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RESUMO

Com o consumo cada vez mais elevado de agua pela populacdo mundial, elevou-se
também os impactos negativos causados pelo lancamento dos efluentes gerados aos
corpos de agua, como € o caso da eutrofizacdo. A aplicacdo biotecnolégica das
microalgas imobilizadas em matriz de alginato de céalcio tem encontrado terreno fértil no
tratamento de aguas residuarias. Esse estudo investigou o potencial da microalga
Chlorella sp. na remogao de nutrientes em escala laboratorial. O sistema experimental
constitui-se de 4 biorreatores, cada um com 54 cm de comprimento e um volume de
129,7 mL, preenchidos com microalgas imobilizadas em esferas de alginato de célcio
em uma concentragdo de 4%. Os biorreatores foram alimentados por efluente de um
reator UASB em regime de batelada com tempo de contato de 4 h. O experimento foi
realizado sob temperatura controlada de 27°C e iluminacédo artificial feita através de 4
lampadas fluorescentes de 40 watts. Os resultados alcancados das remocdes de
fosforo total e ortofosfato foram de 48,44% e 60,89% respectivamente. Para o
nitrogénio remocdes médias de amoénia de 55,52% e acréscimos de nitrato em pequena
quantidade. As remocdes evidenciaram o potencial do uso de microalgas na remocao
desses nutrientes, se caracterizando em uma forma natural de tratamento que nao gera
poluentes secundarios.

PALAVRAS-CHAVE: Eutrofizacdo. Remocao de nutrientes. Microalgas imobilizadas.



ABSTRACT

With the ever increasing consumption of water by the population, also increased the
negative impacts caused by the release of effluents generated into water bodies, such
as eutrophication. The application of biotechnology microalgae immobilized in calcium
alginate matrix has found fertile ground in the treatment of wastewater. This study
investigated the potential of microalgae Chlorella sp. nutrient removal in laboratory
scale. The experimental system consists of four bioreactors, each with 54 cm in length
and a volume of 129.7 mL, filled with microalgae immobilized in calcium alginate beads
at a concentration of 4%. The bioreactors were fed UASB reactor effluent in a batch
system with contact time of 4 h. The experiment was conducted under controlled
temperature of 27 ° C and artificial lighting done by four fluorescent lamps of 40 watts.
The results achieved removals of total phosphorus and orthophosphate were 48.44%
and 60.89% respectively. For nitrogen average removals of 55.52% and ammonium
nitrate additions in small quantities. The removals showed the potential use of
microalgae in removal of nutrients, is featuring in a natural form of treatment that does
not generate secondary pollutants.

KEYWORDS: Eutrophication. Nutrient removal. Microalgae immobilized.
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1 INTRODUCAO

Nos dias de hoje, com a crescente poluicdo dos recursos naturais e sua
conseqiente destruicdo, destaca-se a poluicdo dos recursos hidricos, diretamente
associada com a explosdo demografica evidenciada nas ultimas décadas. Esse
crescimento populacional aumentou também o consumo de agua para atender padrées
cada vez mais exigentes, incrementando também os volumes de efluente domeéstico
gerado. Esse aumento na geracdo de aguas residuarias somado ao uso intensificado
de defensivos agricolas e fertilizantes tem aumentado consideravelmente o aporte de
nutrientes aos ecossistemas aquaticos, acelerando cada vez mais seus processos de
eutrofizacdo que se caracterizam pela morte gradual do corpo aquatico, destruindo sua
biodiversidade e aos poucos transformando-o em ecossistema terrestre.

E nesse contexto de escassez de recursos hidricos, grandes e crescentes
demandas por agua e reducdo da disponibilidade da mesma, por causa da polui¢céo,
que se faz necessario o uso de tecnologias inovadoras que possam reduzir o
enriquecimento acelerado de nutrientes aos corpos aquéticos, que na estacdo de
tratamento de efluentes ndo sdo removidos através do tratamento convencional.

Segundo Marcon (2005), com a finalidade de minimizar estes impactos foram
desenvolvidas formas de tratamentos para essas aguas residuais, eliminando sua carga
poluidora, principalmente através da utilizacdo de microorganismos que se proliferam
naturalmente no solo e na &gua, digerindo as matérias organicas e inorganicas
existentes nos dejetos e contaminantes, objetivando otimizar a eficiéncia e minimizar os
custos.

O uso da biorremediacdo atraves de microalgas imobilizadas tem se mostrado
uma boa alternativa, apresentando resultados satisfatérios na remocao de nutrientes do
efluente sanitario sem risco de geracdo de produtos indesejaveis ao meio ambiente
posteriores ao tratamento.

Segundo Pearson et al., (2011), pouca atencédo tem sido dada ao potencial uso
de sistemas de algas imobilizadas na desinfeccdo de efluentes, e que estudos em
escala piloto envolvendo este tipo de tecnologia para investigar a remoc¢ao de bactérias,

protozoarios e virus podem fornecer informa¢des quanto & adequacao de tal tecnologia
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de desinfeccao relativamente pouco dispendiosa como uma alternativa para lagoas de
maturagdo convencional, pelo menos no caso do modelo de sistema de coliformes

termotolerantes, o tempo de desinfec¢cao pode ser reduzido de varios dias para horas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a remocéo de nutrientes de efluentes de reatores anaerobios utilizando-

se microalgas imobilizadas.

2.2 Objetivos Especificos

elnvestigar a eficacia de microalgas imobilizadas em alginato de calcio na
remocdao de nutrientes de efluente de reatores anaerobios.

eAvaliar a maxima eficiéncia de remocdo de fosforo e nitrogénio amoniacal
(ambnia) do efluente de um reator UASB através de um sistema com
microalgas (Chlorella sp.) imobilizadas em matriz de alginato de calcio.

eVerificar o impacto do tempo de contato no grau de remocéo de Ne P.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Eutrofizacao

A eutrofizacdo € o enriquecimento do meio aquatico com nutrientes, causando o
crescimento de organismos e plantas aquaticas, tanto planctdénicas quanto aderidas,
que podem atingir niveis tais que sejam causadores de interferéncias aos UsO0S
desejaveis do corpo d’agua. Normalmente, o maior fator de preocupacao sao as algas,
cujo crescimento depende do aporte de nutrientes como nitrogénio e fosforo. Quando a
concentracdo dos nutrientes é elevada, tem-se também a elevagcédo da concentracdo de
algas no meio aquatico — que pode chegar a niveis tais que cause problemas aos varios
usos previstos para o corpo dagua. Em condi¢gdes de elevada eutrofizagdo, as algas
poderdao atingir superpopulagdes, no evento denominado floragcdes das algas. A
eutrofizacdo pode também ter como resultado a proliferacdo de macrdfitas,
especialmente o aguapé (gigoga, jacinto de agua) (VON SPERLING et al, 2009).

De acordo com Braga et al., (2005), quando este processo ocorre de forma
espontanea, esse processo se caracteriza como natural dentro da sucesséo ecoldgica
dos ecossistemas, quando o ecossistema lacustre tende a se transformar em um
ecossistema terrestre utilizando a interagdo do lago com o meio terrestre que o
circunda.

A eutrofizacdo natural € um processo bastante demorado, associado ao tempo
de evolucdo dos ecossistemas. No entanto esse processo vem se acelerando pela
intervencdo humana em lagos cujas bacias sofrem a ocupacdo de atividades
industriais, agricolas ou zonas urbanas. A eutrofizacdo associada a intervencao
humana é chamada de eutrofizacdo cultural ou acelerada, (BRAGA et al., 2005),
acarretando assim a perda da biodversidade em um processo de morte gradual do
corpo aquatico.

No Brasil pouca atencdo tem sido dada ao problema da eutroficacdo das aguas
superficiais. Em paises europeus, nos EUA e no Canada, desde a primeira metade do

século XX, sdo desenvolvidas pesquisas e programas para controle e manejo do estado
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tréfico, principalmente dos lagos, reservatério e estuarios (TUNDISI, 2003 Apud
PELLEGRINI, 2005).

Esta grande floracdo de algas pode ser também conhecida como “Bloom”e pode
estar associada ao lancamento de efluentes domésticos e industriais com
concentracOes excessivas de matéria organica e nutrientes.

Outra consequéncia, frequente, de um desenvolvimento algal € a excrecao de
substancias que podem degradar a qualidade da agua, tornando-a impropria para uso,

e afetando organismos do ecossistema aquatico pelo seu efeito txico.

3.2 Nutrientes

Segundo Silva (2011), os fosfatos e nitrogénio sdo elementos eutrofizantes em
relacdo aos nutrientes contidos em uma massa de agua, sendo sua monitoracao, de
grande interesse na prevencdo do comprometimento da qualidade da agua, no ambito
da gestdo dos recursos hidricos. O material nitrogenado em &guas residuarias se
compde principalmente de nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico (incluindo uréia,
aminoacidos e proteinas).

No Brasil o lancamento de nutrientes nos corpos receptores é regulamentado
pela resolucdo CONAMA 357/2005 que divide as aguas em 13 classes, de acordo com
seus usos preponderantes, sendo que foi alterada parcialmente e complementada pela
resolucdo CONAMA 430/2011.

3.2.1 Nitrogénio

Segundo von Sperling et al., (2009) no ciclo do nitrogénio na biosfera, este
nutriente se alterna entre varias formas e estados de oxidacdo, como resultado de
diversos processos bioquimicos.

O nitrogénio presente no esgoto fresco esta quase todo combinado sob a forma

de proteina e uréia; as bactérias, no seu trabalho de oxidacao bioldgica, transformam o
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nitrogénio presente primeiramente em amonia, depois em nitritos, e em seguida em
nitratos (MELO et al, 2000).

Em um curso de agua, a determinacdo da forma predominante do nitrogénio
pode fornecer indicacBes sobre o estadgio da poluicdo eventualmente ocasionada por
algum lancamento de esgoto a montante. Se esta poluicdo é recente, 0 nitrogénio
estara basicamente na forma de nitrogénio organico ou aménia e, se antiga,
basicamente na de nitrato (as concentracdes de nitrito sdo mais reduzidas), desde que
se tenha, no meio em questdo, o suficiente de oxigénio dissolvido para permitir a
nitrificacdo (VON SPERLING et al, 2009).

Nitrogénio merece especial aten¢cdo nas analises quimicas das amostras dos
esgotos porque sendo um nutriente indispensavel para o0 crescimento dos
microrganismos responsaveis pela depuracdo biolégica, seus compostos favorecem o
desenvolvimento de algas e plantas aquaticas que podem comprometer a qualidade
dos efluentes, caso sua presenca seja excessiva, favorecendo o aparecimento da

eutrofizacdo nos corpos receptores.

3.2.2 F6sforo

O fésforo assim como o nitrogénio, € um nutriente essencial para o crescimento
dos microrganismos responsaveis pela biodegradabilidade da matéria orgéanica e
também para o crescimento de algas, o que pode favorecer o aparecimento da
eutrofizacdo nos corpos receptores. Normalmente sua presenca em despejos
domésticos € suficiente para promover o crescimento natural dos microrganismos,
porém certos despejos industriais tratdveis biologicamente podem requerer adicao
deste elemento como complemento para o desenvolvimento satisfatorio da massa
biodegradadora.

O fosforo nos esgotos domésticos tem sua origem principalmente no uso de
detergentes utilizados nas tarefas de limpeza. De acordo com von Sperling et al. (2009).
O fosforo presente nos detergentes e na agua residudria bruta ocorre na forma de
polifosfatos sollveis ou, apés hidrélise, na forma de ortofosfatos. O fésforo originario
dos detergentes pode representar ate 50% da concentracdo de fésforo total no esgoto



19

doméstico. Os polifosfatos sdo moléculas mais complexas com dois ou mais atomos de
fosforo. Os polifosfatos se transformam em ortofosfatos pelo mecanismo de hidrélise,
que apesar de lento, inicia-se, e parcialmente ocorre, no préprio sistema de coleta de
esgoto. Os ortofosfatos sédo diretamente disponiveis para o metabolismo sem
necessidade de conversdes a formas mais simples. A forma na qual os ortofosfatos se
apresentam na agua depende do pH, e incluem POs*, HPO,*, HoPO4, HsPO,4. Em
esgoto doméstico tipico, a forma predominante é o HPO,42.

Através do tratamento convencional ndo se consegue remover 0s teores de
fosforo presentes, sendo necessario o emprego de técnicas de tratamento terciario,
muitas vezes invidveis que removem o fésforo, porém podem criar outras substancias,

como € o caso da remocao por precipitacdo quimica.

3.3 Biorremediacéo e biotecnologia

Tendo como base que a agcdo dos microrganismos serve como uma arma de
defesa do meio ambiente contra substancias invasoras em excesso Ou ndo, a
biorremediacao se utiliza deste potencial natural que a natureza possui, estabilizando e
tornando os poluentes inertes. Neste processo microrganismos vivos sao utilizados para
degradar os poluentes do solo e das aguas superficiais e subterraneas além de também
ser aplicados em residuos e efluentes industriais.

A biorremediacdo € um processo importante na diminuicdo ou mesmo eliminacao
de contaminantes ambientais, mineralizando os poluentes e libertando apenas
substancias inertes, como didxido de carbono e &gua. Existem varias técnicas de
biorremediacdo aplicadas a ecossistemas contaminados (LI et al., 1997 e WISE et al.,
2000 apud SILVA, 2007).

Os processos de biorremediacdo encontram terreno fértil na biotecnologia que
nos dias atuais esta em plena expansao, segundo Borzani et al., ( 2001) a biotecnologia
consiste na utilizacdo de sistemas e de componentes celulares para a obtencdo de
produtos e para o desenvolvimento de processos industriais. Trata-se de um campo de
trabalho multidisciplinar e que encontra aplicacdes em todos os setores importantes da
Economia.
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E neste contexto que o uso de algas vem sendo utilizado na biorremediacgéo de
aguas residuarias. Segundo Franklin, (1992) e Molnar et al., (2002) apud Silva, (2007) o
uso de algas na recuperacdo de efluentes contendo espécies metalicas apresenta
vantagens, tais como o baixo custo da operacao e a elevada eficiéncia na remocéo dos
contaminantes de efluentes muito diluidos, tornando-se, assim, uma das técnicas mais
utiizadas nos dias de hoje. A avaliagdo de aguas contaminadas com poluentes
organicos, utilizando filamentos de cianobactérias, por exemplo, mostrou a capacidade
natural destes microrganismos para degradar pesticidas alifaticos clorados e outros
poluentes.

Desta forma, o uso de células de microalgas imobilizadas em matriz de alginato
de calcio estdo sendo cada vez mais empregadas para remocdo de nutrientes de

efluentes domésticos.

3.4 Imobilizagé&o celular

A imobilizacdo de células ou enzimas representa uma alternativa para a
condugao de bioprocessos uma vez que, teoricamente, os biocatalisadores imobilizados
ficam retidos para serem utilizados por tempo indefinido (CANILHA et al., 2006).
Segundo Covizzi et al. (2007), as técnicas classicas de imobilizacédo celular podem ser
classificadas em naturais e artificiais. As primeiras sdo as que incluem a formacéo de
biofilmes e a adesdo/adsorcdo microbiana em suportes sintéticos ou naturais, ou seja,
ocorrem espontaneamente por meio de interacdes eletrostaticas. Ja as artificiais sdo
aquelas que incluem a encapsulacdo em matrizes como alginato de calcio ou uso de
agentes ligantes, ou seja, as células séo ligadas as matrizes por ligacdes covalentes,
utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido ou carbodiimida. O mesmo autor cita
0S seguintes tipos de imobilizacdo celular: adsorcao, ligacdo eletrostatica e covalente,
engaiolamento em matriz porosa, floculacdo natural e artificial, microencapsulagao
interfacial e contencdo entre micromembranas. A encapsulagdo, ou mais
apropriadamente, imobilizacdo em particulas, € um processo pelo qual células séo
retidas dentro de esferas poliméricas semipermedveis, sendo as células uniformemente
distribuidas dentro delas (RODRIGUES, 2010). O método de engaiolamento esta
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baseado na incluséo artificial das células, que ficam inseridas em uma malha rigida, ou

semi-rigida, que impede a difusdo destas para o meio de cultivo (COVIZZI et al., 2007).

Figura 1 — Formacéao do gel de alginato de célcio por engaiolamento.

Alginato de sodio e
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OH
<0 21
Cloreto de Calcio

Fonte: Covizzi et al. (2007).
3.4.1 Alginato

Com relagdo aos materiais imobilizantes utilizados na imobilizagdo celular
artificial, Silva (2007) cita nove (acrilamidas, copolimeros, agarose, alginato, gelatina,
goma, “Kappa-Carrageenan”, poliuterano e gel de alcool polivinil), que permitem aos
microrganismos continuar a sobreviver numa matriz relativamente ndo toxica, através
das quais, gases e liquidos podem difundir-se. Rodrigues (2010) e Silva (2007) afirmam
gque o meio de alginato € o suporte mais utilizado na imobilizacdo de células. Os
alginatos sao extraidos de varias espécies de algas marinhas marrons (Phaeophyta),
onde agem como componente estrutural na parede celular e nos espagos
intracelulares, promovendo rigidez e ao mesmo tempo flexibilidade a parede celular,
compreendendo cerca de 40% da matéria seca destes organismos (GARCIA-CRUZ;
FOGGETTI E SILVA, 2008).

O gel de alginato nao é toxico, tem baixo custo, possui alta afinidade pela agua e
as células ndo sofrem variacbes fisico-quimicas extremas durante o processo de
imobilizacdo. A gelificacdo do polissacarideo € muito rapida e ocorre quando gotas de
uma suspensao formada por células ou enzimas e alginato de sédio sdo misturadas

com uma solucdo contendo fons formadores de gel, geralmente Ca?*. O gel pode ser
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redissolvido em meio contendo citrato de sodio ou fosfato (MORENO-GARRIDO, 2008).

3.4.2 Microalgas imobilizadas em matriz de alginato de calcio

A imobilizacdo de enzimas, células e outros componentes tornou-se um
importante ramo da biotecnologia, e tem encontrado terreno fértil no tratamento de
efluentes domeésticos e industriais. Segundo (YOAV, 2009) a imobilizacdo de microalgas
para tratamento de aguas residuais é fundamentada no principio de manter as células
vivas dentro de uma matriz em gel metabolicamente ativas o0 maximo de temo possivel,
com mobilidade muito limitada.

Segundo Canilha, (2006), o uso de biocatalizadores imobilizados (enzimas e
células) é uma estratégia a ser utilizada para a condugdo de bioprocessos em varias
situacOes. Aliada a engenharia, bioquimica, microbiologia e genética, esta tecnologia
pode ser utilizada como uma ferramenta para aumentar a eficiéncia de processos
biotecnoldgicos e, consequente mente, reduzir custos de producao

Segundo Pradella, (2001) apud Silva, (2011), A imobilizacdo consiste na
retencdo de células ou enzimas em uma estrutura fisica insolivel, o que as obriga a
permanecerem em uma regido particular do bioreator.

Em varios estudos tem sido utilizada a Chlorella vulgaris imobilizada em alginato

de caélcio e se conseguido bons resultados.

3.4.3 Chlorella sp.

O género Chlorella é composto por microalgas verdes, unicelulares, que
possuem clorofila e realizam fotossintese, sendo uma das primeiras algas a serem
isoladas como uma cultura pura (realizado por Beijerinck na década de 1890). Otto
Warburg (1919) introduziu o uso de Chlorella sp. nos estudos da fotossintese, onde as
células eram cultivadas numa solugao similar a solugdo Knop’s, que era utilizada no
cultivo hidropbnico de plantas superiores. Essa solucdo continha Ca (NO3s)2, MgSOQOa,
KH>PO4, KNO3 (ou KCI) e FeCl3 diluidos em agua da torneira (MARCON, 2005).

As atencdes cientfficas somente se voltaram para o potencial da Chlorella sp. no
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final de 1940, quando foram cultivadas em meio mineral definido, especificando-se as
necessidades ambientais e nutricionais de cada espécie (HSIUAN et al., 2000 apud
SILVA, 2011).

Segundo Boraas et al. (1998) apud Silva (2011) a Chlorella vulgaris é uma alga
verde, eucaridtica, autotréfica e unicelular, em condicbes normais de cultura,
tipicamente tem o tamanho aproximadamente de uma hemacia, cerca de 5 e 6 um de

diametro.

3.4.4 As algas e sua aplicacéo no tratamento de aguas residuarias

As algas sdo organismos pertencentes ao reino vegetal que compreendem um
grupo muito diverso de organismos fotossintetizadores (SOUTH e HITTICK, 1987). As
algas ocorrem, em grande abundancia, nos oceanos, nos mares, nos lagos salgados,
nos lagos de 4gua doce, nos acudes e nas correntes (RAVEN et al., 1996).

Segundo Marcon (2005) e Borghetti (2009) nas lagoas de estabilizacdo, se
verifica a predominancia de algas verdes (Chlorophyta), destacando-se as microalgas
do género Chlorella sp, que sdo microorganismos unicelulares, clorofilados, sem
flagelos e com grande habilidade de realizar fotossintese.

Ainda segundo Marcon (2005) e Dinis et al. (2004), as algas desempenham um
papel fundamental no funcionamento dos sistemas de lagoas de estabilizacdo, pois elas
aumentam a concentracdo de oxigénio dissolvido através da fotossintese, que é
necessario ao metabolismo das bactérias aerébias heterotroficas; consomem o dioxido
de carbono produzido pela oxidagédo bacteriana da matéria organica, elevando o pH do
meio e removem nutrientes da agua através de seu metabolismo e crescimento celular.

As atencdes cientificas somente se voltaram para o potencial da Chlorella sp. no
final de 1940, quando foram cultivadas em meio mineral definido, especificando-se as

necessidades ambientais e nutricionais de cada espécie (HSIUAN et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizagdo do sistema experimental

O trabalho foi desenvolvido na Estacdo Experimental de Tratamento Biologico de
Esgotos Sanitarios (EXTRABES) situada no Bairro do Tambor, numa area pertencente
a companhia de Agua e Esgotos da Paraiba (CAGEPA), sob responsabilidade da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), na cidade de Campina Grande - PB, com
coordenadas geograficas 7° 13°11” S e 35°52’ 31’ W, com altitude de 550 m acima do

nivel do mar.

4.2 Planejamento Experimental

Com o objetivo de observar com melhor precisdo o processo de remocédo dos
nutrientes do efluente sanitario do reator UASB, foi realizado um planejamento
experimental constituido por trés experimentos a serem realizados entre o inicio de
outubro e comeco de novembro. O planejamento experimental fundamentou-se na
analise do efluente frente aos parametros: pH, Alcalinidade, Nitrato, Nitrogénio

amoniacal, Fésforo total e ortofosfato.

4.3 Isolamento da Chlorella sp.

As cepas de Chlorella sp.foram coletadas em uma lagoa de estabilizagdo, com
dimensbes de 1m de largura, 5 m de comprimento e 0,5 m de profundidade. Foram
coletados e centrifugados 100 mL de efluente da lagoa de estabilizacdo. As algas
concentradas foram inoculadas em tubos de ensaio pré-esterelizados contendo Meio
Basal Bold’s (MBB) com 2% de agar, essas amostras foram mantidas em fotoperiodo
de 24 horas, em sala de cultivo com temperatura controlada (27 °C), sob iluminacao de
lampadas fluorescentes de 40 watts. Passadas trés semanas, identificaram-se o género
algal em um microscopio eletrbnico invertido da marca Oleman, sendo esse

procedimento de repicagem, repetido em novos tubos de ensaio contendo o MBB com
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agar a 2%. Ao transcorrer trés semanas, procederam-se com 0S repiques das
microalgas em 100 mL de MBB liquido, o qual foi colocado em uma mesa em
erlenmeyers de 250 mL sob iluminacdo com lampadas fluorescentes e
homogeneizados manualmente. Apds uma semana, centrifugou-se todo o meio de
cultivo, recolhendo-se 10 mL de algas concentradas que foram adicionadas em 500 mL
do MBB, e colocadas em cédmaras de cultivo, aerada com aerador Inalar modelo
Compact por nove dias. Apds esse procedimento o meio de cultivo algal foi inoculado
em frascos erlenmeyers de 2000 mL, sendo 1600 mL de MBB liquido para 32 mL de

amostra algal.

4.4 Manutencao da cultura

Para o cultivo das cepas de Chlorella sp. utilizou-se a metodologia proposta por
Bischoff; Bold (1943) e Borowitzka (1988). O sistema de cultivo era composto por 4
erlenmeyers de 2L, contendo 1600 mL de Meio Basal Bold’s cada; Estes foram todos
repicados com algas (Chlorella sp.) na proporcdo de 2:100 (2 mL de microalgas para
cada 100 ml de MBB — Meio Basal Bold’s), na fase estacionaria. Os 4 erlenmeyes de 2
L com o MBB eram aeradas através de bomba nebulizadora.

Todo o sistema de cultivo era mantido a uma distancia de 15 cm de duas
lampadas fluorescentes instaladas horizontalmente, de acordo como o que € mostrado

na Figura 2.
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Figura 2 — Meio de Cultivo da chlorella sp. em Meio Basal Bold’s.

4.5 Imobilizacdo da Chlorella sp.

Ao transcorrer 9 dias de cultivo coletava-se 1L deste material e centrifugava-se a
3000 rpm (FCR = 950 g) por 15 minutos até se obter 100 mL de extrato algal, que era
homegeneizado manualmente em 100 ml de alginato de sodio anteriormente
preparado. O alginato de sddio era praparado na concentracdo de 8% para obter
esferas a 4%, ou seja, diluia-se 8 gramas de alginato de sédio em 100 mL de agua
destilada e autoclavava-se a 121°C durante 15 minutos. Em seguida esperava-se
esfriar misturava-se os 100 mL de estrato algal na suspensdo de alginato de sédio a
8%, a qual era vertida em uma bureta de 50 mL que ia gotejando em um béquer de
1000 mL, sob agitacdo constante de um agitador magnético, contendo 200 mL de
solucéo de cloreto de célcio (CaCly) a 0,4 M, preparada anteriormente e autoclavada a
121°C por 15 minutos. Ao ser gotejado todo o material, este permanecia sob agitacéo
constante por 30 minutos, para garantir a formacao rigida das esferas de alginato de
calcio. Apoés os trinta minutos as esferas eram lavadas em agua destilada abundante, e

mantidas imersas na solucdo de cloreto de calcio (CaCly) em um refrigerador a 4 °C.
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4.6 Caracterizacao fisica das esferas

Com o intuito de se medir o diametro médio, a massa e o volume das esferas
(Figura 3), pegou-se 500 mL de esferas as quais foram colocadas em uma bandeja
para que através da técnica do quarteamento se retirasse uma amostra representativa
que foi de 135 esferas estas representaram um diametro médio de 4 mm, massa média

de 0,371g e um volume médio aproximado de 33,51 mm?.

as imobilizadas.

Figura 3 — Esferas com alg

Fonte: Silva, (2011).

4.7 Caracterizagéo dos biorreatores

O sistema experimental consistiu em quatro biorreatores tubulares de vidro pyrex
transparente com 54 cm, em escala de laboratério. Cada biorreator com capacidade
total de 129,7 mL, tendo em cada um, uma torneira na parte inferior.

Os biorreatores foram preenchidos com 90 mL de esferas contendo microalgas
chlorella sp imobilizadas em alginato de calcio a 4%.

Os biorreatores foram alimentados com efluente secundario de um reator
anaerébio de manta de lodo (UASB). Estes trabalharam em regime de batelada, com
tempo de biorreagao de 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 horas, ou seja, no tempo 0,0 horas
coletou-se uma amostra de 250 mL de efluente do reator UASB e em seguida

alimentou-se os quatro biorreatores (B1, B2, B3 € B4) e apds, uma, duas, trés e quatro
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horas de biorreacdo coletou-se o efluente. Ao final de cada experimento as esferas

eram coletadas e acondicionadas em geladeira a 4 °C.

A iluminacédo dos biorreatores foi realizada artificialmente, através de 4 (quatro)
lampadas fluorescentes (uma pra cada biorreator) com intensidade luminosa de

aproximadamente 85 pE. s*.m™, provido por uma lampada branca fluorescente de 40
W, a uma distancia de 10 cm.

Os biorreatores eram fixos, em um suporte de aluminio, Figura 2.

Figura 4 — Esquema do sistema experimental.
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4.8 Monitoramento dos biorreatores e realiza¢cdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados em uma Unica etapa entre os meses de
outubro a novembro de 2011. Primeiramente procedeu-se com o isolamento e cultivo
das microalgas para posterior imobilizacdo. Apds imobilizacdo das células de algas
cultivadas procedeu-se em coloca-las nos biorreatores para realizacdo dos
experimentos. Nos experimentos fazia-se a alimentacdo do efluente, pela parte superior
dos biorreatores e separava-se a amostra To. Com 0 passar da primeira hora coletava-
se o efluente do primeiro reator B;. Com o passar da segunda hora coletava-se o

efluente do reator B,, e assim sucessivamente até o reator B,. Todas as amostras eram
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acondicionadas para realizacdo, no mesmo dia, de analise quimica. Todos o0s

experimentos foram realizados em sala sob temperatura média de aproximadamente

24,5 °C monitorada através de termometro digital.

Os parametros avaliados foram:

pH das amostras do efluente usando pH metro da marca TECNAL Tec-3MP,
Segundo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewarer
(APHA, 1998);

Fosforo total e ortofosfato, segundo Standard Methods for the Examination of
Water and Wastwater (APHA, 1998);

Alcalinidade total, segundo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1998);

Nitrato e nitrogénio amoniacal, Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 1998); e

Clorofila ‘a® no meio de cultivo e nas esferas, Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA,1998).



30

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo média de clorofila “a” no meio de cultivo foi de 428,63 ug/mL e
pH de 10,75 unidade de pH. O aumento do pH no meio de cultivo era esperado, pois 0
aumento da concentracdo celular das microalgas faz com que a atividade fotossintética
reduza o teor de CO2 no meio de cultivo.

Para as esferas de alginato de calcio com a Chlorella sp. imobilizada a
concentragdo média de clorofila “a”, encontrada nas andlises, foi de 2,8 ug/esfera. Esse
fator esta diretamente associado com a atividade fotossintética das microalgas.

A Figura 5 ilustra os valores médios de remocgdes de fosforo total do efluente em
funcdo do tempo de detencédo hidraulica, nos biorreatores com microalgas imobilizadas.
Observa-se que a partir da primeira hora de biorreagdo houve diminuicdo nas
concentracbes de fosforo total, com tempo de detencdo hidraulica de uma e quatro
horas as remoc¢des foram de 16,46% e 48,38% respectivamente, como mostra a Figura
6.

Figura 5 — Média da remocdao de fésforo total em funcdo do tempo.
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Figura 6 — Percentual de fésforo total no efluente em funcéo do tempo.
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Na Figura 7 estédo os valores médios do parametro ortofosfato, forma diretamente
assimilavel pelas microalgas, do efluente analisado em fungdo do tempo de detencéo
hidraulica nos biorreatores com microalgas imobilizadas e do reator UASB. De acordo
com a supracitada figura, observa-se que a remocao foi continua, ao longo do tempo
de detencdo hidraulica. As maximas eficiéncias de remocéo (54,95% e 60,89%) foram

aguelas referentes aos tempos de 3 e 4 horas, como mostra a Figura 8.

Figura 7 — Média da remocéo de ortofosfato em funcao do tempo.
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Figura 8 — Percentual de ortofosfato no efluente em funcéo do tempo.
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Em conformidade com os resultados de fosforo encontrados nas Figuras 5, 6, 7
e 8, houve remocgbes de fosforo significativas, porém quando comparados com
resultados alcancados em outras pesquisas as eficiéncias de remocéo foram baixas,
pois utilizando-se microalgas chlorella sp. imobilizada na mesma matriz e tratando
efluente de tanque séptico Silva (2011) obteve remocbes de 71,43% de fosforo total
com 4 horas de biorreacdo e 82,71% de ortofosfato apds 3 horas. Nas Tabelas 1 e 2
estdo representados respectivamente os valores médios das concentracdes de fosforo
total e ortofosfato para cada tempo de contato obtidos nos experimentos.

Tabela 1 — Médias das concentracdes de fosforo total para cada tempo de contato nos experimentos.

Experimento Tempo(h)
0 1 2 3 4
1 4,84 4,10 4,40 3,83 2,83
2 3,85 2,99 2,69 1,55 1,53
3 3,36 2,97 2,46 187 1,85

Média (mg/L) 4,01 3,35 3,18 2,41 2,07
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Tabela 2 — Médias das concentra¢c8es de ortofosfato em cada tempo de contato obtidas nos

experimentos.
Experimento Tempo(h)
0 1 2 3 4
1 4,83 2,66 2,56 2,39 1,94
2 3,77 2,61 2,35 1,52 1,24
3 3,52 2,57 2,03 1,56 1,56
Média (mg/L) 4,04 2,61 2,31 1,82 1,58

Os valores médios de nitrogénio amoniacal dos efluentes analisados, estdo
representados na Figura 9. Sabe-se que as microalgas além de absorverem o
nitrogénio amoniacal para sua sintese protéica, atuam conjuntamente com as bactérias
nitrificantes fornecendo-lhes oxigénio para conversao da amoénia (N-NH4) a nitrito (N-
NO;") e posteriormente a nitrato (N-NO3’), € esse mecanismo biolégico que garante a
reciclagem do nitrogénio. As remoc¢des de nitrogénio amoniacal alcancadas foram de
52,15% na primeira hora de contato e de 55,52% ao final de 4 horas de biorreagéo,
como fica evidenciado na Figura 10.

Figura 9 — Média da remocéao de nitrogénio amoniacal em funcéo do tempo.
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Figura 10 — Percentual de nitrogénio amoniacal no efluente em fung&o do tempo.
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Embora o percentual de remocéo alcangado tenha sido consideravel, Melo e

Lima (2000) em seu estudo com tabuleiros irrigados conseguiram uma maior remocao,

cerca de 78%. No estudo em questdo a redugdo do nitrogénio amoéniacal néo

necessariamente esta relacionada a apenas a incorporacao pelas microalgas ela pode

estar associada a conversdo da mesma a nitrito pelas bactérias nitrificantes. Esse

consumo e/ou conversdo pode ser melhor observado conforme a Tabela 3, que mostra

as medias das concentracfes de nitrogénio amoniacal nos experimentos para cada

tempo de contato.

Tabela 3 — Médias das concentrag6es de nitrogénio amoniacal em cada tempo de contato obtidas nos

experimentos
Experimento Tempo(h)
0 1 2 3 4
1 79,95 35,07 29,45 26,65 32,26
2 64,52 35,07 39,27 32,26 30,86
3 84,16 39,28 37,87 35,07 38,57
Média (mg/L) 76,21 36,47 35,53 31,3 33,9
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O pH se caracteriza como fator de grande relevancia, pois é através do
monitoramento do mesmo que se sabe se o sistema esta funcionando corretamente, na
presente pesquisa a média do pH variou de 7,08 a 7,93, ou seja houve um incremento
médio de aproximadamente 0,85 unidade de pH ao longo do tempo de detencéo
hidraulica, evidenciando a atividade fotossintética das microalgas, como ilustra a Figura
11.

Figura 11 — Média das variacées do pH em funcdo do tempo.
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Para melhor visualizar essa variacdo a Tabela 4 mostra as médias dos valores
de pH obtidos em cada tempo de contato nos experimentos, evidenciando o seu

aumento gradativo em fungéo do tempo.

Tabela 4 — Médias dos valores de pH do efluente em cada tempo de contato.

Experimento Tempo(h)
0 1 2 3 4
1 6,94 6,97 6,94 7,04 7,14
2 7,36 7,66 7,90 8,26 8,29
3 6,94 7,27 7,74 8,24 8,37

Média 7,08 7,30 7,52 7,84 7,93
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Na Figura 12 encontra-se 0s valores médios do parametro nitrato em funcéo do
tempo de biorreacdo. E observado que houve um aumento na concentracédo de nitrato
ao logo do tempo. Com 2 e 4 horas de biorreacdo o incremento de nitrato foi de
aproximadamente 1,7 mg/L e 1,93 mg/L, respectivamente, de nitrato no efluente. Uma
provavel explicacdo para esse fendbmeno € a nitrificacdo do efluente através das
bactérias nitrificantes (Nitrossomonas e Nitrobacter), que provavelmente tenham
utilizado o oxigénio produzido pelas microalgas através do processo fotossintético, visto
que o afluente utilizado no experimento era de processo anaerdbio (reator UASB), ndo
nitrificado.

Figura 12 — Média dos valores de nitrato em fung&o do tempo.
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No entanto, essas concentragdes de nitrato representam uma pequena parcela
da quantidade de amonia consumida, mostrando que parte da amoénia foi absorvida
pelas microalgas e/ou transformada em nitrito (NOy). Os valores médios das
concentracOes de nitrato (NO3’) obtidos nos experimentos para cada tempo de contato

sao mostrados na Tabela 5.



Tabela 5 — Médias das concentragdes de nitrato em cada tempo de contato

Experimento Tempo(h)
0 1 2 3 4
1 0,28 1,48 1,77 1,13 1,77
2 0,34 1,02 1,95 2,27 1,87
3 0,34 1,19 2,35 2,55 3,11
Média (mg/L) 0,32 1,23 2,02 1,98 2,25

Na Figura 13 é apresentado os valores médios de alcalinidade total. Se observa
gque ocorreu um consumo da alcalinidade em fungdo do tempo. Isto pode ser explicado
pela a nitrificagdo do efluente apresentada na Figura 12, pois segundo Souza (2011) na
nitrificacdo ocorre um consumo de alcalinidade, na qual uma pequena parte é
incorporada no material celular das bactérias e a maior parte € utilizada para neutralizar
0s ions de hidrogénio liberados durante a oxidagdo. Porém, segundo 0 mesmo autor o

inverso ocorre na desnitrificagdo, pois cada 14 g de nitrogénio reduzido produze -se 50 g

de alcalinidade na forma de CaCOa.

Figura 13 — Média do consumo de alcalinidade em funcéo do tempo.
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Esse consumo em termos percentuais atingiu 21,92% ao final de 1 h, e 35,07%

ao final de 4 h, como é mostrado na Figura 14.

Figura 14 — Percentual de alcalinidade (CaCO3) no efluente em funcéo do tempo.
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As microalgas mostram-se eficazes na remogéo de nutrientes. Uma provavel

explicacdo para as remocdes de fosforo e nitrogénio no efluente € a da assimilacao

destes constituintes pelas microalgas, através do seu processo fotossintético, pois

segundo von Sperlin (2009) estes organismos consomem nutrientes. Em termos de

nitrificacdo (Figura 12), uma possivel explicagcdo para tal fendbmeno € o fornecimento de

O, pelas microalgas para as bactérias nitrificantes (nitrossomonas e nitrobacter),

através da fotossitese realizada por elas.
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6 CONCLUSOES

A eficiéncia de remocao de nutrientes de esgoto sanitario de reator UASB, que a
microalga Chlorella sp. imobilizada em matriz de alginato de calcio alcangou foi de
55,52% de nitrogénio amoniacal; 48,44 e 60,89% de fosforo total e ortofosfato,
respectivamente para tempo de detencdo hidraulica de 4 horas. Tais resultados nao
foram equivalentes aos alcangados em estudos anteriores, porém, apresentaram
remocdes de nutrientes significativas que demonstram o potencial do uso de microalgas

imobilizadas no tratamento de aguas residuarias.
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