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RESUMO

A contaminacdo dos mananciais por esgotos domésticos e industriais € um
dos principais causadores da poluicdo ambiental, gerando eutrofizagdo e queda
na qualidade sanitaria dos recursos hidricos. Ha4 algumas décadas, as algas
imobilizadas tém sido usadas no tratamento de aguas residuarias. A tecnologia
de imobilizacdo de microalgas em esferas de alginato de calcio aumenta a
longevidade fotossintética, viabilidade, durabilidade e atividade biocatalisadora
celular. Esse estudo investigou em escala de laboratorio, o potencial da
microalga Chlorella sp. na remocéo de fosforo e coliformes termotolerantes de
efluente secundério. As cepas de Chlorella sp. foram isoladas de um sistema
de 4 lagoas rasas com dimensdes de 1m de largura, 5m de comprimento e
0,5m de profundidade que tratava lixiviado, com alta concentracdo de
nitrogénio amoniacal. O sistema experimental constituiu-se por 10 bioreatores
(volumes de 0,1L e 1,0L), preenchidos com algas imobilizadas em esferas de
alginato de calcio em concentracfes de 2%, 4% e 6%. Os bioreatores foram
alimentados por efluente do TS (tanque séptico) e do FI (filtro intermitente) em
regime de batelada intermitente com tempo de contato de 3 e 5 h para fésforo,
e 6 h para coliformes termotolerantes. O experimento foi realizado em
temperatura controlada de 27° C e sob a iluminacdo de 4 lampadas
fluorescentes de 40 Watts. Os principais mecanismos envolvidos no tratamento
dos efluentes foram a atividade fotossintética das algas e as reacdes
bioquimicas entre o0s constituintes da matriz imobilizante e o efluente.
Remocdes significativas de fosforo total (80%) ocorreram em 3 h de contato em
bioreatores com 0,1L e 1,0L de volume e reducbes médias de 99,9999% de
coliformes termotolerantes em 6 horas de contato dos afluentes (concentragéo
média de 10° UFC/100mL). Em bioreatores com 1L de volume com algas
imobilizadas em alginato a 4% e 6%, o grande volume de esferas e elevada
concentracdo de alginato, dificultaram a penetracdo da luz, comprometendo a
qualidade do efluente final.

Palavras Chave: Chlorella sp. em alginato de calcio , algas imobilizadas,
remocao de fosforo e coliformes termotolerantes em algas imobilizadas.



ABSTRACT

The contamination of water bodies by domestic and industrial wastewaters is
one of the principle causes of environmental pollution causing eutrophication
and a reduction in the sanitary quality of water resources. During various
decades immobilized algae have been used in the treatment of wastewaters.
The technology of immobilizing microalgae in beads of calcium alginate
increases the photosynthetic longevity, viability, durability and cellular activity,
This study investigated at laboratory scale, the potential of the microalgae
Chlorella sp. in removing phosphorus and thermo-tolerant coliform bacteria from
secondary effluents. The strains of Chlorella sp. species were isolated from a
series of four shallow waste stabilization ponds 1m in width, 5m in length and
0.5m deep that were treating sanitary landfill leachate with high concentrations
of ammonia. The experimental system comprised 10 bioreactors (with volumes
from 0.1 to 1L), filled with beads of microalgae immobilized in calcium alginate
at concentrations of 2%, 4% and 6%. The bioreactors were fed with effluent
from a septic tank (TS) and from an intermittent sand filter (receiving the septic
tank effluent). The bioreactors were operated in batch mode with contact times
of 3 and 5h for phosphorus removal and 6h for thermo-tolerant coliform
removal. The experiments were performed at 27°C and with illumination
provided by 4 fluorescent tubes of 40 watts. The principal mechanisms involved
in the treatment of the effluents were the photosynthetic activity of the
microalgae and the biochemical reactions between the constituents of the
immobilizing matrix and the effluent. Significant removals of total phosphorus
(80%) occurred with 3h of contact in the bioreactors of volumes of 0.1 and 1.0L
and mean reductions of 99,9999% for thermo-tolerant coliforms with contact
times of 6h with the influent (mean concentration of 10° CFU/100ml) using
bioreactors of a volume of 0.1L. In the bioreactors of 1L volume with microalgae
immobilized in 4 and 6% alginate, the large volume of algal beads and the
elevated concentrations of alginate limited light penetration and compromised
effluent quality.

Keywords: Immobilized Chlorella sp., calcium alginate beads, phosphorus
removal, thermo-tolerant coliform removal.
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TRATAMENTO TERCIARIO DE EFLUENTE SECUNDARIO, USANDO A
MICROALGA Chlorella sp. IMOBILIZADA EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

1. INTRODUCAO

As acdes antrépicas de ordem social ou econémica no meio ambiente
tém desencadeado significativas modificacées que estdo ameacgando a vida do
ser humano. Na atualidade, os efeitos dessa degradacdo sdo percebidos na
biocenose, pois os diversos residuos gerados sdo normalmente dispostos de
forma incorreta e sem o devido tratamento. Essa constatacao € registrada no
Brasil e no mundo, onde a urbanizacdo desenfreada, bem como a
concentracdo da populacdo e das atividades industriais sobre o mesmo
espaco, tem contribuido para a eutrofizacdo dos corpos d’agua através do

despejo de aguas residuarias sem tratamento adequado.

A variada quantidade de substancias e formas de vida que compdem
as aguas residuarias, despejos provenientes dos diversos usos da &gua,
organismos tais como bactérias, virus, helmintos e protozoéarios que, em sua
maioria, sdo liberados com os dejetos humanos. Dentre esses organismos,
alguns sdo patogénicos, outros sdo importantes no tratamento das aguas
residuarias, pois decompdem a matéria organica; a presenca de outros
organismos ainda € interpretada como indicativo de contaminacao fecal. A
Escherichia coli e coliformes termotolerantes sdo reconhecidamente o0s
indicadores universais de contaminacédo fecal (BAUDISOVA, 1997; EDBERG et
al., 2000; LECLERC et al., 2001) e quanto maior 0 seu numero, maior é a
probabilidade de encontrar patdégenos. Evidentemente, quando essas aguas
residuarias sdo langadas nos corpos d’agua sem o devido tratamento, causam

impactos ambientais negativos e de saude publica.

Tratar esgotos sanitarios por processo biologico, a exemplo de lagoa de
estabilizacdo, € uma realidade, sobretudo no nordeste do Brasil onde a
localizagdo geogréafica possibilita o aproveitamento de mais de 84% da
radiacéo solar incidente com duracdo média 2800 horas. ano™ (SOUSA et al.,
2005). Tratar maior volume de esgotos em menor area traz, no minimo, duas
vantagens, evita a perda de agua por evaporacao e diminui 0s custos com a

aguisicdo de area a construgcdo da lagoa. Nesse aspecto, utilizar algas

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).
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imobilizadas pode ser uma tecnologia que favorece a concretizacdo desses
beneficios. Pesquisas realizadas nas ultimas 3 (trés) décadas, apontam as
vantagens operacionais, econdmicas e ambientais oferecidas pelo uso da
microalga Chlorella sp. em meio imobilizado. Sendo assim, considera-se
relevante a realizagcdo de pesquisas focadas nesse tratamento especifico.
Vérios trabalhos (ROBINSON et al., 1985; MEGHARAJ et al., 1992; FORREST,
1998; PAGE, 2000; TAM e WONG, 2000; DE-BASHAN et al.,, 2002) tém
demonstrado que esse tratamento remove significativamente os coliformes
termotolerantes, virus e nutrientes de aguas residuarias, sendo ainda inédita a
sua aplicacdo no Brasil. Os processos convencionais de remocao por
desinfeccdo ou diminuicdo da concentracdo de patdégenos sao, razoavelmente,
eficientes, porém seus subprodutos quimicos sao perigosos e, em alguns

casos, carcinogénicos, a exemplo dos organoclorados (SUASSUNA, 2001).

Na concepgdo de (MEGHARAJ et al.,, 1992), a imobilizagdo das
microalgas é uma técnica que aumenta a longevidade fotossintética, a
viabilidade e a atividade biocatalisadora celular, apresenta baixos custos,
previne que a biomassa seja levada para fora dos bioreatores, oferece um
grande avanco na flexibilidade operacional e na facil separacdo das algas dos
efluentes tratados (MEGHARAJ et al., 1992; MALLICK e RAIl, 1993; TAM e
WONG, 2000). Em Chevalier, (1985) e La Noue, (1985), esta registrado que o
primeiro estudo conhecido envolvendo as algas imobilizadas data de 1966,
(HILLER e PARK, 1966), e que somente na década de oitenta é que LA NOUE
e 0s seus colaboradores apareceram como pioneiros na introducdo da
tecnologia de imobilizacdo de algas para o tratamento de aguas residuarias
principalmente na remoc¢éo de nitrogénio e fosforo. A partir dos anos 1990,
diversos trabalhos com algas imobilizadas foram publicados e muitos desses
referiam-se ao tratamento de aguas residuarias. Em 1992, um estudo indicou
que Chlorella vulgaris, imobilizada em meio de alginato de calcio era cinco
vezes mais eficiente na remocdo de nutrientes de agua residuaria do que
quando aquela alga se encontrava ‘dispersa no meio aquatico (MEGHARAJ et
al., 1992).

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).
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As algas constituem um dos grupos mais diversificados de
microrganismos existentes nas lagoas de estabiliza¢do, nas quais se verifica a
predominéancia de algas verdes (Chlorophyta), destacando-se as microalgas do
género Chlorella sp, que sdo microrganismos fotossintetizantes clorofilados e
sem flagelos. Segundo Munoz e Guieysse (2006) as microalgas favorecem a
remocdo de nutrientes, contaminantes organicos, metais pesados e
microrganismos patogénicos das aguas residuarias domesticas, e que, 0 uso
de sistemas de biomassa imobilizada n&o apresentam as dificuldades da
separacao das algas do efluente final dos reatores. Em estudo desenvolvido
por (ZHANG et al., 2008) foi isolado Scenedesmus sp. de esgoto municipal,
concentracdo de 2 x10® células/ mL, e posteriormente imobilizadas em
camadas de alginato de célcio, para remover nutrientes (N e P) de efluentes
secundarios, conseguiram completa remocdo de NH4* e PO,> apds 4 horas de
tratamento, indicando portanto que essa microalga possui alta potencialidade
na remocdo de nutrientes. Moreno-Garrido (2008) relatou pesquisas em
técnicas de imobilizacdo usando microalgas de agua doce e marinhas conclui
que o0s sistemas mistos de bactérias-algas imobilizadas favorecem o

tratamento de aguas residuarias.

As atividades humanas e os usos multiplos dos recursos hidricos tais
como abastecimento publico, dessedentacdo animal, irrigacdo, uso industrial,
navegacao, recreacao e aquicultura, estdo relacionados com a contaminacao
dos mananciais por esgotos domésticos e industriais que afetam a qualidade
desses recursos. Embora essas atividades variem de acordo com a populacao
na bacia de drenagem e com a organizacdo econdémica e social da regido,
essas atividades geram impactos e deterioracdo da qualidade da agua. Para
minimizar essa problematica, na busca da preserva¢ado dos recursos naturais e
da vida na Terra, pesquisas tém sido desenvolvidas visando dar suporte a
aplicacdo de politicas publicas e de educacdo ambiental que melhor
equacionem essa relacdo do homem com o seu bidtopo. Além desses
aspectos, o crescente aumento demografico no planeta, reforca a necessidade
da adocao de politicas de preservacao dos seus recursos hidricos, para isto, se

faz necessario o uso de técnicas alternativas, como o tratamento biolégico
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tercidrio das aguas residuérias, por exemplo, com microalgas imobilizadas.
Nesse contexto, a presente pesquisa consiste no tratamento de efluente
secundério, através da microalga Chlorella sp imobilizada em matriz de
alginato de célcio, objetivando produzir efluente de boa qualidade sanitaria e
baixa concentracdo de nutrientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar um sistema de tratamento terciario de esgotos, constituido de
microalgas imobilizadas para a remocdo de fésforo e coliformes
termotolerantes, visando produzir efluente com qualidade sanitaria para

langamento em corpos aquaticos.

2.2. Objetivos Especificos

I- Avaliar a eficiéncia de co-remocao de fosforo e coliformes termotolerantes
com a microalga Chlorella sp. imobilizada em alginato de célcio em bioreatores
de 0,1L;

[I- Investigar as condigbes operacionais em reatores tubulares, alimentados em

regime de batelada intermitente, visando ter parametros para escalas maiores;

[ll- Investigar a concentracdo na qual a matriz de alginato é mais resistente e

eficiente na remocao de fosforo e de coliformes termotolerantes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Lagoas de Estabilizacéo

As algas desempenham um papel fundamental no funcionamento do
sistema de lagoas de estabilizacdo no tratamento de esgotos, limitando a
proliferacdo de coliformes e bactérias patogénicas e removem nutrientes da
agua através de seu metabolismo e crescimento celular, ocorrendo também a
precipitacdo de sais de fosforo como estruvita e apatita. Entre as diversas
formas de microrganismos existentes nas lagoas de estabilizacdo, as algas
verdes (Chlorophyta), sdo componentes significativos, especialmente as
microalgas do género Chlorella sp., que sdo microrganismos unicelulares,
clorofilados e sem flagelos. Através de seu metabolismo, as algas atuam no
funcionamento da lagoa de estabilizacdo: aumentando a concentracdo de
oxigénio dissolvido (OD) através da fotossintese, o qual & necessario a
fisiologia das bactérias aerb6bias heterotrdficas, consumindo o dioxido de
carbono (CO;) produzido pela oxidacdo bacteriana da matéria organica,
elevando o pH do meio e removendo nutrientes da agua através de seu

crescimento celular.

3.1.1. Remocdao de nutrientes e coliformes termotolerantes nos sistemas

de lagoas de estabilizacéo

A entrada de fosforo e nitrogénio nos corpos aquaticos €
frequentemente relacionada com o aumento da comunidade fitoplanctonica e,
portanto, com a elevacdo da biomassa, o que implica em alto consumo de
oxigénio, a agua pode ficar turva, diminuindo a velocidade de fotossintese,
mortandade das espécies aerdObias com liberacdo de compostos que podem
prejudicar as populagcdes vizinhas, determinando o0 processo de
envelhecimento desse ecossistema. Nas aguas doces superficiais, o teor em
fosfatos tem de ser cuidadosamente controlado, na medida em que constitui o
fator limitante primario do processo de eutrofizagéo, crescimento exagerado de

algas e de plantas aquaticas. Os fosfatos e nitrogénio sao elementos
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eutrofizantes em relacdo aos nutrientes contidos em uma massa de &gua,
sendo sua monitoracdo, de grande interesse na prevencdao do
comprometimento da qualidade da agua, no ambito da gestdo dos recursos
hidricos. O material nitrogenado em aguas residuarias se compde
principalmente de nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico (incluindo uréia,

aminoacidos e proteinas).

As bactérias patogénicas, bem como, os coliformes termotolerantes,
sdo removidas em sistemas bioldgicos, principalmente pelo biofilme das algas
e a irradiacdo solar. Isto ocorre através de varios mecanismos, tais como
temperatura ambiental alta, luz ultravioleta, foto-oxidacao, altos niveis de pH,
lise e aderéncia a superficie celular das algas (PEARSON, 1986; DAVIES-
COLLEY, 2005). Em varios trabalhos, o cultivo de algas tem sido utilizado e
descrito na remocdo de microrganismos patogénicos, através de diferentes
mecanismos. Esses estudos demonstraram que existe um aumento na
desinfeccdo em lagoas de estabilizagdo sob condicbes de pH elevado
(PEARSON, 1986; PEARSON et. al., 1987; DIXO et al., 1995; RANGEBY et al.,
1996; DAVIS-COLLEY et al., 1997).

Os sistemas com algas imobilizadas sdo uma versdo compacta das
lagoas de estabilizacdo, pois, com otimizacdo de espago, elevada
concentracdo celular e tempo de contato significativamente menor, serdo

reproduzidas as condi¢cdes ambientais para o tratamento terciario do efluente.

3.2. A biotecnologia e as aplicacdes dos sistemas imobilizados

A biotecnologia consiste na utilizacdo de sistemas e de componentes
celulares para a obtencéo 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 (BORZANI et al.,
2001). A imobilizagdo consiste na retencdo de células ou enzimas em uma
estrutura fisica insolivel, o que as obriga a permanecerem em uma

regido particular do bioreator. A imobilizagdo de microrganismos na forma de
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biofilmes, flocos e pellets € um fenbmeno comum na natureza (PRADELLA,
2001). Na maioria dos casos, a imobilizacdo € benéfica para o microorganismo.
Aléem de efeitos diretos positivos, tais como evitar acdo de pastagem por
zooplancton agressivo (FAAFENG et al., 1994), redugdo da competicdo por
nutrientes com outras espécies, registrando-se também as diversas melhorias
no metabolismo, funcdo e comportamento das microalgas. A fotossintese em
duas espécies de microalgas investigadas foi maior, em relacdo as células
livres, sendo sua fase de senescéncia, significativamente retardada nas formas
imobilizadas (SINGH, 2003). A Imobilizacdo com quitosana, protege as paredes
celulares de Synechococcus sp. contra a toxicidade NaOH. As células
imobilizadas apresentaram melhor crescimento do que culturas de células
livres (AGUILAR-MAY et al., 2007).

Um grande numero de técnicas esta disponivel para a imobilizacdo de
enzimas ou células em uma variedade de suportes naturais e sintéticos. A
escolha do suporte, assim como a técnica depende da natureza da enzima, a
natureza do substrato e sua aplicacdo final. A aplicacdo de técnicas de
imobilizacdo de algas introduziu importantes vantagens noS processos
biolégicos de tratamentos de aguas residuarias, apresentando eficiéncia
significativa na remocdo de nutrientes e no decaimento de coliformes
termotolerantes, usando bioreatores com boa produtividade volumétrica, facil
operacdo e com a recuperacdo do produto para reuso do material em outros
processos. O principal método utilizado € o de encapsulamento ou armadilha
onde sdo usados polimeros naturais ou sintéticos, sendo os polimeros
naturais, menos estaveis em aguas residuarias, podendo dissolver-se em
elevado grau de contaminacdo desses efluentes, estando também mais
vulneraveis a degradacdo ambiental por microrganismos. Os polimeros
sintéticos apresentam maior resisténcia ao rompimento, todavia, a difusividade
€ maior em polimeros naturais, destacando-se que estes promovem menor
interferéncia no metabolismo da célula imobilizada. Sao descritos a seguir, seis
grupos de métodos de imobilizacdo: adsorcao, floculacdo, ligacdo covalente,
ligagdo cruzada, aprisionamento em membranas semipermeaveis e

aprisionamento em gel.
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3.2.1. Adsorc¢ao

A adsorcdo de um biocatalisador a um suporte macroscopico insoluvel
em agua é o meétodo de imobilizacdo mais simples e antigo. Muitos
microrganismos tém uma tendéncia natural de aderir e se multiplicar sobre
algumas superficies e essa caracteristica pode ser explorada para imobilizar
células em materiais adsorventes. Madeira, serragem, carboximetilcelulose,
dietil-aminoetil-celulose (DEAE-celulose), terra diatomacea, bentonita e
alumina sao bons exemplos de suportes para adsorcdo (FABER, 1995;
MORENO-GARRIDO, 2008). Técnicas para a adesdo de células inteiras em
superficies poliméricas estdo ganhando uma importancia consideravel. Um dos
problemas deste tipo de imobilizacdo estd relacionado com a formacédo e
acumulo de absor¢do de nutrientes resultante das condicdes ndo homogéneas
do crescimento celular, pois produtos secretados para 0 meio extracelular tém
sua difusdo comprometida (XAVIER et al., 2003).

3.2.2. Floculacgéo

Na floculacdo ocorre a agregacao de células entre si. O processo pode
ocorrer naturalmente ou ser artificialmente induzido com a adicdo de agentes
floculantes. A quitosana é o agente floculante mais amplamente empregado.
Consiste de um aminopolissacarideo biodegradavel formado por unidades de
glicosamina que é obtida a partir da quitina do exoesqueleto de artr6podes.
Os grupamentos amino conferem carga positiva, promovendo a capacidade de
adsorver particulas carregadas negativamente. A pratica da floculagéo tem sido
utilizada principalmente na industria de bebidas, uma vez que a floculagéo das
células de Saccharomyces cerevisiae afeta positivamente o tempo da
fermentacao, facilita a remogdo das células e contribui para 0 aumento da
qualidade da cerveja. A fraca estabilidade dos flocos formados é o maior

inconveniente do meétodo, que pode ser minimizado com o aumento da
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viscosidade do meio e com a presenca de anions fosfato (MORENO-
GARRIDO, 2008).

3.2.3. Ligacao covalente

Ligacdo covalente é uma técnica utilizada amplamente para a
imobilizacdo de enzimas, embora ndo seja uma boa técnica para a imobilizacao
de células. Nesse método, suportes sdo funcionalizados para conter um
grupamento quimico responsavel pela imobilizacdo do biocatalisador. Os
grupos funcionais extensivamente investigados sdo os amino, carboxila, e o
grupo de compostos fendlicos de tirosina. As enzimas sdo covalentemente
ligadas ao apoio através dos grupos funcionais das mesmas, que ndo sao
essenciais para a atividade catalitica. Muitas vezes, € aconselhavel realizar a
imobilizacdo na presenca de seu substrato ou um inibidor competitivo de modo
a proteger o sitio ativo. A ligagdo covalente também deve ser otimizada de
modo a nao alterar a sua flexibilidade estrutural. A desvantagem deste método
€ a necessidade de condi¢cbes drasticas de reacdo, a exemplo das altas
temperaturas. Como regra geral, cerca de metade da atividade catalitica é
perdida devido as mudancgas estruturais da enzima. Na imobilizacéo de células
vivas, a ligacdo covalente pode causar danos a superficie celular (FABER,
1995). Ha casos, no entanto, em que as células ndo necessitam estar vivas
gquando imobilizadas, devendo estar ativo somente 0 sistema enzimatico

envolvido na conversao bioquimica requerida.

3.2.4. Ligagao cruzada

Na ligacdo cruzada, enzimas sdo ligadas umas as outras através de
ligagOes covalentes, obtendo-se agregados insoluveis de alta massa molecular.
As moléculas também podem ser ligadas entre si através de outras proteinas,
como albumina. Os reagentes bifuncionais mais usados com este objetivo sédo
o glutaraldeido, dimetiladipimidato, dimetilsuberimidato e diisocianato de
hexametileno. As ligacdes sdo estabelecidas entre os grupamentos amina,

sulfidrila e hidroxila. Os efeitos difusionais sdo importantes, ja que boa parte
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das enzimas esta localizada no interior de uma complexa estrutura que impede
0 acesso ao substrato (FABER, 1995).

3.2.5. Aprisionamento em membranas semipermeaveis

Neste método, os biocatalisadores (células ou enzimas) sdo mantidos
em uma regido da solucéo, através de uma membrana semipermeavel e com
porosidade adequada. Existem no mercado membranas sintéticas de poliamida
ou polietersulfona com porosidade que varia de 500 a 300 000 Daltons.
Substrato e produtos atravessam livremente a membrana, mas o0s
biocatalisadores ficam retidos. As limitagbes difusionais podem ser intensas,
mas nao ha risco de desnaturacado da enzima ou perda da viabilidade celular
(FABER, 1995).

3.2.6. Aprisionamento em gel

A técnica consiste no confinamento fisico de enzimas ou células em
uma matriz polimérica formadora de gel. Pode ser realizado pelo uso de
polimeros sintéticos (acrilamida, poliuretano), proteinas (gelatina, colageno) ou
polissacarideos naturais (agar, carragenan, alginato). O crescimento celular
nestes tipos de imobilizagdo celular depende da limitacdo imposta pela
porosidade do material e do acumulo de biomassa no interior da matriz. O
aprisionamento em gel € o método mais utilizado para imobilizacdo de células
vivas (PRADELLA, 2001; MORENO-GARRIDO, 2008). O gel polissacarideo
mais comumente usado é o alginato. O alginato comercial é extraido de algas
marrons, principalmente de espécies dos géneros Laminaria e Sargassum e
das espécies Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum e Lesonia
negrescens. O gel de alginato ndo é toxico, tem baixo custo, possui alta
afinidade pela agua e as células ndo sofrem variagbes fisico-quimicas
extremas durante o processo de imobilizacdo (MORENO-GARRIDO, 2008).
Em estudo realizado por ANISHA e PREMA (2008) foram imobilizadas células
de Streptomyces griseoloalbus em esferas de alginato de calcio e conseguindo

aumentar a produtividade da enzima galactosidase em comparagcdo com o

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).



26
TRATAMENTO TERCIARIO DE EFLUENTE SECUNDARIO, USANDO A
MICROALGA Chlorella sp. IMOBILIZADA EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

emprego de células livres. Além disso, 75% da capacidade de producdo da
enzima foram mantidos apds a reutilizacdo das células imobilizadas em oito
ciclos de fermentacdo em batelada. (LINS e LEAO, 2002) utilizaram células de
Kluyveromyces marxianus imobilizadas em alginato de calcio para a obtencao
de leite com baixo teor de lactose. A capacidade de conversao da lactose
em etanol e CO, foi constante mesmo apods 23 ciclos. E importante ressaltar a
limitacdo de transferéncia de massa imposta aos processos de imobilizacao
celular em géis, pois, geralmente, a quantidade de oxigénio que adentra as
micro esferas do gel de carragenan é estimada na faixa de 0,08 a 0,1mm?,
engquanto que em géis de alginato, estes valores sdo um pouco maiores, entre
0,1 a 0,16 mm*® (OGBONNA et al., 2000). Como outras formas de materiais
para imobilizacdo por engaiolamento, o gel de alcool polivinilico (PVA-gel), é
um promissor suporte sintético para aprisionamento de células. O PVA-gel ndo
€ toxico, € de simples separacao e apresenta boas propriedades mecanicas e
de difusdo. Segundo Wang et al. (2005) o mecanismo classico de imobilizacao
por engaiolamento é a mistura de células microbianas com um composto
polimérico que apresente cargas negativas, a exemplo do alginato de sddio.
Conforme esta representado na Figura 1, essa mistura € gotejada em uma
solucdo de CaCl, com fons Ca %*, o qual promove a formacdo de ligacdes
ibnicas, que resultam na formacdo de um gel consistente e insoluvel

denominado alginato de célcio, o qual imobiliza o microrganismo.

Alginato de sodio e
homogeinato de células

i | Cloreto de Célcio

FIGURA 1: Formacao do gel de alginato de calcio por engaiolamento.
Fonte: Wang et al. (2005)
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A geleificacdo do alginato é principalmente alcancada pela troca de
fons por céations divalentes, tais como Ca?*, Cu*, Zn?** ou Mn*". A formacéo e
as propriedades do gel de alginato de célcio tém sido bastante estudadas.
Existe uma vasta concordancia que a rede de gel, induzida pela ligacéo do ion
Ca’" e pela cadeia de segmentos do grupo G, formam juncdes estaveis (uma
rede tridimensional) consistindo nos principais dimeros, conforme a Figura 2
(ROY e GUPTA, 2004).

FIGURA 2: Modelo “Egg-Box”, para a formagéao do gel de alginato com ions de calcio.

Fonte: Rousseau et al. (2004).

3.3. Atecnologia de imobilizacdo das microalgas em matriz de alginato de

calcio

A tecnologia do processo de imobilizacdo de microalgas em matrizes
de alginato surgiu como uma importante técnica para aumentar a longevidade
fotossintética e biocatalizadora celular (ROBINSON et al., 1985; MEGHARAJ et
al.,1992). Esta tecnologia ndo previne apenas que a biomassa seja levada para
fora dos bioreatores, mas também oferece um grande avanco na flexibilidade
operacional e na facil separacdo das algas dos efluentes tratados (MALLICK e
RAI, 1993). Varios trabalhos indicam remocgdo de bactérias entéricas
patogénicas, coliformes termotolerantes, virus, nitrogénio, fosforo, metais,
biocidas e outros compostos quimicos de afluentes contaminados, através de
culturas de microalgas submetidas a fluxo continuo ou ndo, bem como

demonstraram uma significativa reducdo dos microrganismos patogénicos e
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nutrientes nos bioreatores sob condi¢des ideais (SIAN, 1984; MEGHHARAJ,
1992; LAU et al., 1997; TAM e WONG, 2000; DE-BASHAN et al., 2002).

O sucesso no empreendimento de imobilizar microalgas para o
tratamento de aguas residuarias depende de muitos fatores, incluindo a
espécie algal, a matriz de imobilizacdo, a concentracdo de células e esferas da
matriz, a morfologia das esferas , aeragao, tempo de retencgéo, e outros (LAU et
al., 1997; TAM e WONG, 2000; DE-BASHAN et al., 2002). Pesquisas com
microalgas marinhas e de agua doce, apontam para as vantagens dos
sistemas mistos de bactérias-algas imobilizadas para o tratamento de aguas
residuarias. Os investigadores tém recorrido a utilizacdo de diversos meios de
imobilizacdo da Chlorella vulgaris imobilizada em meio de alginato de célcio,
proporcionando maior eficiéncia na remocado de fosforo. A imobilizacdo de
microalgas possibilita o confinamento de uma populacdo ou de uma
comunidade que, em condi¢des 6timas, seu metabolismo, altera as condicdes
do meio onde estdo inseridas, promovendo o tratamento do efluente. Nos
sistemas de imobilizacdo com polimeros, semelhante aos sistemas de filtracéo
bioldgica, existe uma separacao fisica entre 0s microorganismos e os efluentes
tratados. Os microrganismos séo imobilizados vivos dentro do polimero, onde,
0s poros deste, s&0 menores que 0S mesmos, enquanto o fluido atravessa a

matriz mantendo seu metabolismo e eventual crescimento (COHEN, 2001).

3.4. A Chlorella sp.

O género Chlorella compde a classe Chloroficea, familia Chlorelacea,
ordem Chlorococcales (BDIGPELD - Biblioteca Digital Geodiferenciada).
Estudos recentes, baseados em caracteres bioguimicos, fisiolégicos e ultra
estruturais, juntamente com a filogenia molecular ausente na sequéncia 18s
RNA completa, tém sugerido que s&@o quatro as espeécies pertencentes ao
género Chlorella : C. vulgaris , C. iobophora, C. sorokiniana e C. kessleri. Esse
género é representado por microalgas verdes, unicelulares, que possuem
clorofila e realizam fotossintese, sendo uma das primeiras algas a serem

isoladas como uma cultura pura realizada por Beijerinck na década de 1890.
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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). Segundo Megharaj et al. (1992) e Myers (1980), o
género Chlorella sp. apresenta 5% de eficiéncia média na conversao de
energia luminosa em material celular. E, mesmo em um meio pobre em
nitrogénio, apresenta uma boa producdo de biomassa, desde que em
ambientes com temperatura elevada e boa luminosidade. As microalgas
verdes (Chlorophycea) contém aproximadamente 10% de minerais, 44% de
albumina, 12% de acidos graxos, 32% de fibras totais e 2% de clorofila do peso
seco (PANIANGUA, 2003).

Bicudo e Menezes (2006) caracterizando a Chlorella Beijerink, citam
que séao individuos sempre solitarios e de vida livre, a célula € em geral,
esférica, elipsoidal ou ovdide, mas também reniforme ou um pouco assimeétrica,
a parede celular é bem distinta, porém delgada. O cloroplastodio é Unico na
maioria das vezes, sendo raro ocorrerem dois. Quando Unico, tem a forma de
taca e quando em numero de dois, cada um tem a forma de uma calota rasa e

aberta. Piren6ide nem sempre presente.

Chlorella vulgaris é uma alga verde, eucaridtica, autotrofica e
unicelular, em condigdes normais de cultura, tipicamente tem o tamanho
aproximadamente de uma hemacia, cerca de 5 e 6 um de didmetro (BORAAS

et al., 1998). Em condicbes adversas, com dificuldades nutritivas, pode passar
de sua forma normal unicelular a forma multicelular, formando pequenas
colénias estaveis de oito células, caracteristica esta, que € transmitida
hereditariamente. Desta forma, consegue um diametro de cerca de 17 um, o
que lhe permite escapar de flagelados heterotroficos que se alimentam de
particulas de dimensdes aproximadas de Chlorella vulgaris unicelular
(BORAAS et al., 1998). As microalgas mais comuns e efetivas na imobilizacéo
para a remocao de coliformes, nutrientes e metais, sendo também, tolerantes a
amplas variacbes de pH e concentracdo de sais, sdo as espécies do género

Chlorella. As células de Chlorella suportam concentracdes de Mg e K até 10
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vezes mais elevadas que as concentracfes criticas e de P, S e Mn até 100
vezes mais. Quando imobilizadas na matriz de alginato de calcio, as
viabilidades celulares mantém-se por um longo periodo de tempo e, ao
contrario do que acontece nos sistemas de tratamento com algas livres
suspensas, concentracdo muita elevada de algas na matriz diminui a eficiéncia
do tratamento (MEGHARAJ et al., 1992; RAI, 1993; LALIBERTE et al., 1994;
RANGEBY, 1996; LAU et al., 1997; TIEN, 2002).

3.5. Alginato: caracteristicas e aspectos tecnologicos

O alginato é um polissacarideo bioativo. Trata-se de um ficocoléide
com acido alginico como principio ativo, que contém ferro e célcio na sua
estrutura. Em 1880, foi isolado por lixiviagdo por E. STANFORD e comecou a
ser comercializado em 1929. Desde entdo, prosperam suas aplicacdes, nas
areas médicas, farmacéuticas, alimenticias e odontolégicas (SRIVASTAVA e
KULSHRESHTHA, 1989). Segundo (GUO et al.,, 2006), o alginato € um
polissacarideo linear constituido por unidades de acido manurénico ligado por
ligagbes glicosidicas do tipo B (1—4), e também por unidades de acido
gulurénico unidas por ligagdes do tipo a (1—4) . Esses residuos estado
arranjados na forma de blocos (M) e blocos (G), ligados de forma que a
sequéncia destes residuos na molécula sejam alternados. Segundo (CLEMENT
et al., 1997), a molécula desse polimero € formada por blocos homopoliméricos

M- e G- e por blocos heteropoliméricos MG ( Figura 3).
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FIGURA 3: Estrutura quimica do alginato- bloco heteropolimérico.
Fonte: Smidsrod et al. (1990)

O alginato € insoluvel em agua a temperatura ambiente, tornando-se
solivel em temperaturas elevadas. Na concepcdo de BRUNETTON (1993), o
acido alginico € um polimero linear constituido por dois tipos de &cidos
urénicos (mondmeros): os acidos manurdnico e gulurénico, unidos através de
ligacdo beta (conforme esta apresentado na Figura 3), possui carater aniénico
acentuado que permite a formacéo de sais sollUveis de sodio, potassio, amonio
e insoluveis, de calcio. Segundo (BRANDENBERG et al., 1998), o uso destes
materiais no encapsulamento de células, permite aos microrganismos continuar
a sobreviver numa matriz relativamente ndo téxica, através da qual gases e
liquidos podem se difundir, citam também que a matriz juntamente com o0s
microrganismos, ajuda a diminuir a toxicidade do meio ambiente. Na Figura 4 €
apresentada uma micrografia da estrutura interna de esfera de alginato de
calcio contendo microalgas Chlorella sp. imobilizadas.

FIGURA 4: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) da estrutura interna da esfera de
alginato de calcio com microalgas do género Chlorella imobilizadas (SIAN, 1984).
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3.6. Remocdo de fésforo de &guas residuarias por meio de algas

Imobilizadas

A utilizacdo de algas imobilizadas tendo em vista a remogé&o de fésforo
€ uma metodologia muito atual. Esta sendo investigada, pois os resultados
obtidos com o confinamento desses microrganismos séo favoraveis a execucao
de uma boa gestédo dos recursos hidricos. Elas assimilam o fésforo inorganico
para 0 seu metabolismo e através do processo fotossintético, favorecem as
condicbes ambientais para que se desenvolvam outros mecanismos de
remocao quimica, tais como a sor¢éo e a precipitacdo do fosfato na matriz. E
do conhecimento dos investigadores que alguns derivados dos produtos de
microalgas, como é o caso dos alginatos, que possuem tendéncia para

acumular fosfatos.

Na década de oitenta que LA NOUE e os seus colaboradores
aparecem como pioneiros na introducao da tecnologia da imobilizacéo de algas
para o tratamento de aguas residuarias, nomeadamente na remocdo de
nitrogénio e fésforo (CHEVALIER e LA-NOUE, 1985a). A partir de 1990, mais
de 50% dos registros de estudos de algas referem o seu uso no tratamento de
aguas residuarias (SHINY et al., 2004). Estudos realizados relatam a utilizacédo
de Chlorella vulgaris imobilizada em matriz de alginato de célcio, na remocéao
de nutrientes de &guas residuarias domeésticas. Esses estudos referem-se a
uma eficiéncia na ordem de 100% na remocao de nitrogénio (N) e de 95% na
remocao de fosforo. (TAM e WONG, 2000; LAU et al., 1998a e 1998b). Lau et
al. (1997) estudando a remogéo de fosfato usando Chlorella vulgaris obtiveram
remocao de fosfato em torno de 38% em culturas livres e 94% pelas células
imobilizadas em alginato de calcio apos 24 horas. Este fendmeno pode ser
atribuido principalmente aos elevados valores de pH e da liberacdo de ions
calcio pelo polimero, provocando uma precipitacdo quimica de ions fosfato
(TAM e WONG, 2000).

Considerando a relevancia do emprego da tecnologia das algas

imobilizadas no contexto de preservagdo dos recursos hidricos apontada em
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literatura corrente, neste estudo, hd a possibilidade de remoc¢&o simultanea, de
fésforo e coliformes termotolerantes em bioreatores com algas imobilizadas
para melhorar a qualidade do efluente antes do lancamento para o meio

ambiente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagdo do experimento

O trabalho foi realizado na Estacdo experimental de Tratamentos
Biologicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES) situada no Bairro do Tambor,
numa area pertencente a Companhia de Agua e Esgotos da Paraiba sob
responsabilidade da Universidade Estadual da Paraiba, na cidade de Campina
Grande — PB, com coordenadas geogréficas de 7°14'22”S e 35°53'05"W e
altitude de 550m.

4.2. Metodologia

Foram desenvolvidos alguns ensaios preliminares que deram suporte a
realizacdo da pesquisa, estes, serdo descritos antes da caracterizacdo e

monitoragao dos bioreatores.

4.2.1. ENSAIOS PRELIMINARES

4.2.1.1. Isolamento e cultivo da Chlorella sp. em Meio Basal Bold’s

O crescimento de Chlorella sp.é estimulado em meio suplementado,
portanto para o cultivo e manutencdo do inéculo, foi utilizado o MBB- Meio
Basal Bold’s (BISCHOFF e BOLD, 1963; BOROWITZKA, 1988). Seus

constituintes e concentracdes/L estdo descritos na tabela 01.
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TABELA 1: Composicdo do meio de cultivo - Meio Basal Bold’s (MBB) em mg. L.

Nutrientes mg/L
NaNO; 250
KH,PO, 175
CaCl,-2H,0 25
MgSO,-7H,0 75
K;HPO, 75
NacCl 25
EDTA 50
FeSO,-7H,0O 4,98
H3BO3 11,42
ZnS0,4-7H,0 8,82
NaMoO;-7H,0 0,72
CaCl-6H,0 0,38
MnCl,-4H,0 1,44
CaS0,4-5H,0 1,57

As cepas de Chlorella sp foram isoladas de uma série de 4 lagoas
rasas, cada uma com dimensodes de 1m de largura, 5m de comprimento e 0,5m
de profundidade que tratavam lixiviado oriundo de aterro sanitario com alta
concentracdo nitrogénio amoniacal. Foram coletados e centrifugados em
centrifuga Quimis, 100 mL de efluente da lagoa de estabilizacdo. As algas
concentradas foram inoculadas em tubos de ensaio pré-esterilizados 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)
por termometro laboratorial Term e refrigerador Consul multiair 7500, sob
iluminacdo de lampadas florescentes de 40 watts. Passados 21(vinte e um)
dias foi feita a identificacdo do género algal ao microscopio invertido da marca

Oleman, sendo essa populacao algal repicada em novos tubos de MBB com
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agar a 2%. Aguardou-se 21(vinte e um) dias e as microalgas foram entédo
inoculadas em 100 mL de MBB liquido e colocadas na mesa rotatéria com 80
rev. min® em frascos erlenmeyers de 250 mL. Trés semanas apds, todo o
meio de cultivo foi centrifugado, sendo as algas concentradas em apenas 10
mL que foram adicionadas em 500 mL do MBB, e colocadas na camara de
cultivo, sob aeracdo em aerador Inalar modelo Compact por sete dias. 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 em final de fase logaritmica.

Os procedimentos aqui descritos podem ser visualizados através da Figura 5.

100ml ds amostra "
centrifugar

inoculaciao em meio
Efluente de Lagoa F’ basal Bold s com
de Estabilizagdo Vil _— 2%de agar puro

crescimentoem
) 3 semanas
’ - - ) \
imobilizagdo It X F\'
g ot 7oy
[ \ ", P \
> \ ! ¢ \
— | algas |+ giginato 4 \ /5? \
\

Formagédo das
esferas

= { 2L ‘iﬂ,

j \
- ! — I
misturade 2% — = \\{ \
de alga-alginato E /;’ cacl ‘\
/ aCly A
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FIGURA 5: Esquema do isolamento, cultivo e imobilizagdo da Chlorella sp.

4.2.1.2. Aimobilizagdo da Chlorella sp. em esferas de alginato

Foi medida a massa de 4, 6 e 8 gramas de alginato de sédio usando
balanca de precisdo Bioprecisa FA2104N, cada amostra foi dissolvida em 100
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mL de agua destilada e, em seguida, realizou-se a esterilizagdo em autoclave
modelo Phoenix; por 15 minutos a 121°C. Foram obtidas trés concentracdes de
alginato de sodio (4%,8% e 12%), durante varios experimentos. Paralelamente
4,4 g de cloreto de calcio foram diluidos para 100 ml de agua destilada, sendo
esta solucdo (0,4M), em seguida autoclavada por 15 minutos a 121°C e
utilizou-se na reacdo com o sedimento alga-alginato, para formacéo da esfera.
Foram centrifugados 1000 mL de cultivo de Chlorella sp. a 3000 rpm e
(FCR=950 g) durante 15 minutos, sendo o concentrado de miocroalgas
misturado em alginato de sédio na proporgéo 1:1, para obter suspensdes com

concentracdes finais de 2%, 4% e 6% de alginato.

Posteriormente essa suspensao alga-alginato, foi vertida de uma
bureta de 50 mL em 400 mL de CaCl,a 0,4 M sob agitacdo de agitador Fanem
Modelo 258, permanecendo nessas condi¢cdes por 0,5 h para rigidez das
esferas. No caso das esferas formadas sem algas (controle), 4g de alginato
foram dissolvidas em 100 mL de agua destilada, procedendo-se a imobilizacao
conforme descrito anteriormente. Concluida a producdo, as esferas foram
lavadas em agua destilada, e mantidas imersas nesse liquido, armazenadas na
geladeira a 4°C no escuro, para posterior enchimento das colunas. Nas Figuras
6-a pode ser observada uma imagem de esferas com algas imobilizadas e na
6-b esta representada a medi¢do do didametro médio de uma esfera com algas

imobilizadas.

FIGURA 6-a: Esferas com algas imobilizadas
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FIGURA 6-b: Diametro de esfera com algas imobilizadas

4.2.1.3. Medicao das esferas

Anteriormente a realizacdo do experimento, foram selecionadas
aleatoriamente 100 esferas contendo algas imobilizadas e 100 esferas de
alginato. Foi feita a medicdo do didmetro de cada esfera, usando um
paquimetro de aco. A medicao foi realizada em 5 amostras com 100 esferas de
diferentes  imobilizacdes, onde foi registrada uma regularidade nos
parametros matematicos avaliados, principalmente para o diametro e a massa

de cada esfera’ obtidos para cada esfera controle e com microalga imobilizada.

4.2.1.4. Crescimento e manutencédo da cultura de Chlorella sp.

Para melhor compreensdo do crescimento da Chlorella sp., foi
realizada uma curva de crescimento. O experimento foi realizado em triplicata;
Para tanto, foram utilizados trés frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 100
mL de MBB (Meio Basal Bold’s), e 2 mL de cultura de Chlorella sp. em final de
fase logaritmica. As amostras foram homogeneizadas, e destas, coletados 5
mL usando-se pipetas de Pasteur, esterilizadas, colocados em tubos de ensaio

e levados para leitura (To) em camara de neubauer, usando-se microscopio

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).



39
TRATAMENTO TERCIARIO DE EFLUENTE SECUNDARIO, USANDO A
MICROALGA Chlorella sp. IMOBILIZADA EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

invertido modelo OLEMAN. Esse procedimento foi repetido apds 24 horas da
inoculacao, e, a partir da terceira leitura, a cada 48 horas, sempre no mesmo
horario do inoculo inicial. As culturas foram mantidas na sala de cultivo, com
fotoperiodo de 24 horas e temperatura controlada de 27°C. Na Figura 7 estdo

representadas as culturas utilizadas na curva de crescimento.

FIGURA 7: Culturas de Chlorella sp. apds 72 horas de inoculacgéo.

Para se determinar a concentragdo celular foram contadas todas as
células dos blocos individuais maiores da camara de neubauer aplicados na

Equacéo 1, segundo Tavares e Rocha (2003).

C (células/ mL) = contagem total x 10/ n° de blocos contados Equacao 1

As cepas de Chlorella sp. utilizadas no experimento, cultura unialgal e
nao axénica, foram cultivadas em frascos erlenmeyers de 2L, contendo 1600
mL de Meio Basal Bold’s. Os frascos foram inoculados com 32 mL de
microalgas com 8 dias de cultivo, em final de fase logaritmica e iluminados por
lampadas fluorescentes e com intensidade de fotons de aproximadamente 85
uE.st.m? As culturas estoque foram preparadas em tubos de ensaio e
armazenadas na geladeira a 4°C, no escuro. As amostras utilizadas para
imobilizagdo encontravam-se no final da fase logaritmica, na qual se registrou a

presenca de maior biomassa, conforme dados da curva de crescimento. Na
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7

Figura 8 é apresentado o sistema autotréfico estacionario de cultivo da
Chlorella sp. pronto para imobilizagdo e na Figura 9, encontra-se uma
fotomicrografia feita com céamera fotografica digital SONY- Oleman de
Chlorella sp. de cultura estoque, visualizada ao microscopio 6ptico invertido
OLEMAN (A=400x).

Monitorou-se o pH, usando pHmetro Thecnal- Tec- 3 PM, do meio de
cultivo em final de fase logaritmica durante 6 meses. Aferiu-se o pH de 60

amostras aleatorias (cinco por vez), coletadas a cada quinze dias.

FIGURA 9: Fotomicrografia em microscépio dptico com Chlorella sp. (A=400x).
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4.3. ENSAIOS CONCLUSIVOS

4.3.1. Caracterizagcdo dos bioreatores e das condi¢cdes de realizagcdo do

experimento

Durante o periodo experimental (junho a outubro de 2010), foram
monitorados dez bioreatores tubulares de vidro pyrex transparente, em escala
de laboratério. Destes, 6 (seis) de 0,1L de capacidade, tendo em cada um,uma
torneira na parte inferior, 1 cm de leito fixo de fibra de vidro, e estando
preenchidos por 0,06L de esferas, aproximadamente 1,146x10° (19 esferas/mL
d e efluente). Também foram monitorados, 4 (quatro) bioreatores com
capacidade de 1,0L, cada um apresentava 1,5 m de comprimento, 30 mm de
didmetro, possuindo 3 cm de fibra de vidro sob o material suporte e duas
torneiras, situadas em suas extremidades. Cada tubo, preenchido com 0,7L de
esferas com algas imobilizadas, aproximadamente 1,2619x10* esferas (18
esferas/mL), com diferentes concentragdes finais de alginato em suspenséo
(2%, 4% e 6%), estando conectado a uma bomba de pulso, modelo DHX
MA/AD, através de uma mangueira de silicone de 40 cm, por sua extremidade
inferior. O regime de alimentacdo para todos os reatores foi em batelada
intermitente com tempo de contato de 3 e 5 horas para avaliar a remoc¢éo de
fésforo e 6 horas para avaliar o decaimento de coliformes termotolerantes.

Para os bioreatores de 0,1 L (Etapa I-A), o ensaio era iniciado com a
coleta de 100 mL de afluente no tanque séptico seguida da separacdo da
amostra Ty e posterior alimentacdo dos sistemas pela extremidade superior.
Durante 6 horas coletou-se uma amostra de 10 mL pela torneira a cada tempo
de contato de 1 h, aferiu-se o pH e a amostra foi acondicionada para
realizacdo, no mesmo dia, de andlise bacterioldgica e quimica. Apds finalizacao
do experimento, as lampadas eram apagadas e o0s bioreatores foram
preenchidos por agua destilada, deixando as esferas imersas, até a realizacao
do préximo ensaio. Esse procedimento foi repetido na etapa I-B. As alteracdes
implementadas, assim como as caracteristicas operacionais das trés etapas

estdo apresentadas na Tabela 1, cujos detalhes s&o descritos em seguida.
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Etapa |

Caracterizagéo Etapa Il Etapa Ill
Etapa l-a Etapa I-B
Vqlume do 0,1 litro 0,1 litro 1 litro 1 litro
bioreator
Origem do Tanque séptico Filtro de areia Filtro de areia Filtro de areia
efluente
Regime de Batelada Batelada Batelada Batelada
alimentagéo intermitente intermitente intermitente intermitente

Quantidade de

1 146 unidades

1 146 unidades

12 619 unidades

12 619 unidades

esferas
Amostra
coletada para 10 ml 10 ml 80 ml 80 ml
andlise
Nimero de 2 (dois) 4 (quatro) 2 (dois) 2 (dois)
bioreatores
Parametros Fosforo/ . . p
avaliados Coliformes/ pH Fdésforo Fésforo Fésforo/ pH
Volume liquido 60 ml 60 ml 500 ml 500 ml

no bioreator

4.3.2. Etapas da monitoragdo dos bioreatores

4.3.2.1. Etapa I-A: Os bioreatores foram alimentados pela parte superior

com efluente do tanque séptico, que apresentava concentracdo média

de coliformes termotolerantes de 10° UFC/100mL e a concentracdo

média de fésforo de 4,5 mg.P/L. A temperatura foi controlada (27°C) e a

cada uma hora de contato, 10mL de efluentes tratados foram coletados

para andlise quimica (fésforo) com leitura em espectrofotdmetro modelo

Coleman 33D e bacteriologica (coliformes termotolerantes). Na Figura 10

estao representados respectivos bioreatores dessa etapa.
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FIGURA 10: Bioreatores- Etapa I-A, microalgas e controle.

4.3.2.2. Etapa I-B: Foram instalados quatro bioreatores, um com esferas
de alginato (controle) e os reatores 2, 3 e 4 preenchidos com esferas
contendo a Chlorella sp. imobilizada nas respectivas concentracdes de
alginato (2%, 4% e 6%), alimentados pela parte superior com efluente
gue apresentava concentracdes medias de fosforo em torno de 5,33 mg
P/L. A temperatura foi controlada (27°C) e ap6s cada tempo de contato,
10mL de efluente tratado foram coletados para andlise quimica. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Na Figura 11 estdo
apresentados, em sequéncia, 0s bioreatores controle, 2%, 4% e 6%
(concentracdo final de alginato).
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FIGURA 11: Bioreatores- Etapa I-B, controle, 2%, 4% e 6%

4.3.2.3. Etapa Il: Os bioreatores foram alimentados com 500 mL de
efluente secundario com concentracdo média de fosforos em torno de
6,3 mg P/L, com temperatura foi controlada (27°C). Os bioreatores foram
alimentados pela abertura inferior usando bombas de pulso e a cada
tempo de contato, 80 mL de efluente tratado foram coletados para
analise quimica. Os experimentos foram realizados em triplicata. Na
Figura 12 estdo representados o0s bioreatores com microalgas
imobilizadas e controle (esferas de alginato),alimentados e prontos para

a realizacdo do ensaio.
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FIGURA 12: Bioreatores- Etapa Il, microalgas e controle

4.3.2.4. Etapa lll: Um dos bioreatores foi estruturado com microalgas
imobilizadas com alginato a 4% em suspensdo enquanto que no outro,
as esferas foram produzidas com alginato a 6% em suspensao. A
alimentacao foi realizada pela abertura superior sem uso de bomba e a
concentragcdo média de fosforo afluente entre 5,33 mg.P/L e 10,82
mg.P/L. Na Figura 13 estdo representados os bioreatores com algas

imobilizadas em concentracdes de alginato a 4% e 6%.
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FIGURA 13: Bioreatores- Etapa lll, 4% e 6%

4.3.2.5 Métodos analiticos

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros avaliados e métodos

analiticos adotados na pesquisa.

TABELA 3: Pardmetros avaliados e métodos analiticos adotados.

Parametro Metodologia Referéncia

pH Padrbes 4,7 e 9,_0 para calibracdo APHA, 1998
e leitura

Fosforo total Colorimetrico com acido APHA, 1998
ascorbico

Orto-fosfato Colorimetrico com acido APHA, 1998
ascorbico

Coliformes Técnica de membrana filtrante APHA, 1998

termotoletantes
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados do trabalho
experimental. Estes foram divididos em duas partes. Inicialmente, sdo expostos
os resultados obtidos dos experimentos preliminares, realizados objetivando
dar suporte teérico para melhor compreensdo do metabolismo das microalgas.
Em seguida sé@o apresentados e discutidos os resultados dos experimentos

conclusivos, obtidos da monitoragao dos bioreatores.

5.1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

5.1.1. Medicao das esferas

Conforme a Figura 14, 77% das esferas medidas, apresentaram um
diametro médio de 4 mm, area de 25 mm?, massa de 0,371g e volume de
33,51 mm?>. Marcon (2005) e Silva (2007), trabalhando com Chlorella sp.
imobilizada em matriz de alginato de calcio, obtiveram resultados semelhantes

para o diametro.

o0
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40
30
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Quantidades de esferas

Didmetro das esferas {mm)]

FIGURA 14: Diametro das esferas antes da montagem do experimento (mm)
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5.1.2. O pH do meio de cultivo

O pH é um parametro importante que exerce influéncia fisiolégica e
controla o crescimento microalgal. Estudos de Mayo e Noike (1994), sobre
efeito da concentracdo de ions de hidrogénio no crescimento da Chlorella
vulgaris revelaram a preferéncia pelo pH 8,0. No estudo desenvolvido por Silva
(2006), o crescimento de Chlorella vulgaris em MBB foi eficiente em pH de 6,8
a 8,8. Os resultados de pH do meio de cultivo obtidos neste trabalho, oscilaram
entre 8,6 e 11,34, tendo como valor médio 10,5. Os elevados valores
registrados indicam a pequena concentragdo de CO, no meio, pois, sendo o
sistema em batelada, apés a suspensdo da aeracdo, ao sétimo dia de
inoculacéo, as algas absorveram grande parte do CO; livre, resultando na sua
liberacdo a partir dos ions bicarbonato (HCOj3'), com consequiente aumento do
pH devido a liberacdo simultdnea de hidroxilas (OH).

5.1.3. Curva de crescimento da Chlorella sp.

Com o objetivo de identificar o tempo necessario para que a Chlorella
sp. atingisse a fase logaritmica, as melhores condi¢Bes de crescimento, bem
como fatores que podem gerar interferéncia na cultura, a exemplo da exaustéao
de nutrientes (nitrato, fosfato e ferro), a diminuicdo de CO, ou O, no meio, 0s
valores de pH, foi realizada uma curva de crescimento com periodo de 312

horas. Os valores médios de cada triplicata estdo apresentados na Figura 15.
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FIGURA 15: Curva de crescimento, em triplicata, de Chlorella sp.

Os valores de crescimento celular registrados com 24 horas de
inoculacdo indicaram boa viabilidade celular, recebendo um incremento de
aproximadamente 4,4 x 10*célula/mL, em torno de 45%. Esse resultado pode
ser explicado pelo fato da amostra utilizada na inoculacdo estar em fase
logaritmica (exponencial), onde o meio estava com ampla disponibilidade de
nutrientes, ndo requerendo da célula maior fase de aclimatacdo. Conforme a
Figura 15, a partir do 5° dia foram atingidos valores médios de 1,28 x 10°
células/mL, revelando estar na fase logaritmica. A DCM (densidade celular
maxima) foi atingida no término da primeira semana. Resultados semelhantes
foram obtidos por (GARCIA-GONZALES et al., 2005). A fase de declinio teve
inicio aproximadamente no 8° dia de cultivo, os valores médios sofreram uma
reducéo de 1,98x10° para 1,04x10°. Os resultados indicam que em condicdes
controladas, em regime de batelada e sem aeracédo, a Chlorella sp. deve ser
imobilizada entre 0 5° e o 6° dia, onde sua velocidade de crescimento é

maxima.

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).



50
TRATAMENTO TERCIARIO DE EFLUENTE SECUNDARIO, USANDO A
MICROALGA Chlorella sp. IMOBILIZADA EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

5.1.4. Crescimento da Chlorella sp. no interior da esfera

Objetivando avaliar a influéncia da luz e da aeragdo no crescimento da
Chlorella sp. imobilizada na matriz de alginato de calcio, foram colocados em
batelada e sem aeracédo, 60 mL de esferas em 200mL de Meio Basal Bold em
frascos erlenmeyer de 500 mL fechado com algoddo e com lacre de papel
aluminio . As algas imobilizadas estavam com 60 dias de imobilizagéo,
conservadas imersas em &agua destilada a 4°C. A amostra foi submetida a
fotoperiodo de 24 h e temperatura controlada de 27°C. Passados 10 dias, foi
registrado que aproximadamente 20% da amostra apresentavam coloracao
branca ou amarelada, sugerindo morte celular. Segundo Hirayama et al.
(1996), o excesso de luz também pode provocar efeito letal nas células pela
formacdo do peréxido de hidrogénio, substancia toxica para a microalga. Na
presenca do oxigénio, tal reacdo é denominada de foto-oxidagcdo ou morte
oxidativa.

Segundo Trevan e Mak (1988), a Chlorella sp. imobilizada em alginato
de calcio tende a formar pequenas col6nias (8-30 células), a partir do gel
imobilizado. Estudos de microscopia eletronica em Chlorella sp. imobilizada,
indicam que o crescimento das células fica muito restrito & periferia dos
granulos (DAY e CODD, 1985; RODRIGUES et al., 1986), outros trabalhos tém
demonstrado que este € um resultado da limitacdo de di6xido de carbono
dentro da matriz (ROBINSON et al., 1986). Robinson et al. (1985) constataram
que a média frequéncia respiratéria de Chlorella sp. imobilizada é menor do
que a de células livres, pois a densidade de células provoca efeitos sobre a
taxa respiratéria média. Eles sugerem que apenas uma parte da células

imobilizadas nas esferas estava metabolicamente ativa.

5.1.5. Indicac¢des de desestruturagcédo do material suporte

Apoés 28 dias de operacdo em batelada com efluente secundario e
realizagdo de 5 ensaios, o material suporte (alginato de célcio) dos bioreatores

de volume 1,0L, que estavam preenchidos aproximadamente 12500 esferas,
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apresentou sinais de desestruturagéo, dificultando a passagem do efluente na
coleta, tornando seu efluente esverdeado, indicando que houve liberacdo de
algas da matriz. Os bioreatores foram desmontados, foi coletada uma amostra
de 50 esferas de cada um deles e procedida a medic&o de cada esfera usando-
se um paquimetro. As esferas que na montagem do bioreator apresentavam
tamanho médio de 4 mm estavam alteradas. O resultado da nova medicédo das

esferas de alginato apds a desestruturacéo esta exposto na Figura 16.

4,5 -

3,5 1

2,5 4

1,5 -

Diametro (mm)

Tempo (dia)

FIGURA 16: Resultados da medic&o de didmetro de 50 esferas com microalgas imobilizadas

(mm).

Conforme dados apresentados na Figura 16, o diametro médio das
esferas com algas imobilizadas em concentracdo de 2% de alginato em
suspensao, que inicialmente (T,) apresentaram 4 mm de didmetro médio,
apresentaram apés 28 dias, didametro médio de 2,47 mm, expressando um
percentual médio de desgaste de 38,25%, com desvio padrdo de 5%. Uma
hipétese possivel € que a grande massa de esferas da parte superior do
bioreator exerceu presséo sobre as esferas da camada inferior, deformando-as,
desencadeando alteracdes na morfologia (desgaste), associado as reacdes
bioquimicas que provavelmente ocorreram entre 0s componentes da matriz de
alginato e o fésforo presente no efluente, visto que, segundo alguns autores

(LAU et al., 1998), devido a sua natureza ionotropica, a estabilidade mecanica
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do gel de alginato depende essencialmente das condi¢cdes iOnicas do
ambiente. Como resultado, a integridade do gel € altamente vulneravel a
presenca de agentes como, por exemplo, fosforo e citrato. Esses tipos de
agentes, quando ligados a cétions de Ca**, soltam a matriz de gel, que acaba
por se dissolver, causando a perda de células alterando a experiéncia
(ROBINSON et al., 1986). Corroborando com esse resultado, Lau et al., (1997)
relataram que as concentracdes de calcio encontradas em aguas residuarias
de bioreatores contendo esferas de alginato, aumentaram consideravelmente
apos a realizacao do experimento.

Algumas vezes, quando da realizacdo do experimento, foi observado
gue o bioreator estava obstruido, impedindo a passagem do efluente durante a
coleta da amostra. O bioreator foi retirado do suporte de aluminio, suas esferas
foram agitadas ao longo do mesmo para se descompactarem umas das outras,
isso, pode ter liberado para o efluente, o fosforo adsorvido em experimentos
anteriores, alterando o resultado final do ensaio. Segundo Kaya e Picard
(1995), o atrito entre as esferas pode comprometer a capacidade de remocao
de fosfato da &gua residuaria pela microalga. Foram analisadas as diferencas
percentuais de desgaste entre as esferas controle e as esferas com algas
imobilizadas, que submetidas as mesmas condi¢cdes apresentaram expressiva
diferenca no percentual de desgaste. As esferas controle sofreram um
percentual médio de desgaste de 10,4% com desvio padrao de 2%. Essa
diferenca provavelmente esta relacionada a concentracao do alginato, que, nas
esferas controle encontra-se na concentracdo de 4% e nas esferas com

microalgas na concentracao de 2%.

5.1.6. Longevidade das algas imobilizadas

Uma amostra de 60 esferas com algas imobilizadas foi mantida em
temperatura ambiente (23°C) em auséncia de qualquer meio liquido, com
fotoperiodo de 8 horas por 14 meses. Ao serem avaliadas apresentaram
coloracdo alaranjada, desidratacdo avancada e morfologia irregular. Ao serem
imersas em 50 mL de MBB e submetidas a iluminacdo 24 h e temperatura de
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27°C, ap6s seis dias apresentaram coloracéo verde escura, indicando atividade
algal. Mantidas nessas condicdes, 12 (doze) dias ap0s, a matriz comecou a
apresentar desagregacdo. No16° dia foi observado que o MBB (Meio Basal
Bold’s) apresentou aspecto turvo esverdeado, indicando desestruturacao
avancada do alginato. A elevada concentracdo de fosforo constituinte do Meio
Basal Bold’s, provavelmente gerou o rompimento do polimero de alginato.

Os resultados obtidos indicam que as algas imobilizadas, mesmo em
condicdes adversas de auséncia total de nutrientes, podem reduzir seu
metabolismo. Segundo (MERCHANT et al., 2002), uma particular propriedade
da Chlorella sp. é o seu nutriente chamado CGF (Chlorella Growth Factor). O
CGF é composto principalmente de um complexo de nucleotideo-peptideo,
encontrado no nucleo da célula, que é excelente para a manutencdo e
rejuvenescimento da mesma. Nas Figuras 17-a e 17-b esta representada a
amostra de esferas com algas imobilizadas 3 e 7 dias respectivamente, apos

imersdo no MBB (Meio Basal Bold’s).

(a) (b)

FIGURA 17: (a) esferas apés 3 dias de imersao no MBB e (b) esferas com 7 dias de imerséo
no MBB.

Véarios estudos tém demonstrado a viabilidade do uso de algas
imobilizadas ap0s armazenamento de longo prazo. Tamponnet et al. (1985)
relataram que a imobilizacdo de Euglena gracilis em esferas de alginato, foi
mantida por mais de dois anos sem interferéncia significativa na fisiologia

celular. Faafeng et al. (1994) relataram que, algas imobilizadas quando
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armazenadas em temperatura baixa (4°C) no escuro, podem retomar o
crescimento normal depois de mais de 12 meses de imobilizacdo. Romo e
Martinez (1997) imobilizaram a cianobactéria, Pseudanabaena gateata em
esferas de alginato por longo tempo, as células tiveram seu metabolismo
conservado. Estudos de Yean-Chang (2001) com a microalga verde
Scenedesmus quadricauda cultivada e imobilizada em granulos de alginato
foram armazenadas a 4° C em escuriddo absoluta. As células demonstraram
que mesmo tendo sido submetidas as condi¢cdes descritas, mantiveram suas
atividades fisiologicas. Células de Chlorella vulgaris mobilizadas apresentaram
suas atividades fisiolégicas preservadas apds armazenadas na geladeira,em
condicéo de escuro por 1(um) ano (ABDEL HAMEED, 2005 e NOWACK et al.,
2005). Resultados similares foram obtidos neste trabalho, a partir de uma
amostra de 600 mL de esferas com algas imobilizadas, acondicionada imersa
em &gua destilada, na geladeira a 4° C e no escuro por um periodo de 18
meses. Ao serem avaliadas foi constatado que conservaram a integridade
fisica da matriz de alginato e a coloracéo verde, sugerindo da fisiologia celular
preservada.

5.2. EXPERIMENTOS CONCLUSIVOS (Monitoracao dos bioreatores)

5.2.1. Caracterizacao do efluente

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores das concentracfes médias
dos parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos analisados do efluente do
tanque séptico (TS), utilizado na alimentacdo do sistema na Etapa I-A, e do
efluente do filtro de areia (FA), tratado pelas microalgas nas etapas I-B, Il e Ill.
As andlises dos parametros foram realizadas semanalmente, durante o periodo
de junho a outubro de 2010 e seguiram os métodos preconizados por APHA,
(1998).
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TABELA 4: Caracterizacdo do efluente utilizado para alimentar os bioreatores.

PARAMETROS TS DESVPAD FA DESVPAD
DQO (mg/L) 214 130,6 103 93,1
pH 7,79 0,39 7,34 0,55
Fésforo total (mg P/L) 7,3 3,44 6,5 2,96
Ortofosfato soltvel (mg.P-PO,>/L) 4,3 1,39 2,9 0,76
Turbidez (UT) 46,06 11,9 3,67 0,98
Temperatura (°C) 23,4 3,2 23,9 3,6
SST (mg/L) 50 12 18 7
Condutividade (dS/m) 1,723 0,9 1,531 0,9
Coliformes termotolerantes (UFC/100mL) 2,7 x10° 2,5 x10*

Ovos de Helmintos 114,8 5,99 0 0
Alcalinidade (mgCaCO3/L) 334,76 71,8 83,9 47,07
Nitrito (mg N-NO,/L) 0,17 0,03 0,07 0,02
Nitrato (mg N-NO3 /L) 4,00 0,74 31,11 7,72
Amoniacal (mg N-NH, */L) 35 14,2 14 6,57
NTK (mg N-NTK /L) 40,78 9,5 14,36 9,71

5.2.2. ETAPA I-A (Bioreatores de 0,1L alimentados com efluente do tanque

séptico)

5.2.2.1. Andlise de pH

O potencial hidrogenionico (pH) foi medido no bioreator com algas

imobilizadas e no reator controle. A cada hora foi coletada uma amostra de 10

ml de ambos os reatores e medido seu pH, no reator controle (sem algas) a

variacdo de pH a cada hora foi de 0,085, enquanto que a do reator com algas
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foi de 0,6. Em ambos os reatores o pH médio inicial foi de 7,28 havendo, apés
5 horas, um incremento no reator controle para 7,77 e no reator com algas
Chlorella sp. para 10,63, indicando que o metabolismo desses organismos tem
uma agao significativa no aumento do pH. Na Figura 18 estao representados os
valores médios de pH dos bioreatores controle e com microalgas imobilizadas.
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FIGURA 18: Valores médios de pH dos reatores controle e com algas imobilizadas

A alteracdo crescente dos valores de pH registrada ao longo do perfil
de 6 horas, apresentado na Figura 18, indica que as condi¢cdes do meio foram
favoraveis para que as algas realizassem fotossintese. Desta forma, confirma-
se e ressalta-se o dindmico e importante papel das microalgas verdes
imobilizadas na alteracdo do meio, promovendo o tratamento terciario do

efluente.

5.2.2.2. Remocéo de fosforo

O fosforo presente nos efluentes € composto de fésforo organico e em
sua maior fragdo por fosfatos. A remocdo de fosforo nas aguas em geral,

ocorre por assimilacdo do fosforo pelas algas para seu metabolismo e por

Maria Célia Cavalcante de Paula e Silva (MCTA/CCT/UEPB).



57
TRATAMENTO TERCIARIO DE EFLUENTE SECUNDARIO, USANDO A
MICROALGA Chlorella sp. IMOBILIZADA EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

precipitacdo de fosfatos em condi¢bes de pH elevado. A absor¢do de fosforo
pelas microalgas pode ocorrer na forma de polifosfato soluvel, usado para a
sintese de alguns constituintes celulares, tais como, fosfolipidios, nucleotideos
e 4cidos nucléicos. No sistema de algas imobilizadas, a retirada de fosforo do
sistema ocorre pela substituicdo das esferas no bioreator, neste trabalho foram
usadas as mesmas esferas em trés experimentos em triplicata num periodo de
21 dias. Lukavski et al. (1986) relataram que o0s nutrientes tais como amonia e
fosfato poderiam primeiro ser adsorvidos sobre a superficie da matriz, em
seguida penetrar lentamente na esfera e ser assimilado pela célula. Isso
explica a significativa remocdo quimica realizada pelas esferas de alginato nos
bioreatores controle na primeira hora de contato, onde foi observada remocao
média de 50% para fosforo total e 62% para ortofosfato. Os resultados de
remocdo média de fésforo total estdo representados na Figura 19 e de

remocao média de ortofosfato na Figura 20.
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FIGURA 19: Remoc¢éo média de 9 determinacdes de fosforo total durante a batelada.
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FIGURA 20: Remoc¢éo média de 9 determinacdes de ortofosfato durante a batelada.

De acordo com a interpretacdo dos dados observados nestes
experimentos, as algas imobilizadas realizaram ao final de um perfil de 5 h,
eficiéncia média de remocéo em torno de 87% para ortofosfato e 79,63% para
fésforo total e obtiveram maior eficiéncia na remocao de fésforo em relagéo ao
controle em todos os tempos de contato, atingindo seus maiores percentuais
na 4% hora de contato para fosforo total (71,43%) de acordo com a Figura 19,
na 3% hora para ortofosfato (82,61%), conforme Figura 20. A remoc¢&o quimica,
realizada pelas esferas controle durante o ensaio, foi aproximadamente 31%
para as duas formas de fésforo. Os resultados obtidos nestes ensaios, podem
ser relacionados aos dois mecanismos de remocao anteriormente citados,
nesse aspecto, devendo ser observada a relevancia do processo fotossintético
realizado pelas algas, elevando o pH do meio, favorecendo a remocdo de
fosforo. Nas Figuras 21 e 22 esta apresentada respectivamente a remocao de

fésforo total e ortofosfato solivel em relacdo a elevacdo do pH no sistema.
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FIGURA 21: Remoc¢&o média de 9 determinacdes de fosforo total durante

a batelada em comparacéo com a elevagéo do pH no sistema.
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FIGURA 22: Remoc¢éo média de 9 determinacdes de ortofosfato solivel durante

a batelada em comparacéo com a elevagéo do pH no sistema.
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5.2.2.3. Decaimento de coliformes termotolerantes

Os resultados foram analisados através de amostras de quatro
experimentos laboratoriais sob luz artificial. Os valores das reducdes de todos
os experimentos foram expressos em escala logaritmica em relacdo a reducgéo
dos controles. Foi observada na Tabela 5, reducdo significativa na
concentragdo de coliformes termotolerantes em bioreator de Chlorella sp, em
relacdo ao controle, para os tempos de contato de 2 horas (99%) e 6 horas
(99,9999%). Houve uma remocdo média de 99% (2 logs) a cada 2 horas de
contato do efluente contaminado com as esferas de algas imobilizadas. Na
Tabela 4 estdo apresentados os valores meédios obtidos em trés experimentos

realizados em ambiente com temperatura controlada (27°C).

TABELA 5: Valores médios de remocé&o de coliformes termotolerantes (bioreatores de 0,1L)

Coliformes termotolerantes

- ) Reator com algas Reator sem algas
empo
UFC*/100 mL pH UFC*/100 mL pH
0 1,42 x 10° 7,28 1,42 x 10° 7,28
1 2,18 x 10° 8,84 1,38 x 10° 7,38
2 1,17 x 10* 9,74 1,45 x 10° 7,47
3 0,4 10* 10,14 1,40 x 10° 7,53
4 2 x 10° 10,41 1,32 x 10° 7,62
5 0,5 x 10? 10,63 1,34 x 10° 7,77
6 0 10,99 1,25x 10° 7,79

* Unidades Formadoras de Colbnias

Pearson et al. (1987a) analisando em laboratdrio os efeitos da
temperatura sobre o decaimento de coliformes termotolerantes a pH=9,
concluiram que aumenta o decaimento com o aumento da temperatura dos
mesmos. Porém, em outros experimentos laboratoriais com pH=7,6

decaimentos significativos ocorrem apenas com temperaturas de 35° C. Os
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autores indicam que os valores de pH>9 representam papel fundamental na
eficiéncia do decaimento de coliformes termotolerantes. Os decaimentos
observados nestes experimentos indicam que, sob as condi¢cdes de operacéo
descritas, o0s sistemas com microalgas sdo eficazes na reducdo da
concentracédo de coliformes termotolerantes. A elevacdo do pH desempenhou
papel fundamental na eficiéncia bactericida do sistema. Conforme Tabela 5, os
dados indicam que em pH em torno de 11, e em temperatura controlada de
27°C, a atividade celular das microalgas e a irradiacdo de fétons sob os
efluentes atuaram em conjunto para promover o decaimento bacteriano. Na
Tabela 6 estdo representados os valores médios de co-remocédo (de fosforo e
coliformes termotolerantes) com o respectivo perfil do pH em bioreatores de
0,1L alimentados pelo efluente do tanque séptico em regime de batelada

intermitente.

TABELA 6: Valores médios de co-remocao de fosforo e coliformes termotolerantes

Tempo de Concentragéo Concentra_%éo Coliformes oH

Contato (h) mg.P/L mg P-PO,~/L | termotolerantes
0 4,27 3,37 1420000 7,25
1 1,76 1,16 218000 9,07
2 1,26 0,66 11700 9,77
3 0,76 0,4 4000 9,98
4 0,78 0,73 2000 10,26
5 0,87 0,44 500 10,62
6 ; - 0 10,97

Eficiéncia 79,72% 86,98% 99,9999% -

5.2.3. ETAPA I|-B (Bioreatores de 0,1L alimentados com efluente do filtro

de areia)

Os resultados de remocdo de fosforo total obtidos nos bioreatores

controle e com diferentes concentracbes de alginato, mostraram-se
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significativos em concentracdes de fésforo afluente de 5,33 mg.P/L. A andlise
da Figura 23, permite perceber que os valores médios de remoc¢ao quimica em
3 horas de contato para os reatores controle, foram em torno de 51%,
provavelmente o mecanismo de remocdo foi por adsor¢do na matriz
imobilizante, ou mesmo por precipitacdo de fosfato de célcio na matriz de
alginato. Segundo (JIMENEZ-PEREZ et al.,, 2004) em sistema de algas
imobilizadas, o fosfato pode ser também removido por precipitacdo quimica
como fosfato de calcio dentro da matriz de alginato, devido a presenca de ions
de calcio na mesma. Os bioreatores com microalgas imobilizadas em
concentraces de alginato de célcio de 2% e 4% obtiveram maior eficiéncia,
removendo respectivamente 82,8% e 85,7%. Conforme exposto na Figura 23,
0 reator com microalgas imobilizadas a 6% de alginato apresentou menor
desempenho, com eficiéncia de 39,24% em 3 horas de contato. Este resultado
pode estar relacionado com a maior quantidade de polimero na esfera,
dificultando a penetracdo da luz, e, portanto, comprometendo 0 processo

fotossintético.
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FIGURA 23: Remoc¢do média de fésforo total em bioreatores de 0,1 L
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5.2.4. ETAPA 1l (Bioreatores de 1L com algas imobilizadas e controle,
alimentados com efluente do filtro de areia)

Os resultados de remocao de fosforo obtidos no reator com microalgas
imobilizadas foram sempre decrescentes ao longo dos tempos de contato. Os
percentuais de remocao bioativa (reator com microalgas imobilizadas) foram
em torno de 81%, enquanto que no bioreator controle (esferas de alginato),
esse valor ndo ultrapassou 13% em 5 horas de contato. A remocdo quimica
realizada pelo bioreator controle registrada nesse trabalho foi observada por
outros autores. Segundo Abdel Hammed (2007), o principal mecanismo de
remocéao de fosforo nos sistemas de algas imobilizadas se d& por assimilacao
algal para realizacdo do metabolismo celular e pela adsor¢cdo no gel de
alginato. Na Figura 24 estao representados os valores de remoc¢do média de 9
determinacdes de fosforo total entre o bioreatores controle e com Chlorella sp.

imobilizada em 5 horas de tempo de contato.
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FIGURA 24: Remocao média de fosforo total em bioreatores de 1L- controle e com Chlorella

sp.
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De acordo com a Figura 24, as microalgas imobilizadas apresentaram
eficiéncia progressiva de remocao de fosforo em relacdo ao tempo de contato
anterior e ao bioreator controle. Jimenez-Perez et al. (2004), avaliando a
absorcdo de fésforo em microalgas verdes imobilizadas e microalgas livres,
atribuiram essa remocao de fosforo em microalgas imobilizadas, a elevacdo do
pH no sistema, a assimilacdo realizada pelas algas e também pela precipitacao
de fésforo dentro da matriz de alginato de calcio. Pois, embora seja este ultimo,
um aspecto a ser investigado pelos pesquisadores, varios autores (DE LA
NOUE, 1988, TAM e WONG, 2000, LAU et al., 1997) j& concordam com essa
possibilidade. Em estudos realizados com o género Chlorella, (LAU et al.,
1997) verificaram que a remocao de fosfato foi de 38% com células de culturas
livres de Chlorella vulgaris e 94% para células imobilizadas em alginato de
calcio apés 24 horas de contato. Este fendmeno pode ser atribuido
principalmente aos elevados valores de pH e a liberacdo de fons célcio (Ca®")
do polimero de alginato, provocando precipitacdo quimica de ions fosfato

(TAM e WONG, 2000).

5.25. ETAPA Il (Bioreatores de 1L com algas imobilizadas em
concentracbes de 4% e 6% de alginato, alimentados com efluente do filtro

de areia)

Conforme as Figuras 25 e 26, o bioreator com algas imobilizadas em
alginato a 4%, apresentou eficiéncia média de remocdo em torno de 48,8%
para concentracdo de 5,6 mg.P/L afluente e 72,4% para concentracdo de 10,7
mg.P/L em 3 horas de tempo de contato. Nas Figuras 27 e 28, sado
apresentados os resultados do bioreator com algas imobilizadas em alginato a
6%, sendo observado que houve remocdo média em torno de 49% para
concentracdo de 5,33 mg.P/L e 63% para concentracédo de 10,82 mg.P/L.
Esses percentuais pouco expressivos, podem estar relacionados com o
elevado numero de esferas utilizado em cada ensaio, visto que, por vezes, as
esferas, principalmente as que se situam na parte inferior do bioreator

compactaram sob a pressdo das esferas situadas na parte superior, outro
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aspecto que destacamos, foi a forma de alimentagcdo que nesses ensaios, foi
realizada pela parte superior do bioreator. Esse procedimento deve ter
dificultado o contato do efluente com a célula, comprometendo o tratamento
eficiente do efluente. Vale salientar que nessas condi¢des, provavelmente,
apenas as esferas que estdo em contato direto com a parede do bioreator
podem realizar fotossintese, ndo sendo o suficiente para promover
significativas elevacdes no pH.

Os resultados de remocéo de fosforo obtidos nessa etapa experimental
sugerem que nao existem diferencas expressivas utilizando-se matriz de
alginato em concentracfes de 4% e 6%, todavia, a concentracdo elevada de
alginato nas esferas com alginato a 6%, pode ter dificultado a penetracdo da
luz e a passagem do efluente. Os dados de remogdo para as diferentes
concentragdes de fosforo afluente séo ilustrados nas Figuras 25, 26, 27 e 28.
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FIGURA 25: Remoc¢éo média de fésforo total no bioreator 4% em concentragéo de 5,33 mg.P/L
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FIGURA 26: Remog¢&o media de fésforo total no bioreator 4% em concentra¢éo de 10,82
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FIGURA 27: Remoc¢do média de fosforo total no bioreator 6% em concentracao de 5,33 mg.P/L
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FIGURA 28: Remog¢&o média de fésforo total no bioreator 6% em concentra¢éo de 10,82
mg.P/L

As remoc0es de fésforo na 12 hora em reatores com algas imobilizadas
alimentados com concentracdes afluentes de 5,33 mg P/L e 10,82 mg P/L
foram de, respectivamente, 32 e 42%, para a concentracdo de alginato de 4%
,e de, respectivamente, 50 e 46%, para a concentracédo de alginato de 6%. Este
resultados associados aos valores de pH apresentados na Figura 29 obtidos ao
longo dos experimentos, sdo indicadores de que o mecanismo de remocao
nesses ensaios pode ter sido de natureza quimica, pois a grande quantidade
de esferas, a forma de alimentacao pela parte superior do bioreator e a elevada
concentracdo de alginato por esfera podem ter interferido no contato da alga

com o efluente, dificultando o metabolismo algal.

5.2.5.1. pH

Valores médios de pH obtidos da leitura de cada amostra coletada nos
experimentos em batelada intermitente com bioreatores de 1,0L, revelaram que
0 incremento que ocorreu ao longo de 3 horas foi de 0,7, partindo-se de 5,3 e
chegando a 6,0 unidades de pH na 3% hora de contato. Esse resultado é um
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indicador de que a remocdo nessas condi¢cdes, provavelmente ndo se
processou pela via biolégica, e sim, pela via quimica. Os valores médios de pH
nos bioreatores com alginato de célcio a 4% em trés horas de contato, estdo

apresentados na Figura 29.
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FIGURA 29: Valores médios de pH em bioreatores a 4%

Na Figura 29 pode ser verificado que o pH no bioreator com microalgas
iniciou com o valor médio de 5,3 atingindo 6,0 em trés horas de contato,
recebendo um incremento de apenas 0,7. Esses resultados podem ser
explicados pela dificuldade de contato do efluente com a superficie da esfera,
dada a compactacédo registrada principalmente nas esferas situadas na parte
inferior. Eles sao indicativos de inibicdo do metabolismo algal no sistema. Além
da quantidade de esferas ja citada, outra hipdtese parece explicar esses
resultados, a elevada concentragdo do alginato pode ter formado
sombreamento, dificultando a passagem da luminosidade, comprometendo o
processo fotossintético. Robinson et al. (1986) e Lau et al. (1997) trabalhando
com esferas de 4 mm de didmetro, observaram que a concentracédo elevada de
esferas de algas causa redugcdo na penetragdo da luz e maior auto

sombreamento para as esferas situadas na parte inferior do reator.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Tomando-se por base a andlise dos dados deste trabalho, pode-se concluir

que:

» Em bioreatores com tubulares, operados em regime de batelada
intermitente, alimentados com efluente do tanque séptico, a Chlorella sp.
imobilizada, apresentou eficiéncia de co-remocao,fésforo total de 80% e

decaimento de coliformes termotolerantes de 99,9999%;

» Os melhores resultados de remocdes de fésforo total obtidos com
bioreatores de 0,1L, foram com algas imobilizadas em concentracfes de
alginato de calcio a 2% e 4%. As algas imobilizadas em esferas com
concentracdo de 2% apresentaram remocOes satisfatorias com os dois
afluentes usadas na alimentacdo, com remocéo de 80% (efluente de tanque

séptico) e 83% (efluente de filtro de areia intermitente);

» Em bioreatores com capacidade de 1L, com algas imobilizadas em
concentracbes de alginato de 2%,4% e 6%, alimentados em batelada, pelo
efluente do filtro de areia, a remocéo atingiu valores de 81% no bioreator com
microalgas em esferas de alginato a 2%. Os valores de remocdo para 0S

bioreatores com 4% e 6% de alginato foram significativamente menores;

» Os resultados dessa pesquisa apontam para o potencial de co-remocéo de
fésforo e coliformes termotolerantes das microalgas em bioreatores tubulares
em escala laboratorial, com luz continua, temperatura de 27°C e tempo de
retencdo Otimo de 3 horas para remocdo de foésforo e 6 horas para remocao
total de coliformes termotolerantes em regime de batelada intermitente. As

condi¢cbes operacionais, ainda estédo em investigacao.
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Diante do trabalho desenvolvido, considera-se que ainda existem aspectos
técnicos dentro da biotecnologia das algas imobilizadas que merecem ser

investigados, portanto recomendam-se:

» A Investigacdo de novas configuragcbes geométricas para os bioreatores,
favorecendo aos processos metabdlicos (notadamente a fotossintese) que é

fundamental nos sistemas de algas imobilizadas;

» A avaliacdo desses bioreatores com a Chlorella sp. e outras espécies de

microalgas imobilizadas, em escala-piloto em regime de fluxo continuo;

» Desenvolvimento de novas pesquisas que visem a melhoria na qualidade
dos polimeros, de forma a aumentar sua resisténcia ao rompimento, bem

como, a difusdo das substancias e passagem da luminosidade até a célula;

» O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo que interfiram minimamente

na fisiologia das células.
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