esgoto sanitario, voltada para a
producao superavitaria de energia, encontra-se em desenvolvimento pelo
Nucleo Agua da UFES em uma estacdo de tratamento de esgoto localizada na
cidade de Vila Velha-ES. O principal foco € maximizar a produgéo de biogas no
sistema de tratamento ampliando a eficiéncia energética, através da codigestédo
anaerobia da matéria organica presente no esgoto e na biomassa do lodo
algaceo produzido em um sistema de fotobiorreator. A digestdo anaerdbia é
fortemente limitada pela hidrélise bacteriana da matéria organica complexa,
como por exemplo, a biomassa algacea, o que limita sobremaneira o
desempenho da etapa anaerdbia do sistema. Por isso, implementar alternativas
que aumentem a biodegradabilidade anaerdébia deste tipo de substrato
carbonaceo é estratégico. Diversos processos de hidrélise tém sido estudados
para promover o aumento da produgdo de energia e geragdo de diferentes
subprodutos. Este projeto tem por objetivo desenvolver a biodegradacao da
parede celular e de biodisponibilicdo de constituintes intracelulares das algas
produzidas no fotobiorreator através de hidrolise bioldégica enzimatica a partir
de fungos filamentosos. O lodo algaceo mixotrofico coletado através de
coagulacdo — floculagdo — decantagdo, e desaguamento apresentou uma
concentracdo média de solidos totais de 40 g/L e 86% de matéria orgénica, e
em seguida foram realizadas analises de solubilizacdo desta matéria orgénica
(DQOyirada) € carboidratos (agucar disponivel). Como etapa essencial foram
selecionados fungos filamentosos que apresentassem potencial enzimatico
satisfatério para celulase e protease, esses foram encontrados nos isolados de
Mucor sp. e Trichoderma koningii. A eficiéncia na reducéo de sélidos foi maior
para fixos e volateis com uso de 20% de extrato enzimatido de ambos fungos,
a partir de 24 horas de detengdo. Ja a solubilizagcdo da DQOf e carboidratos foi
mais eficiente para o Mucor sp. em 6 horas com 20% de extrato, e para o
Trichoderma koningii em 12 horas em com uso de 5% de extrato. A partir dos
resultados obtidos, verifica-se a necessidade de um substrato puro de
microalgas, contribuindo para resultados mais concretos além de estudos para

concentragdes menores que 5%.
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1. INTRODUGAO

A populacdo mundial teve seu crescimento rapido e desordenado, o que
resultou em aglomeragdes sem infraestrutura e servigos publicos de qualidade.
Por isso, grande parte das cidades do Brasil ainda langa esgoto sanitario
diretamente nos corpos d’agua, causando grande impacto ao corpo receptor, e
desequilibrio a ecologia local, colocando em risco também a saude humana
(CHO et al., 2013).

A intensificagdo dos despejos de efluentes domésticos e industriais nos corpos
d’agua com elevadas concentragdes de nutrientes provoca aceleragdo da
produtividade de microalgas, alterando a ecologia do sistema aquatico. A maior
presenga dessas apresenta grande risco a saude, pois s&0 organismos
produtores de toxinas e podem causar transferéncia de patégenos (CHO et al.,
2013). Visto isso, diversos autores tém estudado meios de reduzir a presenga
de microalgas em corpos d'agua através de diferentes tipos de processos de

tratamento de esgoto.

Assim, um grande esfor¢o deve ser empreendido pelo pais no sentido de
reverter o déficit do sistema de esgotamento sanitario, com a construgédo de
redes coletoras e de estagdes de tratamento. Ndo obstante, uma especial
atencdo deve ser dada as tecnologias de tratamento, tendo em vista que
muitas delas exercem elevado consumo de energia e podem comprometer a

segurancga energética de uma determinada regiao.

O Nucleo Agua do Departamento de Engenharia Ambiental da UFES, nesse
sentido, desde 2007 vem desenvolvendo uma nova tecnologia de tratamento
de esgoto com o intuito de tornar as estagdes de tratamento superavitarias em
energia. O sistema em desenvolvimento compreende a associagao em série de
um reator UASB e um fotobiorreator, objetivando aproveitar a biomassa
algacea produzida nesse ultimo para produzir mais biogas no UASB.

As espécies de microalgas utilizadas para o tratamento de esgoto podem variar
significativamente em seu valor nutricional, dependendo de suas condi¢bes de

cultivo. Estudos mostram que sistemas abertos de tratamento de esgoto, como

10



as lagoas de alta taxa, favorecendo o crescimento da biomassa algacea e
consequente producao de lipideos (CHEIRSILP et al., 2012). Ja os sistemas de
fotobiorreatores fechados s&o considerados mais complexos quando
comparados aos cultivos abertos, porém permitem maior controle das
condicbes de operacdo, maximizando a taxa de produgdo de biomassa com
tempos de coleta menores, além de reduzir as chances de contaminagao
durante o cultivo (BAHADAR et al., 2013), e aproveitar de forma integral os

subprodutos/coprodutos que podem ser gerados para reaproveitamento.

Na tecnologia de tratamento que esta sendo desenvolvida no Nucleo Agua, a
hidrolise do lodo algaceo coletado a partir do efluente do fotobiorreator € uma
etapa importante para assegurar a eficiéncia da codigestdao no UASB, como
alternativa para aumentar a biodegradabilidade anaerébia da biomassa

algacea, tendo em vista a complexidade deste substrato carbonaceo.

A via alcalina e a via térmica de hidrélise foram estudadas e produziram
resultados satisfatorios, que ja indicam a necessidade de utilizagdo de
elevadas quantidades de reagentes (NaOH) na hidrdlise alcalina e de energia
na hidrélise térmica. Por isso, o objetivo deste estudo € analisar a via bioldgica
da hidrélise da biomassa algacea como pre-tratamento, a fim de somar ao

projeto energia dos processos bioldgicos.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo Geral

Avaliar a hidrolise enzimatica a partir de fungos da biomassa do lodo algaceo
produzida em um fotobiorreator, como etapa essencial para incrementar a
producao de biogas em uma estagédo de tratamento de esgoto composta pela
associagao em série de um UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) e um

processo a base de microalgas.
2.2. Objetivos Especificos

e |solar, caracterizar e identificar fungos filamentosos a partir da biomassa
do lodo algaceo e outras fontes;

e Avaliar, visando selecao, o potencial enzimatico dos fungos filamentosos
isolados;

e Otimizar os parametros operacionais e definir condicdes ambientais
ideais na producdo de extrato bruto enzimatico, a partir dos fungos
isolados;

e Definir condigdes ambientais ideais no processo de hidrdlise enzimatica

na biomassa do lodo algaceo, com o uso de enzimas brutas produzidas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Sistema De Tratamento De Esgoto

Em estacbes de tratamento de esgoto procura-se otimizar processos e
minimizar custos, para alcangar a maior eficiéncia possivel. Duas formas
possiveis sdo através do tempo de detencdo e aumento da eficiéncia das
reacgdes bioquimicas de maneira que a carga organica seja reduzida, em tempo
e espaco (CAMPOS, 1999).

Campos (1999) afirma também que no Brasil devem ser implantadas
tecnologias adequadas a realidade do pais, percebendo as vantagens de
adotar solucgdes funcionalmente simples, com processos “mais naturais” e com
alta relagcado custo/beneficio, com reatores menos mecanizados sendo mais
faceis de serem construidos e operados, diante das condicdes ambientais,

sociais e econdmicas.

A composi¢cao média do esgoto sanitario € de 99,9% de agua e apenas 0,1%
de solidos (JORDAO, 1995; BRAGA, 2005), sendo que cerca de 75% desses
sélidos, sdo constituidos de matéria organica (NUVOLARI, 2003).Em sua
composicdo sdo destacados os solidos suspensos, compostos organicos
(proteinas: 40% a 60%; carboidratos: 25 a 50%; Odleos e graxas: 10%),
nutrientes (nitrogénio e fésforo), metais, solidos dissolvidos inorganicos, sélidos
inertes, solidos grosseiros, compostos nao biodegradaveis, organismos
patogénicos e possivelmente contaminantes téxicos de atividades industriais ou
acidentais (CAMPOS, 1999).

Uma das principais exigéncias no tratamento de aguas residuais é a remogao
de nutrientes e metais toxicos para limites aceitaveis antes de sua descarga em
corpos d'agua e/ou reutilizagdo. No entanto a maioria das tecnologias
convencionais de tratamento de esgotos se baseia em métodos quimicos e
fisicos que ndo s&o econdmicos para o tratamento de aguas residuais agricolas
(CAl, PARK e YEBOLI, 2013), que € um grande responsavel por despejos de
nutrientes e elementos téxicos nos corpos d’agua em diversas regides do

Brasil.
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Para manter uma estagdo de tratamento é necessario um aporte energético
suficiente para seu funcionamento. Os primeiros estudos publicados sobre
analise de ciclo de vida, cujo o termo foi definido pela “World Commission on
Environment and Development (WCED, 1987), em estagcbes de tratamento de
esgoto considera-se o uso da eletricidade como maior consumidor de
combustiveis fosseis e gerador de gases de efeito estufa, destacando assim a
importancia de incluir as emissdes de CO, associadas a produgado de energia
destes sistemas (COROMINAS et al., 2013; RISCH et al., 2015).

O uso de elevatdrias, grades mecanizadas e sistemas de tratamentos aerados
nos sistemas convencionais, como o caso de lodos ativados, aumentam a
demanda de energia utilizada nas estagdes, e consequentemente a demanda
do uso de &gua para o funcionamento do sistema como um todo
(GONCALVES, 2009).

Alternativas de aproveitamento energético sao ideais na estacdo. Segundo Von
Sperling (2005), o conteudo organico do esgoto doméstico, se digerido em

condigdes anaerodbicas, libera biogas composto de cerca de 70% de metano.

Chernicharo (2007) enfatiza que é possivel a avaliagdo da produgdo de metano
em um reator anaeroébio a partir da determinagcado de DQO (Demanda Quimica
de Oxigénio) deste reator. Em estudos realizados pelo autor, obteve-se uma
producdo diaria de 120 litros de esgoto por pessoa corresponderia a uma
geracado de 12 gramas de CH4, sendo que a energia liberada na combustéao

completa do metano € de 889,5 KJ por mol, ou seja, 55,6 kJ.g'1.

3.1.1. Tratamento Anaerdbio

A utilizagcdo de sistemas anaerdbios de tratamento de esgoto tem sido uma
opgao tecnolégica ao saneamento por serem sistemas capazes de diminuir o
potencial poluente de cargas orgéanicas, ao mesmo tempo em que produz

biogas e gera fonte de reaproveitamento do lodo anaerobio, como fertilizantes.
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Estes possuem vantagens em relacdo ao tratamento convencional aerobio,
principalmente devido ao menor volume de lodo gerado (1/10 do sistema
aerobico) e maior producdo de fonte de energia, como o biogas
(CHERNICHARO, 2007).

Dentre os sistemas bioloégicos de tratamento de esgoto, os Reatores
Anaerébios de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo (UASB) apresentam um
grande avango na aplicagao da tecnologia anaerébia para o tratamento direto
de aguas residuais (CATUNDA E VAN HAANDEL, 1996; CHERMICHARO,
1997).

No reator UASB, a digestdo anaerdbia da biomassa € um processo para
estabilizacdo biolégica onde microorganismos na auséncia de oxigénio
promovem a transformacdo de compostos complexos em compostos mais
simples como gas carbdnico e metano (CASSINI, 2003). A sua realizagéao é
fortemente limitada pela sua etapa inicial, que vem a ser a hidrdlise bacteriana
da matéria orgénica complexa, o que limita sobremaneira o processo como um

todo.

A formagao de metano é desejavel nos reatores anaerdbios, uma vez que a
matéria orgénica € efetivamente removida da fase liquida, pois o metano
apresenta baixa solubilidade em agua. Assim, a conversdao dos compostos
organicos em metano € eficaz na remogao de material organico. Dessa forma,
ha uma tendéncia do uso de reator anaerébio como principal unidade de
tratamento biolégico de esgoto, devido a capacidade de remogao constatada
em torno de 70% do material organico, sem perda de energia ou adigdo de

substancias quimicas auxiliares (CAMPOS, 1999).

O efluente do UASB apresenta quantidades consideraveis de nutrientes,
nitrogénio e foésforo que podem ser utilizados pelas algas em seus
metabolismos (KRUG et al., 2012). O processo de digestdo anaerdbia de
microalgas € um dos métodos utilizados para produgdo de energia, com
producdo de biogas durante sua digestdo. Dentre as principais vantagens da
digestdo anaerdbica para recuperagao desta energia algacea se destaca o fato
das microalgas coletadas do sistema de cultura poderem ser utilizadas
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diretamente como substrato e este método se aplicar a microalgas coletadas
de diversos ambientes naturais (CHO et al., 2013). Portanto, nutrientes
presentes no efluente UASB sido importantes para o desenvolvimento das

microalgas, quando se tem o objetivo com fins de aproveitamento energético.

O sistema anaerobio possui vantagens energéticas por ser uma possivel rede
produtora de energia, desconsiderando a eletricidade ou combustivel mineral
para seu funcionamento, bem como gera combustivel renovavel de alta
qualidade em forma de biogas (AIYUK et al., 2006).

As vantagens e desvantagens amplamente reconhecidas dessa concepg¢ao de

sistemas de tratamento, estao descritas no Quadro 1:

Quadro 1: Vantagens e desvantagens do sistema anaerdbio de tratamento de esgoto.

Vantagens Desvantagens

a) Baixo consumo de energia. a) Longo periodo de partida do sistema se

nao ha possibilidade de indculo

adequado.

b) Menor produgo de lodo de excesso e, b) Sensibilidade do processo a mudangas

; N das condi¢des ambientais (pH,
portanto, economia consideravel no

. . . . temperatura, sobrecargas organicas e
manejo e destino final desse tipo de P 9 9
, hidraulicas).
residuos.

c) Possibilidade de recuperagao e ¢) Possivel emissao de odores

e . desagradaveis.
utilizacdo do gas metano como

biocombustivel.

d) Possibilidade de bom funcionamento,
mesmo apoés de longos periodos de

interrupcao.

FONTE: Adaptado de CAMPOS, 1999.

Vé-se que o processo anaerobio, geralmente por meio de reatores UASB,
apresenta inumeras vantagens em relagdo aos processos aerdbios
convencionais,notadamente quando aplicado em locais de clima quente, como

€ 0 caso da maioria dos municipios brasileiros.

A fim de auxiliar o processo de digestdo anaerdbia, processos de hidrélise
alcalina sao utilizados a partir de produgédo de energia através da lise celular
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algacea e geragcdo de subprodutos como bio-metano, bio-etanol, bio-
hidrogénio, biodiesel, etc. (XUAN et al., 2009).

Os pré-tratamentos térmicos, mecanicos e termoquimicos estdo entre os
métodos mais estudados para melhorar o desempenho da digestdo anaerdbica
de microalgas (PASSOSet al., 2014). Esses métodos sdo usados para
perturbar ou enfraquecer a estrutura da parede celular da microalga,
melhorando a biodisponibilidade das macromoléculas e a biodegradabilidade

no reator.

No entanto, alguns métodos térmicos e mais mecanicos sao energeticamente
desequilibrados e desvantajosos, quando a energia consumida no passo de
pré-tratamento ndo € compensada pelo ganho de biogas sem desidratagcéo de
biomassa (PASSOSet al., 2014).Desta forma, pesquisas sobre produgido de
biogas a partir de microalgas devem se concentrar em tecnologias com baixa

demanda de energia, como opg¢ao os pré-tratamentos bioldgicos.

Métodos biolégicos operam em condi¢gées suaves, onde a parede celular das
microalgas € degradada enzimaticamente ao invés de ser interrompida como

em técnicas mecanicas abruptas de ruptura (GUNERKEN et al., 2015).

Estudos realizados mostram que o uso de reator anaerdbio no tratamento de
esgotos sanitarios alcangca cerca de 25% a 35% da DQO removida foi
recuperada como metano no efluente gasoso. Deve-se considerar também que
cerca de 70% desse metano produzido provém do acetato e o restante do
H,/CO, Portanto, é vital que o lodo anaerébio apresente atividade
metanogénica acetoclastica (CAMPOS, 1999).

Segundo estudos e documentos da Companhia de Saneamento do Parana -
SANEPAR (2010), o biogas produzido em biodigestor é constituido por outros
gases, além do metano (CH4), combustivel para a produgcdo de energia.

Quanto mais purificado o biogas, melhor sera sua eficiéncia de combustao.

Existem importantes fatores que influenciam a atividade anaerdbia e o
desempenho do processo em aguas residuarias, segundo CAMPOS (1999) séo

eles:
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e Temperatura

Fator que causa interferéncias no processo de diversas maneiras. Os principais
efeitos incluem as alteragcdes na velocidade do metabolismo das bactérias, no
equilibrio idbnico e na solubilizacdo dos substratos, principalmente de lipideos.
Reatores anaeroébios de alta taxa, apenas serdo economicamente viaveis se o
aquecimento for dispensavel, ou seja, quando o liquido se mantém acima de
20°C. Abaixo dessa temperatura, a solubilizagdo de gorduras, do material
particulado e de polimeros organicos € lenta. A velocidade de utilizagdo do
substrato configura-se em melhor escala para temperaturas em torno de 35°C,
entretanto deve-se levar em consideragdo a concentragdo de microoganismo
ativos no reator, portanto a velocidade de remocgdo pode ser atingida a
diferentes temperaturas, mantendo-se concentracbes elevadas de

microorganismo.

e Carga de Nutrientes

Nitrogénio (N) e Fosforo (P) sdo essenciais para os processos biolégicos e os
esgotos sanitarios tipicos apresentam esses macronutrientes. A quantidade de
N e P em relagdo a matéria organica presente, depende da capacidade dos
microorganismos de obter energia pela sintese a partir das reagdes
bioquimicas de oxidacdo do substrato, portanto a baixa velocidade de
crescimento de organismos anaerdbios, comparado aos aerdbios, resulta em
menor carga de nutrientes. Admite-se que a relacdo DQO:N:P de 500:5:1 é
suficiente para atender as necessidades de macronutrientes dos organismos
anaerobios, segundo Speece (1996). Além do P e N, o enxofre (S) é também
considerado um dos nutrientes essenciais para a metanogénese, e sua
concentragcdo é da mesma ordem de grandeza ou levemente superior a de P.
Em muitos casos, sera necessario aplicar um poés-tratamento para reduzir a

concentracdo de macronutrientes.

e pH e Alcalinidade

Os microorganismos anaerébios sdo considerados sensiveis ao pH, ou seja, o0

crescimento 6timo ocorre em faixas estreitas de pH (SPEECE, 1996), em
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reacdes com agao de bactérias anaerdbias o reator deve operar entre pH 6,5 e
8,2. Speece (1996) também cita que é possivel atingir operagdes satisfatorias
com pH 6,0. A prépria atividade microbiana pode alterar as condigdes de pH do
meio, o que torna inviavel as tentativas de neutralizacdo. Em reatores
anaerobios de alta taxa dificilmente exigira cuidados com a manutenc&o do pH
na faixa entre 6,5 e 7,5, porque é obtido um valor estavel de pH naturalmente
na atividade metanogénica, devido a predominancia do sistema carbdnico
(H,COs; HCO3; CO5%) nesses efluentes.

e Atividade Metanogénica

A eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia depende da atividade
metanogénica do lodo, ou seja, a capacidade de transformar acetato e H,/CO,
em CHy4, havendo relacado estequiométrica entre a quantidade de metano e de
fragdo de matéria organica removida, expressa em quantitativo de
DQO.Admite-se que a concentragcdo de biomassa no reator tem relacdo com a
concentragcdo de solidos volateis em suspensao (SSV). A atividade
metanogénica do lodo pode ser obtida por meio da relagédo entre a quantidade
de DQO convertida em metano, por unidade de tempo e a concentracdo de
SSV.

3.1.2. Tratamento integrado ao cultivo de microalgas

Como alternativa de pds-tratamento para o efluente do UASB, podemos citar
as lagoas de estabilizag&o, caracterizada por ser uma tecnologia favoravel e de
baixo indice de mecanizagdo. Tem como principal objetivo a remocgao
complementar da carga organica, podendo acrescentar, em alguns momentos,

a remocao de nutrientes e patégenos (CAVALCANTIet al., 2001).

Pesquisas indicam que o sistema UASB associado a lagoa de estabilizagao &
uma maneira eficiente para remogdo da matéria organica, entretanto podem
apresentar elevada concentragao de sélidos em suspensao (SS), ocasionada

pela expressiva presencga de microalgas no efluente final.
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As microalgas sdo importantes em lagoas facultativas nas estagcbes de
tratamento de esgoto, pois s&o responsaveis pelo fornecimento de oxigénio
para as bactérias decompositoras de matéria organica, porém, segundo
Cavalcanti et al. (2001), este oxigénio, em geral, ndo € utilizado para oxidagao
de material celular das algas, mas, sim, para oxidar o material organico de

natureza fecal presente no esgoto.

A concentracdo de microalgas em lagoas depende da quantidade de
nutrientes, temperatura e luminosidade disponiveis, mas usualmente esta
quatificada na faixa de 500 a 2000 ug/L de clorofila-a, segundo Mara (1987)
citado por Abdel-Raouf et al, (2012). Sabe-se que a variagdo de
concentragao/producao de microalgas também €& ocasionada pela influéncia da
estacdo do ano, do clima, da latitude e da qualidade do esgoto injetado na
lagoa.

A elevada concentragcao de nutrientes no efluente sanitario, especialmente
nitrogénio e fosforo nos ecossistemas aquaticos, sdo capazes de aumentar
significativamente a produtividade primaria do corpo hidrico, ocasionando a
eutrofizacdo (TOMAZ, 2006) e a reprodugao excessiva de algas. Isto reduz a
qualidade das &aguas disponiveis, provoca sérios problemas no seu uso,
principalmente, para o abastecimento publico (CHORUS E BARTRAM, 1999),
pois podem causar efeitos nocivos para a biota e também para o homem,

especialmente quando predominar espécies de algas que produzem toxinas.

O fosforo é o elemento limitante para o crescimento de algas. A intensificacdo
de atividades humanas, como o uso de fertilizantes agricolas, despejos
industriais e os lancamentos de efluentes domésticos tém promovido a
eutrofizacdo de corpos d’agua (SIRQUEIRA e OLIVEIRA FILHO, 2005; SMITH
e SCHINDLER, 2009), devido ao despejo descontrolado de nutrientes,

principalmente o fosforo presente nos componentes quimicos.

O efluente dos reatores UASB apresenta quantidades consideraveis de
nutrientes, nitrogénio e fosforo, que poderédo ser utilizados por organismos
fotossintetizantes em seus metabolismos (KRUG et al., 2012). Sistemas
integrados de tratamento de esgoto sanitario que utilizam reatores UASB
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seguidos de processos com microalgas podem contribuir significativamente

para economia de energia e ciclagem de nutrientes.

Com a exigéncia de padrdes de qualidade para efluentes cada vez mais
restritivos, impde a necessidade de polimento do efluente nas lagoas de
estabilizagcdo facultativas, principalmente no que diz respeito a remogéao de
nutrientes e algas (MIDDLEBROOKS apud OLIVEIRA e GONCALVES, 1999).
Além disso, existe interesse estratégico na recuperacéo da biomassa algacea
produzida na lagoa, tendo como foco a sua valorizagdo energética através da
producao de biocombustiveis como o biogas e biodiesel(PARK et al., 2011;
SCHENKet al., 2008).Quando o suprimento de nutrientes € realizado por
injecdo de fontes externas, ocasiona um acréscimo significante no custo
operacional dos sistemas de cultivo algaceo, reduzindo a eficiéncia do ciclo de
vida ambiental no que se refere ao aproveitamento de energia, ao consumo de

matéria prima, e a emissao de gases de efeito estufa (LARDON et al., 2009).

Visto isso, € interessante o aproveitamento dos nutrientes presentes na
estacdo de tratamento para aumentar a produ¢ao de microalgas, dessa forma,
essas também poderdo ser melhor aproveitadas energeticamente para

producao de biocombustivel.

A fim de reduzir a demanda de energia e, consequentemente, o custo
energético deste sistema integrado, o biogas gerado no reator UASB pode ser
queimado e incorporado ao sistema de microalgas como suplementacao de
CO,, aprimorando o processo de fotossintese (KADAM et al., 1997), além de

gerar maior produgéo de biomassa para produgao de bioenergia.

Para sistemas integrados, sédo utilizadas diferentes estruturas de cultivo de
microalgas pelo efluente anaerdébio, destacando-se os fotobiorreatores

fechados e os sistemas abertos.

e FOTOBIORREATORES

O sistema de fotobiorreator fechado € considerado mais complexo em
comparagao ao cultivo aberto, entretanto permite o maior controle das

condi¢cbes de operacdo, maximizando a taxa de produgcdo de biomassa com
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tempos de coleta menores, além de reduzir as chances de contaminagao
durante o cultivo, (BAHADAR et al., 2013). Essa € a opg¢ao mais viavel quando
0 objetivo € o cultivo de espécies selecionadas e puras, podendo ser instalados
ao ar livre para aproveitamento da luz solar e maximizagao da producao de

microalgas.

O cultivo fotoautotréfico de microalgas pode ser realizado em larga escala
através de fotobiorreatores abertos (modelo Raceway) (Figura 1 e Figura 2A)
ou em fotobiorreatores fechados (Figura 2B) (Lam e Lee, 2012; Razzak et al.,
2013).

A modelo Raceway, tipo mais comum de fotobiorreator aberto, consiste em um
canal oval onde o meio de cultivo apresenta fluxo unidirecional, agitado

mecanicamente por pas rotativas giratérias (Figura 1).

Figura 1. Modelo Raceway — Estacao piloto de tratamento de esgoto
integrado ao cultivo de microalgas, Aracas, Vila Velha.

Os sistemas fechados apresentam maior eficiéncia, maior produtividade de
biomassa, menores tempos de detencdo, alta taxa de superficie/volume e
podem ser utilizados para cultivar um maior numero de microalgas do que em

sistemas abertos (Chisti, 2007), aléem do cultivo puro e isolado de espécies.
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Entretanto nos cultivos em sistemas abertos, os custos s&o menores que os
fotobiorreatores fechados (Harun et al., 2010; Huang, 2010), devido a medidas

simples de manutencdo mecanica, hidraulica e bioldgica.

A tecnologia mais difundida no sistema fechado para cultivo s&o os
fotobiorreatores tubulares, que possibilitam maior controle de temperatura,
nutrientes e luminosidade dentro do sistema, devido suas dimensbes de
projeto. Deve ser fornecida uma luminosidade em intensidade, duragéo e
comprimento de onda ideal (GOUVEIA, 2009). A utilizagdo de tubulagéo
transparente para cultivo reduz o efeito de sombreamento interno entre as
algas e a penetracao de luz se torna mais eficiente, se comparado a sistemas
abertos(Figura 2) (BOROWITSKA, 1998).

B C

>

Figura 2: Tipos de fotobiorreatores: A) lagoa aberta (Modelo Raceway); B)
fotobiorreator fechado (tubular); C) fotobiorreator fechado (placas planas).

Segundo Yaakob et al. (2011), o cultivo de microalgas em lagoas de alta taxa é
preferivel para o tratamento de efluente secundario, devido a facilidade de
manuseio e custo de operacao, porém estes sistemas ficam expostos aos
fatores ambientais: variagdo de temperatura, intensidade Iluminosa e
contaminagdes que prejudicam o crescimento, como a predacédo e competicédo
entre outras espécies, mesmo localizados em ambientes equatoriais com

temperaturas lineares ao longo do ano.
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Com o aumento da pressao regulatéria para atualizar o tratamento de efluentes
a um nivel de remocédo de nutrientes, as lagoas de alta taxa oferecem a
possibilidade de incorporagcdo do P e N na produgédo de algas (POWELL et
al.,2010), produzindo mais biomassa com o intuito de aproveitamento na
producao de energias renovaveis. Pode também ser destacado o beneficio de
aproveitamento/consumo do CO, pelas algas, ampliando o seu potencial de

aplicacao em escala real de tratamento para redugao de gases efeito estufa.

e SISTEMAS DE LAGOAS

Cultivos em sistemas abertos normalmente se localizam ao ar livre para
recebem luz solar direta. Para o tratamento biolégico atualmente, utilizam-se
sistemas de lagoas de estabilizagao, sado elas: anaerdbia, facultativa, alta taxa
e de maturagao (CASTILHOS JUNIOR, 2006).

As lagoas de estabilizagdo sao bastante indicadas para as condigbes no Brasil,
pela disponibilidade de area, clima favoravel (temperatura e insolagcao
elevadas), operacao simples e necessidade de pouco ou nenhum equipamento
(VON SPERLING, 1996). Segundo Gotardo (2005) os processos bioquimicos e
hidrodinamicos dessas lagoas sao influenciados por condigdes climatologicas
como insolacao, ventos, temperatura, precipitacdo e evaporacao. A intensidade
e duracdo da radiacdo solar apresentam-se como fatores primordiais no
processo de fotossintese, parametro significativamente favorecido em regides
de clima tropical e subtropical.

3.1.1. Cultivo de microalgas no sistema de tratamento integrado

Nos ultimos anos diversas pesquisas focaram no cultivo de microalgas em
efluentes de tratamento de esgoto, visto que os esgotos sanitarios urbanos
contém em média 50 g/m® de nitrogénio, sendo que cada m*® pode contribuir
para a formacédo de 0,5 kg de biomassa para extracdo de biocombustivel
(TORRES, 2014).
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De acordo com Peccia et al. (2013), a quantidade de nitrogénio, tipicamente
presente em efluentes de tratamento de esgotos, 15 a 20 mg/L, produziria
cerca de 0,2 g/L de microalgas, o que € abaixo do ideal quando cultivado em

condigdes com suplemento de nutrientes, que é em torno de 2 a 10 g/L.

Li et al. (2011), em experimentos, cultivaram Chlorella sp. em reator circular,
em escala de bancada, contendo esgoto filtrado, observando uma
produtividade de 0,92 g/L.dia de microalgas. Ainda neste experimento, quando
cultivado em batelada, obteve a remocgao de 93,9% de amodnia, 89,1% de
nitrogénio total, 80,1% de foésforo total e 90,8% de DQO. Remocéo de
nitrogénio e fosforo, pelo tratamento terciario de esgoto, também foi estudado
por Martinez et al. (2000), utilizando a microalga Scenedesmus obliquus

resultou na remocgao de 100% de amoénia e 98% de fésforo.

Segundo Park et al. (2011) em lagoas de alta taxa, predadores e
contaminantes, como protozoarios, rotiferos, insetos, fungos e virus, podem
reduzir a biomassa algacea em até 90%. Abdel-Raouf et al. (2012) afirmaram
que o cultivo de microalgas em sistemas de tratamento de esgoto inibiu

coliformes e removeu metais pesados.

As vantagens do cultivo de microalgas como um recurso de biomassa s&o, de
acordo com Chisti, 2007:

¢ Microalgas sao consideradas como um sistema bioldgico muito eficiente
para transformagado de energia luminosa em energia quimica na forma
de compostos organicos.

e Apresentam elevada produtividade em minima area superficial ou
volumétrica.

e Muitas espécies de algas podem ser induzidas a produzir concentragdes
muito elevadas de compostos com valor comercial, como proteinas,
carboidratos, lipidios e pigmentos.

e Microalgas apresentam elevadas taxas de crescimento.

e O cultivo de microalgas pode ser realizado a partir de aguas salinas,
salobras e aguas residuarias de esgotos sanitarios ou industriais.
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e Sistemas de produgao de biomassa microalgacea podem ser facilmente
adaptados a diferentes niveis de competéncias operacionais ou
tecnoldgicas.

e Microalgas podem ser cultivadas em diferentes tipos de sistemas.

Entre as diversas aplicagbes econbmicas da biomassa microalgacea, inclui o
seu aproveitamento na produgédo de biocombustiveis seguindo diferentes vias

potenciais na Quadro 2:

Quadro 2: Aplicagdo econémica das microalgas e vias de produgéo.
Aplicagdo Econbmica
da Biomassa de Algas

Via de Produgéao Referéncias

Fermentagao anaerdbia da

Produgao de metano Frigonetal., 2013

biomassa
P'rocliugaoA dg Fermentaigao' agrgblalgnaerobla Chen et al., 2013
biohidrogénio ou via bioldgica direta
Qin, 2005
~ - Kapdan e Kargi, 2006
Geracao de biodiesel - Chisti, 2007

Yen et al., 2013
Bahadar e Khan, 2013
Chen et al., 2013

Producéo de etanol -

Conversao termoquimica da
- biomassa, pirdlise, gaseificagao e
liquefagéo termoquimica.

Barreiro et al., 2013
Duan et al., 2013

3.2. Biomassa Algacea

3.2.1. Microalgas

Microalgas sao microrganismos que se desenvolvem em diferentes ambientes
(BICUDO, 2005). A maioria das microalgas tem habito plancténico, embora
também haja muitas espécies bentdnicas e terrestres (habitando ambientes
umidos). Segundo Lourencgo (2006) os termos “fitoplancton” e “microalgas” séo

sinénimos.

As cianobactérias comumente est&do incluidas no termo “microalgas”, mesmo
sendo procariontes, mas por apresentarem caracteristicas em comum, entre
elas, a presenca de cloroplastos, portanto possuem atividade fotossintética

(LARKUM et al., 2012). Uma mesma espécie de microalgas pode apresentar
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perfil de crescimento distinto, de acordo com as condigdes de cultivo

empregadas.

As microalgas apresentam conteudo lipidico de 1% a 70% podendo alcangar
90%, sobre peso seco em determinadas condigdes de cultivo (METTING,
1996). Existem fatores que influenciam no acumulo de lipidios na célula de
microalgas como: intensidade luminosa, temperatura e disponibilidade de
nitrogénio (YEN et al., 2013). Os carboidratos podem ser encontrados nas
microalgas em forma de amido, glicose, agucares e outros polissacarideos
(SPOLAORE et al., 2006). Bahadar e Khan (2013) afirma que, sob condi¢des

normais, as microalgas produzem um valor calérico de 18 a 21 kJ/g.dia.

As caracteristicas presentes na biomassa de microalgas que influenciam a
biodegradabilidade anaerodbica relacionam a sua composigdo macromolecular,
devido a presenca de lipideos, proteinas e carboidratos, assim como a
estrutura de sua parede celular (CARRERE et al., 2016).

Segundo Wanget al. (1995), a parede celular de microalgas € composta por 25-
30% de celulose, 15 - 25% de hemicelulose, 35% de pectina e de 5-10% de
glicoproteinas. Gonzalez-Fernandez et al. (2015) acrescentam que as
caracteristicas macromoleculares das microalgas também estao relacionadas
as condicdes ambientais, bem como a composigao intracelular destas espécies

podem ser influenciadas por perturbacdes ambientais.

Além disso, diversas espécies de microalgas, quando em adequadas
condi¢gdes de cultivo, sdo capazes de acumular cerca de 50-70% de
Oleo/lipideo em seu peso seco (CHISTI, 2007). Estes dois fatores, quando
combinados, formam um indice de desempenho para indicar a capacidade de
uma microalga no que diz respeito a produgdo de biocombustiveis (MATA et
al., 2010). Segue na Tabela 1 algumas caracteristicas do conteudo das

microalgas:
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Tabela 1: Composicao bruta de espécies de microalgas.

Proteina Lipideo Carboidrato
Espécies

(%) (%) (%)
Euglena gracilis 39-61 14-20 14-18
Chlamy domonas reinhardtii 48 21 17
Chorella pyrenoidosa 57 2 26
Chlorella vulgaris 51-58 14-22 12-17
Dunaleilla salina 57 6 32
Spirulina maxima 60-71 6-7 13-16
Spirulina plantesis 46-63 4-9 8-14
Scendesmus obliquus 50-56 12-14 10-17

FONTE: Adaptado de Becker (2004).

Sabe-se que a maioria das microalgas apresenta parede celular rigida,
impedindo uma biodegradabilidade eficiente (GONZALEZ-FERNANDEZ et al.,
2012). A ruptura da parede celular é considerada um grande obstaculo para
alcangar uma conversao de biogas a partir de microalgas. Portanto, as
matérias primas de microalgas necessitam ser pré-tratadas antes da digestao
anaerobica. Neste objetivo, varios estudos mecanicos e termoquimicos foram
realizados em estudos espeicifos na literatura com foco de definirem a maneira
mais eficiente de interrupgao da parede celular (PASSOS et al.,2013; MENDEZ
et al., 2013; GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2012).

A parede celular das microalgas € composta por duas partes: uma parte fibrilar
(esqueleto) e uma parte amorfa (matriz). O componente fribilar € formado por
celulose, manose e xilenos, o componente amorfo é o local onde a parte fribilar
€ submersa (LEE, 2008). Paredes celulares complexas, como as de Chlorella
sSp. € Scenedesmus sp., sdo compostas também por uma camada externa, que
pode ser homogénea ou ter uma bainha trilaminar (TLS). A TLS bastante
resistente ao processo de degradagao anaerobia, composta por sporopolenina,
também chamada de algaenano, um biopolimero tipo lignina, formado a partir
de acidos graxos hidroxilados e fendlicos (KWIETNIEWSKA e TYS, 2014).

E necessario saber que, é formada uma comunidade mista de microalgas e
bactérias, ao lidar com a biomassa de microalgas cultivadas em lagoas abertas

para tratamento de aguas residuais. Esta biomassa varia em termos de
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dinamica populacional, composicdo de microalgas e estrutura da parede
celular,geralmente rigida, devido as condigdes variaveis do sistema (PARK et
al., 2011; PASSOS et al., 2015a).

A producédo de biomassa através da digestdo anaerdbica da biomassa de algas
estd ganhando muito interesse devido ao processamento minimo requerido
neste objetivo de rota produtiva (PRAJAPATI et al., 2013). No entanto, o pré-
tratamento de biomassa de algas antes da sua utilizagdo na geragao de
biocombustiveis (incluindo o biometano) €& necessario para uma producgéo

significativa de combustivel, com a purificagdo de espécies presentes.

3.2.1. Caracteristicas do lodo algaceo

Todo sistema de tratamento biolégico de agua residual gera o lodo na forma de
suspensdo em flocos. E subdividido de acordo com a natureza e origem dos
sélidos em lodo primario — gerado a partir da sedimentagdo do material
particulado do afluente e lodo secundario (ou biolégico) — gerado pelo reator
biolégico (como exemplo o reator anaerdbio) constituindo uma mistura de
sélidos ndo biodegradaveis e massa bacteriana que cresce no reator (Campos,
1999). A Tabela 2 demonstra a composi¢ao quimica e propriedades do logo de

esgotos:

Tabela 2: Composi¢do quimica e algumas propriedades tipicas do lodo de esgotos.

Parametro Lodo Secundario Lodo Primario digerido
Faixa Tipico Faixa Tipico
Sélidos Totais (%) 2,0-8,0 5,0 6,0-12,0 10,0
Sélidos Volateis (% de ST) 60-80 65 30-60 40
Nitrogénio (% de ST) 1,5-4,0 2,5 1,6-6,0 3,0
Fosforo (% de ST) 0,8-2,8 1,6 1,5-4,0 2,5
Potassio (% de ST) 0 -1 0,4 0-3,0 1,0
pH 5,0-8,0 6,0 6,5-7,5 7,0
Alcalinidade (mg CaCOg/L) 500-1500 600 2500-3500 3000

FONTE: Adaptado de Metcalf e Eddy, 1991.
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O lodo gerado pelo processo anaerobio tipo UASB, de acordo com alguns
pesquisadores pelos dados experimentais de produgdo biolégica, sao
apresentados na tabela a seguir mostra resultados de sistemas em escala de

demonstracéo ou real, tratando esgoto municipal bruto:

Tabela 3: Producéo de logo biolégico anaerdbio em reator tipo UASB.

~ A/B -
Referéncia (gé-?é?ﬁ:ﬁﬁa) Sélid-gio(rg(/jf) CégJae ?g/je 832’222?; ad)ﬁ

Aisse (1993) 15-25 - - -
Louwe Kooimans et al. 20 - - -
Haskoning 10-20 50-100 90-95 0,2
Vieira e Solza 22 72 93 0,31
Haskoning et al. 15 60-80 93 0,21
Van Haandel e Lettinga 16 50-75 93 0,26

O tratamento do lodo tem por objetivo reduzir o volume e o teor de matéria
organica (estabilizacdo). As técnicas para processamento do lodo séo:
armazenamento antes do processamento em decantadores ou em tanques;
espessamento antes da digestdo e/ou desidratagdo; condicionamento antes da
desidratacdo via tratamento quimico, estabilizagdo por digestdo anaerdbia ou
aeracao; desidratagao; centrifugacao; leitos de secagem ou lagoas (CAMPOS,
1999).

Pensando nisso e como descrito por Muller (1998), as tecnologias hidroliticas
podem ser aplicadas para minimizar os efeitos da producédo de biomassa, com
objetivos de aumentar a solubilizagao dos sdlidos presentes no lodo; melhorar
a eficiéncia de um processo subsequente da biodegradagao ou para a remogao

de nutrientes (fosforo e nitrogénio) e promover a redugao de agua no lodo.

Cheirsilp et al. (2012) estudaram a producgéo de lipidios e biomassa de algas
nos diferentes tipos tréficos de cultivo e comprovaram que que no cultivo
mixotréfico, como o de fotobiorreatores abertos, ha maior geragao tanto de
lipideos como de biomassa algacea. Lee (2001) mostrou que, dentre as

espécies de microalgas presentes em sistemas de tratamento de esgoto, a
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Spirulina sp., Chlorella sp. e Dunaliella sp., sdo as espécies mais resistentes a

condicdes severas de cultivo em sistemas abertos.

Sobre a comunidade de microlagas no efluente da lagoa de alta taxa, foram
identificados por Cruz (2005): 12 taxons de Chlorophyceae; 7 taxons de

Cyanophyceae; 2 taxons de Euglenophycea e 1 taxon de Bacillariophycea.

3.3. Processo Hidrolitico de conversiao da Biomassa

Diversos processos fisicos, quimicos e biolégicos de hidrélise tém sido
estudados, promovendo aumento da produgao de energia pela hidrélise celular
algacea e geracdo de diferentes subprodutos como biometano, bioetanol,
biohidrogénio, entre outros. (XUAN et al., 2009).

el i “ : S N
Flgura 3. Planta piloto para geracdo de b|ocombust|vel de microalgas em um
fotobiorreator modelo Raceway— Israel.
FONTE: Israel's Seambiotic.

A escolha do processo hidrolitico depende da espécie algacea predominante
no meio de cultivo e as caracteristicas particulares do grupo dominante. A
principal diferenga entre a hidrdlise fisica e quimica da biolégica é o ataque
preferencial de agentes hidroliticos fortes a biomassa, como temperatura e
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alcalinidade, obtendo uma resposta mais rapida quando comparado
exclusivamente de uma ac¢ao enzimatica, ou seja, mais lenta (CASSINI, 2003).

Por outro lado, a hidrdlise enzimatica € mais especifica no que tange o
substrato carbonaceo a ser solubilizado, e as enzimas nao interferem
significativamente nas caracteristicas principais fisico-quimicas e bioldgicas da

biomassa algacea sob tratamento, devido suas caracteristicas de atuacao.

3.3.1. Hidrdlise Enzimatica

De fato, o pré-tratamento enzimatico consiste na conversdo de moléculas da
parede celular em substratos mais utilizaveis para microorganismos
anaerdbicos. E necessario conhecer a composicdo da parede celular da
microalga para selecionar as enzimas apropriadas que atuardo sobre ela. A
maioria das espécies apresenta composicdo da parede celular de: celulose,
hemicelulose, pectina e glicoproteina (GONZALEZ-FERNANDEZet al., 2011).

Alguns resultados promissores ja foram demonstrados em termos de
solubilizacdo de biomassa e aumento da produgdo de biogas apds o pré-
tratamento enzimatico de culturas de microalgas puras (OMETTO et al., 2014).
No entanto, a literatura ainda é fraca no efeito do pré-tratamento enzimatico na
biomassa microalgacea mista, cultivada em sistemas de tratamento de aguas

residuais.

A digestao anaerdbica de microalgas é principalmente inibida pela composi¢cao
quimica de suas paredes celulares contendo biopolimeros capazes de resistir a
degradagao bacteriana. Adotando pré-tratamentos, como o tratamento térmico,
hidrélise térmica, ultra-som e hidrélise enzimatica, apresentaram potencial de
remover esses compostos inibitérios e aumentar os rendimentos de biogas,
pela degradagdoda parede celular, liberando a matéria orgénica intracelular
(OMETTO et al., 2014).
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Figura 4: Pré-tratamentos de microalgas para digestdo anaerdébica melhorada: tratamento
térmico, hidrdlise térmica, ultra-som e hidrélise enzimatica.
FONTE: OMETTOet al., 2014.

Os mesmos autores relataram resultados de sucesso com pré-tratamentos
biolégicos utilizando enzimas celulases. De acordo com isso, Yin et al.(2010)
observaram que a adicdo de celulases a Chlorella sorokiniana aumentou a
degradacgao da parede celular e produziu a liberagdo de 25, 6 e 8 vezes mais
proteinas, péptidos e agucares, respectivamente, apds 3 horas de incubacéo a
uma temperatura de 50°C. Da mesma forma, a adicdo de celulase a Chlorella
vulgaris para otimizar a extragao de lipidios produziu 60% e 85% de hidrélise
enzimatica, apds 24h e 72 h de tratamento (CHO et al., 2013b).

Nesse estudo, as enzimas foram escolhidas levando em consideracdao a
composicado da parede de algas. A parede celular das microalgas € composta
basicamente de agucares (24-74%), acido uronico (4-24%), proteinas (2-11%)
e glucosamina (0-15%), além de celulose e hemicelulose (BLUMREISINGER et
al., 1983) .
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Figura 5: N&o tratadas (1);Apos hidrolise térmica (2); Apos ultra-som (3); Apos
pré-tratamento enzimatico (4). Nomenclaturas: Células de S. obliquus (SO);
C. sorokiniana (CS); cw = parede celular; N = nucleo, t = thylakoids.

FONTE: OMETTOet al., 2014.
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A Figura 5ilustra o efeito dos pré tratamentos citados aplicados as microalgas.
De acordo com o estudo abordada para diferentes pré-tratamentos, a hidrdlise
enzimatica permitiu a solubilizagdo dos constituintes da parede celular, gerando
uma maior producédo de biogas em comparagao com pré-tratamentos térmicos

e de ultra-som responsaveis pela degradagao da parede celular fisica.

Apesar das vantagens apresentadas pela hidrélise enzimatica sua aplicagao
em grande escala ainda esbarra em dificuldades técnicas e econémicas. Entre
as estratégias para a viabilidade desta etapa em larga escala estdo o aumento
da carga de substrato, diminuigdo da carga enzimatica, redugéo do tempo de
hidrolise e a busca por enzimas mais eficientes (OUYANG et al., 2013).

Houve tentativas de pré-tratamento de biomassa de algas usando enzimas
comerciais, incluindo a-amilase, amiloglucosidase(CHOI et al., 2010)e celulase,
xilanase, lipase e protease (EHIMEN et al., 2013). Entretanto, o uso de
enzimas comerciais para o pré-tratamento de biomassa de algas para a
producdo de biocombustiveis € economicamente inviavel. Os fungos tém
capacidade unica para produzir variedades de complexos de enzimas
extracelulares, incluindo celulase e xilanase (KAUSHIK et al., 2013), portanto,
as enzimas brutas fungicas poderiam fornecer uma alternativa mais barata para

a enzima comercial para o pré-tratamento de biomassa de algas.

As paredes de células de algas sao ricas em celulose (BAILEY e OLLIS, 1986)
0 que pode contribuir até 70% em peso seco (BALDANet al., 2001). Além
disso, a celulose na parede celular de algas frequentemente contém acgucares
que nao a glicose, como a xilose que forma os polissacarideos esqueletais
dispostos como microfibrilas de xilanos. Assim, conclui-se que as enzimas
brutas fungicas com boa atividade de celulase e xilanase poderiam ser
aplicadas eficientemente para o tratamento de biomassa de algas e a ruptura
da parede celular (OMETTOet al., 2014)

Esses estudos demonstraram a eficiéncia de varios pré-tratamentos para uma
maior conversdo de metano de diferentes microalgas. No entanto, esses pré-
tratamentos resultaram em uma relagdo de energia liquida negativa (energia
retornada em energia investida) (PASSOS et al., 2013; MENDEZ et al., 2013).
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Neste contexto, a hidrdlise enzimatica da parede celular das microalgas pode
ser uma alternativa promissora para os pré-tratamentos mecanicos e térmicos
que consomem energia e a hidrélise catalitica quimica. O pré-tratamento
enzimatico inclui a auséncia de subprodutos inibidores. Até agora, muito pouco
trabalho foi feito sobre o efeito da hidrdlise enzimatica de microalgas para fins
de produgao de metano (CIUDADet al., 2014; MIAOet al., 2013)

O custo geral do processo da hidrdlise enzimatica pode ser inferior a hidrdlise
termoquimica, pois evita a corrosdo por contencado e ocorre sob temperaturas
suaves. Do mesmo modo, as enzimas podem ser produzidas por uma ampla
gama de bactérias e fungos (MIAOet al., 2013; AHAMEDet al., 2008).

A biodegradabilidade de um lodo algaceo foi aumentada com sucesso por
Ometto et al. (2014), mediante o emprego da enzima celulase quando
combinada com tratamento térmico. O rapido crescimento celular, em relagcao
aos fungos é uma das vantagens citadas das fontes bacterianas como
produtoras destas enzimas (JAEGERet al., 1999).

Segundo AJEEJ (2015), o alto conteudo energético dos lipidios torna os
substratos atraentes para a digestdo anaerdbica devido a maior producao de
gas. No entanto, a hidrolise de lipidos € considerada mais lenta do que a

hidrélise de proteinas e carboidratos.

3.4. Fungos Filamentosos

3.4.1. Caracterizagao dos fungos filamentosos

O grupo de microrganismos com maior numero de espécies sdo os fungos
filamentosos, apresentam imensa variedade quanto a morfologia, fisioldgicas e
atributos bioquimicos (PURVIS e HECTOR, 2000).

Os fungos sado organismos eucariontes, aclorofilados, heterotroéficos,
geralmente filamentosos, obtém seu alimento por absorgdo, podem ser macro

OuU microscopicos, propagam-se por meio de esporos e armazenam glicogénio
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como fonte de reserva. Organismos largamente distribuidos na natureza (no ar,
na agua, no solo e podem crescer nos mais diversos substratos) (PELCZAR,
1996; PUTZKE e PUTZKE, 1998; TANIWAKI e SILVA, 2001; GUERRERO e
SILVEIRA, 2003).

O crescimento dos fungos filamentosos, € uma combinag&o da extenséo apical
das hifas associado a geragdo de novas hifas por ramificagdo do micélio,
permite ao fungo penetrar no substrato sélido e formar uma estrutura sélida, o
que confere uma vantagem sobre os microrganismos unicelulares na
colonizacdo do substrato sélido e utilizagdo dos nutrientes disponiveis. Além
disso, as enzimas hidroliticas sdo excretadas pelas hifas sem grande diluigdo
como ocorre na fermentagdo submersa, o que faz com que sua agao seja muito
mais eficiente, permitindo adentrar no substrato aumentando a acessibilidade
de todos os nutrientes disponiveis nas particulas (RAIMBAULT, 1998).

Segundo Menezes (2006), nas fermentacbes em estado sélido (FES) o
crescimento do fungo acontece pela extensdo das pontas das hifas sobre a
superficie solida, sendo a direcdo e a velocidade do crescimento determinada
pela disponibilidade dos nutrientes e pelas caracteristicas do substrato (Figura
6).
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Figura 6: Representagdo do crescimento de fungos filamentosos em
substancias sdlidas.
FONTE: Adaptado Holker e Lenz (2005)
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Os fungos filamentosos secretam eficazes enzimas no meio ambiente
(BENEETT, 1998), elas auxiliam na degradag&o de produtos como a celulose e
o amido (PELCZAR, 1996), porém praticamente apenas 2% dos
microrganismos em todo mundo foram testados como fonte de enzimas
(HASANet at., 2006).

O género Aspergillus € o fungo mais importante para a produgéo comercial de
enzimas e tem sido usado ja por muitas décadas, na produgdo de enzimas
extracelulares e acido citrico, € considerado um microrganismo GRAS -
Generally Recognized As Safe (Geralmente Reconhecidos Como Seguros)
(SCHUSTER et al., 2002). Algumas espécies desse género sao fonte rica de
enzimas como pectinases, proteases e amiloglicosidase, segundo Frost e Moss
(1997).

A atencao que se da para os fungos é decorrente da produgdo de enzimas e
metabdlitos, incluindo antibiéticos, acidos organicos, pigmentos e outros
aditivos alimenticios (PUNTet at.,, 2002). Apresentam grande importancia na
industria de alimentos, como produ¢ado de cerveja, vinho, destilados, na
panificagao; na agricultura como agente de controle biolégico de pragas, dentre
muitos outros produtos (MELO eAZEVEDO, 1998).

O uso pratico das enzimas vem sendo explorado pelo ser humano ha milhares
de anos (SHARMAet al., 2001). Pode-se considerar, de forma direta, o
emprego de preparagdes enzimaticas brutas de origem animal ou vegetal; ou
indiretamente, pelo aproveitamento da agdo enzimatica devido ao crescimento
microbiano sobre determinados substratos. Os microrganismos sao atualmente
a primeira fonte na industria de enzimas, sendo: 50% de origem de fungos e
leveduras, 35% de bactérias, e o restante (15%) de plantas ou de animais de

acordo com Boopathy (1994) citado por Rolle (1998).

As propriedades fisioldgicas, enzimoldgicas e bioquimicas dos fungos
filamentosos, permitem seu crescimento em substratos solidos e a
bioconversdo dos mesmos, aumentando assim a capacidade de hidrdlise por
estes microrganismos (SOCCOL et al., 1994).
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3.4.2. Enzimas fungicas

Enzimas sao catalizadoras biolégicas, que apresentam em sua maioria
aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas covalentes, ou seja, polimeros. Os
catalizadores atuam diminuindo a energia necessaria para a ativagdo de uma
reacdo, tornando mais rapida a obtengdo do produto. As reacdes nao
catalisadas requerem mais energia para serem iniciadas, portanto, sua

velocidade é menor que as reagdes catalisadas (LEHNINGHER et al., 2006).

A producéo e uso de enzimas microbianas, de forma controlada, constituiram o
maior setor da industria biotecnolégica (NEIDLEMAN, 1991). Enzimas podem
ser utilizadas para substituir produtos quimicos, como compostos causticos,
acidos e solventes toxicos que agridem o meio ambiente e provocam desgaste
nas estruturas e materiais (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGUER, 2000).
Diversos fatores sao necessarios considerar durante a produgdo enzimatica,
como a composi¢ao do meio de cultivo, substrato para a producao da enzima,
temperatura de incubacdo, pH, aeragdo, uso de indutores, dentre outros
(THIRY e CINGOLANI, 2002).

A classificagdo das enzimas se da pelas reagdes que elas catalisam. Segundo
Lehninger (2006), foi adotado um sistema para nomear e classificar, devido a
necessidade perante a ambiguidade de nomenclatura e o crescente numero de
enzimas recém-descobertas. Pode-se verificar a classificacdo internacional
(segundo a Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular — [UBMB)

das enzimas no Quadro 3:
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Quadro 3: Classificagao internacional das enzimas.
Classe Tipo de Reagao Catalisada

Oxidorredutorases | Transferéncia de elétrons (ion hidreto ou atomo H)

Transferases Reacbes de transferéncia de grupos
Hidrolases Reacdes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais para agua)
Liases Adicao de grupos em ligagdes duplas ou formagao de ligagdes

duplas pela remogéao de grupos

Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula para formar
isdmeros
Ligases Formacao de ligagbées C-C e C-N pelo acoplamento da clivagem do

ATP com as reagoes de condensagao.
FONTE: LEHNINGER, 2006.

As enzimas extracelulares possuem grandes vantagens quando comparadas a

intracelulares, segundo Wiseman (1985); Gacesa e Hubble (1990):

. Sao secretadas no meio de cultura, ndo requerem técnicas de
ruptura celular que séo dificeis de aplicagdo em larga escala;

o O numero de enzimas excretadas € limitado, logo, € relativamente
facil separar a enzima de interesse no meio de crescimento;

. As enzimas extracelulares sdo mais compactas, sendo menos

susceptiveis a desnaturacido que as intracelulares.

As reagdes enzimaticas s&do amplamente afetadas por variagbes na
temperatura, pH, tamanho do indculo, fontes de carbono, presenca de
indutores ou inibidores, aeracdo e no tempo de crescimento
(MUKHOPADHYAY e MALIK, 1980).

Para que o pH se mantenha num valor étimo para atividade bioldgica e
producdao enzimatica, € de extrema importancia que exista uma suficiente
capacidade tamponamento que permita neutralizar possiveis alteracdes
durante o crescimento (FONSECA e TEIXEIRA, 2007).

A concentragcao afeta do substrato afeta diretamente a velocidade das reacdes

enzimaticas. A velocidade de reacdo catalisada por enzimas aumenta
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proporcionalmente com o aumento do substrato, até a velocidade maxima
(LEHNINGER et al., 2006).

A temperatura € um fator crucial para o desenvolvimento do experimento,
segundo FONSECA e TEIXEIRA (2007) a temperatura 6tima quando o cultivo é
realizado em um meio com uma determinada concentracdo e valores

controlados de pH, resultam na interagao promissora dos dois efeitos.

Entre as enzimas de interesse industrial as fitases, amilases, inulinases,
celulases, proteases, galactosidades, lipases e lacases representam
importantes insumos intermediarios para as industrias quimicas, alimentares,
téxteis e outras (SINGHANIA et al., 2007; RAMACHANDRAN et al., 2004;
RAMACHANDRAN et al., 2005; RODRIGUEZ-COUTO et al., 2004).

As enzimas sdo altamente especificas e as paredes celulares de algas sao
constituidas por biopolimeros complexos. Portanto, ao invés de uma unica
enzima, € necessario um mixer de enzimas para hidrolizar as espécies de

microalgas alvo de forma eficiente (EHIMEN et al., 2013).

As enzimas que tem como o substrato o amido, amilases, s&o aquelas
produzidas por fungos filamentosos, principalmente dos géneros Aspergillus e
Rhizopus (PANDEY et al., 1999).

As proteases de origem microbiana s&o importantes devido a atuagdo em
diversos substratos especificos, podendo ser utilizadas em diversas areas da
bioquimica e da biotecnologia (BATATA et al., 2002). As proteases s&o
caracterizadas pela especificidade de substrato (KUDRYAVTSEVA et al,
2010).

As lipases tém sido isoladas de uma variedade de tecidos de animais e plantas,
e podem ser também produzidas por processos de fermentacdo usando varias

espécies de microrganismos, como fungos e bactérias (SANTOS, 2003).

A celulose é o polimero organico mais comumente encontrado € o componente
mais importante na parede celular das plantas. Representa 1,5x10' do total
anual de producao de biomassa pela fotossintese, especialmente nos tropicos,

41



€ considerada uma fonte inesgotavel de matéria-prima (GUO et al., 2008;
KLEMM et al., 2005).

e Enzima CELULASE

As celulases pertencem a classe de hidrolases e constituem um complexo
capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. Estas
enzimas sao biocatalisadoras muito especificas que atuam para a liberagao de
agucares, como a glicose, que desperta maior interesse industrial, devido a
possibilidade de sua conversdo em etanol (OLSSON e HAHNHAGERDAL,
1996; CASTRO e PEREIRA, 2010).

Essas enzimas podem ser produzidas por diversos microrganismos, que
incluem bactérias anaerébicas (Clostridium, Rominococcus, etc) e aerdbicas
(Cellulomonas, Thermobifida, etc), actinomicetos (Streptomyces), fungos
filamentosos (Trichoderma, Bulgaria, Helotium, Poria, Aspergillus, etc), plantas
(Fragaria) e animais (moluscos e insetos) (LYND et al., 2002; PALOMER et al.,
2004)

Estudos que utilizam simultaneamente dois fungos filamentosos na produgéo
de enzimas, foram desenvolvidos por Gutierrez-Correa e Tengerdy (1997) e
Deshpande e colaboradores (2008), utilizando cultura mista de fungos do
género Trichoderma e Aspergillus na produgédo de celulases por fermentagéo
em estado solido, apresentaram produg¢des maiores dessas enzimas do que

utilizando os fungos filamentosos separadamente.

A classificagdo das celulases, de acordo com seu local de atuagédo no substrato
celuldsico, as divide em trés grandes grupos (LYND et al., 2002):

e Endoglucanases (E Gases), que clivam ligagdes internas da fibra
celulésica.

e Exoglucanases (Ex Gases), que atuam na regido externa da celulose.

e [3- glicosidases (B Gases), que hidrolisam oligossacarideos soluveis a
glicose.
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Quando atuam conjuntamente, essas enzimas apresentam um rendimento
melhor do que a soma dos seus efeitos individuais. A Figura 7 ilustra a agéo

sinérgica entre as enzimas do complexo celulolitico.

Os processos de hidrolise acontecem simultaneamente. A hidrélise primaria
que ocorre na superficie de substratos sélidos, libera agucares soluveis (etapa
A). E Gases e Ex Gases realizam a etapa de despolimerizagéo, passo limitante
para todo o processo de hidrolise da celulose (etapa B e C). A hidrdlise
secundaria degrada a celobiose em glicose pelas B-glicosidases (etapa D)
(ZHANG e LYND, 2004).

() amorfogéneses da celulose cristalina

Jerito (dispersdofinchaco das fibras de celulose)

|
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E (GP<6)
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5 Glicose o Bg BQ 9‘ Q

GP- Grau de Polimerizacio

Figura 7: Agao sinérgica das celulases.
FONTE: Adaptado de Arantes e Sadler (2010).
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Diante a heterogeneidade e complexidade da biomassa lignocelulsica, a
bioconversao dos constituintes da parade celular requerem multiplas atividades
enzimaticas. Para um sistema de enzimas eficiente e de baixo custo deveria
conter atividades balanceadas de celulases, xilanase, entre outras (BRIJWANI
et al., 2010).

Estratégias baseadas no uso de celulases em biorrefinarias para um
processamento econdmico incluem: aumento da produtividade volumétrica das
enzimas comerciais, produgao das enzimas utilizando substrato mais baratos,
produgdo de coquetéis enzimaticos com maior estabilidade para processos
especificos, além de produzir celulases com maior atividade especifica sobre
substratos solidos (ZHANG et al., 20006).

Os elevados custos da hidrdlise enzimatica verificados s&o devido a fatores
como: efeitos de inibicdo das enzimas e acessibilidade das enzimas ao
substrato e a ligagado nao produtiva, exigindo o uso de altas concentragdes de
enzimas e tornando a carga (concentragc&o) enzimatica uma importante variavel
do processo (Leu e Zhu, 2012; Mussato et al., 2008).

3.4.3. Potencial enzimatico dos fungos filamentosos

O meio de cultura sélido para a detecgdo de enzimas produzidas por fungos
tem sido utilizado ha varios anos. Hankin e Anagnostakis (1975) relataram que
as enzimas podem ser facilmente detectadas no meio de cultura sdlido. As
enzimas hidroliticas como, por exemplo: celulases, xilanases, pectinases sao
geralmente produzidas por fungos em meio de cultura, uma vez que essas
enzimas sao usadas na natureza pelos fungos para o seu proprio crescimento
(PANDEY et al., 1999).

O indice de atividade enzimatica (IE) € um dos parametros semiquantitativos
mais utilizados para avaliacdo da capacidade de produg¢do de enzimas pelos
microrganismos em meio de cultura sélidos. A selecdo de microrganismos

considerados produtores de enzimas inclui a correlagao direta entre o didmetro
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do halo de degradacéo e a habilidade degradativa dos microrganismos no meio
especifico (CESKA, 1971; LIN et al., 1991).

Para avaliar o potencial enzimatico dos fungos, Lealem e Gashe (1994) e
Stamford et al. (1998) recomendam o indice enzimatico (IE) = 2,00. Assim, os
isolados que exibiram os maiores |IE nos meios de crescimento, sdo aqueles
que possuem maior atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et al., 20006).
Terra (2008) considerou o indice enzimatico = 2,00, denominando os

microrganismos como um produtor potencial de enzima em meio solido.

Vaérios trabalhos foram realizados quanto as selegdes de fungos de interesse
biotecnolégico, como o realizado por Guimarédes et al. (2006). Esses autores
avaliaram 40 isolados fungicos quanto a produgao de enzimas microbianas. As
enzimas testadas foram: xilanase, glicose-oxidade, fosfatase alcalina, fitase,
pectinase e amilase. Entre 40 isolados fungicos, 23 desses exibiram potencial
enzimatico. Niveis significativos de amilase foram produzidos pelas espécies

de Paecilomyces e Aspergillus phoenicis.

Lima-Filho et al. (2003) observaram a produgao enzimatica para as enzimas
amilase, celulase, protease, e lipase por isolados de Coletotrichum spp.
isoladospor diferentes substratos de frutas. Todos apresentaram resultados

positivos para as enzimas testadas.

As modificagbes genéticas tém sido usadas na forma de melhorar a
capacidade de produgao e secregdo de enzimas por microrganismos. Até o
momento, um numero limitado de espécies de fungos foi explorado como
células hospedeiras para a produgdo de enzimas recombinantes. Enzimas
naturais ou recombinantes sado, principalmente, produzidas por Aspergillus

niger, Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei (PUNT et al., 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Informagoes Preliminares

O projeto consta de um sistema integrado com microalgas a ser desenvolvido
em escala piloto em uma base experimental localizada na Estacdo de
Tratamento de Esgotos Sanitarios (ETE), da Companhia Espirito Santense de
Saneamento (CESAN), no bairro Aragas, em Vila Velha, Espirito Santo. Todos
0s processos de tratamento de esgoto integrados ao sistema a base de

microalgas estao ilustrados:

Q& vAg
- Combustdo < >
£ Y Q

,ﬁ ___________

° K K KK

Tratamento
Preliminar

(algas)

Lodo
Anaerdbio

Precipitacdo | | N
Estruvita \

Gaseificagdo %
6 I °
Figura 8: Esbogo de um sistema de tratamento integrado ao sistema de microalgas em

fotobiorreatores.
FONTE: Gongalves, 2005.

O esgoto bruto foi captado e submetido a um tratamento preliminar com o
objetivo de remover sdlidos grosseiros, 6leos e graxas e areia, por meio de
mecanismos de ordem fisica. O efluente pré-tratado foi direcionado para o
processo de tratamento secundario anaerdbio, constituido por dois reatores
anaerobios do tipo UASB em escala piloto, para tratamento biolégico com
reducédo da carga organica e nutrientes (1). O pds tratamento do efluente
secundario ocorreu em fotobiorreator aberto (modelo Raceway) lagoas de alta

taxa (3). O CO; resultante da incineragdo do biogas gerado nos reatores
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anaerobios sera injetado no sistema de microalgas a fim de favorecer a
fotossintese, controlar o pH, e com isso aumentar o crescimento da biomassa

microalgacea (2).

A fim de aproveitar o lodo algaceo, os efluentes dos fotobiorreatores passam
por um processo de separagado solido-liquido (4), em que o efluente filtrado
podera ser direcionado ao reuso e o lodo coletado para ensaios de hidroélise e
também em estudos paralelos de precipitacdo de estruvita, este € o substrato
bruto (5), além de ensaios de atividade metanogénica especifica (AME) (6) e
gaseificagao do lodo anaerdbio para produgao de energia que serao estudados

em pesquisas paralelasposteriores (7).

As amostras foram coletadas a partir da lagoa de alta taxa, do tipo
fotobiorreator raceway, disposta em ambiente livre aberto. O presente estudo
foi realizado ao longo de um ano e, mesmo que o sistema tenha sido projetado
para manter as condicdes ideais durante todo o processo, diversos fatores
influentes podem modificar as caracteristicas de reprodugédo das microalgas e

funcionamento da lagoa de alta taxa nesse tempo.

Alteracdes locais de fatores ambientais como radiacdo solar, temperatura,
precipitagcdo, sazonalidade temporal e etc., fatores pontuais como
contaminagdo por microorganismo, bem como fatores hidraulicos,
hidrodinAmicos e energéticos podem interferir nas condigbes de projeto do
sistema, culminando em alteragbes nas caracteristicas previstas para o
efluente. Dessa forma, ao longo de todas as analises do lodo bruto verificou-se
uma heterogeneidade das amostras, sendo necessaria a caracterizagao a cada

amostra coletada, prevendo modificagdes do sistema.

De acordo com estudos realizados anteriormente, para biodegradacédo da
biomassa do lodo algaceo via hidrélise térmica e alcalina, observou-se a
necessidade de concentragdes ideias para Soélidos Totais (ST) em 4,0%. Isso
porque o0s processos hidroliticos n&do atingiram resultados esperados a
concentragbes menores, mostrando baixa solubilidade da matéria organica
(DQOf solubilizada) em relagcéo a biomassa bruta (DQOf) (LAMBERTI, 2017).
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4.2. Isolamento e detecgao de Fungos Filamentosos

Como fonte amostral foi utilizada a biomassa do lodo algaceo extraida do
separador sdlido-liquido citada anteriormente, transferida para placas de Petri
em gotas, objetivando o isolamento das principais espécies fungicas contidas

no lodo.

Observado o crescimento das espécies nas placas, garantiu-se o isolamento
completo por meio de repicagem em triplicata. A partir do isolamento de uma
unica espécie visualmente, foi necessario a identificagdo da mesma, sendo
possivel por visualizagdo no microscépio 6ptico e caracterizagdo morfologica,
pelo método de microcultura em |amina observando-se a morfologia do
crescimento das hifas e pelo método de fixacdo em |lamina onde observou-se
0s esporos caracteristicos, conforme Menezes e Assis (2004) e, Rigo (2009).
Dessa forma foi possivel o isolamento de fungos do proprio local e substrato de

pesquisa.

Além dos fungos isolados para este projeto, também foram utilizados as
espécies pertencentes ao banco de fungos do LABSAN (Laboratério de
Saneamento da Engenharia Ambiental) e um fungo especifico da Fiocruz
cedido pelo Campus Ceunes — Sao Mateus. Os fungos identificados nessa
pesquisa foram inseridos ao banco de fungos do LABSAN e preservados, com
0 objetivo de acrescentar as futuras pesquisas.

4.3. Avaliagao do Potencial Enzimatico dos Fungos Filamentos

Nesse primeiro momento da pesquisa, a selegdo dos fungos disponiveis ja
isolados, foi essencial para identificar aqueles com o melhor potencial
enzimatico observado. Para isso, segundo componentes constituintes da
parede celular e conteudo intracelular da microlaga, foi indicado quatro tipos de
enzimas essenciais para acao especifica nos substratos de amido, celulose,
lipidio e proteina, sendo suas hidrolases necessarias para biodegradacéo:
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Amilase, Celulase, Lipase e Protease. A selecdo foi realizada através da
determinacdo da atividade enzimatica, conforme metodologias descritas com
modificagdes por Dingle et al. (1935) para amilase, celulase e protease, e
Sierra (1957) para lipase.

As espécies puras de cada fungo foram cultivadas em placas de Petri,
contendo aproximadamente 20,0mL de meio BDA e incubadas a 28°C por um
periodo de 48h. Apds esse tempo, as colbnias foram transferidas em formatos
de discos com 0,5mm de diametro cortados diretamente na placa de cultivo e
transferidos para o centro de novas placas de Petri contendo 10,0mL dos

meios indutores especificos de cada enzima.

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados para todos os fungos, e
cada fungo analisado para os quatro tipos de meios especificos, com cinco
repeticdes por meio, prevendo erros estatisticos e contaminagdes bioldgicas
durante o manuseio e tempo de incubacdo, contribuindo para resultados mais

confiaveis.

As placas de meios especificos com o fungo inserido pontualmente, foram
incubadas a 28°C para analises em periodos de 48h, 96h e 144h. A sequir,
estd descrito a metodologia para formulagcdo de cada meio de -cultivo

especifico:

e Amilase (500mL tampdo citrato fosfato 0,1M pH5; 2% a&agar; 1,0%
amido). Solugao reveladora de iodo (Lugol 1:20mL) para visualizagéo do
resultado enzimatico positivo identificado pela formacdo de um halo

translucido ao redor da coldénia formada.

e Celulase (500mL tampéao acetado de sodio 0,1M pH5; 2% agar; 2,5%
carboximetilcelulose). Solugédo reveladora vermelho congo 0,5% para
visualizacdo do resultado enzimatico positivo identificado por um

contraste translicido ao redor da col6nia formada.

e Protease (500mL tampéo citrato fosfato 0,1M pH5; 2% agar; 1,0%

gelatina; 1,0% leite desnatado). A reagdo enzimatica positiva é
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detectada pela modificagdo quimica no meio sélido, a reagao positiva foi
observada pela formagado de um halo translucido ao redor da colbnia,

nao sendo necessario solucao reveladora.

e Lipase (500ml agua destilada; 20g agar; 5g cloreto de sédio; 0,1g cloreto
de calcio; 10g peptona; 10ml Tween 20). A reagao enzimatica positiva é
detectada pela modificagcdo quimica no meio sélido pela formagao de
cristais de sal de calcio do acido laurico liberado pela enzima ou pela
formacdo de zonas claras ao redor da colénia devido a completa
degradagao do sal do acido gorduroso (Hankin e Anagnostakis,1975),

nao sendo necessario solucio reveladora.

O indice enzimatico (IE) € obtido pela razdo entre o didametro do halo reacional
e o diametro da colbnia fungica seguindo a metodologia de Hankin e
Anagnostakis (1975), para todas as atividades enzimaticas testadas em cinco
repeticoes, com tempos de detencao de 48h, 96h e 144h.

didmetro do halo
IE

diametro da colonia fungica

4.4. Producao do Extrato Bruto Enzimatico

Para cada fungo selecionado pela metodologia anterior, foi gerado um extrato
bruto enzimatico especifico do fungo, obtido através do método de
Fermentagcdo Submersa (FS), considerando a presenga em maior escala da
enzima especifica de maior potencial IE. O método de FS foi escolhido devido
a maior facilidade de controle e operacdo do processo para produgao de

enzimas, devido ao meio reacional liquido.

4.4.1. Fermentagao submersa

Utilizou-se como substratos para a fermentagcdo submersa a biomassa do lodo
algaceo, coletada da lagoa de alta taxa de Aracas — Vila Velha/ES, apds o
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processo de separagao com TANFLOC (nao prejudicial ao fungo) e o efluente
do reator UASB. Os substratos foram autoclavados previamente, eliminando

qualquer tipo de interferéncia bioldgica.

Em frascos de Erlenmeyers de 250mL, contendo 5,0g de biomassa do lodo
algaceo autoclavado, acrescidos de 45,0mL do efluente secundario de reator
UASB, também previamente autoclavado, foi inoculado 1,0mL de suspenséo
de esporos fungicos na concentracdo de aproximadamente 10’esporos.mL™”,
contado em Camara de Neubauer (Figura 9). Apds 4 dias de incubagao sob
agitagao de 150 rpm a 30°C em Shaker, o conteudo do frasco é centrifugado e
depois filtrado em papel de filtro Whatman. O nomeado extrato enzimatico

bruto é o conteudo filtrado.

FONTE: Autoria propria.

4.4.2. Obtencgédo do indculo de suspensao de esporos

O in6culo de suspensédo de esporos € obtido através da propagacgédo das
culturas esporuladas em BDA dos fungos, a 28°C por um periodo de 5 dias em

incubadora. Apos a propagacéo, 0s esporos sado recuperados por raspagem
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em solucédo de agua destilada autoclavada, mantendo o isolamento completo
em capela de fluxo laminar. O numero de esporos em suspensao na aliquota é
quantificado em Camara de Neubauer, conforme o método de Freire (1996),

descrito por Amorim (2011), deve ser na ordem de grandeza 10’esporos.mi™.

4.5. Hidrolise Enzimatica

Para os processos hidroliticos da biomassa do lodo algaceo coletada
diretamente na etapa de separagao sélido-liquido do sistema de tratamento ja
descrito, visando avaliar sua solubilizacdo, utiliza-se o extrato bruto enzimatico

obtido na etapa anterior descrita.

Os testes de hidrolise biolégica enzimatica foram realizados em agitagcéo
mecéanica no Shaker (Figura 10) em frascos Erlenmeyers de 250mL, em
duplicata, com 50mL de biomassa microalgacea por frasco, mantidos sob
agitacdo de 150 rpm. Como parametros de projeto para avaliagdo, foram
selecionados diferentes tempos de detencao (6h, 12h, 24h e 48h), trés doses
dos extratos brutos enzimaticos (5%, 10% e 20% w/w) a uma temperatura
constante de 30°C mantida no Shaker, com o propésito de otimizagdo das

condi¢des de solubilizagao do material organico.
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Figura 10: Shaker SL 222 - Incubadora
utiizada para os processos de hidrdlise
enzimatica e fermentagdo submersa, nas
condi¢des de 150rpm a 30°C.

FONTE: Autoria propria.

Foram realizados também testes em branco de hidrdlise, ou seja, sem a
presenca de extrato enzimatico. Dessa forma sendo possivel comparar de
forma mais ampla a efetividade das reacgdes hidroliticas envolvendo enzimas
fungicas sobre a biomassa do lodo algaceo, sabendo-se da presenga de outros

organismos.

As amostras foram retiradas de acordo com os tempos de detencao
estabelecidos, e submetidas imediatamente a temperatura de 70°C por 20
minutos em banho maria, para desativagdo das enzimas e encerramento do
processo enzimatico sobre a biomassa de lodo algaceo. Apds processo de
desativacado, as amostras foram armazenadas a temperatura de 4°C até a

realizagao das analises posteriores.

4.6. Analise de solubilizagao da Biomassa do Lodo Algaceo

O quadro a seguir lista todas as analises realizadas, antes e depois dos
processos hidroliticos, com principio do método utilizado na analise, e a

referéncia utilizada.

Quadro 4: Principio dos métodos de analises laboratoriais.

Analise Principio do Método Referéncia
pH Forga eletromotriz APHA, 2011
Sdlidos Totais (ST) Gravimetria APHA, 2011
Sdlidos Fixos (SF) Gravimetria APHA, 2011
Sdlidos Volateis (SV) Gravimetria APHA, 2011
DQO filtrada Gravimetria + Colorimetria APHA, 2011
Carboidrato Gravimetria + Colorimetria Adaptada

A metodologia de solidos seguiu os seguintes procedimento:
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Solidos totais (ST): Residuo que resta na capsula apdés a evaporagao
em banhomaria de uma porgao de amostra e sua posterior secagem em
estufa a 103-105°C até peso constante. Também denominado residuo
total.

Solidos Volateis (SV): é a porgao dos solidos (solidos totais, suspensos
ou dissolvidos) que se perde apos a ignicdo ou calcinagado da amostra a
550-600°C, durante uma hora para solidos totais ou dissolvidos volateis
ou 15 minutos para 9 solidos em suspensao volateis, em forno mufla.
Também denominado residuo volatil.

Solidos Fixos (SF): E a porcdo dos solidos (totais, suspensos ou
dissolvidos) que resta apds a igni¢ao ou calcinagdo a 550-600°C apds
uma hora (para solidos totais ou dissolvidos fixos) ou 15 minutos (para
sélidos em suspensdo fixos) em fornomufla. Também denominado

residuo fixo.

A solubilizagdo das amostras de lodo algaceo para os diferentes valores de
concentracdo enzimatica e temperatura serdo avaliadas em funcdo dos
parametros DQOf (solubilizada), Carboidrato, ST, SV e SF.

Os dados de caracterizagdo da biomassa adensada apresentados, seguiram
uma média amostral referente a todas as analises do lodo bruto realizadas no

periodo de novembro de 2016 a outubro de 2017.

A analise de solubilidade indicara maior disponibilidade do material organico
intracelular para o processo de digestao anaerébia, e consequente eficiéncia
do processo de hidrdlise. Podemos avaliar a biodegradabilidade, de acordo
com a porcentagem de DQO biodegradada, calculada pela reagao entre DQO

filtrada solubilizada final (mg/L) e DQO filtrada inicial (mg/L).

DQOf final — DQOf inicial

Solubilizacio DQO (%) = DQO inicial
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagdao da Biomassa do Lodo Algaceo

Houve a necessidade de realizar o adensamento da biomassa a fim de obter
concentracao final ideal para que as analises possam apresentar resultados
mensuraveis de quantificagdo possiveis. Obteve-se em média 4,08% de ST na

biomassa, ou seja, o teor de solidos foi de 40,79 g/L.

De acordo com as analises realizadas, a biomassa é composta principalmente
de material orgénico, com Sodlidos Volateis (SV) representando cerca 89,67%
do conteudo de solidos totais da amostra. O substrato utilizado tem por
caracteristica ser uma biomassa de lodo mixotrofico, ou seja, apresenta grande
presenca de algas, fungos, protozoarios e rotiferos do material organico

analisado.

Tabela 4: Caracterizacao da biomassa adensada (numero de amostras: 5).

Parametro Resultado Desvio Coeficiente

Padrao Variagao %
Solidos Totais bruto (gL ) 40,79 8,97 21,99
Solidos Fixos bruto (gL ) 4,32 2,15 49,97
Solidos Volateis bruto (gL_1) 36,47 7,36 20,19
DQO filtrado (mg L) 193,74 59,03 30,47
Carboidrato filtrado (mg L_1) 170,55 67,55 39,61
pH 4,67 0,01 0,10
Proteinas filtrado (mg/L) 52,09 5,66 10,87

5.1.1. Fungos filamentosos isolados

Os fungos isolados no ambito da pesquisa foram extraidos da biomassa do
lodo algaceo e identificados por meio de microscopia eletrénica. A nivel de
género foram identificados o Mortierella sp. e Trichoderma sp. Com o objetivo
de atingir melhores valores de potenciais enzimaticos da enzima celulase,
devido ao seu ataque preferencial aos componentes da parede celular, também
foi adquirido do Campus UFES Ceunes — S&o Mateus, um isolado e catalogado
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em espécie pela Fiocruz, Trichoderma koningii, cujo seu género apresenta

caracteristicas celuloliticas.

Os demais fungos presentes no laboratério, foram também analisados

enzimaticamente devido a sua origem que, em sua maioria, sdo de substratos

relacionados ao tratamento de efluentes liquidos.

O Quadro 5 mostra o elenco de fungos montado para esta pesquisa, mantido

no Laboratorio de Saneamento da Engenharia Ambiental UFES (Labsan).

Quadro 5: Elenco de fungos - Laboratério de Saneamento UFES.

Cddigo Taxonomia Local de Origem
FO1 Asperqgillus sp. Lodo microalgaceo (ETE UFES Goiabeiras)
FO02 Penicillium sp. Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
F04 Curvularia sp. Lodo microalgaceo (ETE UFES Goiabeiras)
FO5 Penicillium sp. Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
F06 Paecilomyces sp. Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
FO7 Fusarium sp. Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
FO08 | Aspergillus niger Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
FO9 | Aspergillus niger Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
F10 Penicillium sp. Solo
F11 Penicillium sp. Solo
F12 Penicillium sp. Solo
F13 Colletotrichum gloeosporioides | Folha de mangueira (Mangifera indica)
F14 | Aspergillus niger Solo
F15 Rhizopus sp. Solo
F16 Mortierella sp. Lodo microalgaceo (ETE Aragas Vila Velha)
F17 Trichoderma sp. Lodo microalgaceo (ETE Aragas Vila Velha)
F18 Mucor sp. Caixa de gordura (RU UFES Goiabeiras)
F19 Trichoderma koningii Fiocruz/RJ — Ceunes/Sao Mateus
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5.1.2. Selegéao de fungos filamentosos

A partir da observacao desses resultados, foi possivel selecionar o melhor
indice enzimatico de acordo com a enzima especifica produzida pelo fungo
analisado. Assim, resumidamente, obteve-se o0s seguintes resultados para

indice enzimatico geral (Tabela 5).

Tabela 5:Resultados de indice enzimatico resumido.
Indice Enzimatico (IE)

Cadigo Taxonomia
Amilase Celulase Lipase Protease
FO1 Asperqillus sp. 1,9 - - 1,9
F02 Penicillium sp. 34 - - 1,6
FO4 Curvularia sp. 51 - - -
FO5 Penicillium sp. 3,6 - - 2,6
F06 Paecilomyces sp. - - - -
FO7 Fusarium sp. - - - 1,9
FO08 Asperqillus niger - - - -
FO09 Asperqillus niger - - - -
F10 Penicillium sp. 2,6 - 2,2 1,4
F11 Penicillium sp. 2,4 - 3,9 1,2
F12 Penicillium sp. - - - -
F13 Colletotrichum gloeosporioides - 29 1,4 -
F14 Aspergillus niger - - - -
F15 Rhizopus sp. - - - -
F16 Mortierella sp. - 2,2 - -
F17 Trichoderma sp. - 2,5 - -
F18 Mucor sp. - 2,8 - -
F19 Trichoderma koningii - 2,8 - 2,6

Foram realizados 5 repeticdes de testes para calculos estatisticos de desvio
padrao e coeficiente de variacdo e, para esse ultimo é aceitavel um erro de
20% nas analises bioldgicas, e todas as analises apresentaram valores

aceitaveis.

Dessa forma, foi escolhido o Curvularia sp. (FO4) como fonte bioldgica
produtora eficiente de amilase e Penicillium sp. (F11) para lipase. Como

representante produtor de protease, selecionou-se o Trichoderma koningii
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(F19) relacionando sua taxonomia, de acordo com referéncias bibliograficas, a
bons resultados de degradacéo da parede celular e para a celulase o Mucor sp.
(F18).

Os resultados de testes positivos atingidos para cada meio indutor especifico
estdo ilustrados na Figura 11, exemplificando como foram observadas as
reacdes de produgdo de enzimas a partir da alocagdo do fungo ao centro da

placa de petri.
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(9)

(h)

Figura 11: Resultado positivo para atividade da enzima amilase em (a) e (b),
ambos F11 - Penicillium sp. Resultado positivo para atividade da enzima
celulase em (c) F19 - Trichoderma koningii e (d) F17 - Trichoderma sp.
Resultado positivo para atividade da enzima lipase em (e) e (f), ambos F10 -
Penicillium sp. Resultado positivo para atividade da enzima protease em (g) e
(h), ambos F10 - Penicillium sp.
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Tabela 6: Resultados do indice enzimatico para diferentes tempos de incubagéo (48h, 96h e 144h).

Codigo Taxonomia Celulase Protease Lipase Amilase
48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h  96h 144h
FO1 Aspergillus sp. 0 0 0 1,9 0 0 0 0 0 0 0 1,9
F02 Penicillium sp. 0 0 0 1,2 1,7 0 0 0 0 0 0 34
FO4 Curvularia sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 51 0
F05 Penicillium sp. 0 0 0 1,9 0 0 0 0 0 0 0 3,6
FO6 Paecilomyces sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FO7 Fusarium sp. 0 0 0 1,9 0 0 0 0 0 0 0 0
FO08 Aspergillus niger 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F09 Aspergillus niger 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F10 Penicillium sp. 0 0 0 1,4 0 0 2 2,3 0 0 0 2,6
F11 Penicillium sp. 0 0 0 0 1,2 0 1,9 1,8 0 0 0 2,4
F12 Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F13 Colletotrichum 2,9 1,5 0 0 0 0 1,4 1,3 0 0 0 0
gloeosporioides
F14 Asperqgillus niger 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F15 Rhizopus sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F16 Mortierella sp. 2,2 2,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F17 Trichoderma sp. 2,2 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F18 Mucor sp. 1,5 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F19 Trichoderma koningii 29 2,8 0 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0
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5.1.3. Discussao

Embora o Colletotrichum gloeosporioides (F13) tenha apresentado elevado
indice enzimatico para produgao de celulase, esse nao seria interessante do
ponto de vista da eficiéncia, porque apresenta como caracteristica reprodutiva
baixa esporulacdo, acarretando na dificuldade de producdo de enzimas.
Portanto, buscou-se o fungo de melhor IE, o Mucor sp. (F18) que atingiu

resultado semelhante ao F13 em 96 horas de observacgao.

Chandra et al. (2010) afirma que celulases s&o utilizadas como enzimas chave
na bioconversdo de materiais celuldsicos. A escolha do Trichoderma koningii
(F19) como representante produtor de protease teve como acréscimo ser
também bom produtor de celulase. Isso se refere a habilidade de varias
espécies de Trichoderma para formar relagdes endophyticas mutualistas com
varias espécies de plantas, sendo assim produtora de celulases, segundo
Harman et. al. (2004).

Sabe-se que fungos filamentosos do género Trichoderma s&o capazes de
degradar componentes mais especificos da parede celular devido a atuagao de
suas enzimas, portanto esperava-se que as espécies da seguinte taxonomia
apresentassem bons resultados na produgdo da enzima celulase. Como a
parede celular também apresenta componentes proteicos em quantidades
consideraveis na composicdo, esperava-se também bons resultados do
potencial enzimatico para protease. O Trichoderma koningii apresentou essas
caracteristicas no tempo de crescimento de 48 horas para celulase e protease.
JA& o Trichoderma sp. (F17) apresentou resultado semelhante ao
doTrichoderma koningii, para celulase, somente apds 96 horas, para protease

em 48 horas.

Os resultados de IE dos potencias de producdo para lipase nédo foram
satisfatorios. Apenas o Penicilliun sp. (F10) e (F11) apresentaram resultados
aceitaveis. Portanto a opcdo mais ideal para analises foi o F11, com |IE muito
superior ao F10. Para escolha do representante da enzima lipase, foi apenas
observado o maior potencial, pois todos apresentaram resultados muito

satisfatérios com elevados |E, entretanto, esses resultados foram alcangados
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somente apos 144 horas de incubagao, configurando-se um periodo muito
extenso para produgdo. Nas primeiras observacdes (48h e 96h) o IE

apresentaram resultados nulos para amilase.

Por essas consideragdes, a fim de alcangar maior objetividade, optou-se por
analisar, no ambito deste estudo, os resultados obtidos para os fungos Mucor
sp. (F18) e Trichoderma koningii (F19).

5.2. Reducao da Concentragao de Sélidos

A partir da caracterizagdodo lodo em uma média geral de acordo com todas as
amostras brutas coletadas, observa-se que o desvio padrdo e coeficiente de
variagao para solidos foram relativamente elevados, isso porque duas amostras
foram muito representativas com altos valores de solidos totais nas analises
com o fungo Mucor sp., no valor de 57,51g/L e 57,39g/L, superestimando a
média amostral. Quando esses resultados sdo anulados dos calculos,
estatisticamente a margem amostral torna-se mais homogénea, contribuindo

para menores valores de desvio padrao e coeficiente de variagao.

Como citado anteriormente, para cada analise em laboratério foi utilizado uma
biomassa do logo algaceo, portanto seguem resultados médios das amostras

utilizadas para cada fungo:

Tabela 7: Caracterizagio de sélidos das amostras do lodo bruto utilizado em analises do F18.
Parédmetros Média DP CV % Maximo  Minimo

Sélidos Totais (g/L) 49,214 9,518 19,34% 57,515 40,587
Sélidos Fixos (g/L) 6,476 2,003 30,94% 8,697 4,741
Sélidos Volateis (g/L) 42,738 7,576 17,73% 49,870 35,845

Tabela 8: Caracterizagao de sélidos das amostras do lodo bruto utilizado em analises do F19.
Parametros Média DP CV % Maximo  Minimo

Sélidos Totais (g/L) 35,990 3,841 10,67% 40,226 32,057
Solidos Fixos (g/L) 3,089 8,484 27,46% 5,095 23,834
Solidos Volateis (g/L) 32,901 4,842 14,72% 37,760 26,961
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Visto a variacdo das condicbes das amostras para cada analise e a

impossibilidade de analises estatisticas, os resultados de so6lidos foram

avaliados individualmente pelo percentual de reducdo de acordo com cada

analise realizada.

5.2.1. Mucor sp.

Nos processos de hidrolise enzimatica utilizando o fungo Mucro sp. observou-

se a reducao de concentracao de sélidos totais e sélidos volateis. Soélidos fixos

apresentou os maiores percentuais de reducdo. A quantidade de matéria

organica na amostra bruta foi de aproximadamente 87,05%.

Tabela 9: Redugéo de solidos com 5% de extrato bruto enzimatico (F18).

ST bruto SF SV L?artz‘;z;: . ST . S.F . S.V
(/L) t(;ruto bruto hidrolise hidrolisado hidrolisado hidrolisado
Ju) @D | horas) (glL) (glL) (glL)
40,9764 4,7810 36,1950 6 35,7273 3,3936 32,3337
40,9764  4,7810 36,1950 12 34,8538 3,4673 31,3865
40,9764  4,7810 36,1950 24 32,8142 3,2153 29,5989
40,9764  4,7810 36,1950 48 31,4437 2,9563 28,4873

Tabela 10: Redugéo de solidos com 10% de extrato bruto enzimatico (F18).

ST SF bruto SV Tempo de ST SF SV
bruto (g/L) bruto detencao hidrolisado hidrolisado hidrolisado
(g/L) (g/L) hidrolise (g/L) (g/L) (g/L)

(horas)
40,9764 47810 36,1950 6 33,4945 3,1821 30,3124
40,9764 4,7810 36,1950 12 34,7994 3,2543 31,5450
40,9764 4,7810 36,1950 24 31,3827 3,1707 28,2120
40,9764 4,7810 36,1950 48 33,5575 3,3690 30,1885
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Tabela 11: Redugédo de sélidos com 20% de extrato bruto enzimatico (F18).

ST SF bruto SV bruto | Tempo de ST SF SV
bruto (g/L) (g/L) detencéo hidrolisado hidrolisado hidrolisado
(g/L) hidrolise (g/L) (g/L) (g/L)

(horas)
57,4533 8,1708 49,2825 6 47,7580 6,1656 41,5925
57,4533 88,1708 49,2825 12 46,0123 6,0021 40,0102
57,4533 8,1708 49,2825 24 44,9216 6,1175 38,8041
57,4533 8,1708 49,2825 48 45,6075 5,9525 39,6550

No geral, a redugao de sélidos foi mais consideravel a partir de 24 horas de

detencdo, com a hidrdlise enzimatica. Dessa forma, seguem os dados

percentuais de reducio de solidos.

Tabela 12: Percentual de redugao de solidos totais (F18).

Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 12,81% 18,26% 16,88%
12 14,94% 15,07% 19,91%
24 19,92% 23,41% 21,81%
48 23,26% 18,11% 20,62%

Tabela 13: Percentual de redugéo de sdlidos fixos (F18).

Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 29,02% 33,44% 24,54%
12 27,48% 31,93% 26,54%
24 32,75% 33,68% 25,13%
48 38,17% 29,53% 27,15%

Tabela 14:Percentual de redugao de soélidos volateis (F18).

Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 10,67% 16,25% 15,60%
12 13,28% 12,85% 18,81%
24 18,22% 22,06% 21,26%
48 21,29% 16,59% 19,54%
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Figura 12: Gréfico de %reducao de solidos totais (F18).
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Figura 13: Grafico de %reducao de solidos fixos (F18).
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Figura 14: Grafico de %reducgao de sdlidos volateis (F18).
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5.2.2. Trichoderma koningii

Utilizando o fungo Trichoderma koningii,

observou-se a

reducdo de

concentracado de solidos totais, fixos e volateis para a maioria das analises. A

reducdo de sélidos foi mais evidente a partir de 24 horas de detencdo da

hidrolise enzimatica. A quantidade de matéria organica na amostra bruta foi de

aproximadamente 91,42%.

Tabela 15: Redugédo de sdlidos totais com 5% de extrato bruto enzimatico (F19).

ST SF sV L‘f;tgf]o :: ST SF sV
bruto bruto bruto hidrol?se hidrolisado hidrolisado hidrolisado
(GL) (L) (glL) (horas) (glL) (glL) (glL)

39,8490 2,5126 37,3364 6 39,3898 2,3085 37,0813
40,2270 2,4664 37,7606 12 43,2522 3,0088 40,2434
39,8490 2,5126 37,3364 24 39,9165 2,1213 37,7952
39,8490 2,5126 37,3364 48 28,6469 1,9408 26,7060

Tabela 16: Redugéo de sélidos totais com 10% de extrato bruto enzimético (F19).

ST SF sV Td‘zrtgﬂo :j ST SF sV
bruto bruto bruto hidroI(i;se hidrolisado hidrolisado hidrolisado
(@L) (@@L (L) (horas) (glL) (glL) (g/L)

33,8518 12,8027 31,0490 6 40,0650 2,9853 37,0797
40,2270 2,4664 37,7606 12 39,3751 2,6816 36,6935
32,1542 4,2645 27,8896 24 26,3538 2,1153 24,2384
32,1542 4,2645 27,8896 48 9,0310 0,9790 8,0520

Tabela 17: Reducgéo de sdlidos totais com 20% de extrato bruto enzimatico (F19).

Tempo de

ST SF SV detencao . ST . S.F . S.V
bruto bruto bruto hidrolise hidrolisado hidrolisado hidrolisado
gL (L (L) (horas) (glL) (glL) (glL)

33,8518 2,8027 31,0490 6 29,0314 1,3969 27,6345
40,2270 2,4664 37,7606 12 37,5303 2,7058 34,8245
32,1542 4,2645 27,8896 24 26,6573 2,0791 24,5782
32,1542 4,2645 27,8896 48 15,3742 1,2171 14,1571
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No geral, a redugao de sélidos foi mais consideravel a partir de 24 horas de

detencdo, com a hidrdlise enzimatica.

Dessa forma, seguem os dados percentuais de reducgao de sélidos.

Tabela 18: Percentual de redugdo de solidos totais (F19).

Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencao enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 1,15% -18,35% 14,24%
12 -7,52% 2,12% 6,70%
24 -0,17% 18,04% 17,10%
48 28,11% 71,91% 52,19%
Tabela 19: Percentual de redugéo de sdlidos fixos (F19).
Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 8,12% -6,52% 50,16%
12 -21,99% -8,73% -9,71%
24 15,57% 50,40% 51,25%
48 22,76% 77,04% 71,46%

Tabela 20:Percentual de redugdo de sélidos volateis (F19).

Tempo de Concentragao de estrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 0,68% -19,42% 11,00%
12 -6,58% 2,83% 7,78%
24 -1,23% 13,09% 11,87%
48 28,47% 71,13% 49,24%
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5.2.3. Discussao

A verificacdo da reducdo de sélidos apds ensaios de hidrdlise enzimatica foi
contabilizando de acordo com o percentual de reducao em fungao da biomassa
utilizada para cada experimento, por isso a necessidade de expor todas as

analises individuais de soélidos, anteriormente.

Os tratamentos com o Mucor sp. e Trichoderma koningii foram mais eficientes
na reducdo de solidos fixos (SF), ou seja, removendo a parte inorgénica do
lodo de biomassa algacea. Para o Mucor sp. em torno de 30% e para

Trichoderma koningii de 50%.

As redugdes de solidos volateis (SV) séo justificados pela volatilizagdo de
diferentes compostos organicos. Parametro importante, porque sua redugao
significa menor volume final da massa de lodo, facilitando o desague. Os
melhores resultados foram apds 24 horas de detencdo, e em especifico para o

Trichoderma koningii, a redugao aumentou substancialmente em 48 horas.

O Mucor sp. apresentou resultados satisfatérios para reducao de sélidos totais.
Sua reducédo maxima (23,41%) em 24 horas de detengédo, com uso de 10% de
extrato bruto enzimatico. Para os extratos de 5% e 20% os valores maximos
foram alcangados em 48 horas e 24 horas, respectivamente. Os resultados
alcangados em 6 horas, foram de aproximadamente 18%, sendo possivel

estabelecer menores tempos de detencéo para o Mucor sp.

Trichoderma koningii obteve seus melhores valores somente apds as 48 horas
para todas as concentragdbes de extrato, entretanto, esses foram
substancialmente elevados, como por exemplo, com reducgdes de solidos totais
de 28,11%, 71,91% e 52,19% respectivamente para as concentracdes de 5%,
10% e 20% de extrato.
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Figura 18: Amostras filtradas apds hidrélise (Mucor sp.) com 10% de extrato enzimatico.
FONTE: Autoria propria.

Algumas consideragbes nas medigdes de soélidos devem ser analisadas. A
adicao do extrato bruto enzimatico de 5% (1,0ml), 10% (2,5ml) e 20% (5ml) foi
realizada apos a medigdo da biomassa antes da hidrolise, logo, esses valores
podem contribuir para o aumento dos valores de sodlidos, o que € visto nos

valores de redugao negativos.

Além disso, ha também crescimento de microorganismos presentes na
biomassa bruta (bactérias, fungos, protozoarios) que podem somar ao

acréscimo do valor de sélidos.

Vale salientar que € pouco provavel que a adicdo das enzimas auxiliasse no
crescimento especifico do Mucor sp. e Trichoderma koningii junto aos
processos de hidrélise, se os procedimentos para a extracdo do extrato bruto

enzimatico foram realizados de maneira ideal.
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5.3. Solubilizagcao da Matéria Organica (DQO)

5.3.1. Mucor sp.

Nos ensaios de hidrélise enzimatica utilizando o fungo Mucor sp., foi observado
valores mais altos para a concentragdo de 20% de extrato bruto enzimatico,
apresentando DQO filtrada em 1186 mg/L no tempo de detengdo maximo
adotado, 48 horas. Para as concentragdes de 10% e 20% as variagbes de
DQO filtrada no tempo maximo foram de 883 mg/L e 959 mg/L,

respectivamente.

Tabela 21: Resultados de DQO filtrada (mg/L) apés hidrolise (F18).

Tempo de Concentracdo de extrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 995,65 1133,59 1298,32
12 910,31 1045,27 1173,28
24 896,42 1082,98 1140,54
48 882,53 958,94 1186,18

Observa-se que a DQO filtrada entre as concentragcdes de extrato definidas
apresentaram um limiar regular, onde os valores permaneceram praticamente
constantes durante todo o tempo de detencgao, a partir de 6 horas. De acordo
com os valores obtidos (Tabela 21) as variagbes apresentadas foram
pequenas, em torno de 113 mg/L, 174,65 mg/L e 157,78 mg/L para 5%, 10% e

20% de concentragao de extrato bruto enzimatico, respectivamente.

Para homogeneizar os resultados dos ensaios de acordo com as diferentes
amostras utilizadas em cada analise, o grafico seguinte foi plotado em termos
percentuais de %DQO filtrada para avaliar a biodegradabilidade pela
solubilizacdo das amostras especificas. O controle apresentado ndo contém

extrato bruto enzimatico, representado apenas pelo lodo de biomassa algacea.
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Figura 19: Grafico de %DQO filtrada solubilizadapara Mucor sp.

5.3.2. Trichoderma koningii

Nos ensaios de hidrélise enzimatica utilizando o fungo Trichoderma koningii,
foram observados valores variados para as concentracbes de extrato bruto
enzimatico, com DQO filtrada solubilizada no tempo de detengdo maximo de
455,53 g/L, 764,81 g/L e 715,22 g/L para concentragdes de extrato 5%, 10% e
20% respectivamente. Entretanto, o maior indice de biodegradabilidade foi
alcangado pela concentragdo de 5% em 12 horas de detengdo, com 836,25
g/L.

Tabela 22: Resultados de DQO filtrada (mg/L) apds hidrdlise (F19).

Tempo de Concentragéo de extrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [5%] [10%] [20%]
6 333,67 296,69 258,20
12 836,25 661,02 663,54
24 370,48 546,30 492,51
48 455,53 764,81 715,22
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O comportamento da biodegradabilidade foi semelhante para todas as
concentragdes de extrato bruto enzimatico, com menores valores em 6 horas,
alto desempenho em 12 horas, consumo de oxigénio em 24 horas e por fim

novamente um aumento da biodegradacao em 48 horas.

Trichoderma koningii

700
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400

300

200

100
100 0 6 12 24 48
-200

DQO filtrada solubilizada (%)

Tempo (horas)

20% Controle

5%

10%

Figura 20: Grafico de %DQO filtrada solubilizada para Trichoderma koningii.

5.3.3. Discurssao

Durante o processo de hidrélise espera-se um crescente aumento da DQO até
sua completa estagnagdo. Os resultados mostraram essa tendéncia,
entretanto, a biodegradabilidade foi muito variavel e as concentragées de DQO
filtrada nao foram satisfatorias, comparado aos resultados de hidrdlise térmica
e alcalina em um estudo paralelo a este que apresentou variagdo de
concentragdo de 3,3 g/L para pré tratamento térmico e 6,5 g/L para alcalino
(LAMBERTI, 2017).

A variacées de DQO filtrada apresentadas pelo Mucor sp. para 5% e 10% de
extrato foram suaves. A diferenca de concentracbes de 5% e 10% néao
interferiram de forma significativa na solubilizagdo da biomassa, apresentando

valores de %DQOf solubilizada homogéneos. Sabendo que as enzimas agem a
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uma atividade maxima de acordo com a quantidade de substrato, para 5% e
10% houve processo de saturacdo das reagdes, entre consumo e
biodegradagdao em 6 horas. Entretanto, para as analises de concentragédo de
20% os valores de %DQOf solubilizada foram mais elevados do que 5% e 10%
e também mais variaveis, entre 6 horas e 24 horas o oxigénio foi consumido
pelas atividades biolégicas, a partir disso ocorreu efetivamente a

biodegradabilidade da biomassa.

Para as analises com o Thichoderma koningii, o limiar constante também néo
foi alcancado dentro dos testes de detencdo em 48 horas, porém apresenta
uma tendéncia. As concentragdes de 10% e 20% apresentaram semelhangas
de resultados e desenvolvimento mais regular da biodegradabilidade.
Entretanto, com 5% foram alcangados extremos valores de biodegradabilidade,
alcangando o melhor resultado em 12 horas, porém houve um elevado

consumo de oxigénio apds a biodegradacgao.

Mucor sp., como representante apenas da celulase, atingiu maiores valores de
solubilizacdo da matéria organica com 20% de extrato bruto enzimatico, ou
seja, a concentragcdo de enzimas desse fungo teve que ser maior para atingir a
parede celular das microalgas com melhores valores de %DQOf solubilizada.
Os baixos valores testados, 5% e 10%, ndo foram suficientes no tempo de

detencao para valores satisfatorios de biodegradabilidade.

Segundo MAHDY (2014) nos experimentos hidroliticos para degradagao da
parede celular, a menor dosagem enzimatica diminui a eficiéncia de hidrolise.
Ou seja, quanto menor for a concentragdo de enzimas, menores serao 0s
resultados de hidrdlise enzimatica. Verifica-se nos processos hidroliticos, de
acordo com os resultados de DQO filtrada, que a menor concentragéo
enzimatica n&o foi ideal para solubilizagdo da matéria organica para a

quantidade de substrato utilizada (50,09)

O Trichoderma koningii, de maneira analoga como representante da celulase e
protease, nao atingiu resultados satisfatérios, esperava-se valores de
biodegradabilidade maiores dos apresentados pelo Mucor sp., pois segundo
WANG et al. (1995), a parede celular de microalgas é composta por 25- 30%
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de celulose, 15 - 25% de hemicelulose, 35% de pectina e de 5-10% de
glicoproteinas, nesse sentido, Trichoderma koningii por apresentar bons
indices de protease, produziria maiores valores para %DQOf solubilizada pela
degradagao das proteidas da parede celular, onde a agdo de hirdlise

enzimatica é eficiente.

Algumas espécies de microalgas podem ser muito resistentes a hidrdlise, o que
reduz drasticamente a sua biodegradabilidade anaerébica (TRAVIESO, 1999).
Uma espécie de alga presente na biomassa do lodo algaceo é a Chlorella sp.,
assim como o grupo das cianobactérias. Essas s&o de dificil digestdo devido a
parede celular composta de polissacarideos, o que dificulta o processo de
hidrolise (OKUDA, 2002; Mussgnug et al., 2010; Bohutskyi et al., 2014).

O substrato utilizado é diversificado e heterogénio, contendo assim além de
microalgas, bactérias, protozoarios, virus e outros fungos. Todos esses
organismos também contribuem paralelamente para reagaoes biolégicas no
processo de hidrolise enzimatica. Isso pdde ser verificado a partir das analises
realizadas nas mesmas condi¢des mecanicas e temporais do lodo de biomassa
algacea, porém sem a presenca de extrato enzimatico produzido. Dessa forma,
vé-se uma semelhancga na tendéncia dos resultados de %DQOf solubilizada de
forma mais brandas. Assim, é possivel considerar que o uso do extrato bruto
enzimatico amplificou esses resultados, contribuindo para a solubilizagdo da
DQO filtrada.

Entretanto, os resultados obtidos para hidrolise térmica e alcalina, em estudo
paralelo, alcangou resultados muito satisfatorios (LAMBERTI, 2017). Deduz-se
entdo que os baixos indices de solubilizacdo da DQO a partir de hidrdlise
enzimatica podem ser potencializados com ajustes de temperatura e pH
maximos otimos suportados pelas enzimas inseridas, para esse lodo de

biomassa algacea.
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5.4. Solubilizagcao da Matéria Organica (Carboidrato)

5.4.1. Mucor sp.

Apoés ensaios foi possivel verificar a crescente solubilizacdo de carboidratos
com adicdo do extrato bruto enzimatico do Mucor sp. Os resultados dos
ensaios, mostraram resultados finais (em 48 horas) de concentracdo de
carboidrato solubilizado de 695,31 mg/L, 1001,42 mg/L e 908,08 mg/L para 5%,
10% e 20%, respectivamente. Entretanto, as maximas atingidas para 5% e
20% foram em 24 horas (756,97 mg/L) e 12 horas (1456,96 mg/L),

respectivamente.

Os resultados para 5% e 10% acompanharam o grafico de DQOf solubilizada,
e apresentaram crescimento na disponibilidade. Para as analises de 20%,
ocorreu um pico de carboidrato e DQOf solubilizada em 6 horas de detencao,

entretanto, apds 24 horas houve um decréscimo significante de carboidrato.

Tabela 23: Resultados de Carboidrato (mg/L) da amostra filirada apds hidrélise (F18).

Tempo de Concentragdo de extrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [6%] [10%] [20%]
6 497,53 618,64 1430,86
12 488,36 574,47 1456,97
24 756,97 885,86 830,86
48 695,31 1001,42 908,08

Mucor sp. - 5% de extrato enzimatico
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Figura 21: Solubilizagéo de Carboidrato e DQOf com 5% de extrato do Mucor sp.
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Mucor sp. - 10% de extrato enzimatico
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Figura 22: Solubilizagao de Carboidrato e DQOf com 10% de extrato do Mucor sp.
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Figura 23: Solubilizagao de Carboidrato e DQOf com 20% de extrato do Mucor sp.

Desta forma, segundo a analise de %Carboidrato solubilizado, verificou-se um
aumento de 11 vezes para 10% de extrato e 10 vezes para 5% de extrato, no
tempo maximo de detencéo (48 horas). Com o uso de 20% de extrato bruto
enzimatico a maior solubilizacdo foi de 15 vezes e ocorreu nas 12 horas

iniciais, entretanto esse valor decresceu significativamente em 48 horas.
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Figura 24: Gréfico de disponibilidade de carboidrato, Mucor sp.

5.4.2. Trichoderma koningii

Os ensaios com extrato bruto enzimatico do Trichoderma koningii ndo foram

muito distintos entre si, apresentando um mesmo padrédo de resultados, como

pode ser observado para o tempo de detengdo de 12 horas, onde ocorreram os

maiores picos de concentragéo para 5% (1011,44 mg/L), 10% (833,67 mg/L) e

20% (684,78 mg/L) de extrato bruto enzimatico. No tempo maximo de detengao

(48 horas) os resultados foram substancialmente baixos de 310,21 mg/L,
378,09 mg/L e 372,30 mg/L, para 5%, 10% e 20% de extrato bruto enzimatico,
respectivamente. Apds 12 horas, as concentracbes de DQO filtrada e

Carboidrato, reduziram cerca de 50% do valor anterior, e depois houve uma

elevacao dos valores de DQO filtrada.

Tabela 24: Resultados de Carboidrato (mg/L) da amostra filtrada apés hidrélise (F19).

Tempo de Concentracgédo de extrato bruto
detencéo enzimatico (w/w)
(horas) [6%] [10%] [20%]
6 432,64 535,52 305,52
12 1011,44 833,67 684,78
24 486,27 464,91 553,55
48 310,21 378,09 372,30
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Figura 25: Solubilizagao de Carboidrato e DQOf com 5% de extrato do Trichoderma koningii.
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Figura 26: Solubilizagdo de Carboidrato e DQOf com 10% de extrato do Trichoderma koningii.
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Trichoderma koningii - 20% de extrato enzimatico
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Figura 27: Solubilizagédo de Carboidrato e DQOf com 20% de extrato do Trichoderma koningii.

Desta forma, segundo a analise de %Carboidrato solubilizado, verificou-se um
aumento de 8 vezes para 5%, 6 vezes para 10% e 9 vezes para 20% de extrato
bruto enzimatico no tempo detengdo de picos de concentragdo (12 horas).
Apos esse periodo, o decaimento da concentragdo de carboidrato foi
consideravel para 5% e 20%, entretanto, a concentragdo para 10% manteve-

Se.
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Figura 28: Grafico de disponibilidade de carboidrato, Trichoderma koningii.
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5.4.3. Discussao

A partir dos resultados encontrados de solubilizacdo de carboidratos, € possivel
identificar comportamentos semelhantes de DQOf soluvel e Carboidrato com
5% e 10% de extrato para o Mucor sp. nos graficos comparativos, visto isso
também para o Trichoderma koningii. A variagdo de concentragcdo de
carboidrato apresentadas pelo Mucor sp. para 5% e 10% de extrato foram

semelhantes nos tempos de 6 e 12 horas e também 24 e 48 horas.

Para o Trichoderma koningii, houve reducgao significante nos valores apds seu
pico maximo de concentragdo, em 12 horas. A reducdo de carboidrato foi alta
nos momentos finais. Este foi consumido pelos microoganismos visto isso
também pela redugao da DQOf solubilizada pelo consumo de oxigénio, apds 12
horas de detencdo. Deduz-se que esse consumo foi possivel devido a alta
disponibilidade de material de suprimento para os microorganismos presentes

na biomassa, possibilitando maior crescimento dessas comunidades.

O consumo de carboidrato disponivel também pbéde ser observado para as
analises de 20% de extrato do Mucor sp., onde as concentragdes reduziram
apos 12 horas, entretanto, a DQOf solubilizada apresentou uma regularidade.
Assim, a solubilidade do carboidrato foi mais expressiva no tempo de detengao
de 12 horas com 20% de extrato bruto enzimatico, disponibilizando mais agucar
para o meio de forma mais rapida diante os tempos de detencido pre

estabelecidos.

De acordo com resultados obtidos por autores da area em ensaio de hidrélise
envolvendo variacdes térmicas e alcalinas, identifica-se que a solubilizagcao de
carboidrato do lodo esta estreitamente relacionada as caracteristicas do lodo e
dos componentes intracelulares das microalgas. Portanto, o lodo algaceo misto
sob hidrolise expressa menor solubilidade de carboidratos quando comparado
ao lodo de cultivo puro de microalgas. Em estudos realizados por PRAJAPATI
(2015) contribuiram para afirmar que a hidrolise enzimatica € uma ferramenta
eficiente de pré-tratamento para melhorar a viabilidade técnica e econémica
dos processos de producdo de biocombustiveis a partir do cultivo de algas

puras. O mesmo autor obteve valores de obtencdo de DQO e solubilizagdo de
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agucar da biomassa de algas de 29% e 44%, respectivamente, durante 48 h

incubagao, a com uso de enzimas do A. lentulus, bom produtor de celulase.

A partir dos resultados de solubilizacdo, afere-se que € possivel que o pré-
tratamento enzimatico seja um meio auxiliar de apoio a hidrolise, intensificando
o rompimento da parede celular, pois esta técnica € também economicamente
viavel sendo preparada de forma natural e biolégica, ndo sendo um custo
adicional se inserida. Passos (2016) estudou a hidrélise enzimatica em cultivos
puros de microalgas, e confirmou que o pré tratamento enzimatico melhorou a
solubilizagdo da biomassa de microalgas e também, em adicional, o

rendimento de metado no pré-tratamento.

Com o intuito de evoluir a pesquisa para biodisponibilizacdo do material
intracelular do lodo de biomassa algacea e obter valores mais concretos, &
necessario acrescentar ensaios com cultivos puros das microalgas mais
presentes no substrato, e entdo entender efetivamente a agcdo enzimatica sobre
esses microorganismos e suas caracteristicas biologicas unicas. Verificar
também em percentuais de reducio o potencial dessa mesma acéo enzimatica

agindo sobre a biomassa do logo algaceo, néo pura.

Concluise que, os melhores valores atingidos foram:

Mucor sp. Trichoderma koningii
sélidos: 5% de extrato em 48 horas Sélidos: 10% de extrato em 48 horas
X X
DQO e Carboidrato: 20% de extrato em 6 horas DQO e Carboidrato: 5% de extratoem 12
horas

* O uso de 20% de extrato para solidos

ndo obteve variacBes significativas * O uso de 5% de extrato para solidos

durante todo o tempo. ndo apresentou reducdo até 12 horas.
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6. CONCLUSAO E OBSERVAGOES

A etapa inicial da pesquisa, que envolveu a sele¢cao dos fungos filamentosos
pelas caracteristicas do potencial enzimatico, foi de fundamental importancia
no intuito de definir os organismos que poderiam auxiliar de maneira mais
eficiente da degradacédo da parede celular, primeiramente, com a celulase e
protease. Lipase e amilase, foram verificadas a fim de contribuir para futuras
pesquisas na biodegradacao do material intracelular, ap6s a interferéncia da

parede celular.

Os processos de hidrélise foram mais eficientes na reducéo de solidos quando
utilizado a concentracdo de 20% (w/w) para o extrato enzimatico bruto para
Mucor sp. e Trichoderma koningii. Os resultados apresentados mostraram que
a eficiéncia de reducido de sélidos foi maior para solidos fixos, mas também
consideravel para solidos volateis. Para todas as concentragdes de extrato
bruto enzimatico, o percentual de redugao foi maior a partir de 24 horas de
detencdo. O aumento da carga de solidos observado nas analises iniciais (6
horas e 12 horas) dos processos hidroliticos com o Trichoderma koningii pode
ter contribuicdo da carga de extrato bruto enzimatico ndo contabilizado e até
mesmo da producdo excessiva dos microorganismos no substrato, nessas

analises.

Altas concentragdes de solidos levam a uma reducdo do processo de
conversédo do substrato, devido a fatores como, dificuldade de homogeneizagéo
da mistura, inibigdo da enzima com o aumento da concentragdo de glicose
liberado, problemas de transferéncia de massa, diminuicdo da disponibilidade
de agua, ligagao irreversivel da enzima ao substrato incluindo a ligagédo néo

produtiva com a lignina e também a desnaturagédo da enzima (Puri et al., 2013).

Verifica-se a necessidade de analises com menores concentragdes de extrato

bruto enzimatico.

Ambos processos hidroliticos com os dois fungos utilizados mostraram
resultados conflitantes quanto a solubilizagdo de material organico, o consumo

de DQO e as concentragcbes de carboidrato, pois, presume-se que ao mesmo
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tempo que a biomassa havia sido degradada e o material disponibilizado,
esses também eram consumidos pelos microorganismos presentes no
substrato. A reducdo de DQO foi mais eficientes em 6 horas de detencao do
Mucor sp. e a maior disponibilizagcdo de carboidratos foi nesse mesmo tempo
com uso de 20% de extrato enzimatico. Em 12 horas, com Trichoderma
koningii, foi possivel maior DQO e maior disponibilizagdo de carboidrato, para

todas as concentragdes de extrato bruto enzimatico.

O aumento da carga de substrato é importante a fim de se obter concentra¢des
mais elevadas de agucares no hidrolisado (Wang et al., 2012; Puri et al., 2013).
Sabendo que a enzima age de acordo com a quantidade de substrato, é ideal
encontrar a carga maxima de biomassa do lodo algaceo que contribua para

maior biodisponibilizagdo dos agucares (carboidrato).

A partir da comparacdo do processo hidrolitco de controle sem adicdo de
enzimas, foi constatado que a hidrolise enzimatica funciona, de forma branda
na temperatura de 30°C e sem controle do pH. Mas €& importante verificar a
efetividade das atividades das enzimas celulase e protease para os resultados,
realizando experimentos com biomassa de microalga pura, desconsiderando
assim a agao de qualquer microoganismo no substrato além da microalga,

além de controlar melhor as condi¢gbes de processo.

A partir de estudos literarios, as seguintes consideragoes devem ser intituladas

como parametros de controle a serem melhorados:

e pH: A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua
atividade é maxima, chamado pH 6timo da enzima, acima ou abaixo do
qual a atividade decresce. Portanto, é fundamental realizar os processos
controlando o pH 6timo para a enzima especifica utilizada.

e Concentracido de substrato: A velocidade de uma reagao catalisada por
enzimas aumenta conforme a concentragédo de substrato, até atingir uma
velocidade maxima. A obtencdo de um platd na velocidade de reacao
em altas concentragdes de substrato reflete a saturacao pelo substrato
de todos os sitios de ligacdo disponiveis na enzima (CHAMPE &
HARVEY, 1997). Bem como a verificacdo da efetividade da hidrdlise
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enzimatica no lodo de microalga em comparagdo a uma biomassa pura
de microalga.

e Temperatura: O aumento na temperatura imprime maior energia cinética
as moléculas de enzima e substrato, ocasionando um maior numero de
colisbes produtivas por unidade de tempo. Uma elevacido adicional da
temperatura resulta em uma reducdo na velocidade de reagdo, como
resultado da desnaturacdo da enzima induzida pela temperatura
(CHAMPE & HARVEY, 1997). Portanto, € necessario desenvolver a
hidrolise a uma temperatura 6tima para a atividade enzimatica ocorrer

de maneira mais eficiente.

Segundo estudos com hidrélise térmica e quimica, Wang et al., (2016) afirma
que a baixa solubilizagdo obtida em alguns ensaios pode ser justificada pela
possivel presengca de compostos de polissacarideos de dificil degradacao,
como celulose e hemicelulose. Sabe-se também que a temperatura requerida
para a solubilizagdo desses encontra-se na faixa de 150 a 230°C (Gonzales-
Fernandes et al., 2014).

Nesse sentido, a inclusdo da hidrélise enzimatica com enzimas de fungos que
degradam esses materiais com eficiéncia, como a celulase, poderia auxiliar em
indices maiores de solubilidade, encontrando um equilibrio entre temperatura,
pH e concentragdo enzimatica, reduzindo a demanda energética para

temperatura.

Além disso, a inclusdo de enzimas biolégicas produzidas naturalmente nao

elevaria o custo, consideravelmente, para todo sistema de tratamento.
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7. FINANCIAMENTO

O projeto piloto localizado na Estagao de Tratamento de Esgotos Sanitarios
(ETE), da Companhia Espirito Santense de Saneamento (CESAN), no bairro
Aracas, em Vila Velha, ES, permaneceu em funcionamento completo.

Os equipamentos essenciais previstos para a realizacao de todas as etapas
foram: autoclave, banho maria, capela fluxo laminar, incubadora, geladeira,
shaker, balanga analitica, camara de Neubeaur, centrifuga, utensilios, vidrarias

e reagentes citados na metodologia.

Foi necessaria a utilizacao do Laboratério de Saneamento do Departamento de
Engenharia Ambiental (LABSAN) e seus equipamentos e reagentes, ja

disponiveis para a pesquisa.

O subprojeto em questdo para Construgdo Sustentavel e Saneamento
Ambiental contou com apoio financeiro da FINEP - Financiadora de Estudos e

Projetos.
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