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Figure Abstract

Mecanismos de interacdo entre a Chlorella sp. imobilizada em alginato de célcio e os
componentes do Lixiviado de aterro sanitario.

Chlorella sp. imobilizada em alginato de
calcio a 4%
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Fonte: Autora, (2020)



RESUMO

A geracdo de residuos s6lidos urbanos representa um desafio que carece da participagdo de
diversos segmentos para a resolucdo do mesmo. A fracdo putrescivel dos residuos durante sua
biodegradacgdo gera o lixiviado, &gua residuaria de elevado poder contaminante que apresenta
matriz complexa com destaque para elevadas magnitudes de sélidos totais, N- amoniacal,
fésforo, DQO e substancias recalcitrantes. Nesse panorama, a tecnologia das algas imobilizadas
em alginato, desponta como uma estratégia sustentavel e eficiente na remocéo de poluentes das
aguas residuarias. A imobilizacdo consiste na retencdo celular em uma regido particular do
biorreator na qual as rea¢Ges quimicas devem se processar. Esta pesquisa investigou o potencial
de fitorremediacdo por Chlorella sp. na remoc¢éo de nutrientes do lixiviado de aterro sanitario.
O lixiviado foi coletado no Aterro Sanitario Metropolitano de Jodo Pessoa e a cepa de Chlorella
sp. foi isolada do sistema de lagoas de tratamento de lixiviado e cultivada em Meio Basal de
Bold’s. Foram monitorados biorreatores tubulares e conicos alimentados em regimes de
batelada e continuo. Os parametros avaliados foram pH, N-amoniacal, P-Total, ions, Chlorofila
a, Oxigénio dissolvido, ions e turbidez. Foram realizadas as microanalises de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) das esferas
com algas imobilizadas. A andlise estatistica dos dados foi realizada através de um
planejamento full fatorial de trés niveis Box-Behnken 3?9 design (BBD) combinada com a
metodologia de superficie de resposta e (ANOVA). Nos biorreatores alimentados em batelada
e esferas AG/QT (alginato/quitosana) foram obtidas remog6es méedias de 40% de N- amoniacal
com concentragBes afluentes médias de 240 mg.L?. Em esferas com Chlorella sp. em
AG(alginato) as remocdes médias de N-amoniacal foram na faixa de 85,3% na 1*hora de tempo
de contato. Em sistemas suspensos, houve crescimento celular nas faixas de N-amoniacal entre
47 e 2182 mg.L%, com incremento de Clorofila a de 1500% em concentragdes de 99 mg.Lt e
remocdes de até 88 mg-N em concentracBes de 798 mg.L™. Foi verificado que o aumento no
percentual de lixiviado inibiu o crescimento celular. No biorreator continuo com Chlorella sp.
imobilizada em AG registrou-se remogdes de P-total, N-amoniacal, Na?*, K* e Mg?* respectivas
de 63, 42, 28, 49 e 55% em TDH de 2h. A Fitorremediacdo foi alcancada através de uma
combinacdo de mecanismos incluindo bioassimilagéo, precipitagdo como consequéncia do pH
e adsorcdo na matriz polimérica. Desta forma, os resultados apontam para o potencial da
Chlorella sp. no tratamento do lixiviado de aterro sanitario.

Palavras Chave: Liquido percolado; Remocdo de nutrientes; Microalgas; Fitorremediacéo;
Matriz polimérica.



ABSTRACT

The generation of solid urban waste represents a challenge that requires the participation of
several segments to solve it. The putrescible fraction of the residues during its biodegradation
generates the leachate, wastewater of high contaminating power that presents a complex matrix
with emphasis on high magnitudes of total solids, N-ammonia, phosphorus, COD and
recalcitrant substances. In this context, alginate immobilized alginate technology emerges as a
sustainable and efficient strategy for removing pollutants from wastewater. Immobilization
consists of cell retention in a particular region of the bioreactor in which chemical reactions
must take place. This research investigated the phytoremediation potential of Chlorella sp.
removing nutrients from landfill leachate. The leachate was collected at the Jodo Pessoa
Metropolitan Landfill and the Chlorella sp. was isolated from the leachate treatment pond
system and grown in Bold’s Basal Medium. Tubular and conical bioreactors fed in batch and
continuous regimes were monitored. The parameters evaluated were pH, N-ammoniacal, P-
Total, ions, Chlorophyll a, dissolved oxygen, ions and turbidity. SEM and EDS microanalysis
of the spheres with immobilized algae were performed. The statistical analysis of the data was
carried out through a full factorial planning of three levels Box-Behnken 3 ?9 design (BBD)
combined with the response surface methodology and (ANOVA). Bioreactors fed in batches
and AG / QT (alginate / chitosan) spheres obtained an average removal of 40% of ammoniacal
N with average affluent concentrations of 240 mg.L™. In spheres with Chlorella sp. in AG
(alginate) the average removals of N-ammonia were in the range of 85.3% in the 1st hour of
contact time. In suspended systems, there was cell growth in the N-ammoniacal bands between
47 and 2182 mg.L™%, with an increase of Chlorophyll a of 1500% in concentrations of 99 mg.L-
L and removals of up to 88 mg-N in concentrations 798 mg.L™L. It was found that the increase
in the percentage of leachate inhibited cell growth. In the continuous bioreactor with Chlorella
sp. immobilized in AG, removals of P-total, N-ammoniacal, Na?*, K * and Mg?* respectively
of 63, 42, 28, 49 and 55% were recorded in 2-hour HRT. Phytoremediation was achieved
through a combination of mechanisms including bioassimilation, precipitation as a consequence
of pH and adsorption in the polymeric matrix. Thus, the results point to the potential of
Chlorella sp. in the treatment of landfill leachate.

Keywords: percolated liquid; Removal of nutrients; Microalgae; Phytoremediation; Polymeric
matrix.
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INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento industrial e tecnolégico tem sido usado como argumento para a
utilizacdo predatoria dos recursos naturais pela sociedade, determinando assim, um consumo
desmedido de bens e servicos, caracteristico do modelo capitalista. Como consequéncia, a
problematica que se desenha, aponta para a geracdo excessiva dos Residuos Sélidos Urbanos
(RSU), sem preocupar-se contudo, com o controle, producdo, armazenamento, transporte,
tratamento e destinacdo final dos mesmos, etapas que regem a gestdo de residuos sélidos em
consonancia com os melhores principios de preservacdo do ambiente, da satde publica e da
economia. Segundo Leite et al. (2010) a composicao gravimétrica dos residuos sélidos urbanos
produzidos pela populacéo brasileira é constituida basicamente de matéria organica putrescivel,
papel, papeldo, plasticos de diferentes fontes de producdo e utilizagdo, vidro, material ferroso e
ndo ferroso e de diferentes outros tipos de residuos, os denominados rejeitos.

Considerando que, do total de residuos solidos urbanos produzidos, cerca de 57%
(percentagem em peso) corresponde & matéria organica putrescivel, portanto, com possibilidade
de geracéo de lixiviado e comparando este panorama com o que determina a Lei 12.205/2010
em seu capitulo I, Art. 3%, item VIII, acerca da disposicdo ambientalmente adequada para o
RSU, fica evidente ndo ter havido ainda um alinhamento entre legislacdo e gestao publica dos
residuos no esta da Paraiba.

O panorama atual indica que devem ser repensadas as estratégias até agora adotadas,
dando ao problema a dimenséo exigida na busca da implementacdo de a¢Ges na resolucéo da
geracdo, disposicdo e tratamento de residuos solidos, uma vez que a fracdo biodegradavel
disposta em aterros controlados, lix6es e terrenos baldios produz lixiviado, que é um residuo
liquido de dificil tratamento e alto poder contaminante para 0s ecossistemas em geral.

O lixiviado de aterro sanitario € uma &gua residuéria altamente poluida constituida por
compostos organicos xenobioticos toxicos, taninos, acidos graxos, acidos humicos e falvicos.
Apresenta elevada DQO (5000-20.000 mgL™?) e baixas razes de DBOs/DQO ou DBOs/NH4*-
N, indicando a presenca de uma quantidade significativa de material biologicamente inerte. O
componente inorganico encontrado em altas concentragdes é o nitrogénio amoniacal, na faixa
de 3000-5000 mg.L* (NAVEEN et al. 2016).

A analise quimica do lixiviado revela também, a presenca de varios metais pesados
toxicos tais como: Ag, Hg, Cd, Mn, Cu e Zn (KUMARI et al. 2016). Metais pesados a exemplos

do arsénio, chumbo e mercurio em lixiviados de aterros, tem sido uma preocupacdo emergente
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da comunidade cientifica. Reconhecidamente, algumas espécies constituem micronutrientes
essenciais, podendo entretanto, apresentar efeitos tdxicos agudos ou cronicos para 0S
organismos, quer por interferéncia metabolica, quer por mutagénese, quando estdo presentes
em concentrages elevadas (GOVIND e MADHURI, 2004).

Em andlise, como resultante da complexidade do processo de biodegradacdo dos
residuos que ocorre no interior da célula em um aterro sanitario, o lixiviado surge como um
subproduto de matriz fisico-quimica e microbioldgica complexa e variada constituindo-se por
alguns compostos, com elevada magnitude, a exemplo do nitrogénio amoniacal, que
potencializa os efeitos poluentes dessa dgua residuéria, tornando seu tratamento e monitoracao
um desafio sanitario de grande monta.

Em paralelo a esse panorama, a aplicacdo de microalgas no tratamento de aguas
residudrias tem sido considerada uma alternativa muito promissora. Algumas das principais
razOes podem ser elencadas:

““(a) tratamento de baixo custo com (b) baixo requisitos de energia, podendo estes ser
alcancados através da otimizacdo do sistema, (c) demanda reduzida de area, (d)
reduzida concentragdo orgénica e de nutrientes, (e) ndo requer produtos quimicos
adicionais, (f) baixa formacdo de lodo em comparagdo ao tratamento aerébio
convencional, e (g) biomassa de algas pode ser usada para biocombustivel ou
formacdo de produto de valor agregado. Além destes aspectos operacionais, as
microalgas através de sua fisiologia, sdo eficientes na remocdo de nutrientes, como
nitrogénio (N) e fosforo (P), bem como a remogdo de minerais e reduzindo a carga
orgénica. Este altimo inclui o remocéo de compostos fendlicos e aromaticos. E como
vantagem adicional, as microalgas sdo capazes de remover com eficiéncia metais
pesados (HMs), bem como contaminantes emergentes (CEs), mesmo quando contidos
em concentracdes de tracos (MAITY et al. 2014; WANG et al. 2017)”.

A biorremediacéo a partir de microalgas, visando a recuperacao de recursos de residuos
liquidos, possibilita a rapida ciclagem e reaproveitamento de alguns elementos quimicos no
ambiente, reduzindo sobremaneira o potencial poluidor destes. A luz de Misha et al. (2018), o
uso de microalgas no tratamento de &guas residuarias (fitorremediacdo) tem sido uma
abordagem ecoldgica importante no combate a poluicdo ambiental.

A vista disso, 0 nitrogénio e o fosfato sd0 macronutrientes essenciais a fisiologia das
algas. Na concepcdo de Whitton et al. (2015) o nitrogénio é o segundo macronutriente mais
importante e essencial para o crescimento de microalgas e, como tal, poderia influenciar
diretamente em seu rendimento de producdo. O nitrogénio pode ser encontrado sob muitas
formas nas aguas residudrias, sendo geralmente assimilado por microalgas como um substrato
inorganico na preferéncia de ion aménio (NH."). Diferentes dguas residudrias contém elevadas
concentracdes de N- amoniacal (100 e 9000 mg. L) podendo ser usadas com sucesso para a
producdo de microalgas. Neste sentido, as estacGes de tratamento de aguas residuérias
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apresentam uma das maiores oportunidades para recuperacdo de nitrogénio devido as altas
concentracfes de amonio ions (YE et al. 2018).

Consoante SOLOVCHENKO et al. (2016), o fosforo € um macronutriente essencial
para o crescimento de microalgas, participa na formacdo de DNA, RNA, ATP e fosfolipidios
na biomassa algal. E importante destacar que o fosforo é um recurso de lenta ciclagem por n&o
apresentar forma gasosa. Desta forma sua recuperacéo e reciclagem séo consideradas vitais para
uso futuro, sendo justicavel sua recuperacdo das aguas residudrias através das microalgas
preferencialmente na forma de ortofosfatos (PO4*).

As microalgas mais investigadas no tratamento de aguas residuérias sdo as espécies do
género Chlorella. Esse género é representado por algas unicelulares, com formato esférico,
globular ou elipsoidal, ndo movel, que podem atingir diametros entre 2,0 um e 10,0 um.
Algumas espécies de Chlorella sdo marinhas e outras séo dulcicolas. Sua composicdo media é
de aproximadamente 20% de gordura, 45% de proteina, 20% de carboidrato e 10 % de minerais
e vitaminas (PHUKAN et al., 2011). Bicudo e Menezes (2006) caracterizando a Chlorella
Beijerink, pontuam que sdo individuos sempre solitarios e de vida livre, a célula é, em geral,
esférica, elipsoidal ou ovoide, mas também reniforme ou um pouco assimétrica, a parede celular
é bem distinta, poréem delgada.

A imobilizacéo de microalgas, confinamento de células vivas dentro de um gel moldado
em esferas, supera muitas barreiras operacionais caracteristicas dos sistemas livres a exemplo
da saida de células junto com efluente tratado e necessidade do uso de coagulantes (MALLICK
2002). Esses geis sao hidrofilicos, com pequenos poros para permitir a difusdo de aguas
residuarias para as células de microalgas aprisionadas (DE-BASHAN & BASHAN, 2010). A
imobilizacdo oferece a oportunidade de semear um biorreator com uma biomassa escolhida em
elevadas densidades e promove a protecdo contra a predacdo e a contaminacdo da cultura de
microalgas (PARK et al. 2010).

Nesse panorama, a aplicacdo de sistemas de algas imobilizadas, visando a remocao de
fésforo e nitrogénio de aguas residuarias, € uma tecnologia viavel que estd sendo investigada,
considerando que, os resultados obtidos com o confinamento desses microrganismos, em uma
regido restrita do biorreator, sdo indicativos de remediacdo e boa qualidade sanitaria dos

efluentes.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da Chlorophyceae Chlorella sp. na remoc¢do de nutrientes do
lixiviado de aterro sanitario, estando as células em sistemas suspensos e imobilizados em matriz

de alginato de calcio em biorreatores tubulares alimentados em regimes de batelada e continuo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Propor um protocolo para a extracdo do DNA da Chlorella sp. isolada do lixiviado do

ASMJP- PB, visando sua amplificagdo com primers DNAr 18S para posterior sequenciamento

molecular;

» Avaliar o desempenho da Chlorophyceae, Chlorella sp. imobilizada em matriz polimérica na
remocao de nitrogénio amoniacal de lixiviado de aterro sanitario em biorreatores de diferentes

geometrias alimentados em regime de batelada;

e Investigar qual a melhor concentracdo de N-amoniacal de lixiviado de aterro sanitario para o
crescimento da Chlorella sp. na remoc¢do de nitrogénio amoniacal em sistemas suspensos

alimentados em regime de batelada;

e Investigar a eficiéncia da Chlorella sp. imobilizada em matriz de alginato no tratamento de

lixiviado de aterro sanitario em fotobiorreator alimentado em regime continuo.
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ESTRUTURA DA TESE

Composta de cinco capitulos, a presente tese procurou cobrir de forma abrangente a
tematica da remocao de nutrientes através do aparelho fisiologico das microalgas, estando

organizada da seguinte forma:

Capitulo 1- Consiste numa revisdo de literatura versando acerca o Lixiviado de Aterro
Sanitario, com enfoque na complexidade quimica desse residuo liquido e os multiplos desafios
gue seu tratamento entrega a academia. Foi abordada a aplicacdo da fitorremediacdo, com foco
principal na tecnologia das algas imobilizadas no tratamento de dguas residuérias. Este capitulo

serviu de subsidio para os capitulos seguintes.

Capitulo 2- Este capitulo foi elaborado no formato de artigo cientifico. O estudo visou
desenvolver um protocolo de extracdo e quantificagdo do DNA da Chlorella sp. isolada do
lixiviado do aterro sanitario metropolitano de Jodo Pessoa-PB, para subsequente identificacéo

molecular da microalga aplicada na fitorremediacdo do LAS.

Capitulo 3- Este capitulo foi elaborado na forma de artigo cientifico. Nele, esta apresentada a
caracterizacdo fisico-quimica do lixiviado do aterro sanitario da regido metropolitana de Jodo
Pessoa- PB. Foi realizado um estudo da aplicacdo da Chlorella sp. imobilizada em diferentes
matrizes poliméricas na remocdo de nitrogénio amoniacal do lixiviado e do esgoto doméstico

em biorreatores tubulares alimentados em batelada.

Capitulo 4- Este capitulo foi elaborado no formato de artigo. O propdsito da pesquisa foi avaliar
o potencial de remocdo de N- amoniacal do lixiviado de aterro sanitario por Chlorella sp. em
sistemas livres, em biorreatores conicos alimentados em batelada. Avaliou-se ainda, o

crescimento e a inibicdo da cepa, exposta a diferentes magnitudes de nitrogénio amoniacal.

Capitulo 5- Este capitulo foi elaborado no formato de artigo. O estudo pretendeu investigar a
eficiéncia da Chlorella sp. imobilizada em alginato de célcio em concentragdo de 4%, na
remocao de nutrientes (N e P) de lixiviado de aterro sanitario em biorreator tubular alimentado

em regime continuo.
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CAPITULO 1

O LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO E A
TECNOLOGIA DAS MICROALGAS IMOBILIZADAS
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1.1. O Lixiviado de aterro sanitario

Aterro sanitario é uma tecnologia de disposi¢do final de residuos sélidos urbanos no
solo. Essa tecnologia utiliza principios de engenharia civil e sanitaria para espalhar, compactar
e cobrir com terra diariamente os detritos. Nesse sentido, com o objetivo de proporcionar o
confinamento seguro desses efluentes, evitando dessa forma, riscos a salde publica e
minimizando os impactos ao meio ambiente. Sua construcao deve impermeabilizar o solo para
que o lixiviado ndo atinja os lencois freaticos, contaminando as dguas. Precisa também drenar
o lixiviado, retirando-o do aterro, realizando ainda, a drenagem dos gases, principalmente o
carbdnico, o metano e o sulfidrico (CETESB, 2010).

A disposicao dos residuos solidos urbanos, em aterros sanitarios, tem sido amplamente
utilizada no Brasil. Contudo, a maior desvantagem deste método ¢ a necessidade de area ampla
e de exigéncia do tratamento do lixiviado gerado a partir da fragdo organica putrescivel
adicionada as aguas pluviais. E importante também destacar os problemas advindos do despejo
de nitrogénio e fosforo, que surgem através do vazamento de lixiviado de aterro sanitario nos
corpos aquaticos naturais. Ocasionando assim, pontos de grande preocupacdo, visto que
componentes dessa natureza promovem a redugdo da concentragdo de oxigénio dissolvido, a
eutrofizagdo, provocando desta forma, o bloom da microbiota autotrofica, comprometendo a
qualidade da agua.

Segundo a Politica Nacional de Residuos Sélidos Urbanos (BRASIL, 2010) apenas 0s
rejeitos devem ser destinados aos aterros sanitarios, entretanto, grande quantidade de residuos
solidos (secos e umidos) é direcionada a esses locais (LEITE et al., 2006). No entanto, a reducéo
da disposicdo dos residuos solidos urbanos nos aterros sanitarios € altamente dependente da
separacdo na fonte desses residuos, etapa esta, que € pouco praticada (AL-KHATIB et. al.,
2010).

Nesse contexto, 0s numeros acerca da problematica da geracdo de RSU séo atualizados
e redimensionados a cada ano, em todo o territorio brasileiro. Conforme o Panorama de
Residuos Sélidos do Brasil (ABRELPE, 2018-2019), na regido Nordeste, durante o ano de
2018, foram geradas 53.975 toneladas/dia de RSU (Residuos Solidos Urbanos), representando
uma producéo per capita de 0,951 g/habitante/dia (g/hab.dia™®), das quais, apenas 81,1% foram
coletados. Deste montante coletado, 64,4% (28.183 toneladas diarias) ainda sdo destinados em

lixdes e aterros controlados, os quais ndo oferecem protecdo adequada ao meio ambiente e a
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salde publica. Neste panorama sanitario, a contaminagdo do solo e do lencgol freatico sao,
indiscutivelmente, problemas ambientais vigentes de amplas dimensdes.

Consoante estimativa publicada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o numero da populagdo da cidade de Campina Grande- PB, no ano de 2017, foi de
407.472 habitantes. Considerado a destina¢do dos RSU supracitada, e ainda uma producao per
capita/dia na cidade de 0,9L de lixiviado, conforme Farias (2010), tem-se uma producéo de 367

mS.dia* de lixiviado na cidade de Campina Grande.

1.1.1  Composi¢do Quimica do Lixiviado de Aterro Sanitario

Lixiviado de aterro sanitario é considerado uma agua residudria de alta forca ibnica
devido a nutrientes inorganicos dissolvidos, o que pode levar a salinidade com aumento dos
niveis de fons cloreto (~ 5g ClI". L), sais totais dissolvidos e elevada condutividade em func&o
da presenca de substancias dissolvidas que se dissociam em anions e cations (CHENG et
al.,2013; KJELDSEN et al., 2002). Em se tratando de lixiviado de aterramento de residuos
solidos urbanos identifica-se concentracdo elevada de matéria organica (biodegradavel ou
refrataria), elevada concentracdo de nitrogénio amoniacal, baixa relacdo C/N, bem como
significativas quantidades de metais pesados (OULEGO et al., 2016).

A complexa composi¢do do lixiviado dificulta seu tratamento, desafiando os
pesquisadores na busca de proposicdes que sejam eficientes na melhoria da qualidade sanitéria
desse percolado. A partir de estudos de bioensaios usando diferentes organismos de teste, a
toxicidade do lixiviado foi monitorada e pode-se inferir que de todos 0os compostos toxicos que
permanecem no residuo estabilizado, o nitrogénio amoniacal, em suas formas iénica e livre, foi
identificado como um dos principais toxicos para 0s organismos vivos (CHENG et al.,2013;
KJELDSEN et al., 2002; OSADA et al., 2011)

De acordo com KJELDEN e CHRISTENSEN (2001) e KJELDSEN et al. (2002), os

constituintes do lixiviado podem ser divididos em quatro grupos:

1) Matéria Organica Dissolvida (MOD): expressa como Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) ou Carbono Organico Total (COT), incluindo CH,, &cidos graxos
volateis (em particular na fase &cida) e muitos compostos recalcitrantes, por exemplo,
compostos humicos e falvicos;

1) Macronutrientes Inorganicos: calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na), potassio
(K), aménio (NH*"), ferro (Fe), manganés (Mn), cloretos (CI), sulfato (SO4%),
bicarbonato (HCO?®) e fsforo (P);

111) Metais potencialmente toxicos: cadmio (Cd3*), cromo (Cr3"), cobre (Cu?),
chumbo (Pb?*), niquel (Ni?*) e zinco (Zn?*);
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1VV) Compostos Organicos Xenobidticos: que incluem uma variedade de
hidrocarbonetos halogenados, compostos fendlicos, alcoois, aldeidos, cetonas e
acidos carboxilicos, além de outras substancias caracteristicamente toxicas. Outros
compostos podem ser encontrados em menor concentragdo, como boro (B), arsénio
(As), selénio (Se), bario (Ba), litio (Li), mercurio (Hg) e cobalto (Co).

O lixiviado de aterro sanitario € gerado através do processo de biodegradacdo da matéria
organica presente nos residuos sélidos e a infiltracdo de 4gua de chuva na massa dos residuos
(PERTILE, 2013; HETKA, 2016). Enquanto na concepcao de Peng (2013), lixiviado é um
liquido altamente contaminado que resulta de um grupo de processos ocorridos dentro de
células de aterro: percolacdo da agua da chuva, acumulacdo de umidade e degradacédo
bioquimica. Sua composicdo quimica é bastante variavel, apresentando altas concentracfes de
nitrogénio amoniacal, matéria organica dissolvida, compostos recalcitrantes, metais pesados e

poluentes tdxicos.

1.1.2. Impactos Biologicos de Lixiviados nos ecossistemas

Para dar condicbes de langcamento do lixiviado nos corpos receptores, € necessario o
tratamento que pode ser tanto fisico, quimico quanto biologico (RENOU et al., 2008), ou
combinagGes de ambos os tratamentos para atender a legislacéo brasileira.

Por essa razao, o lixiviado, por possuir carater altamente toxico, deve ser submetido a
tratamentos adequados antes de ser langado ao ambiente ou a redes coletoras de esgoto. Dentre
0s métodos mais utilizados destacam-se o tratamento bioldgico, a recirculacdo em aterros
sanitarios e o tratamento fisico-quimico (NAKAMURA, 2012).

Além disso, o vazamento de lixiviado nos locais de armazenamento de residuos solidos
causa a poluigdo do solo, bem como a poluicdo das &guas subterraneas, devido ao seu contetdo
de cor escura e pesada, com altos niveis de materiais organicos (acidos graxos e acidos
himicos), macro substancias inorganicas (Ca, Mg, K, NH4*, Fe, Mn, Cl, SO+%), substancias
nitrogenadas, metais pesados (Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, Zn), sais organicos e inorganicos clorados e
mesmo em baixas concentra¢@es, hidrocarbonetos aromaticos, fendis e pesticidas (WANG et
al., 2002, MORAWE et al., 1995). Corroborando com esta afirmacdo, Nagarajan et al. (2012)
identificaram a influéncia da percolacdo de lixiviados de aterros sanitarios nas aguas

subterraneas em uma area proxima a um aterro na india. E, ainda, foram registradas elevadas
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concentracBes dos principais contaminantes, afetando a qualidade das 4guas, comprometendo
assim, o equilibrio da biota.

Também, a presenca de metais pesados como 0 arsénio, o chumbo e o mercurio em
lixiviados de aterros, tem sido uma preocupacao emergente da comunidade cientifica. Apesar
de algumas espécies constituirem micronutrientes essenciais, podem ter efeitos toxicos agudos
ou crénicos para 0s organismos, sendo por interferéncia metabdlica, ou mesmo, por mutagénese
quando estdo presentes em concentracfes elevadas (GOVIND e MADHURI, 2004).

No Brasil, 0s processos bioldgicos sdo os mais empregados no tratamento de lixiviado
de aterro sanitario. Todavia, geralmente ocorrem dificuldades ao utilizar tratamentos bioldgicos
para lixiviado, por causa da vazdo e cargas organicas muito varidveis, necessidade de uma
grande area para implantacao, baixa eficiéncia no tratamento de lixiviado estabilizado, e muitas
vezes, o efluente ndo se enquadra nos padrdes estabelecidos pela legislacdo com necessidade
de processos auxiliares que diminuam sua recalcitrancia (LANGE et al., 2006 e CASTILHOS
JR. et al., 2010). Em geral, o lixiviado de aterro sanitario estabilizado necessariamente precisa
de remocdo adicional das substancias organicas e amonia, antes do descarte final (CHU et
al.,1997).

Alguns fatores afetam a composicdo do lixiviado, sendo 0s mais importantes: a
composic¢do do residuo, o local, o projeto, 0 modo de operagdo, condi¢des climaticas ao seu
redor, além da hidrologia local. A idade do aterro também influencia significativamente na
composicdo quimica do lixiviado. Os lixiviados gerados em aterros mais novos tendem a ser
mais biodegradaveis, enquanto que os de aterros mais antigos sdo, em geral, mais recalcitrantes
(LAK et al., 2012; BILA, 2000).

Diante dos enormes desafios do tratamento do LAS, pesquisas tém focado na
implementacdo de alternativas de tratamento e disposicdo dos residuos sélidos urbanos nas
quais seja minimizada a geracdo do LAS, estas se baseiam na implementacdo de Politicas
Publicas e Educacionais que envolvam a populagdo em geral numa discussdo mais ampla, que
promovam projetos de segregacdo dos residuos sélidos na origem, retornando os componentes
inorganicos a cadeia produtiva e ao posterior tratamento da fracdo organica em sistemas

anaerdbios, com pequena geracdo de lodo e liberacdo de CH4 e CO..

Atualmente, as principais tecnologias que permitem a remoc¢do das espécies quimicas
recalcitrantes das aguas acarretam custos elevados, dado que estdo baseadas em processos
fisicos ou quimicos complexos e que podem envolver a utilizacdo de reagentes caros. Nas

opcBes mais comuns incluem-se a precipitacdo quimica, a troca iénica, a filtragdo de membrana,
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mecanismos de adsor¢do, coagulacdo-floculacdo e métodos eletroquimicos (FU e WANG,
2011).

1.1.3. Nitrogénio e fosforo presentes em lixiviado de aterro sanitario

1.1.3.1.Nitrogénio

A quimica do nitrogénio é complexa devido aos diversos estados de oxidacdo que o
elemento pode assumir na natureza. As formas mais comuns de nitrogénio em aguas residuarias
sdo: amonia (NHs), fon amdnio (NH.*), gas nitrogénio (N>), ion nitrito (NO?) e fon nitrato (NO*
) (SAWYER et al., 2003).

Em lixiviados de aterros sanitarios, a forma predominante de nitrogénio é o nitrogénio
amoniacal e o bicarbonato de amonio. O bicarbonato de amonio se forma no interior do aterro,
em meio anaerobio quando a aménia formada pela decomposicdo da matéria organica é
neutralizada pelo acido carb6nico formado pela reacdo entre a umidade do residuo e o didxido
de carbono, também resultante da decomposicdo da matéria organica (CONTRERA, 2008).

AZIZ et al. (2010) avaliam que a existéncia de uma quantidade elevada de N-NHs" em
lixiviados € um dos problemas mais importante rotineiramente enfrentado pelos operadores de
aterro. Esta grande quantidade de N-NH4" é estavel sob situagdes anaerdbias, que tipicamente
acumulam no lixiviado concentragdes mais elevadas do que 100 mg. L™, sendo ent4o, altamente
toxicas para 0s organismos agquaticos.

De acordo com Khan e Mohammad (2014), o excesso de nitrogénio amoniacal no
lixiviado pode desencadear o desequilibrio dos ecossistemas aquaticos, provocando a
mortandade de peixes em decorréncia da alta toxicidade deste. Nessa logica, outra questdo
refere-se ao enriquecimento dos meios aquaticos. Essa consequéncia é conhecida
tradicionalmente como eutrofizacao, e tem se apresentado como um fenémeno bastante adverso

a qualidade dos ecossistemas aquaticos, de dificil controle e remediacédo destes.

1.1.1.4. Assimilagdo de nitrogénio por microalgas

Durante o complexo processo fotossintético, as microalgas assimilam além de COz e

H-O, diversos componentes necessarios a sua fisiologia. Nas reagdes luminosas, a clorofila e
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outros pigmentos absorvem energia luminosa, empregada na fotolise da agua para producdo de
Oz, H* e elétrons. Os elétrons fluem nas membranas tilacéides do cloroplasto através de uma
série de carregadores, incluindo citocromos e quinonas, e séo utilizados na reducdo de NADP
em NADPH. Enquanto os prétons sdo bombeados do limen do tilacoide para o estroma do
cloroplasto pelas ATP sintases, gerando uma forga propulsora para estas enzimas sintetizarem
ATP, a partir de ADP e Pi. Desta forma, na presenga de luz e agua, sdo produzidos ATP e
NADPH, liberando O simultaneamente. Nas rea¢6es de fixacdo de carbono, ou ciclo de Calvin,
0s ATP e NADPH sé&o empregados na condensacdo de CO: a ribulose-1,5-difosfato para formar
3-fosfoglicerato, reduzido a gliceraldeido-3-fosfato (GAP). O GAP pode ser obtido a partir de
compostos organicos e utilizado na formacdo de carboidratos e outras moléculas, e também
segue na rota da glicAlise para ser oxidado em &cido pirdvico, que por sua vez é convertido em
acetil-CoA (HU et al., 2008).

O Nitrogénio é o principal constituinte de proteinas, horménios, moléculas de
transferéncia de energia, construgdo de material genético, clorofila e enzimas envolvidas na
fotossintese. E responsavel por 1-10% de biomassa seca e sua disponibilidade afeta a
fotossintese de microalgas (JIA e YUAN, 2016). Quando o nitrogénio é fornecido em uma
forma oxidada, como nitrato (NO3") ou nitrito (NO2), este é reduzido até amobnia antes de ser
incorporado em moléculas organicas (YANG et al., 2000). O estado de oxidagdo do atomo de
N no nitrato é +5 e na amonia -3, portanto serdo necessarios 8 elétrons na reducéo.

A conversdo de nitrogénio inorganico em formas organicas pode ser realizada por
microalgas eucarioticas via assimilacdo. Inicialmente, o nitrogénio inorganico é transportado
através da membrana plasmaética das células das algas com subsequente reducdo a nitrato e
nitrito por nitrato e nitrito redutase, respectivamente. O proximo passo é a conversao do amoénio
em aminodcidos (glutamina). Redutase de nitrato utiliza a forma reduzida de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) para transferir dois elétrons na reacdo para a conversao de
nitrato em nitrito. Em seguida, o nitrito é ainda mais reduzido a aménio por nitrito redutase e
ferredoxina (Fd) para transferir seis elétrons na reagdo. Todas as formas inorgéanicas de
nitrogénio sdo reduzidas a amonio antes de serem incorporadas em aminoacidos dentro do
fluido intracelular. Finalmente, a glutamina sintetase usando glutamato (Glu) e adenosina
trifosfato (ATP) facilita a incorporacdo de aménio em aminoacido glutamina (CAl et al., 2013).

O amonio é considerado uma fonte preferida de nitrogénio para algas verdes. Apds seu
transporte para o meio intracelular, é geralmente assimilado pelo ciclo glutamina sintetase
(GS)-glutamato sintase (GOGAT) e, em algumas algas verdes sob certas condi¢des pela via da
NADP-glutamato desidrogenase (GDH) (RICHMOND, 1990).
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Quando nitrato e amodnio sdo fornecidos como fonte de nitrogénio, primeiro é
consumido o amoénio e somente depois o0 nitrato, sendo o amdnio utilizado na sintese de
aminoacidos. A incorporacdo do nitrogénio amoniacal pode ocorrer por duas vias: a catalisada
pela enzima glutamina desidrogenase (GDH), que incorpora o nitrogénio amoniacal ao
glutamato através de uma aminacdo redutiva e reversivel formando o 2-oxoglutarato e
alternativamente, através da glutamina sintetase (GS), onde o nitrogénio amoniacal €
incorporado formando glutamina (INOKUCHI & OKADA, 2001; RICHMOND, 1990; YANG
etal., 2000; HELLEBUST & AHMAD, 2013).

Algumas microalgas sdo especificas quanto aos aminoacidos que sdo capazes de
transportar, contudo, as espécies do género Chlorella sdo geralmente mais versateis quanto as
suas capacidades de transporte de aminoacidos (KIRK & KIRK 1978a; SAUER et al., 1983;
SAUER, 1984). O amo6nio parece ser a fonte ideal de nitrogénio para a célula, podendo ser
utilizado imediatamente para a sintese de aminoécidos. Contudo, se a concentracdo de aménio
for muito alta, ela pode ser toxica e resultar em crescimento reduzido (COLLOS &
HARRISON, 2014). O efeito de maior impacto em microalgas € a lise celular imediata
(PROVASOLL, 1958; NAGASOE etal., 2010), ou dentro de algumas horas (ZGUROVSKAYA
e KUSTENKO, 1968) apos a adicdo de amonio.

Na visdo de Giordano et al. (2003), ha efeitos prejudiciais claros de altos niveis de
amonio no conteudo de diatoméaceas e cianoficeas, que também se refletem em taxas de
crescimento reduzidas. Contudo, esse efeito ndo é percebido em Chlorophyceae. Klochenko et
al. (2003) apontam como sugestéo para a maior tolerancia de algas verdes a altas amonio, 0s
fatos de elas possuirem maior atividade do sistema GS/GDH e, portanto, 0 amdnio é convertido

rapidamente em aminoacidos, ao inves de acumular-se na célula.

1.1.2. Fésforo

O lancamento inadequado de aguas residuarias com elevadas concentracdes de fosforo em
corpos hidricos receptores estd vinculado a uma série de alteracGes ambientais, econdmicas e
sociais como resultado da eutrofizacdo dos ecossistemas. Estas alteracGes estéo relacionadas ao
aumento significativo dos custos: de purificacdo de agua potavel, mortes de espécies aquaticas
pela desoxigenacdo da agua, a riscos para a saude humana, em funcdo de toxinas produzidas
por cianobactérias, além da constante ameaca para a diminuicdo da 4gua doce em uma escala
global (MAJED et al., 2012).
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A remogéo do fosforo, constituinte dos mananciais e das guas residudrias através das
diversas tecnologias vigentes, previne eutrofizacio e promove salde publica.
Tecnologicamente, o gerenciamento do fosforo das dguas residuarias ndo esta completamente
estabelecido. As principais tecnologias vigentes incluem abordagens quimicas (precipitacdo
quimica e adsorcao), bioldgicas (sistemas bacterianos, uso macroalgas e microalgas) além de
técnicas de fertirrigacdo (MARONEZE et al., 2014).

Embora esse elemento quimico possuir elevado potencial poluidor, ele estd entre os
elementos quimicos listados como essenciais para 0s seres vivos. Sua funcdo essencial inicia
como constituinte das membranas celulares, participando de inimeros processos metabdlicos.
Dentro da célula, encontra-se ligado as moléculas que participam dos fundamentais processos
ligados a bioenergética celular. O fosforo é também, o centro de armazenamento e
processamento de informacdo genética, fazendo parte das moléculas de RNA e DNA. Desta
forma, atua na integridade e reproducao, transporte de nutrientes, metabolismo energético e
regulacdo de processos metabdlicos essenciais. Em virtude dessas consideracdes, o fosforo é
um elemento de elevada demanda bioldgica, o que o torna limitante na natureza (ELSER, 2012).

O crescimento de algas requer fosforo, pois € um elemento essencial necessario para
constituintes celulares, como fosfolipidios, nucleotideos e acidos nucléicos (MIYACHI et al.,
1964). Constatou-se que as microalgas continham aproximadamente 1% de fosforo em peso
seco (AZAD & BORCHARDT 1970; GOLDMAN, 1980; KAPLAN et al., 1986). No entanto,
em certas condicdes, as microalgas podem ser desencadeadas para absorver muito mais fosforo
do que o necessario para a sobrevivéncia. Essa absorcao adicional de fosforo em niveis mais
altos que os requerimentos para o crescimento € armazenada como polifosfato, que pode entdo
ser usado pela célula como um recurso interno quando a concentracdo externa de fésforo é
limitante para o crescimento (KUHL, 1974). Em trabalho de Powell et al. (2009), foi constatado
que o polifosfato solivel em acido na microalga é dependente da concentracdo de fosfato nas
aguas residuais, intensidade de luz e temperatura.

Considerado um nutriente essencial para o crescimento das algas e, sob certas
condicbes, estas absorvem fdésforo em excesso das necessidades de crescimento
(LARSDOTTER, 2006; POWELL et al., 2009). Sob tais circunstancias, P é absorvido como
ortofosfato e armazenado como granulos de polifosfato para uso como reserva de crescimento
quando houver falta de P no ambiente. Onde o ortofosfato inorganico ndo esta disponivel, as
algas absorverdo o P orgéanico, convertendo-o em ortofosfato na superficie celular através da
enzima fosfatase (LARSDOTTER, 2006).
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Existem dois mecanismos envolvidos no armazenamento de polifosfato em microalgas:
o0 primeiro é quando as microalgas sao privadas de fosforo e, em seguida, re-expostas a ele, o
armazenamento consequente é referido como 'excesso de compensacdo' (AITCHISON e
BUTT, 1973; CHOPIN et al., 1997), ou o ‘fendmeno overshoot' (CEMBELLA et al., 1984). A
compensagdo excessiva ocorre em sistemas naturais, como lagos, onde as microalgas
encontram periodos de fome de fosforo. O outro mecanismo de armazenamento de polifosfato
é referido como "absorcao de luxo™.

O excesso de captacao de fésforo é observado mesmo em células de algas sem privagédo
deste, quando expostas a um ambiente com abundancia de fosforo, conhecido como "luxo" ou
absorcdo de armazenamento. O excesso de P acumulado é armazenado frequentemente como
polifosfato inorganico (Poli-P). Poli-P é um polimero linear ndo ramificado de trés a varias
centenas de residuos SIP (fosfato inorganico sollvel) ligados por ligacGes fosfo-hidreto
(SINGH et al., 2018).

Os polifosfatos sdo moléculas de cadeia longa de comprimento variavel e geralmente
sdo divididos em dois tipos: polifosfato solivel em acido (ASP) e polifosfato insoltivel em acido
(AISP). Esses sdo nomeados de acordo com o0 método de extracdo quimica usado para analise.
Acredita-se que os polifosfatos soliveis em &cido sejam moléculas de cadeia mais curta e
estejam envolvidos no metabolismo (BROWN & SHILTON, 2014), enquanto a AISP s&o
polifosfatos de cadeia mais longa que sdo usados para armazenamento de fosforo em longo
prazo (MIYACHI et al., 1964).

Na concepcdo de Miyachi et al. (1964), existem pelo menos quatro conjuntos Poly-P
conhecidos, denominados A B, C e D. Os polifosfatos soliveis em &cido (A e C) estdo
prontamente disponiveis para a sintese de DNA e proteinas, enquanto os polifosfatos insoltveis
em &cido (B e D) servem como armazenamento. O fosforo intracelular pode ser usado pelas
microalgas para varios processos. As duas principais vias sdo a producgdo de polifosfatos e a
producéo de substancias, como fosfolipidios ou RNA, que sdo necessarias para 0 metabolismo.
Isto significa que a quantidade liquida de fésforo disponivel para a producdo de polifosfato
depende da taxa de absorcdo de fosfato através da parede celular e do uso subsequente de
fosforo para o crescimento (POWELL et al., 2009). Na Figura 1 esta apresentado o mecanismo
de assimilacdo de fdsforo total e nitrogénio amoniacal, este segundo, através das enzimas GDH

e GS e pelas microalgas.
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Figura 1. Mecanismos de assimilacdo de nitrogénio amoniacal e fosforo total pelas

microalgas.
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As microalgas verdes Scenedesmus sp. e Chlorella sp. sdo destacadas pela eficiéncia em
absorcdo de fosforo no ambiente natural, tendo sido desenvolvidos trabalhos que indicam a
remocéo efetiva de P das &guas residuarias em uma variedade de configuracbes (AZAD &
BORCHARDT, 1970). Por exemplo, niveis elevados (até 90%) de remocdo de P foram
alcancados pela imobilizacdo destas microalgas em substrato sintético, folhas ou como esferas
(WEI et al., 2008). Sukacova et al. (2015) alcancaram taxas de remocao de P de até 98% usando
um fotobiorreator de biofilme tratando aguas residuarias. Em contraste, Kesaano et al. (2015)
relataram taxas de remocéo de P de apenas 41% de um biofilme de algas cultivadas, embora a
remocdo de N tenha sido de até 100%, sugerindo que o N pode ter sido limitante em seus
sistemas.

Diante do exposto, é imperativo a aplicacdo da fitorremediacdo como ferramenta
biotecnoldgica no tratamento dos lixiviados com a finalidade de evitar o comprometimento da

qualidade ambiental, a exemplo do enriquecimentos dos corpos aquaticos e da salde publica.

1.2. Imobilizacao celular
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A imobilizacdo consiste na retencdo de células ou enzimas em uma estrutura fisica
insollvel, que as obriga a permanecerem em uma regido particular do biorreator. Este processo,
quando realizado por microrganismos forma biofilmes, flocos e pellets, considerado assim um
fendmeno comum na natureza (PRADELLA, 2001).

O uso de microalgas imobilizadas tem sido investigado em varios segmentos, a exemplo
do farmacoldgico, nutricional e no tratamento de aguas residuérias. O confinando de microalgas
vivas dentro de um gel que é moldado em contas, supera muitas das barreiras dos sistemas
abertos, como o da saida da biomassa dos biorreatores (MALLICK, 2002). Esses géis sdo
hidrofilicos com pequenos poros para permitir a difusdo de &guas residuais para as células de
microalgas aprisionadas. A imobilizagdo promove maior afinidade do microrganismo pelo
substrato e maior tolerancia as altas concentracdes de compostos toxicos ao crescimento
microbiano, uma vez que a matriz de imobilizacéo resulta, geralmente, na maior protecdo das
celulas (COVIZZI et al., 2007).

Essa tecnologia apresenta diversas vantagens operacionais:

(I) proporciona estabilidade o design do sistema fotobiorreator (I1) melhora a
estabilidade operacional (I11) favorece a regeneracdo das microalgas imobilizadas
(IV) evita o esgotamento celular (V) facilita a cultivo de microalgas e facil colheita
de biomassa (V1) alta e rapida absorcdo de nutrientes com curto TDH (VII) permite
bioprocesso com melhor iluminagdo, eficiéncia de utilizagdo por area e maiores
densidades celulares (VI11) concentragdes de metabolitos (1X) alta tolerdncia contra
ambientes adversos como pH, temperatura, radiacéo ultravioleta e compostos toxicos
(X) protegem culturas envelhecidas contra os efeitos nocivos da fotoinibicdo (XI)
protegem as microalgas da predacdo pelo zooplancton selvagem (XII) aumenta a
capacidade de biossorcao e bioatividade da biomassa; e (XI11) permite a imobilizacéo
de mais de um microrganismo (EROGLU et al., 2015; VASILIEVA et al., 2016).
Os materiais imobilizantes possuem propriedades geralmente hidrofilicas favorecendo
maior difusdo de aguas residudrias nas esferas. Polimeros naturais como alginato, carragenina
e quitosana sdo 0s mais comuns materiais imobilizadores usados no tratamento de aguas
residudrias (SHI et al., 2007; MORENO-GARRIDO, 2008; EROGLU et al., 2015). Sendo isto
devido as seguintes vantagens: (i) ndo-téxicos, econémicos e de facil processamento; (ii)
transparéncia e permeabilidade; (iii) elevada taxa de difusdo de nutrientes; (iv) produtos
ambientalmente sustentaveis, pois produzem menos residuos perigosos apos o tratamento; e (v)
sdo biocompativeis (EMPARAN et al., 2018).
Segundo Eroglu et al. (2015), o efeito duplo da taxa fotossintética aumentada e da troca
ibnica entre os ions nutrientes e a matriz imobilizada resulta na remocéo eficiente de nutrientes
das aguas residuarias. Géis aniénicos (como carragenina e alginato) adsorvem céations (por

exemplo, NHz") e anions (PO4>, NO3z", NO2) com alta eficiéncia.



40

Sao descritos a seguir, seis grupos de métodos de imobilizacdo: adsorcéo, floculacéo,
ligacdo covalente, ligacdo cruzada, aprisionamento em membranas semipermeaveis e

aprisionamento em gel.

1.2.1. Adsorc¢ao

A adsorcdao de um biocatalisador a um suporte macroscépico insolivel em agua é o
método 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. Nesse sentido, madeira, serragem,
carboximetilcelulose, dietil-aminoetil-celulose (DEAE-celulose), terra diatomacea, bentonita e
alumina séo bons exemplos de suportes para adsor¢do (FABER, 1995; MORENO-GARRIDO,
2008).

Aknhtar et al. (2004) utilizaram biomassa de Luffa cylindrica para imobilizar células de
Chlorella sorokiniana e remover o niquel (I1) de solucdes aquosas. Este sistema imobilizado
demonstrou acumular 25% mais de niquel do que células livres apds a exposicéo de 20 minutos.
Huang et al. (2003), imobilizou Chlorella pyrenoidosa em sulfato de acetato de polivinilo
(PVA) para a remocdo de nitrato e fosfato, os resultados indicaram que as microalgas se

reproduziram rapidamente dentro de um suporte de gel de PVA sob pH variando de 5 a 10.

1.2.2. Floculagao

No processo de floculagdo ocorre a agregacao de células entre si, este, pode ocorrer
naturalmente ou ser artificialmente induzido com a adi¢do de agentes floculantes. A quitosana
é o0 agente floculante mais amplamente empregado, obtido a partir da quitina do exoesqueleto
de artropodes. Consiste de um amino polissacarideo biodegradavel formado por unidades de b-
D-glucosamina (2-amino-2-desoxi-b-D-glucano) unidas por ligacdes (1, 4) (OUNGBHO &
MULLER, 1997). Os grupamentos amino conferem carga positiva, promovendo a capacidade
de adsorver particulas carregadas negativamente.

A prética da floculagdo tem sido utilizada principalmente na inddstria de bebidas, uma
vez que a floculacdo das células de Saccharomyces cerevisiae afeta positivamente o tempo da
fermentacdo, facilita a remocao das células e contribui para o aumento da qualidade da cerveja.
(MORENO GARRIDO, 2008).
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1.2.3. Ligagao covalente

Ligacdo covalente é uma técnica utilizada para a imobilizacdo de enzimas, nesse
método, suportes sdo funcionalizados para conter um grupamento quimico responsavel pela
imobilizacdo do biocatalisador. Os grupos funcionais mais investigados sdo amino, carboxila,
e 0 grupo de compostos fenolicos de tirosina. As enzimas sdo covalentemente ligadas ao apoio
através dos grupos funcionais das mesmas, que ndo sdo essenciais para a atividade catalitica
(VILLENUEVE et al., 2000).

Muitas vezes, é aconselhavel realizar a imobiliza¢&o na presenca de seu substrato ou um
inibidor competitivo de modo a proteger o sitio ativo. A ligacdo covalente também deve ser
otimizada de modo a ndo alterar a sua flexibilidade estrutural, pois a desvantagem deste método
é a necessidade de condicdes severas de reacdo, a exemplo das altas temperaturas (FABER,
1995). A principal vantagem dessa técnica € evitar a dessor¢do da enzima, além disso as
enzimas obtidas imobilizadas sdo geralmente muito estaveis e resistentes a condi¢des extremas
de pH e temperatura. Contudo, pode-se verificar uma perda de atividade inicial do
biocatalizador, uma vez que a estrutura tridimensional da enzima é consideravelmente
modificada apds ligagdo ao suporte (VILLENUEVE et al., 2000).

1.2.4. Ligacao cruzada

Na ligacdo cruzada envolve a unido covalente de enzimas séo ligadas umas as outras
através de ligacdes covalentes, obtendo-se estrutura tridimensional complexa e insoltvel de alta
massa molecular (BICKERSTAFF, 1997). As moléculas também podem ser ligadas entre si
através de outras proteinas, como albumina. Os reagentes bifuncionais mais usados com este
objetivo sdo o glutaraldeido, dimetiladipimidato, dimetilsuberimidato e disocianato de
hexametileno. As ligacOes sdo estabelecidas entre os grupamentos amina, sulfidrila e hidroxila.
Os efeitos difusionais sdo importantes, ja que boa parte da enzima esté localizada no interior de

uma complexa estrutura que impede 0 acesso ao substrato (FABER, 1995).
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1.2.5. Aprisionamento em membranas semipermeaveis

Neste método, os biocatalisadores (células ou enzimas) sdo mantidos em uma regido da
solucdo, 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 0s
biocatalisadores ficam retidos. As limitagdes difusionais podem ser intensas, mas ndo hé risco

de desnaturagéo da enzima ou perda da viabilidade celular (FABER, 1995).

O sistema mais difundido para o aprisionamento de enzimas numa rede polimérica € o
gel poliacrilamida é realizada na presenca da enzima. Contudo, o suporte age como uma barreira
a transferéncia de massa (BICKERSTAFF, 1997).

1.2.6. Aprisionamento em gel

Atécnica, aprisionamento em gel, 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 imobilizacdo celular depende da
limitacdo imposta pela porosidade do material e do acumulo de biomassa no interior da matriz.
O aprisionamento em gel é o método mais utilizado para imobilizacdo de células vivas
(PRADELLA et al., 2001).

O gel polissacarideo mais comumente usado em imobilizacdo celular 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 tdxico, tem baixo custo, possui alta afinidade pela agua e
as células ndo sofrem variacgdes fisico-quimicas extremas durante o processo de imobilizacédo
As microalgas sdo imobilizadas em varios polimeros para diferentes fins biotecnoldgicos, como
estudos de morfologia, producdo de substancias quimicas finas, producdo de energia e
tratamento de aguas residuarias (MORENO-GARRIDO, 2008).
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O principal mecanismo de imobilizagdo, por aprisionamento em matriz polimérica,
consiste na mistura de células microbianas com um composto polimérico com cargas negativas
(alginato, pectato). A formacao das esferas de alginato de calcio ocorre através de uma reacéo
denominada geleificagdo i6nica. Para tanto, uma suspenséo de células microbianas em solugéo
de alginato de sddio é gotejada em uma solugdo i6nica de concentracdo adequada, geralmente
CaCl, para a formacdo do gel de diferente porosidade (CULPI et al., 2010). A ligacao dos ions
Ca?* aos residuos de guluronato resulta na formagao de esferas de gel de alginato consistentes
e insollveis. As caracteristicas dos biocatalizadores imobilizados formados dependerdo da
velocidade de fluxo, densidade da solucdo de polimero e concentragdo da solucdo iénica na
qual o gel ser& formado (WANG et al., 2005).

Em sistemas de imobilizacdo polimérica, semelhante a outros sistemas de biofiltracdo,
ha separacéo fisica entre 0s microrganismos e as aguas residudrias tratadas. Os microrganismos
sdo imobilizados vivos dentro do polimero, pois seus poros sdo menores do que 0S
microrganismos, enquanto o fluido se desloca através da matriz e sustenta seu metabolismo e
eventual crescimento. A imobilizacdo em polimeros é especificamente importante no
tratamento de aguas residuarias, pois, soluciona o problema inerente da biomassa produzida por
microalgas suspensas nas aguas residuarias (VALDERRAMA et al., 2002).

Em estudo realizado por ANISHA & PREMA (2008) foram imobilizadas células de
Streptomyces griseoloalbus em esferas de alginato de célcio, conseguindo aumentar a
produtividade da enzima galactosidase em comparacdo com o 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 Ledo (2002) utilizaram células
de Kluyveromyces marxianus imobilizadas em alginato de célcio para a obtengdo de leite com
baixo teor de lactose. A capacidade de conversdo da lactose em etanol e CO2 foi constante
mesmo apos 23 ciclos.

A luz de Singh (2003), as microalgas imobilizadas apresentaram expressivas melhorias
em seu metabolismo e fisiologia. A imobilizacdo, em esferas de alginato das microalgas ricas
em hidrocarbonetos, Botryococcus braunii e Botryococcus protuberans, produziu um aumento
significativo na clorofila, carotenoides, peso seco e lipidios durante as fases de crescimento
estacionario e em repouso, comparando as células vivas livres. A fotossintese em ambas as

espécies foi melhorada, em relagdo as células livres com senescéncia retardada.
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E importante ressaltar a limitagdo de transferéncia de massa imposta aos processos de
imobilizacdo celular em géis, pois, geralmente, a quantidade de oxigénio que adentra as
microesferas do gel de carragenan ¢ estimada na faixa de 0,08 a 0,1mm?, enquanto que em géis
de alginato, estes valores sdo um pouco maiores, entre 0,1 a 0,16 mm3 (OGBONNA et al.,
2001). 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 é toxico, é de simples separacdo e apresenta boas propriedades mecénicas e de
difusdo. O crescimento celular nestes tipos de imobilizacdo depende da limitagdo imposta pela
porosidade do material e do acimulo de biomassa no interior da matriz. Sdo varios os géis
utilizados como: agar, agarose, goma carragenana, alginato e quitosana, além de géis como o
alcool polivinilico (PARASCANDOLA et al., 2006).

Em estudo de Filippino et al. (2015) foi demonstrado o desempenho de microalgas
imobilizadas para um sistema continuo de tratamento de PO4> com um maximo concentraco
entre 0,4 e 1,8 mg. L%, com uma remediagéo de 60 a 100% em TDH de 12 horas sob diferentes
condigdes de iluminacdo e adicdo de CO,. No Quadro 1, sdo apresentados resultados de alguns

estudos de remocao de nutrientes utilizando sistemas de algas imobilizadas.



Quadro 1- Estudos de remocéo de nitrogénio e fésforo utilizando a microalga Chlorella

imobilizada.
Matriz Espécie Algal Poluente Alvo Referéncia
Imobilizante
Esferas de Chlorella Fosfato, Nitrato Mallick & Rai (1994)
Carragena vulgakEris; e Nitrito
cianobactéria
Anabaena
doliolum
Esferas de Alginato Chlorella Amoénio e Travieso et al.(1996)
vulgaris, Fosfato
Chlorella
kessleri,
Scenedesmus

Esferas de alginato

Esferas de alginato

Esferas de alginato

Esferas de Alginato

Esferas de Alginato

quadricauda

Chlorella
vulgaris

Chlorella
vulgaris;
cianobactéria
Anabaena
doliolum

Chlorella
sorokiniana e A.
brasilense (co-
imobilizados)

Chlorella sp.

Chlorella sp.

Amonio, Fosfato

Amonio, Fosfato

Fosfato

P-Total,
Ortofosfato

Amonio

Tam e Wong (2000)

de-Bashan et al. (2002b)

Hernandez et al., (2006)

Silva et al. 2019

Silva et al. 2019

Fonte: modificado de Eroglu et al. 2015; Silva et al. 2019(a); Silva et al. 2019(b).
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Tam &Wong (2000) imobilizaram Chlorella vulgaris em matriz de alginato de célcio

para a remogédo de N e P de efluente doméstico sintético. Foram obtidas remogdes completas

de NH.4" e cerca de 95% de PO.* operando biorreatores em TDH de 24 h, com relagéo ideal de

12 esferas para cada 3 mL de substrato a ser tratado.

Em estudo desenvolvido por De-Bashan et al., (2002) aplicando a Chlorella vulgaris

co-imobilizada com a bactéria Azospirillum brasilense em alginato de célcio, visando a

remogao de ion amdnio e ortofosfato de efluente sintético. As remocdes registradas nas esferas

com a microalga em participacdo com a bactéria foram significativamente maiores em

comparagdo com as esferas que continham apenas a Chlorella vulgaris.
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Hernandez et al. (2006) estudaram a Chlorella sorokiniana e Chlorella vulgaris co-
imobilizadas com Azospirilum brasilense para a remocad de fésforo total de aguas residuarias
domésticas. Foram obtidas remocOes de até 72% de fdsforo total apds pré- privacdo de
nutrientes para a cultura. Foram registradas melhores remocdes em cargas mais elevadas e

culturas co-imobilizadas em comparagdo as algas imobilizadas sem a bactéria.

Silva et al. (2019), isolaram cepas de Chlorella sp. de uma série de 04 reatores de fluxo
horizontal abertos, que tratavam lixiviado de aterro sanitario com alta concentracdo nitrogénio
amoniacal diluido em esgoto sanitario. A microalga foi imobilizada em matriz de alginato de
calcio. Foram monitorados biorreatores tubulares com volumes de 0,1 e 1,0 L alimentados com
efluente advindo de um filtro aerébio na remocéo de ortofosfato e P-Total. Nos biorreatores de
1L recheados com aproximadamente 1,2619x10* esferas em concentragdo afluente de fosforo
total de 6,3 mg.L?, tendo sido registrada remogio média de 81% em TDH de 3h. Nos
biorreatores de 0,1L foram registradas ao final de um perfil de 5 h, eficiéncia média de remocao
em torno de 87% para ortofosfato e 79,6% para P- Total.

1.2.6.1. Alginato e quitosana como matrizes imobilizantes

O alginato é um copolimero linear pertencente a um grupo de polissacarideos
comumente extraido da parede celular de algas marinhas marrons (MACKIE et al., 2016). Sua
estrutura quimica estara visualizada na Figura 3, compondo cerca de 40% da massa seca de
varias espécies de algas marinhas (Phaeophyta), o alginato promove flexibilidade e rigidez a
parede celular. Extraem-se anualmente, 30 mil toneladas de alginato das algas marinhas, valor
que representa menos de 10% do material naturalmente biossintetizado por elas (GARCIA-
CRUZ et al., 2008).

O alginato é considerado um polissacarideo natural biocompativel e biodegradavel
utilizado na imobilizacdo de proteinas e células, devido as suas vantagens significativas, como
a boa biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e simplicidade de preparacdo (LU
et al., 2005, ZHOU et al., 2010).

Ainda, o alginato é constituido de sais de &cidos alginicos, sendo estes, o &cido
manurénico (M) e o é&cido gulurdnico (G). Esses é&cidos se ligam, formando blocos
homopoliméricos M-M e G-G ou heteropoliméricos M-G. Esta ligacdo ocorre de acordo com a

posicdo mais favoravel energeticamente. A proporcdo dos blocos € dependente da espécie de
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alga marinha da qual se extrai o alginato. O comprimento e o nimero de blocos determinam as
propriedades fisicas do material extraido (GARCIA-CRUZ et al., 2008).

Nesse universo, o alginato de sodio € um composto amplamente utilizado em diversos
setores por ser solvel em agua e tornar-se insoltvel na presenca de cations bivalentes (Ca*™
Mg*™, por exemplo). Esses cations se ligam entre os blocos homopoliméricos linerares
conforme esta apresentado na Figura 2, formando uma estrutura conhecida por egg-box model
(modelo caixa de ovo), formando, assim, uma estrutura tridimensional gelatinosa, unida por
ions de calcio ou magnésio (SOUZA et al., 2008).

Figura 2. Representacdo da ligacéo dos blocos de homopolimeros através de
lons de célcio, formando 0 egg-box model
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O alginato apresenta propriedades unicas que o tornam um produto de grande
importancia comercial pela sua capacidade de geleificar e espessar solugdes, assim como no
seu potencial biotecnol6gico como suporte para a imobilizacdo de enzimas e células. O uso de
gel de alginato na imobilizacdo celular é muito versatil e apresenta diferentes aplicaces,
possibilitando o uso de células vivas ou inativadas em biorreatores possibilitando aplicacGes
inovadoras em diferentes areas de conhecimento (MULLER et al., 2011).

Um fator a ser considerado € que o gel de alginato limita a transferéncia de oxigénio no
interior do gel, o que pode ser vantagem ou desvantagem, dependendo do tipo de biocatalisador
retido (ZAIN et al., 2011). Uma das principais causas do rompimento das esferas de alginato é
a acdo de agentes quelantes, sendo este um problema simples de ser minimizado com a adi¢ao
de mais ions de célcio (Ca?*) no meio (KAWAGUTI e SATO, 2009).

Quitosana ¢ um produto obtido da quitina, extraido e isolado de exoesqueleto de
crustaceos como lagostas, camardes e caranguejos. E também considerado um polissacarideo

biocompativel, biodegradavel e ndo toxico. Estudos mostraram que a formacdo de
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microcapsulas de alginato-quitosana exibiram uma melhor biocompatibilidade e resisténcia
mecanica (WANG et al., 2006). Este carboidrato é insollvel em agua, mas que pode ser
solubilizado em é&cido acético diluido através de formacédo do seu acetato (THANOO et al.,
1992). Quimicamente ¢ o B (1—4) -2-amino-2-desoxi-D-glicose, obtido pela hidrdlise dos
grupos aminoacetil da quitina, um polissacarideo abundante, componente estrutural das
carapacas protetoras de crustaceos (KAS, 1997).

A quitosana, considerada um polimero catiénico que interage com o alginato, sendo
este, um polissacarideo linear ani6nico, os dois polimeros formam uma matriz tridimensional
através da interacdo ibnica entre grupos amino protonados da quitosana e por¢des de carboxilato
de alginato (YU et al., 2011; ZHOU et al., 2010) para preparacdo de um polimero composto.
Na Figura 3 esta apresentada a ligacdo entre a carboxila do alginato e a amina da quitosana,

formando o complexo alginato-quitosana.

Figura 3. Ligacéo entre alginato e quitosana para formar o complexo alginato-quitosana.
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Fonte: WANG, (2006)

A aplicacdo biotecnoldgica dos polimeros na imobilizacdo de microalgas visando a
recuperacdo de recursos presentes em aguas residudrias, apresenta-se como uma ampla janela
de possibilidades principalmente no que concerne a melhor compreensao da fisiologia da célula

e a mitigacdo da problematica da eutrofizacdo dos corpos aquaticos.

REFERENCIAS

ABRELPE (Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais) -
Panorama dos Residuos Solidos do Brasil. 2018-2019. Disponivel em:
http://abrelpe.org.br/download-panorama-2018-2019, Acesso em: 13 de janeiro de 2020.


http://abrelpe.org.br/download-panorama-2018-2019

49

AITCHISON, P.A.; BUTT, V.S. The relation between the synthesis of inorganic
polyphosphate and phosphate uptake by Chlorella vulgaris, Journal of Experimental
Botanyc, v. 24, p. 497-510. 1973.

AKHTAR, N.; IQBAL, J.; IQBAL, M. Enhancement of lead (1) biosorption by microalgal
biomass immobilized onto loofa (Luffa cylindrica) sponge. Eng. Life Sci., v. 4, p. 171-178,
2004b.

AL-KHATIB, I. A;; MONOU, M.; ZAHRA, F. A. A. S.; SHAHEEN, H. Q.; KASSINOS, D.
Solid waste characterization, quantification and management practices in developing
countries. A case study: Nablus district — Palestine, Journal of Environmental
Management, p. 1-8, 2010.

ANISHA, G.S & PREMA, P. Cell immobilization technique for the en haced production of
galactosidase by Streptomyces griseoloalbus. Bioresource Technology, v. 99, n. 9, p. 3325-
3330, 2008.

AZAD, H. S & BORCHARDT, J. A. Variations in phosphorus uptake by algae. Environ.
Sci. Technol., v.4, p. 737-743, 1970.

AZIZ, S.Q.; AZIZ, H.A.; YUSOFF, M.S.; BASHIR, M.J.K. Leachate characterization in
semi-aerobic and anaerobic sanitary landfills: a comparative study. Journal of Enviromental
Management.v.91, p.26082614, 2010.

BICKERSTAFF, G, F. Immobilization of enzymes and cells. In: SCHMAUDER, H, P (Ed).
Methods in biotechnology. Totowa: Humana Press. v.1, p 1-11, 1997.

BILA, D. M. Aplicagéo de Processos Combinados no Tratamento do Chorume. Rio de
Janeiro, XIV, 95p - Dissertacdo de Mestrado - Universidade Federal do Rio de
Janeiro.2000.

BRASIL. Lei n®12.305 de 2 de agosto de 2010. Institui a Politica Nacional de Residuos
Solidos, altera a Lei n° 9.605, de 12 de fevereiro de 1998 e da outras providéncias. Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 2 de ago. de 2010.

BROWN, & SHILTON, A. Luxury uptake of phosphorus by microalgae in waste stabilization
ponds: current understanding and future direction. Rev. Environ Sci. Biotechnol.,v. 13, p.
321-321, 2014.

CAI, T., PARK, S. Y., & LI, Y. Nutrient recovery from wastewater streams by microalgae:
Status and prospects. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.19, p.360-369, 2013.

CASTILHOS JUNIOR, A. B.; DALSASSO, R. L.; ROHERS, F. Pré- tratamento de lixiviados
de aterros sanitarios por filtracdo direta ascendente e coluna de carvdo ativado. Eng. Sanit.
Ambient., v.15, n.4. p. 385-392, 2010.

CEMBELLA, A.D.; ANTIA, N.J.; HARRISON, P.J. The utilization of inorganic and organic
phosphorous compounds as nutrients by eukaryotic microalgae: a multidisciplinary
perspective: part 2. CRC Critical Reviews in Microbiology, v.11, p.13-81, 1984.



50

CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/Institucional/glossario/glossario_a.asp. Acesso em: 13 de jan. de
2020.

CHENG H-X; TIAN G-M. Preliminary evaluation of a newly isolated microalgae
Scenedesmus sp. CHX1 for Treating Landfill Leachate. Intell Syst Des Eng Appl., 2013.

CHOPIN, T.; LEHMAL, H.; HALCROW, K. Polyphosphates in the red macroalga Chondrus
crispus (Rhodophyceae). New Phytologist, v.135, p.587-594, 1997.

CHU, C.R.; SOONG, C.K. Numerical simulation of wind-induced entrainment in a stably
stratified water basin. Journal of Hydraulic Research, v. 35, p. 21-41, 1997.

COLLOS, Y.; HARRISON, P.J. Acclimation and toxicity of high ammonium concentrations
to unicellular algae, Elsevier. Marine Polluition Bulletin. , v.80, p.8-23, 2014.

CONTRERA, R. C. Tratamento de lixiviados de aterros sanitarios em sistema de reatores
anaerdbio e aerébio operados em batelada sequencial. Tese de Doutorado — Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, 2008.

COVIZZIl, L. G.; GIESE, E. C.; GOMES, E.; DEKKER, R. F. H.; SILVA, R. Imobilizacdo de
células microbianas e suas aplica¢fes biotecnologicas. Semina: Ciéncias Exatas e
Tecnoldgicas, v. 28, p. 143-160, 2007.

CULPI, T. A.; PASQUALIM, P.; FIN, M. T.; SASSO, D. G. B.; KAMINSKI, G. A. T ;
FUJIWARA, G. M.; NUNES, P. M. P.; RODRIGUES, B. H.; DIAS, J. F. G.; ZANIN, S. M.
W. Importancia de parametros de controle na elaboracio de microparticulas de Ca?" -
alginato. Visao Académica, v. 11, p. 38-44, 2010.

DE- BASHAN, L. E.; MORENO, M.; HERNANDEZ, J. P.; BASHAN, Y. Removal of
ammonium and phosphorus ions from synthetic wastewater by the micro-algae Chlorella
vulgaris co-immobilized in alginate beads with the micro-algae growth-promoting bacterium
Azospirillum brasiliense. Water Resourch. , v. 36, p. 2941-2948, 2002.

ELSER, J. J. Phosphorus: a limiting nutrient for humanity. Current Opinion in
Biotechnology, v. 23, p. 933-938, 2012.

EMPARAN, Q.; HARUN, R.; DANQUAH, M.K. Role of phycoremediation for nutrient
removal from wastewater: a review. Applied Ecology and Environmental Research. v.17,
p.889-915. 2018.

EROGLU, E; SMITH, S, M; RASTON, C, L. Application of various immobilization
techniques for algal bioprocesses In: biomass and biofuels from microalgae. Advances in
Engineering and Biology. Springer, p. 3-9, 2015.

FABER, K. Special echniques: mmobilization. In: . biotransformations in organic
chemistry: A Textbook. 2 ed. Berlin: Springer-Verlag, p. 312-322, 1995.



51

FARIAS, D.S, Tratamento conjugado de aguas residudrias e lixiviado de aterro sanitario em
lagoas de estabilizacdo rasas. Dissertacdo de Mestrado. 96p. UEPB, Campina Grande- PB,
2010.

FILIPPINO, K, C.; MULHOLLAND, M, R & BOTT, C, B. Phycoremediation strategies for
rapid tertiary nutrient removal in waste stream. Algal Research, v. 11 p.125-133, 2015.

FU, F & WANG Q. “Removal of heavy metal ions from wastewaters: A review. ” Journal of
Environmental Management, v. 92, p. 407-418, 2011.

GARCIA-CRUZ, C.H; FOGETTI, U; SILVA, A, N. Alginato bacteriano: aspectos
tecnoldgicos, caracteristicas e produgdo. Quimica Nova, v. 31, n. 7, p. 1800-1806, 2008.

GIORDANO, M.; NORICI, A.; FORSSEN, M.; ERIKSSON, M.; RAVEN, J.A. An
anaplerotic role for mitochondrial carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. Plant
Physiol. , v.132, p. 2126-2134, 2003.

GOLDMAN J, C. Physiological aspects in algal mass cultures. In: Shelef G, Soeder CJ (eds)
Algae biomass, production and use. Elsevier, Amsterdam,1980.

GOVIND, P, & MADHURI, S. “Heavy metals causing toxicity in animals and fishes.”
Research journal of animal, veterinary and fishery sciences, v. 2, p. 17-23, 2004.

HE, S & XUE, G. Algal-based immobilization process to treat the effluent from a secondary
wastewater treatment plant (WWTP). Journal Hazard Mater., v. 178, p. 895-899, 2010.

HELLEBUST, J.A & AHMAD, |. Regulation of nitrogen assimilation in green microalgae,
Journal Biological Oceanography, v. 6, p.241-255, 2013.

HEMENS J, MASON M. H. Sewage nutrient removal by a shallow algal stream. Water
Research, v.2, p.277-287, 1968.

HERNANDEZ, J.P.; DE-BASHAN, L, E.; BASHAN, Y. Starvation enhances phosphorus
removal from wastewater by the microalga Chlorella spp. co-immobilized with Azospirillum
brasilense. Enzyme and Mictrobial Technology. v.38, p. 190-198. 2006.

HETKA, C. C. I.; SOUZA, B. J.; VIDAL, M. C.; SOUSA, V. K. Tratamento de lixiviado de
aterro sanitario por coagulacdo, ultrafiltracdo e processo oxidativo avangado. Revista AIDIS
de Ingenieriay Ciencias Ambientales, v. 9, n. 2, p. 240 — 255, 2016.

HU, W. H.; SONG, X. S.; SHI, K; XIA, X. J.; ZHOU, Y. H.; YU, J. Q. Changes in electron
transport, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase isoenzymes in chloroplasts and
mitochondria of cucumber leaves as influenced by chilling. Photosynthetica, v.46, p.581-
588, 2008.

HUANG, G.L.; WANG, Y. Nitrate and phosphate removal by co-immobilized Chlorella
pyrenoidosa and activated sludge at different pH values. Water Qual. Res. J. Can. , v. 38, p.
541-551, 2003.



52

INOKUCHI, R., OKADA, M. Physiological adaptations of glutamate dehidrogenase isosyme
activities and other nitrogen-assimilation enzymes in the microalgae Bryopsis maxima. Plant
Science, v. 161, p. 35-43. 2001.

JIA H.; YUAN Q. Removal of nitrogen from wastewater using microalgae and microalgae-
bacteria consortia. Cogent Environ Science, v. 2 p.1-15, 2016.

KAPLAN, D.; RICHMOND A. E.; DUBINSKY Z.; AARONSON S. Algal nutrition. In:
Richmond AE (ed) CRC handbook of microalgal mass culture. CRC Press, Boca Raton,
1986.

KAWAGUTI, H. Y.; SATO, H. H. Isomaltulose production, a new sucrose substitute, using
microbial glucosyl transferase. Quimica Nova, v. 31, n. 1, p.134-143, 2009.

KESAANO, M.; GARDNER, R. D.; MOLL, K.; LAUCHNOR, E.; GERLACH, R;;
PEYTON, B. M., Dissolved inorganic carbon enhanced growth, nutrient uptake, and lipid
accumulation in wastewater grown microalgal biofilms, Bioresource Technology, v. 180, p.
7-15, 2015.

KHAN, M. N & MOHAMMAD, F. “Eutrophication: challenges and solutions.” In
eutrophication: causes, consequences and control, dordrecht: Springer Science, v. 2 2014.

KIRK, M, M & K, L, KIRK. Carrier-mediated uptake of originine and urea by Volvox carteri
f. nagariensis. Plant Physiol., v. 61, p.451-458, 1978a.

KJELDEN, P.; CHRISTENSEN, T, H. A simple model for the distribution and fate of
organic chemicals in a landfill: MOCLA. Waste Management & Research, v. 19, p. 201-
216, 2001.

KJELDSEN, P.; BARLAZ, M, A.; ROOKER, A, P.; BAUN, A.; LEDIN, A;
CHRISTENSEN, T, H. Present and long-term composition of MSW landfill leachate: a
review. Critical Reviews in Environmental Science and Technology, v. 32, p. 297-336,
2002.

KLOCHENKO, P.D.; GRUBINKO, V,V.; GUMENYUK, G,B.; ARSAN, O,M. Peculiarities
of ammonium nitrogen assimilation in green and blue-green algae. Hydrobiology Journal, v.
39, p. 102-108, 2003.

KUHL A. Phosphorus. In: Stewart WDP (ed) Algal physiology and biochemistry. Blackwell
Scientific, Oxford, 1974.

LAK, M.G.; SABOUR, M.R.; AMIRI, A.; RABBANI, O. Application of quadratic regression
model for Fenton treatment of municipal landfill leachate. Waste Management, v.32, p.
1895-1902, 2012.

LANGE L, C.; ALVES J,F.; AMARAL M, C, S. e MELO W.R. Tratamento de lixiviado de
aterro sanitario por processo oxidativo avangado empregando reagente de Fenton.
Engenharia Sanitaria Ambiental, v. 2, p. 175-183, 2006.



53

LARSDOTTER, K. Wastewater treatment with microalgae—a literature review. Vatten, v. 62,
p. 31-38, 2006.

LEITE, V. D.; SILVA, S. A; LOPES, W. S.; SOUSA, J. T.; PRASAD, S. Residuos solidos
urbanos no estado da Paraiba: aspectos conjunturais. In: SIMPOSIO NORDESTINO DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1. Secéo Paraiba. Jodo Pessoa, 2006.

LINS, A.C.; ROCHA-LEAO, M.H.M. Removal of skim milk lactose by fermentation using
free and Immobilized Kluyveromyces marxianus cells, World Journal of Microbilogy &
Biotechnology, v.18, p. 187-192, 2002.

LU, Y; XU, S; JIANG, Z; YUAN, W; WANG, T. Diffusion of nicotinamide adenine
dinucleotide in calcium alginate hydrogel beads doped with carbon and silica nanotubes.
Journal. Chem. Eng. Data. v. 50, p. 1319-1323, 2005.

MAJED, N.; LI, Y.; GU, A. Z. Advances in techniques for phosphorus analysis in biological
sources. Current Opinion in Biotechnology, v. 23, p. 1-8, 2012.

MARONEZI, M, M; ZEPKA, L, K; VIEIRA, J, G; QUEIROZ, M, I.; JACOB- LOPES, E. A
tecnologia de remogéo de fosforo: gerenciamento do elemento em residuos industriais.
Ambiente e Agua - An Interdisciplinary Journal of Applied Science, v. 9, p. 445-458,
2014.

MIYACHI, S.; KANAI R.; MIHARA, S.; AOKI, S. Metabolic roles of inorganic
polyphosphates in Chlorella cells. Biochim Biophys Acta v. 93, p. 625-634, 1964.

MORAWE, B.; RAMTEKE, D.; VOGELPOHOL, A. Activated carbon column
performance studies of biologically treated landfill leachate. Chemical Engineerin and
processing, v. 34, p. 299 -303, 1995.

MORENO-GARRIDO, I. Microalgae immobilization: Current techniques and uses.
Bioresource Technology, v. 99, p.3949-3964, 2008.

MULLER, J. M.; SANTOS, R. L.; BRIGIDO, R. V. Producio de alginato por micro-
organismos. Polimeros, vol. 21, n. 4, p. 305-310, 2011.

NAGARAJAN, R, THIRUMALAISAMY, S, LAKSHUMANAN, E. Impact of leachate on
groundwater pollution due to non-engineered municipal solid waste landfill sites of erode city,
Tamil Nadu, India. Iranian J Environ Health Sci Eng., p.9-35, 2012.

NAGASOE, S.; SHIKATA, T.; YAMASAKI, Y.; MATSUBARA, T.; SHIMASAKI, Y.;
OSHIMA, Y.; HONJO, T. Effects of nutrients on growth of the red-tide dinoflagellate
Gyrodinium instriatum freudenthal et lee and a possible link to blooms of this species.
Hydrobiology. v. 651, p. 225-238, 2010.

NAKAMURA, C. Y. Estudo de um sistema de lagoas de estabilizacdo no tratamento do
lixiviado e da agua subterrdnea no entorno de aterros sanitarios em Minas Gerais. Dissertacdo
(Pos-Graduacao em Engenharia Civil) Universidade Federal de Vigosa, 145p, 2012.



54

OGBONNA, J. C.; MASHIMA, H.; TANAKA, H. Scale up of fuel ethanol production from
sugar beet juice using loofa sponge immobilized bioreactor. Bioresource Technology, v. 76,
n. 1, p. 1-8, 2001.

OSADAT.; NEMOTO K.; NAKANISHI H.; HATANO A.; SHOJI R .;NARUOKA T,
Analysis of ammonia toxicity in landfill leachates. Int Sch Res Netw ISRN Toxicol, p. 1-6,
2011.

OULEGO, P.; COLLADO, S.; LACA, A.; DIAZ, M. Impact of leachate composition on the
advanced oxidation treatment. Water Research, n® 8, p. 389-402, 2016.

OUNGBHO, K.; MULLER, B.W., Chitosan sponges as sustain release drug carriers. Int.
Journal. Pharm. v. 156, p. 229-237,1997.

PARASCANDOLA, P.; BRANDUARDI, P.; ALTERIS, E. D. PVA-gel (Lentikats®) as an
effective matrix for yeast strain immobilization aimed at heterologous protein production.
Enzyme and Microbial Technology, New York, v. 38, n° 5, p. 184-189, 2006.

PENG Y. Perspectives on technology for landfill leachate treatment. Arab. Journal. Chem.,
2013.

PERTILE, C. Avaliacdo de Processos de Separacao por Membranas como Alternativas no
Tratamento de Lixiviado de Aterro Sanitario. Porto Alegre, RS: UFRS, 127p. Dissertacao de
Mestrado (Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Quimica), Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

POWELL, N.; SHILTON, A.; CHISTI, Y.; PRATT, S. Towards a luxury uptake process via
microalgae - Defining the polyphosphate dynamics. Water Research. v. 43, p. 4207-4213,
2009.

PRADELLA, J. G. C.; SCHMIDELL, W.; LIMA, U.A.; AQUARONE, E.; BORZANI, W.
Reatores com células imobilizadas. In: Biotecnologia Industrial: Engenharia Bioguimica. Sdo
Paulo: Edgard Blucher, v. 2, p. 355-372, 2001.

PROVASOLLI, L . Nutrition and ecology of protozoa and algae. Ann. Rev. Microbiol. , v. 12,
p. 279-308, 1958.

RENOU, S., GIVAUDAN, J. G., POULAIN, S., DIRASSOUYAN, F., & MOULIN, P.
Landfill leachate treatment: Review and opportunity. Journal of Hazardous Materials,
v.150, p. 468-493, 2008.

RICHMOND, A., Handbook of Microalgae Mass Culture, Boston: CRC Press, p. 156-177,
1990.

SAUER, N. A general amino acid permease is inducible in Chlorella vulgaris. Planta, v. 161,
p. 425-431, 1984,

SAUER, N.; E. KOMOR.; W. TANNER. Regulation and characterization of two inducible
amino acid transport systems in Chlorella vulgaris. Planta 159:404-410, 1983.



55

SAWYER, N.A.; CHAMBERS, S.M.; CAIRNEY, J.W.G. Utilization of inorganic and
organic phosphorus sources by isolates of Amanita muscaria and Amanita species native to
temperate eastern Australia. Australian Journal of Botany, v.51, p.151-158, 2003.

SHI, J.; PODOLA, B.; MELKONIAN, M. Removal of nitrogen and phosphorus from
wastewater using microalgae immobilized on twin layers: an experimental study. J. Appl.
Phycol., v. 19, p. 417-423, 2007.

SILVA, M.C.C.P.; SOUSA, J.T.; PEARSON, H.W.; ALBUQUERQUE, M.V.C.; GOMES,
L.S.; LEITE, V.D. Estabilidade do alginato de calcio como matriz imobilizante da Chlorella
sp. no tratamento de efluente secundario- As Regides Semiaridas e suas Especificidades 2-
Editora Atena, p. 165-174, 2019.

SILVA, M.C.C.P, CARTAXO, A.S.B, SOUSA, AR, PEARSON, H.W, LEITE, V.D.
"Remocao de nitrogénio amoniacal de lixiviado de aterro sanitéario aplicando Chlorella sp. em
biorreator alimentado em fluxo continuo”. Anais | CONIMAS e Il CONIDIS. Realize
Editora, 2019. Disponivel em: <https://editorarealize.com.br/artigo/visualizar/63863>.
Acesso em: 26/10/2020.

SINGH, Y. Photosynthetic activity, lipid and hydrocarbon production by alginate-
immobilized cells of Botryococcus in relation to growth phase. J. Microbiol.
Biotechnology, v. 13, p. 687-691, 2003.

SINGH, D.; NEDBAL, L; EBENHOH, O. Modelling phosphorus uptake in microalgae.
Biochemical Society Transactions, v. 46, p. 483-490, 2018.

SOUZA, K. V.; PERALTA-ZAMORA, P.; ZAWADZKI, S. F. Immobilization of iron (I1) in
alginate matrix and its use in textile dye degradation by Fenton processes. Quimica Nova, v.
31, n°5, 2008.

SUKACOVA, K.; TRTILEK, M.; RATAJ, T. Phosphorus removal using a microalgal
biofilm in a new biofilm photobioreactor for tertiary wastewater treatment. Water Research.,
v. 71, p. 55-63, 2015.

TAM, N. F. Y & WONG, Y. S, Effect of immobilized microalgal bead concentrations on
wastewater nutrient removal. Environ. Pollut. , v.107, p.145- 151, 2000.

TELLES, C. A. S, Processos combinados para o tratamento de lixiviado de aterro sanitario.
Tese (Doutorado em Engenharia Quimica). Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, 2010. Disponivel
em:<http://fenix3.ufrj.br/60/teses/coppe_m/ClaudiaAnastaciaSantanaTelles.pdf> Acesso em:
22 jan., 2020.

THANOQO, B.C.; SUNNY, M.C.; JAYAKHRISHNAN, A. Cross-linked chitosan microsferes:
preparation and evaluation as a matrix for the controlled release of pharmaceuticals. Journal
of Farmacy and Farmacology. London, v. 44, n.4, p.283-286, 1992.

VALDERRAMA, L.T.; DEL CAMPO, C.M.; RODRIGUEZ, C.M.; DE-BASHAN, L.E.;
BASHAN, Y. Treatment of recalcitrant wastewater from ethanol and citric acid production



56

using the microalga Chlorella vulgaris and the macrophyte Lemna minuscula. Water
Resource. v. 36, p. 4185-4192, 2002.

VASILIEVA, S. G.; LOBAKOVA, E. S.; LUKYANOQV, A. A;; SOLOVCHENKO, A. E.
Immobilized microalgae in biotechnology. — Moscow University Biological Sciences
Bulletin. , v. 71, p.170-176, 2016.

VILLENEUVE, P.; MUDERHWA, J, M.; GRAILLE, J.; HAAS, M, J. Customizing lipases
for biocatalysis: a survey of chemical, physical and molecular biological approaches. Journal
of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 9, n. 4-6, p. 113-148, 2000.

WANG, L.; RIDGWAY, D.; GU, T.; MOO-YOUNG, M. Bioprocessing strategies to improve
heterologous protein production in filamentous fungal fermentations. Biotechnology
Advances, v. 23, no 2, p. 115-129, 2005.

WANG, M.; YANG, Y.; CHEN, Z.; CHEN, Y.; WEN, Y.; CHEN, B. Removal of nutrients
from undiluted anaerobically treated piggery wastewater by improved microalgae.
Bioresource Technology, v. 222, p. 130-138, 2016.

WANG, Z.; ZHANG, Z.; LIN, Y.; DENG, N.; TAO, T. VE ZHUO, K. Landfill leachate
treatment by a coagulation photooxidation process, Journal of Hazardous Materials, v. 95,
p. 153-159, 2002.

WEI, Q.; HU, Z; LI, G.; XIAO, B.; SUN, H.; TAO, M. Removing nitrogen and phosphorus
from simulated wastewater using algal biofilm technique. Front. Environ. Sci. Eng. v. 2, p.
446-451, 2008.

YANG, C.; HUA, Q.; SHIMIZU, K. Energetics and carbon metabolism during growth of
microalgal cells under photoautotrophic, mixotrophic and cyclic light-autotrophic/dark-
heterotrophic conditions. Biochemical Engineering Journal, v. 6, p. 87-102, 2000.

YU, W.; SONG, H.; ZHENG, G.; LIU, X.; ZHANG, Y.; MA, X. Study on membrane
characteristics of alginate—chitosan microcapsule with cell growth. Journal of Membrane
Science, v. 377, p. 214-220, 2011.

ZAIN, M. M.; KOFLI, N. T.; YAHYA, S. R. S. Bioethanol production by calcium alginate-
immobilized ST1 yeast system: effects of size of beads, ratio and concentration. Engineering
Journal, v. 12, n. 4 (Special Issue on Biotechnology), 2011.

ZGUROVSKAYA, L.N., KUSTENKO, N.G. The effect of ammonia nitrogen on divisdo
photosynthesis and pigment accumulation in Sceletonema costatum, Clateoceros sp. and
Procentrum micans. Her. Oceanology, v. 8, p. 90-98, 1968.

ZHOU, Z,; LI, G-Y.; LI, Y-J. Immobilization of Saccharomyces cerevisiae alchol
dehydrogenase on hybrid alginate-chitosan beads. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 47, p. 21-26, 2010.



57

CAPITULO 2

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA
GENOMICO DA MICROALGA Chlorella sp. ISOLADA
DE LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO
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RESUMO

As microalgas sdo organismos unicelulares fotossintetizantes que possuem estrutura celular
eucaridtica e podem apresentar-se em formas coloniais ou livres. Estes organismos vém sendo
amplamente investigados para aplicacdo em tratamento de &guas residuérias. Seu potencial
biotecnoldgico destaca-se também na producdo de bioprodutos, por apresentarem
caracteristicas como boa adaptabilidade e alta taxa de crescimento. Entretanto, a identificacao
morfoldgica das espécies é um grande desafio tendo em vista a ampla gama de caracteristicas
apresentadas pelas cepas. A caracterizagdo molecular tem sido uma ferramenta muito
importante na identificacdo de uma espécie ou grupo polifilético. O uso dos marcadores
moleculares de genoma nuclear, por exemplo, a amplificacdo de genes ribossomais do tipo 18S,
tem conduzido diversos trabalhos bem sucedidos de caracterizacdo molecular. Todavia, a
extracdo de &cidos nucléicos da Chlorella sp. € dificil, dada a natureza quimicamente complexa
de suas paredes celulares e variaveis producdes de metabdlitos). Esta pesquisa pretendeu propor
um protocolo para a extracdo de DNA de Chlorella sp. visando sua amplificagdo com primers
DNAr 18S para posterior caracterizagdo molecular. A cepa da Chlorella sp. foi isolada do
lixiviado do Aterro Sanitario Metropolitano de Jodo Pessoa-PB. A microalga foi cultivada em
MBB (Meio Basal Bold) em biorreator em batelada. O DNA gendmico total foi extraido pelo
método CTAB ((Brometo de Cetiltrimetilaménio) com modificacdes para microalgas. A analise
foi conduzida em triplicata sendo o DNA extraido avaliado qualitativamente por eletroforese e
quantitativamente por espectrofotometria. De acordo com as leituras dpticas, foram obtidas
quantidades de DNA de 687, 135,6 e 895,2 ng/uL nas trés repeticdes, apresentando valores
médios para a razdo 260/280 variando entre 1,9 a 2,0. A analise indica que o protocolo foi
eficiente na extracdo do DNA de Chlorella sp., resultando em elevada concentragdo e pureza
do DNA extraido, pela remogdo bem sucedida de compostos interferentes. A analise dos
resultados da amplificacdo por PCR da regido 18S do DNAr de Chlorella sp. a partir dos
primers; F (5-CCTGCGGCTTAATTTGACTC-3) e R (5'-GCGAACCAACCGTGACTATT-
3"), possibilitou visualizar bandas Unicas e de tamanho esperado para os amplicons (~200 pb).
Estes dados confirmam a qualidade do DNA extraido e portanto favorece para a caracterizacao
molecular da espécie dessa alga. E esperado que o protocolo aqui descrito seja também eficiente
para a extracdo do DNA de microalgas desse e de outros géneros.

Palavras Chave: DNA de cloroficeas; Pureza de DNA; Gel de agarose; regidao 18S;
Caracterizacdo molecular.
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ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic single-celled organisms that have eukaryotic cell structure and
can be in colonial or free forms. These organisms have been extensively investigated for
application in wastewater treatment. Its biotechnological potential also stands out in the
production of bioproducts, as they have characteristics such as good adaptability and high
growth rate. However, the morphological identification of the species is a great challenge in
view of the wide range of characteristics presented by the strains. Molecular characterization
has been a very important tool in the identification of a polyphyletic species or group. The use
of molecular markers of the nuclear genome, for example, the amplification of ribosomal genes
of the type 18S, has led to several successful studies of molecular characterization. However,
the extraction of nucleic acids from Chlorella sp. difficult, given the chemically complex nature
of its cell walls and variable metabolite production). This research intended to propose a
protocol for the extraction of DNA from Chlorella sp. aiming at amplification with DNAr 18S
primers for further molecular characterization. The strain of Chlorella sp. was isolated from the
leachate of the Jodo Pessoa-PB Metropolitan Landfill. The microalgae was grown in MBB
(Medium Basal Bold) in a batch bioreactor. The total genomic DNA was extracted using the
CTAB method (Cetyltrimethylammonium bromide) with modifications for microalgae. The
analysis was carried out in triplicate and the extracted DNA was evaluated qualitatively by
electrophoresis and quantitatively by spectrophotometry. According to the optical readings,
quantities of DNA of 687, 135.6 and 895.2 ng / UL in the three replications, with average values
for the 260/280 ratio ranging from 1.9 to 2.0. The analysis indicates that the protocol was
efficient in extracting DNA from Chlorella sp., resulting in high concentration and purity of
the extracted DNA, through the successful removal of interfering compounds. The analysis of
the results of PCR amplification of the 18S region of the DNAr of Chlorella sp. From the
primers; F (5'-CCTGCGGCTTAATTTGACTC -3) and R (5'-
GCGAACCAACCGTGACTATT-3 '), made it possible to visualize unique bands of expected
size for the amplicons (~ 200 bp). This data confirms the quality of the extracted DNA and
therefore favors the face molecular characterization of the species of this algae. It is expected
that the protocol described here will also be efficient for the extraction of DNA from microalgae
of this and other groups of microalgae.

Key words: Chlorophytes DNA; DNA purity; Agarose gel; 18S region; Molecular
characterization.
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2.1. INTRODUCAO

As microalgas caracterizam um diversificado grupo polifilético, com estimativa da
existéncia entre 200 e 800 mil espécies, das quais alguns milhares sdo mantidos em cole¢es e
apenas algumas espécies sao cultivadas em escala industrial (RATHA & PRASANNA 2012).
Dentre estas, as microalgas verdes sdo relevantes como sistemas modelo para estudos em
eucariotos e por apresentarem importancia biotecnologica e econémica para a producdo de
biocombustiveis, captura de CO», producdo de moléculas com alto valor agregado, e
biorremediag&o.

Em destaque como sistemas modelo estdo as culturas de Chlorella sp. que foram
utilizadas para elucidar a fase ndo luminosa da fotossintese por Calvin & Benson, em 1948,
posteriormente denominado Ciclo de Calvin (LELIAERT et al., 2012). A unicelular Chlorella
variabilis foi utilizada como sistema modelo para estudos de interacGes entre algas e virus
(BLANC et al., 2010). Por outro lado, a microalga unicelular flagelada Chlamydomonas
reinhardtii foi descrita como sistema modelo para estudos em eucariotos envolvendo a
fotossintese, fungBes do corpo basal e flagelos, apresentando relevancia ainda para aplicaces
biotecnoldgicas na biorremediacdo e na producdo de biocombustiveis (MERCHANT et al.,
2007). Nos processos biotecnologicos existe uma gama de microalgas que tem sido investigada.
Com grande importancia industrial, a microalga unicelular Dunaliella salina foi descrita pela
producdo de grandes quantidades de B-caroteno e por seu potencial como matéria-prima para
producdo de biocombustiveis (GOUVEIA e OLIVEIRA, 2009). Além dessa, Chlorella sp. é
uma das microalgas mais utilizadas para o desenvolvimento de estudos na area de biologia
molecular (KRIENITZ et al., 2015) e aplicagdes biotecnoldgicas (PEREZ-GARCIA &
BASHAN, 2015), incluindo a fitorremediacdo de lixiviado de aterro sanitario (SILVA et al.,
2020).

O estudo da Chlorella sp. no tratamento de lixiviado de aterro sanitario tem sua
importancia na recuperacdo de recursos e na producdo de uma agua residuaria com melhor
condicdo sanitaria. Entretanto, a aplicagdo de espécies de microalgas, como Chlorella sp., em
estratégias biotecnoldgicas industriais necessita de seu isolamento, identificacdo e
caracterizacdo. Neste sentido, registrou-se a presenca dominante do género Chlorella sp. em
todas as amostras analisadas no lixiviado do Aterro Sanitario Metropolitano de Joédo

Pessoa/ASMJP- PB, indicando desta forma, que esta cepa precisa ser mais bem caracterizada.
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Tradicionalmente, as algas tém sido classificadas por varios critérios, que incluem o tipo
de pigmento, a natureza quimica dos produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular,
aspectos morfologicos e citolégicos, tais como a ocorréncia de células flageladas, a estrutura
dos flagelos e a presenca de um envelope no reticulo endoplasmatico em torno do cloroplasto
(DRAGONE et al., 2010). No entanto, de modo geral, a caracterizacdo de espécies por esses
critérios pode levar a interpretacdes errdneas devido a adaptacdes locais, plasticidade fenotipica
e fases do desenvolvimento dos organismos analisados (HEBERT et al. 2003). Por isso, a
caracterizacdo tradicional de espécies tem sido enriquecida ou confirmada por critérios
moleculares, embasados muitas vezes na estrutura e fungao dos genes, as quais sao tipicamente

conservadas entre individuos da mesma espécie.

A caracterizagdo molecular tem sido uma ferramenta de grande valia cientifica na
identificacdo de uma espécie ou grupo polifilético. O uso dos marcadores moleculares de
genoma nuclear, por exemplo, a amplificacdo de genes ribossomais do tipo 18S, tem conduzido
diversos trabalhos bem sucedidos de caracterizacdo molecular, elucidando heranca filogenética
biparental em individuos e populacbes de animais (SCACCHETTI, 2011), em plantas
(SOUZA, 2015), em algas (ABDEL HADI, 2015) e em protozoarios (PINHEIRO, 2018).

Sequéncias gendmicas completas de mais de 20 espécies de algas foram encontradas
disponiveis em bancos de dados genémicos por GAN et al. (2016). Rathood et al. (2017)
encontrou muitas microalgas devidamente identificadas no GenBank (NCBI), por meio de
marcadores: i) que amplificam o genoma nuclear, a exemplo de C. reinhardtii (acesso
ABCNO00000000; MERCHANT et al., 2007), Chlorella variabilis (acesso ADIC01000000;
BLANC et al., 2010), Emiliania huxleyi (acesso AHALO0000000; READ et al., 2013) e
Parachlorella kessleri (acesso BBXUO00000000.1; OTA et al., 2016); ii) que amplificam o
genoma mitocondrial, como Dunaliella salina (acesso CCAP19/18 — GQ250045; SMITH et
al., 2010); e iit) que amplificam o genoma cloroplastidial, tais como Chlorella vulgaris (acesso
AB001684; WAKASUGI et al., 1997) e C. reinhardtii (acesso BK000554; MAUL et al., 2002).

Neste contexto, o isolamento de &cidos nucléicos da espécie € uma etapa primordial para
sua amplificacdo e posterior sequenciamento de regides conservadas capazes de serem
caracterizadas por comparacdo com outras sequéncias disponiveis em bancos de dados.
Frequentemente, procedimentos para isolar material nucléico de alguns grupos de algas falham
(VARELA-ALVAREZ et al., 2006). Além de apresentarem inerentes dificuldades técnicas
resultantes de suas paredes celulares quimicamente complexas e estruturalmente robustas

(GERKEN et al., 2013), polissacarideos, lipidios e compostos fendlicos tipicamente produzidos
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por microalgas em abundéncia interferem no isolamento de &cidos nucléicos de alta qualidade
e reacOes enzimaticas posteriores, como PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) (VARELA-
ALVAREZ et al., 2006).

Diante do exposto, foi proposto um protocolo para a extracdo de DNA de Chlorella sp.
isolada de lixiviado de aterro sanitario do ASMJP- PB, visando sua amplificacdo com primers

DNAr 18S para posterior caracterizagdo molecular.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Coleta, identificacéo do fitoplancton e cultivo da Chlorella sp.

A cepa de Chlorella sp. foi isolada de amostras de 400 mL de Lixiviado de Aterro
Sanitario do ASMJP-PB coletadas na entrada e saida de cada lagoa de tratamento de lixiviado
do aterro sanitario da cidade de Jodo Pessoa (L1 = decantagdo, L, = anaerdbia I, Ls = anaerdbia
Il, Ls = facultativa e Ls = recirculacdo), fixadas em lugol acético na concentracao final de 4%,

envolvidas em papel aluminio, conduzidas ao laboratério e mantidas em refrigeracédo a 4°C.

No Laboratério de Microbiologia da EXTRABES pertencente a UEPB, procedeu-se a
identificacdo do fitoplancton, para isso, 50 mL de lixiviado de cada lagoa (25 ml entrada+25
ml saida) foram centrifugados a 3000 rpm em centrifuga QUIMIS por 15 minutos, sendo o
sedimento de 5 mL inoculados em frasco erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL meio ASM-
1(GORHAM et al. 1964 & ZAGATTO e ARAGAO, 1992).

As amostras foram colocadas em mesa agitadora ORBITAL DE BANCADA NT-145
em velocidade de 80 rpm, temperatura de 28° C e fotoperiodo de 24 horas. Passados 7 dias, 0s
cultivos foram retirados da mesa agitadora, 20 mL dessa solucdo foram ressuspendidos em
frascos erlenmeyers de 1L contendo 500mL de meio ASM-1, iluminados por lampadas
fluorescentes com intensidade de fétons aproximada de 85 PE.s™.m?, sob aeragdo bomba
Boyuc com vazdo de 0,16 L. min* de ar por biorreator. Transcorrido o periodo de 21 dias,
procedeu-se identificacdo, utilizando microscopio marca Coleman em objetiva de 400x de
aumento.

O sistema de classificacdo para classes e géneros seguiu recomendacdes de Bicudo e
Menezes (2006), e, para as espécies foram utilizadas chaves de identificacdo especificas de cada
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grupo. A contagem do fitoplancton foi realizada por cAmara de Utermdéhl capacidade de 2 ml
da marca CIENLAB, pelo método da sedimentacdo de Utermdhl (1958). O tempo de
sedimentacéo foi de duas horas (MARGALEF, 1983).

O isolamento da microalga dominante (Chlorella sp.) foi realizado pelo método de agar
em placa, preconizado por Guerrero Il e Villegas (1982). Para tanto, amostras de fitoplancton
presentes no substrato, foram inoculadas em placas de Petri, pré-esterilizadas a 121° C contendo
MBB (Meio Basal de Bold) (BISCHOFF e BOLD, 1963; BOROWITZKA, 1988) com 1,5% de
agar.

O ambiente de cultivo foi mantido em temperatura controlada de aproximadamente
27+1°C através de condicionador de ar da marca Coénsul 12.000 BTU. As amostras foram
mantidas em fotoperiodo de 24 horas, sob iluminacdo de 4 lampadas fluorescentes de 40 watts.
Passados 21 dias, foi realizado o isolamento usando pipeta de Pasteur. A observacdo do género
algal foi procedida em microscépio invertido da marca Coleman em objetiva de 400x, sendo
uma amostra unialgal repicada em frascos erlenmeyers contendo 50 ml de MBB, para posterior
ressuspensao em 6 frascos erlenmeyers de 2L contendo cada um, 1600mL de MBB.

Passados 15 dias, da cultura unialgal de Chlorella sp. foi realizada a iniciacdo da cultura
clonal técnica de isolamento por pescaria (TAVARES e ROCHA, 2003). Para tanto, em camara
de cultivo, uma lamina de vidro foi flambada, esperou-se esfriar e em seguida em uma das
extremidades da mesma foi preparada uma amostra do cultivo da Chlorella sp. para observacao
ao microscopio, na outra extremidade da lamina foram colocadas de forma separada, 3 gotas de
MBB. Uma pipeta de Pasteur foi afinada na chama do bico de Bunsen até formacao do capilar.
Com observacao ao microscopio, uma célula foi conduzida para a gota de MBB que em seguida
foi transferida para um tudo de ensaio estéril contendo 10 mL do meio de cultivo. Passados 7
dias, o contetdo do frasco foi ressuspendido em 50 mL de MBB e mantido em cadmara de
cultivo. Decorridos 7 dias, os 60 mL de cultivo foram ressuspendidos em 940 mL de MBB.
Esse cultivo clonal permaneceu durante 15 dias a 27° C e fotoperiodo de 24 horas. Esta solucéo
foi concentrada para 100 mL por centrifugacdo a 3500 rpm em centifuga QUIMIS por 15
minutos. O concentrado foi acondicionado em caixa térmica com gelo em cubo e conduzido
para o Laboratdrio de Biotecnologia (LBiotec) do Campus da UFCG localizado em Cuité, PB
(6°29°39” S 36°09°24°> W) para a extracdo do DNA.
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2.2.2. Isolamento do DNA da Chlorella sp.

O volume do concentrado algal foi reduzido por sucessivas centrifugagfes em
temperatura ambiente e eliminacdo do meio de cultura, a 12.000 rpm por 5 minutos, utilizando
centrifuga Loccus Nanospin plus. Em seguida, o concentrado de células foi distribuido em 12
tubos de polipropileno (Axygen) de 1,5 mL, os quais foram acondicionados a -20°C em Freezer
32- INTELLIGENT da marca Bosch até 0 momento da Extracdo do DNA, apds 15 dias.

O DNA gendmico total foi extraido usando o método de CTAB (Brometo de
Cetiltrimetilam6nio) descrito por Dellaporta et al. (1983) adequado para espécimes vegetais,
com algumas modifica¢des no tocante aos volumes de trabalho adotados, acondicionamento da

amostra e também quanto a preparacdo do tampdo de extracdo. Para isto, segui-se as etapas:

I- O conteddo do concentrado microalgéaceo de 6 eppendorfs (150 L) foi colocado em cadinho

congelado e acrescido com 1800 uL de tampdo CTAB e 7 uL de B-mercaptoetanol;

I1- A amostra foi macerada levemente e em seguida, separada em 2 eppendorfs de 2 mL

contendo cada um 900 pL de amostra diluida em tampéo de extracao;

I11- A amostra foi colocada em banho Maria da marca KACIL a 65°C por 30 minutos e em
seguida foi conduzida a camara de fluxo laminar modelo SP-808/6-HI-SPLABOR e adicionada

a mesma igual volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1);

IV- As amostras foram homogeinizadas vigorosamente usando um agitador tipo Vortex QL-

901 a 20°C, por 5 minutos, e centrifugadas a 1200 rpm durante 15 minutos;

IV- Apds a centrifugacdo, o sobrenadante correspondente ao conteddo genético foi dividido
entre 4 eppendorfs, destes, 2 contendo 500pL e 2 com 300pL e em seguida, adicionou-se alcool

isopropilico na proporgéo volumétrica em dobro de cada amostra (1000 e 600 uL);

V- Os 4 eppendorfs foram levados para centrifugacdo a 12000 rpm, 20 minutos, em centrifuga
refrigerada SL 703 (SOLAB). Apos a formacéo do pellet de DNA foi adicionado etanol (75%)

gelado passou-se na centrifuga a 12000 rpm a 10 min;
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VI- O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante colocado em capela de exaustdo a 20°C,
por 2 horas, para secagem. As amostras correspondentes a 300 puL e 500 pL foram

ressuspendidas em 25 pl e 30 pl de Tris a 2,5 mM e homogeneizadas manualmente.

2.2.3. Analise do DNA por eletroforese em gel de agarose

O DNA extraido foi analisado quanto a sua integridade, por meio da analise de gel em
agarose. Para esse fim, um gel de agarose na concentracdo de 1% foi preparado em TAE 1x
(Acido acético glacial e EDTA). Para este fim, a amostra foi preparada em triplicata, da seguinte
forma: adicionou-se 1L de tampéo de amostra de azul de bromofenol, 1uL de SYBR gold e
10uL de amostra de DNA gendmico total extraida. Em seguida, as amostras contendo essa
mistura foram aplicadas nos pogos de gel em agarose e submetidas a eletroforese, a 100 V,
corrente elétrica de 500 mA, poténcia de 100W por 30 minutos em aparelho Eletrophoresis
Power Supply- da marca LOCCUS Biotecnologia. Apos a corrida o gel foi visualizado em luz
UV em aparelho UVTRANS e fotodocumentado através de programa LPix Image EX da
LOCCUS- Biotecnologia.

2.2.4. Analise do DNA por espectrofotometria

A quantificacdo do é&cido nucléico foi conduzida em triplicata através de
espectrofotdbmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham, MA). A pureza do DNA foi
determinada pelo coeficiente de absor¢ao 260/280 e 260/230, com base no coeficiente maximo
absorbancia de &cidos nucleicos a 260 nm, e registrada através de programa NanoDrop
2000/2000a. Portanto, uma diminuicdo nas razdes 260/280 e 260/230 nm foram utilizadas como
indicador de aumento quantidades de impurezas (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
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2.2.5. Amplificacdo do DNA de Chlorella sp. por PCR

Para determinar o possivel impacto dos inibidores de amplificacdo durante a PCR, o
DNA foi testado para amplificacdo por PCR do fragmento génico ribossomal 18S, utilizando
um par de primers especificos relatados por Wan et al. (2011) em seus achados genéticos
estudando Chlorella sorokiniana, que séo 18S F (5'-CCTGCGGCTTAATTTGACTC-3) e 18S
R (5'-GCGAACCAACCGTGACTATT-3') sintetizados pela Invitrogen.

Cada reagdo de PCR de 25 pL conteve 2,5 pul. de tampéo de reacdo 1X, 2,5 uL do mix
de dNTPs, 0,75 pL de cada primer a 0,3 uM, 0,1 U de Taq polimerase, todos da marca
Invitrogen, 0,1 uL de DNA a 2,0 ng/uL e 17 uL de H2O estéril Milli-Q.

A amplificagéo foi realizada em termociclador (Amplitherm, Termal Cyclers, AAKER),
por desnaturacdo preliminar de DNA a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacéo
do modelo de DNA a 95°C por 30 seg. anelamento de primer a 60° C por 45 seg. extensdo
inicial e 72° C durante 30 seg. e uma extenséo final a 72°C durante 5 min. Uma aliquota de 20

puL da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho descreve a extracdo bem-sucedida do DNA gendmico total da Chlorella
sp. isolada do lixiviado do aterro sanitario do ASMJP- PB, seguindo um protocolo de CTAB
comumente utilizado para extracdo de DNA de espécies vegetais, com adaptacGes para
microalgas. Na Figura 1 estd apresentada a eletroforese do DNA em gel de agarose 1% em

triplicata.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% de DNA gendmico total de Chlorella sp.

<€~ DNA

Fonte: Autora (2020)

A partir da andlise da Figura 1, é possivel observar que 0 DNA se apresenta integro,
como banda Unica, sem a presenca de RNA contaminante, degradacdo ou resquicios nos pogos
relativos a carboidratos, o que é indicativo de alta qualidade na amostra. A intensidade da banda
visualizada sob luz ultravioleta indica uma quantidade de DNA de, pelo menos, acima de 100
ng nas trés amostras.

Os dados da estimativa da qualidade e quantidade do DNA visualizados por eletroforese
foram confirmados por espectrofotometria (Tabela 1). De acordo com as leituras Opticas, a
quantidade de DNA obtida nas trés repeticdes (alga:, alga, e algas) foi respectivamente 687,
135,6 e 895,2 ng/uL, perfazendo um total de 1.719 ng/uL. Na Tabela 1 estéo apresentados 0s
valores das leituras opticas do DNA genémico em espectofotometria NanoDrop.

Tabela 1. Leituras dpticas do DNA gendmico total extraido de Chlorella sp. pelo método
CTAB.

Amostras  Concentragédo (ng. uL™?) A 260 A 280 260/280 260/230
Alga 1 687 13,739 6,939 1,98 1,50
Alga 2 135,6 2,698 1,325 2,02 1,67
Alga s 895,2 17,905 8,847 2,02 1,68
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Uma vez que microalgas cocoides, especialmente Chlorella sp., possuem paredes
celulares rigidas que dificultam a sua ruptura (FAWLEY & FAWLEY, 2004). Lopez et al.
(2017) sugeriram uma fase adicional para promover a ruptura das membranas celulares e
subsequente liberagdo do material genético em protocolos para cada espécie de alga. J& Gerken
et al. (2013) sugeriram incluir etapas de homogeneizacdo mecanica, digestdo enzimatica ou
uma combinagdo destes métodos. Neste trabalho, é relevante destacar que a homogeneizacdo
mecanica foi satisfatoria para a extracdo do DNA da Cepa de Chlorella sp., com rendimento

considerado elevado e suficiente para anélises moleculares diversas posteriores.

Conforme andlise dos valores médios para a razdo 260/280, identificou-se que variaram
de aproximadamente 1,9 a 2,0, entre as repeticOes (Tabela 1). De acordo com Sambrook &
Russell (2001), &cidos nucléicos puros apresentam razdo 260/280 ~1,85-1,88 para DNA e ~2,0-
2,1 para RNA. A pureza determina o qudo representativa € a leitura obtida a 260 nm em relacéo
ao DNA presente naquela amostra e, portanto, em relacdo ao valor calculado para a
concentracdo de DNA. Uma razdo 260/280 mais baixa do que 1,8 pode indicar a presenca de
proteina ou outro contaminante que absorve fortemente a luz ou préximo de 280 nm. Porém, a
deteccdo de proteina contaminante é dependente de baixas concentragcdes de DNA. Por outro
lado, Um aumento na razéo 260/280 pode indicar a presenca de RNA contaminante que absorve

fortemente a 260 nm.

Entretanto, de acordo com o Boletim Técnico da NanoDrop, a razdo 260/280 pode sofrer
oscilacbes de + 0,2 a 0,3 devido ao pH da amostra, acuracia do espectrofotémetro usado e ainda,
a composicdo de nucleotideos dos acidos nucléicos analisados (NANODROP, 2007). Portanto,
0 DNA extraido pode ser considerado com alto grau de pureza, visto que a razdo 260/280
apresentada para as repeticGes estdo dentro da escala de pureza dos &cidos nucléicos (1,9 a 2,0)

e contaminacdo com RNA néo foi visualizada por meio da eletroforese em gel.

Um pouco menos utilizada, ou menos conhecida, a razdo 260/230 é uma medida
secundaria de pureza do DNA, quando encontrada entre 2,0 a 2,2. Uma razdo 260/230 menor
do que a esperada pode indicar contaminacdo com diversos compostos que absorvem a 230 nm,
tais como: EDTA, fenais, sais de guanidina, carboidratos e algumas proteinas (KOESTER &
CANTOR, 2019). Na anélise dos dados da Tabela 1, pode-se constatar uma relacdo média de
1,62 para a absorbancia 260/230. Diferentemente dos resultados do presente trabalho, no qual
nédo se fes uso de Kit de extragdo, Lopez et al. (2017) observaram razéo 260/230 na faixa de

0,62 para DNA extraido de Chlorella sorokiniana, a partir de sistemas celulares livres e
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imobilizados em alginato de célcio, usando Kit Promega e método Fawley-CTAB, portanto,
valores considerados muito baixos, de acordo com os autores, indicativos de que outros

contaminantes foram extraidos juntos com o DNA.

O perfil espectrofotométrico do DNA extraido de Chlorella sp., neste trabalho, revelou
um padréo caracteristico para acidos nucléicos. Este perfil estd em acordo com a descri¢éo do
Boletim Tecnico da Nanodrop, por apresentar um elevado pico sob absorbancia a 260 nm,
referente a0 DNA (NANODROP, 2007). Na Figura 2 estd apresentada uma curva de

absorbancia gerada no NanoDrop para o DNA da Chlorella sp.

Figura 2. Representacao da curva de absorbancia gerada no nanodrop para DNA de
Chlorella sp. extraido por CTAB.
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Fonte: Autora (2020)

A presenca de baixa absorbancia a 230 nm observada no perfil espectrofotométrico
poderia representar uma baixa presenca de contaminantes residuais na amostra. Entretanto,
dentre os contaminantes citados acima, que absorvem a 230 nm, a presenca de carboidratos,
comumente visualizada como fluorescéncia dentro dos pocos no gel de agarose, foi descartada
para as trés repeticdes (Figura 1). Os demais compostos ndo foram utilizados no Protocolo de
Extracdo. Muitas vezes baixas taxas 260/230 tém sido associadas a presenca de sal na amostra,
especialmente sais de guanidina. A presenga de sais nas amostras de DNA e RNA séo

facilmente removidas por lavagens com etanol 70% gelado, antes de secarem.

Em conjunto, os dados indicam que o protocolo foi eficiente na extracdo do DNA de
Chlorella sp., conduzindo a uma alta quantidade e pureza do DNA extraido, pela remogéo bem-

sucedida de compostos interferentes, tais como proteinas. Entretanto, embora taxas de pureza
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sejam importantes indicadores de qualidade, o melhor indicador da qualidade do DNA extraido

é que seja funcional em andlises posteriores, tais como amplificacdo por PCR.

2.3.1 Amplificacéo por PCR da regido 18S do DNAr de Chlorella sp.

A regido do DNA gendmico de Chlorella sp. que codifica a sub-regido S do RNA
ribossomal (DNAr 18S), foi especificamente amplificada nas trés repeticdes (Dados néo
mostrados). Foi possivel visualizar bandas unicas, de tamanho esperado para os amplicons
(~200 pb). Estes resultaos confirmam a qualidade do DNA extraido e sua aplicacdo para a
caracterizagdo molecular da espécie dessa alga. E esperado que o protocolo aqui descrito seja
também eficiente para a extracdo do DNA de microalgas desse e de outros géneros.

2.4. CONCLUSAO

Frente a andlise dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

e O DNA extraido foi amplificado com sucesso usando primers para DNA ribossomal
18S (os amplicons), sendo obtidos produtos de PCR especificos com tamanhos
esperados (pares de bases) e bandas Unicas, sugerindo portanto, ndo ter havido
contaminacao por outras substéncias interferentes;

e O protocolo estabelecido foi capaz de extrair DNA genémico de Chlorella sp. com
qualidade e pureza satisfatdrias sem a utilizacdo de Kit de extracdo, podendo este ser
aplicado na identificagdo molecular de Chlorophyceas que s&o investigadas da
biorremediagdo de aguas residuarias;

e A extracdo do DNA de microalgas é uma ferramenta biotecnoldgica de grande valia
cientifica, uma vez que, possibilita a realizacdo do sequenciamento e a identificacdo
molecular das espécies constituintes do fitoplancton que participa no tratamento dos

Varios tipos de &guas residuérias.



71

REFERENCIAS

ABDEL HADI, S. I. I. Identificacdo molecular e criopreservacdo de microalgas verdes
(Chlorophyta) isoladas de &guas continentais brasileiras. 84 f. Dissertacdo (mestrado).
Universidade Estadual do Tocantins, Campus de Botucatu. 2015.

BICUDO, C.E.M.; MENEZES, M. Géneros de algas de aguas continentais do Brasil: Chave
para identificacdo e descri¢cdes. Rima, 508p., 2006.

BIOMEDICAL CENTER. RNA quality control. 2007. Disponivel em:
http://biomedicalgenomi/. Acesso em: 25 nov. 2020.

BLANC, G.; DUNCAN, G.; AGARKOVA, |.; BORODOVSKY, M.; GURNON, J.; KUO,
A.; SALAMOV, A. The Chlorella variabilis NC64A genome reveals adaptation to
photosymbiosis, coevolution with viruses, and cryptic sex. The Plant Cell, v. 22, p. 2943-
2955, 2010.

DELLAPORTA, S.L.; WOOD, J.; HICKS, J.B. A plant DNA minipreparation: version II.
Plant Molecular Biology Reporter, v.1, p.19-21, 1983.

DRAGONE, G. Third generation biofuels from microalgae. Applied Microbiology and
Microbial Biotechnology, p.1355-1366, 2010.

FAWLEY, M\W.; FAWLEY, K.P. A simple and rapid technique for the isolation of DNA
from microalgae. Journal Phycol. v.40, p. 223-225, 2004.

GAN, S. Y., LIM, P. E, PHANG, S. M. Genetic and Metabolic Engineering of Microalgae. In
Algae Biotechnology Springer International Publishing. p. 317-344, 2016.

GERKEN, H.G., DONOHOE, B., KNOSHAUG, E.P. Enzymatic cell wall degradation of
Chlorella vulgaris and other microalgae for biofuels production. Planta 237, p. 239-253,
2013.

GOUVEIA, L.; OLIVEIRA, A. Microalgae as a raw material for biofuels production. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. v. 36, p. 269-274, 2009.

HEBERT, P. D. N.; CYWINSKA, A.; BALL, S. L.; DEWAARD, J. R. Biological
identifications through DNA barcodes. Proc. R. Soc. Lond. B, v. 270, p. 313-321, 2003.

KOESTER, G, CANTOR, E. A Practical Guide to Analyzing Nucleic Acid Concentration
and Purity with Microvolume Spectrophotometers. New England Biolabs. Note Technique.
2019. Disponivel em:

https://www.bioke.com/blobs/downloads/NEB/MVS_Analysis_of NA_Concentration_and_P
urity.pdf. Acesso em 25 nov. de 2020.

KRIENITZ, L.; HUSS, V.A.; BOCK, C. Chlorella: 125 years of the green survivalist. Trends
Plant Sci. v.20, p.67-69, 2015.


https://www.bioke.com/blobs/downloads/NEB/MVS_Analysis_of_NA_Concentration_and_Purity.pdf.%20Acesso%20em%2025%20nov.%20de%202020
https://www.bioke.com/blobs/downloads/NEB/MVS_Analysis_of_NA_Concentration_and_Purity.pdf.%20Acesso%20em%2025%20nov.%20de%202020

72

LELIAERT, F.; SMITH, D. R.; MOREAU, H.; HERRON, M. D.; VERBRUGGEN, H.;
DELWICHE, C. F.; CLERCK, O. D. Phylogeny and molecular evolution of the green algae.
Critical Reviews in Plant Sciences, v. 31, p.1-46, 2012.

LOPEZ, B. R.; HERNANDEZ, J-P.; BASHAN, Y.; DE-BASHAN, L.E. Immobilization of
microalgae cells in alginate facilitates isolation of DNA and RNA. Journal of
Microbiological Methods. v.135, p.96-104, 2017.

MAUL, J. E.; LILLY, J. W.; CUI, L.; MILLER, W.; HARRIS, E. H.; STERN, D. B. The
Chlamydomonas reinhardtii plastid chromosome islands of genes in a sea of repeats. The
Plant Cell, v. 14, p. 2659- 2679, 2002.

MERCHANT, S. S.; PROCHNIK, S. E.; VALLON, O.; HARRIS, E. H.; KARPOWICZ, S.
J.; WITMAN, G. B.; TERRY, A.; SALAMOV, A.; FRITZ-LAYLIN, L. K.; MARECHAL-
DROUARD, L.; MARSHALL, W. F.; QU, L. H.; NELSON, D. R.; SANDERFOOT, A. A;;
SPALDING, M. H.; KAPITONOV, V. V.; REN, Q.; FERRIS, P.; LINDQUIST, E.;
SHAPIRO, H.; LUCAS, S. M.; GRIMWOOD, J.; SCHMUTZ, J.; CARDOL, P.; CERUTTI,
H.; CHANFREAU, G.; CHEN, C. L.; COGNAT, V.; CROFT, M. T.; DENT, R.; DUTCHER,
S.; FERNANDEZ, E.; FUKUZAWA, H.; GONZALEZ-BALLESTER, D.; GONZALEZ-
HALPHEN, D.; HALLMANN, A.; HANIKENNE, M.; HIPPLER, M.; INWOOD, W.;
JABBARI, K.; KALANON, M.; KURAS, R.; LEFEBVRE, P. A.; LEMAIRE, S.D;;
LOBANOQV, A. V.; LOHR, M.; MANUELL, A.; MEIER, I.; METS, L.; MITTAG, M,;
MITTELMEIER, T.; MORONEY, J. V.; MOSELEY, J.; NAPOLI, C.; NEDELCU, A. M.;
NIYOGI, K.; NOVOSELOV, S. V.; PAULSEN, I. T.; PAZOUR, G.; PURTON, S.; RAL, J.
P.; RIANO-PACHON, D. M.; RIEKHOF, W.; RYMARQUIS, L.; SCHRODA, M.; STERN,
D.; UMEN, J.; WILLOWS, R.; WILSON, N.; ZIMMER, S. L.; ALLMER, J.; BALK, J.;
BISOVA, K.; CHEN, C. J.; ELIAS, M.; GENDLER, K.; HAUSER, C.; LAMB, M. R;
LEDFORD, H.; LONG, J. C.; MINAGAWA, J.; PAGE, M. D.; PAN, J.; POOTAKHAM, W.;
ROJE, S.; ROSE, A.; STAHLBERG, E.; TERAUCHI, A. M.; YANG, P.; BALL, S;;
BOWLER, C.; DIECKMANN, C. L.; GLADYSHEV, V. N.; GREEN, P.; JORGENSEN, R;
MAYFIELD, S.; MUELLER-ROEBER, B.; RAJAMANI, S.; SAYRE, R. T.; BROKSTEIN,
P.; DUBCHAK, I.; GOODSTEIN, D.; HORNICK, L.; HUANG, Y. W.; JHAVERI, J.; LUO,
Y.; MARTINEZ, D.; NGAU, W. C.; OTILLAR, B.; POLIAKOV, A.; PORTER, A;
SZAJKOWSKI, L.; WERNER, G.; ZHOU, K.; GRIGORIEV, I. V.; ROKHSAR, D. S;;
GROSSMAN, A. R. The Chlamydomonas genome reveals the evolution of key animal and
plant functions. Science, Washington, DC, v. 318, p. 245-251, 2007.

PEREZ-GARCIA, O., BASHAN, Y. Microalgal heterotrophic and mixotrophic culturing for
bio-refining: From metabolic routes to techno-economics. In: PROKOP, A., BAJPAIL R.,
ZAPPI, M. (Eds.), Algal Biorefineries I1: Products and Biorefinery Design. Springer,
v.19, p. 61-131. 2015.

PINHEIRO, S.N. Caracterizacdo do gene 18s rRNA em parasitos do grupo apicomplexa: uma
abordagem aplicada a selecdo de marcadores moleculares. Programa de p6s-graduagdo em
bioinformatica. Dissertacdo de Mestrado. 77p. Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. 2018.

RATHA, S.K. & PRASANNA, R. Bioprospecting microalgae as potential sources of “Green
Energy”- challenges and perspectives (Review). Applied Biochemistry and Microbiology,
v. 48, p.109-125, 2012.



73

RATHOD, J.P.; GADE, R.M.; RATHOD, D.R.; DUDHARE, M.A. Review on genetic
engenieering of microalgae with respect to genomes, selectable marker genes, promoters and
repdrter genes. Intenational Journal of Current Microbiology and Applied Sciences. v.6,
n.12, p. 3208-3219. 2017.

READ, B. A., KEGEL, J., KLUTE, M. J., KUO, A., LEFEBVRE, S. C., MAUMUS, F., AND
YOUNG, J. Pan genome of the phytoplankton Emiliania underpins its global distribution.
Nature, v. 499, p. 209-213. 2013.

SAMBROOK, J., RUSSELL, D.W., 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold
SpringHarbor Laboratory Press, NY.Schoebitz, M., Lopez, M.D., Roldan, A., 2013.

SCACCHETT]I, P. C. Mapeamento fisico de genes ribosomais 18S e 5S nos cromossomos de
espécies simpaticas do género Gymnotus (Teleostei, Gymnotiformes, Gymnotidae). 78p.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, 2011.

SILVA, M.C.C.P.; ALBUQUERQUE, M.V.C.; RODRIGUES, R. M.M.; RAMOS R.O;;
SATIRO, J, R.; LOPES, W.; PEARSON, H.W, LEITE, V.D. Remocio de nitrogénio
amoniacal por Chlorella sp. em diferentes dilui¢fes de Lixiviado de aterro sanitario.
Brazilian Journal v. 6, n. 11, p. 86620- 86631, 2020.

SMITH, D. R.; LEE, R. W.; CUSHMAN, J. C.; MAGNUSON, J. K.; TRAN, D.; POLLE, J.
E. The Dunaliella salina organelle genomes: large sequences, inflated with intronic and
intergenic DNA. BMC plant biology, v. 10, p. 83, 2010.

SOUZA, D.C.L. Técnicas moleculares para caracterizacdo e conservacao de plantas
medicinais e aromaticas: uma revisdo. Revista. Brasileira de Plantas Medicinais. v.17, n.3,
p.495-503, 2015.

TAVARES, L. H. S.; ROCHA. O. Producdo de Plancton (Fitoplacton e Zooplancton) para
Alimentacao de Organismos Aquaticos, Sdo Carlos, Rima,105p. , 2003.

VARELA-ALVAREZ, E.; ANDREAKIS, N.; LAGO-LESTON, A.; PEARSON, G.A ;
SERRAO, E.A.; PROCACCINI, G.: DUARTE, C.; MARBA, N. Genomic DNA isolation
from green and brown algae (Caulerpales and Fucales) for microsatellite library construction.
Journal Phycol. v. 42, p. 741-745, 2006.

WAKASUGI, T.; NAGAI T.; KAPOOR, M.; SUGITA, M.; ITO, M.; ITO, S.; HAMADA,
A. Complete nucleotide sequence of the chloroplast genome from the green alga Chlorella
vulgaris: the existence of genes possibly involved in chloroplast division. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 94, p. 5967-5972, 1997.

ZAGATTO, P.A. e ARAGAO, M.A. Implantacio de métodos para avaliagio de algas
toxicas. S&o Paulo, Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB),
Relatorio Técnico, 23p. 1992.



74

CAPITULO 3

TRATAMENTO DE LIXIVIADO DE ATERRO
SANITARIO APLICANDO Chlorella sp. IMOBILIZADA
EM DIFERENTES MATRIZES POLIMERICAS
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RESUMO

Lixiviado de aterro sanitario € uma agua residuaria de dificil tratamento, por ser detentora de
significativas concentra¢Ges de material carbonaceo e nitrogenado, além de uma diversificada
gama de compostos quimicos recalcitrantes. O estudo do tratamento de lixiviado de aterro
sanitario aplicando-se microalgas imobilizadas é uma biotecnologia recente e promissora do
ponto de vista tecnoldgico em razéo de propiciar a recuperacao de nitrogénio e fosforo. Neste
trabalho, investigou-se a capacidade de remocéo de nitrogénio amoniacal de lixiviado de aterro
sanitario previamente diluido por Chlorella sp imobilizada em matrizes poliméricas. A
Chlorella sp. foi coletada e isolada do sistema de lagoas de tratamento de lixiviado do aterro
sanitario da cidade de Jodo Pessoa-PB imobilizada em matriz polimérica de
alginato/quitosana(AG/QT) e alginato de célcio(AG) em densidade celular de 5,0x10* célula.
mL?. O sistema de tratamento foi constituido por 5 biorreatores tubulares com capacidade de
0,1L, alimentados por 90 mL com substrato constituido por lixiviado de aterro sanitario(LAS)
in natura mais esgoto doméstico (ED) com concentracdo afluente de nitrogénio amoniacal
variando de 41 a 294 mg. L. Outro sistema constituido por 3 biorreatores conicos com
capacidade de 0,5 L e volume de trabalho de 210 mL, foi monitorado com igual objetivo,
contudo, tendo como substrato, LAS diluido em agua destilada. Os ensaios foram realizados
em temperatura controlada de 27° C e luminosidade de 85 UE. s'.m™, em diferentes TDH e
alimentados em batelada. A analise de MEV e EDS da superficie das esferas indicaram que a
matriz possui porosidade e retém as células em seu interior. Foram constatadas eficiéncias de
remocgOes de nitrogénio amoniacal 40% em 4h no sistema com a microalga imobilizada em
AG/QT com concentracio afluente média de 240 mg.L™ de nitrogénio amoniacal. A Chlorella
sp. imobilizada em alginato de calcio apresentou eficiéncia de remogdo de N- amoniacal de
LAS diluido em agua destilada em todos os ensaios realizados em concentragdes afluentes de
41 a 107 mg.L™?, sendo registradas eficiéncias remogdes entre 81 e 97% em TDH de 2h. A
Chlorella sp. apresentou eficiéncia de remocdo de N- amoniacal de LAS diluido em agua
destilada na faixa de 49 a 98% com incrementos de oxigénio dissolvido de até 192% em 5 h de
monitoramento. A variacdo de pH do meio reacional foi de 0,5 unidades. A turbidez foi
crescente em todos os sistemas, iniciando com 3,0, 4,5 e 8,0 NTU respectivamente para 0s
sistemas de concentragio de nitrogénio amoniacal afluente de 50, 98, 198 mg.L *apresentando
ao final, valores respectivos de 70, 61 e 119 NTU. Os resultados obtidos neste estudo apontam
para as vantagens do uso de microalgas imobilizadas no tratamento de &guas residudarias, na
remocdo de poluentes e produtos quimicos toxicos de forma ecologicamente segura com
beneficios adicionais de recuperacao e reciclagem de recursos, com destagque para o potencial
fitorremediativo da Chlorella sp. na remogéo de nitrogénio amoniacal de lixiviado de aterro
sanitario.

Palavras-chave: remocdao de nutrientes; fitorremediagdo; microalgas imobilizadas; nitrogénio
amoniacal; alginato de célcio; quitosana.
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ABSTRACT

Landfill leachate is wastewater that is difficult to treat, as it has significant concentrations of
carbonaceous and nitrogenous material, in addition to a diverse range of recalcitrant chemical
compounds. The study of landfill leachate treatment using immobilized microalgae is a recent
and promising biotechnology from the technological point of view because it promotes the
recovery of nitrogen and phosphorus. In this work, the ability to remove ammonia nitrogen
from landfill leachate previously diluted by Chlorella sp. immobilized in polymeric matrices
was investigated. Chlorella sp. was collected and isolated from the leachate treatment pond
system of the landfill in the city of Jodo Pessoa-PB immobilized in a polymeric matrix of
alginate / chitosan (AG / QT) and calcium alginate (AG) in a cell density of 5.0 x 10*cell.mL"
! The treatment system consisted of 5 tubular bioreactors with a capacity of 0.1 L, fed by 90
mL with substrate consisting of landfill leachate (LAS) in natura plus domestic sewage (ED)
with an affluent concentration of ammoniacal nitrogen ranging from 41 to 294 mg. L. Another
system consisting of 3 conical bioreactors with a capacity of 0.5 L and a working volume of
210 mL, was monitored with the same objective, however, having LAS as a substrate diluted
in distilled water. The tests were performed at a controlled temperature of 27° C and a brightness
of 85 UE. st.m™, in different TDH and fed in batch. The analysis of SEM and EDS on the
surface of the spheres indicated that the matrix has porosity and retains the cells inside.
Efficiency of 40% ammoniacal nitrogen removal was verified in 4 hours in the system with the
microalgae immobilized in AG / QT with an average affluent concentration of 240 mg.L ™ of
ammoniacal nitrogen. Chlorella sp. immobilized in calcium alginate showed efficiency in
removing L-ammoniacal NL diluted in distilled water in all tests performed in affluent
concentrations from 41 to 107 mg.L™, with removal efficiencies between 81 and 97% being
recorded in 2h HRT. Chlorella sp. showed efficiency in removing N-ammonia from LAS
diluted in distilled water in the range of 49 to 98% with increments of dissolved oxygen of up
t0 192% in 5 h of monitoring. The pH variation of the reaction medium was 0.5 units. Turbidity
was increasing in all systems, starting with 3.0, 4.5 and 8.0 NTU respectively for the 50, 98,
198 mg.L*a affluent nitrogen concentration systems, with respective values of 70, 61 and 119
NTU. The results obtained in this study point to the advantages of using immobilized
microalgae in the treatment of wastewater, in the removal of pollutants and toxic chemicals in
an ecologically safe way with the additional benefits of resource recovery and recycling, with
emphasis on the phytoremediation potential of Chlorella sp. in the removal of ammoniacal
nitrogen from landfill leachate.

Key Words: nutrient removal; phytoremediation; immobilized microalgae; ammoniacal
nitrogen; calcium alginate; chitosan.

3.1. INTRODUCAO
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A expressiva geracdo de residuos solidos urbanos (RSU) pela sociedade fomentou a
construcdo de aterros sanitarios, objetivando propiciar destinacdo final mais adequado aos
residuos, reduzindo os impactos ambientais negativos ao meio ambiente. Apesar do
desenvolvimento de politicas publicas visando a recuperacgdo desses residuos (logistica reversa,
reciclagem, compostagem) a disposicdo final em aterros sanitarios ainda é o principal método
de destinacdo final dos residuos na maioria dos paises em desenvolvimento (MOJIRI et al.,
2017).

O aterro sanitario opera como um biorreator anaerdbio que recebe uma massa de residuo
solidos urbanos, extremamente, complexa e heterogénea propiciando-na reagdes de naturezas
fisicas, quimicas e biologicas (RENDRA et al., 2007; YAZDANI et al., 2015). Durante estas
reacdes, é gerado o lixiviado que é um residuo liquido, contendo substancias quimicas que
contém elevado potencial poluidor (BAKRAOUY et al., 2017).

Nesse sentido, a composicdo quimica de lixiviado de aterro sanitario é extremamente
complexa, uma vez que, mesmo apresentando concentracdes significativas de matéria orgénica,
a relacdo Demanda Bioquimica de Oxigénio/Demanda Quimica de Oxigénio (DBOs /DQO)
gira em torno de 0,25, denotando que a matéria organica presente ndo é de facil biodegradacéo.
Contudo, outras espécies quimicas, como por exemplo, elevadas concentracdes de nitrogénio
amoniacal (N-NH4") e determinadas situacdes, tais como a presenca de metais pesados, sempre
estdo inseridos na sua composicdo quimica (LEITE et al., 2017), sendo importante enfatizar
que sua composicdo pode mudar de acordo com a idade do aterro e o tipo de residuo (PENG,
2013).

O uso de aguas residuérias como fonte de agua e nutrientes para o cultivo de algas traz
vantagens econémicas e ambientais. A fitorremediacdo de aguas residuarias pode ser uma
maneira mais eficiente de tratamento em comparacdo aos processos fisicos, quimicos e
bioldgicos convencionais, esse residuo liquido € uma fonte de nutrientes disponivel e de baixo
custo para o cultivo de microalgas (GARCIA et al., 2020). A fitorremediacdo refere-se a
assimilacdo ou degradacdo de compostos organicos e inorganicos (carbono, nitrogénio ou
fosforo), metais e contaminantes emergentes em aguas residuarias por microalgas, macroalgas
e cianobactérias (CUELLAR- BERMUDEZ et al., 2017).

Nesse viés as microalgas séo capazes de assimilar compostos nitrogenados inorganicos
e foésforo total e reduzir a concentragdo de matéria organica dissolvida nas &guas residuérias.
Os nutrientes sdo assimilados e transformados dentro da célula, sendo incorporados em acidos

nucléicos e proteinas promovendo o crescimento de biomassa (JIA & YUAN, 2016).



78

Consequentemente, indmeras vantagens sdo favoraveis ao uso de microalgas,
destacando, custo, eficiéncia, formacdo minima de lodo, poder de sequestro de gases de efeito
estufa, baixo consumo de energia e potencial producdo de biomassa util (ZHOU et al., 2014;
LYON et al., 2015). Neste sentido, a fitorremediagdo surge como janela de possibilidades no
tratamento do lixiviado.

Diversas microalgas sdo aplicadas no tratamento de aguas residuérias, com destaque
para os estudos sobre a classe das Chlorophyceas. Neste grupo de microalgas, 0 género
Chlorella tem sido investigado no tratamento de diversas aguas residuarias (SILVA, 2011). A
Chlorella vulgaris apresenta forma esférica, diametro variando 5 e 10 um, parede celular
robusta em trés camadas, constituida por hemiceluloses de diferentes composigdes, razdo da
extraordinaria estabilidade mecénica dessas algas, possibilitando suportar grandes cargas de
pressdo, favorecendo desta forma, sua aplicacdo para cultivo em escala industrialmente
relevante (TAKEDA, 1988).

As microalgas tem sido aplicadas no tratamento de &guas residuarias em sistemas
suspensos (SILVA et al., 2018).

A aplicacdo de algas imobilizadas para a assimilacdo de nutrientes de aguas residuarias
apresenta-se como uma tecnologia economicamente viavel, que nédo requer grandes areas e uso
de produtos quimicos, a exemplo dos sistemas de microalgas suspensas. As microalgas
imobilizadas assimilam o fésforo inorganico para seu metabolismo, e, através da fotossintese,
promovem condi¢Bes ambientais para que se desenvolvam outros mecanismos de remocéo
quimica, tais como a sorcdo e a precipitacdo do fosfato na matriz imobilizante (SILVA et al.,
2017) e nos sistemas imobilizados (PEARSON et al., 2011; MUTJABA et al.,, 2017,
WHITTON et al., 2018)

Nesse universo, 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
biorreator. A imobilizacdo de microrganismos na forma de biofilmes, flocos e pellets é um
fendmeno comum na natureza (PRADELLA, 2001).

A matriz de imobilizacdo podera ser um polimero sintético ou de origem natural, sendo
necessario atender a certos requisitos, tais como; fototransparéncia, ndo toxicidade e
estabilidade no meio de crescimento de algas (FIERRO et al., 2008). Além da colheita simples
de biomassa, a matriz de imobilizacdo apresenta a vantagem de uso de cultura de elevada
densidade e protecdo de celulas de algas contra bactérias ou predadores naturais. Entre outras
matrizes naturais de imobilizacdo, como &gar, alginato ou colageno, a quitosana obtida da

quitina é um material frequentemente usado (BLANK et al., 2016).
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O alginato ¢ um polissacarideo natural biocompativel e biodegradavel utilizado na
imobilizacdo de proteinas e células, devido as suas vantagens significativas, como a boa
biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e simplicidade de preparacdo (LU et al.,
2005). Enquanto a quitosana é um polimero insoltivel em agua, contudo pode ser solubilizado
em acido acético através de formacao do seu acetato (THANOO et al., 1992). Quimicamente é
o B(1—4) -2-amino-2-desoxi-D-glicose, obtido pela hidrolise dos grupos aminoacetil da
quitina, polissacarideo abundante, componente estrutural das carapacas protetoras de crustaceos
(KAS, 1997).

A investigagdo das microalgas imobilizadas na recuperacdo de nutrientes e metais
pesados de aguas residuarias tem sido ampliada. Filippino et al. (2015), avaliaram o
desempenho de microalgas imobilizadas em um sistema continuo de tratamento na remocao de
PO.* com concentragéo entre 0,4 e 1,8 mg. L™%. Foi obtida remediacdo na faixa de 60 a 100%
em TDH de 12 horas e 0 a 40% em TDH de 6,5 horas sob diferentes condig¢des de iluminagé&o.
Valdez et al. (2018) monitoraram biorreatores com capacidade de 500 mL, aplicando Chlorella
sp. imobilizada em esferas de alginato para processos de biorremediacdo de cadmio em baixas
concentracfes. Foram obtidas remocdes de 59,7%, em concentracdo de 20 ppm de Cd com
TDH de 80 minutos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho da Chlorophyceae, Chlorella
sp. imobilizada em matriz de alginato de célcio e quitosana, na remocdo de nitrogénio
amoniacal de lixiviado de aterro sanitario em biorreatores de diferentes geometrias alimentados

em regime de batelada.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Consideractes Gerais

A parte experimental desta pesquisa foi realizada na Estacdo Experimental de
Tratamentos Bioldgicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), em uma éarea fisica da a
Universidade Estadual da Paraiba/ CAGEPA, localizada na cidade de Campina Grande no
estado da Paraiba— PB, Regido Nordeste do Brasil (7°13°11°" Sul, 35°52°31”* Oeste). O
lixiviado de aterro sanitario (LAS) foi coletado no Aterro Sanitario Metropolitano da cidade
Jodo Pessoa — ASMJP, localizado na fazenda Mumbaba 111, proximo a BR-101(7°1300"” S e
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34°57°11”” W). O esgoto doméstico (ED) utilizado foi coletado no reservatorio de acumulagéo

instalado no residencial Monte Carlo, o qual se localiza ao lado da EXTRABES.

3.2.2. Reagentes

Para o cultivo da Chlorella sp. e a producéo das esferas de alginato de célcio foram utilizados

0s seguintes reagentes:

CaClz (99,99% puro), alginato (99,99%) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), quitosana marca POLYMAR, Agua ultra pura do tipo 1+ (18,2 MQ cm), obtida
com o purificador de agua Master System MS 2000 (Gehaka, So Paulo, SP, Brasil), foi
utilizada na preparacédo das solucdes de trabalho.

O meio Basal Bold’s (BBM) para cultivo de Chlorella sp. foi composto de NaNOs (250
mg L), MgSOs - 7H20 (75 mg L), NaCl (25 mg L), KzHPO4 (75 mg L), KHPO4 (175 mg
L1, CaCl, - 2H20 (25 mg.Lh), ZnSO4 - 7H,0 (8.82 mg L), MnCl, - 4H,0 (1,44 mg L),
MoOs (0.71 mg.LY), CuSOs - 5H,0 (1,57 mg L), Co (NOs) 2 - 6H.0 (0,49 mg L), HsBOs
(11,42 mg. L', Na; EDTA (50 mg L), KOH (31 mg L), FeSOq4 - 7H20 (4,98 mg LY).

3.2.3. Isolamento, Cultivo e Curva de crescimento da Chlorella sp.

A cepa de Chlorella sp. foi isolada de amostras de Lixiviado de Aterro sanitario (LAS).
O isolamento da microalga foi realizado pelo método de agar em placa, preconizado por
Guerrero 111 e Villegas (1982). Para tanto, amostras de fitoplancton presentes no substrato,
foram inoculadas em placas de Petri, pré-esterilizadas contendo MBB (Meio Basal de Bold)
(BISCHOFF e BOLD, 1963; BOROWITZKA, 1988) com 1,5% de &gar.

O ambiente de cultivo foi mantido em temperatura controlada de aproximadamente
27+1°C através de condicionador de ar da marca Coénsul 12.000 BTU. As amostras foram
mantidas em fotoperiodo de 24 horas, sob iluminacdo de 4 lampadas fluorescentes de 40 watts.
Passados 21 dias, foi realizado o isolamento usando pipeta de Pasteur. A observacdo do género
algal foi procedida em microscopio invertido da marca Oleman em objetiva de 400 x, sendo
uma amostra unialgal repicada em frascos erlenmeyers contendo 50 ml de MBB, para posterior
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ressuspensdo em frascos erlenmeyers de 2L contendo 1600mL de MBB esterilizado a 121°C
por 15 minutos e resfriado em temperatura ambiente.

Para definicdo da melhor fase de crescimento da Chlorella sp. para ser procedida a
imobilizacdo, foi realizada uma curva de crescimento com TDH de 336 h. O experimento foi
conduzido em triplicata, utilizando-se trés frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL
de MBB, e 2 mL de cultura de Chlorella sp. em final de fase logaritmica. As amostragens
foram feitas a cada 48 h em camara de Neubauer, usando-se microscépio Optico modelo
COLEMAN. A determinacdo da densidade celular seguiu 0 que esta preconizado por Tavares
e Rocha (2003), aplicando-se a Equacéo 1.

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

3.2.4. Procedimentos de imobilizacdo da Chlorella sp. / Preparacao do substrato
de alimentacéo

A producéo das esferas com Chlorella sp. imobilizada, foi realizada pela técnica de
engaiolamento, adaptada de Wang et al. (2005). Para tanto, foram adotados os seguintes

protocolos de preparagdo dos compostos:

« Alginato de sodio: foi preparada uma amostra contendo solucdo de alginato de sodio a 8%
(m/v). Sendo essa amostra esterilizada durante 15 minutos a 121° C em autoclave modelo
PRISMATEC. A solucéo foi resfriada em temperatura ambiente para 25° C.

* Cloreto de calcio: 4,4 g de Cloreto de célcio P.A foram diluidos em 100 ml de agua destilada,
sendo esta solucdo (0,3 M) em seguida autoclavada a 121° C durante 15 minutos e,
posteriormente, resfriada a temperatura ambiente.

* 1 litro de meio de cultivo com Chlorella sp. em fase estacionéria foi centrifugado a 4500 rpm
por 15 minutos em Centrifuga QUIMIS, sendo seu volume concentrado para 100 mL.

« Imobilizacéo da Chlorella sp. em alginato de célcio: as esferas com Chlorella sp. imobilizada
foram produzidas utilizando bomba peristaltica modelo MILAN conectada em um tubo de
silicone com 4 mm de didmetro e vaz&o de 10 mL min*. A solugdo alga/alginato em proporgéio
1:1, foi gotejada em solucéo receptora de CaClz 0,3 M sob agitacdo de 50 rpm em agitador
Fanem Modelo 258 a uma distancia de 15 cm, produzindo aproximadamente 91 esferas por

minuto, cada uma com volume médio de 0,0335 cm? e didmetro de 4mm, mantidas imersas
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nesta solugdo por 60 minutos visando o aumento de sua resisténcia mecanica. Em seguida,
foram lavadas com agua destilada e preservadas a temperatura a 4°C. Foram produzidas 1904
esferas a cada 100mL de solucéo alga/alginato.

* Imobilizacdo da Chlorella sp. em Alginato/Quitosana: para a solubiliza¢do da quitosana foi
utilizado o &cido acético P.A em dilui¢des de 2% e 1,0% (v/v) em agua destilada. Foi preparada
uma solucédo de quitosana a 2%(m/v). Essa solugéo foi levada para agitador magnético Tecnal-
TE-085 por 2h a 60°C sob agitacdo de 60 rpm até diluicdo completa do polimero. Apo6s
preparada, a solucéo foi resfriada em temperatura de 25°C. A solugio foi misturada com a
solucdo de alginato a 2%(m/v) na propor¢do 1:1 produzindo uma blenda polimérica. Os
polimeros foram misturados manualmente até homogeneizagdo completa, em seguida, agitados
a 200 rpm por 30 minutos em agitador magnético FANEN modelo 257. Ap6s resfriada, a blenda
foi adicionada uma solugéo concentrada de algas na propor¢do 1:1. Na formacao das esferas, a
solucdo alga-alginato-quitosana, foi aduzida por bomba peristaltica com vazio de 15 mL.mint
através de um tubo de silicone com 80 cm e 4 mm de didmetro. A solugdo alga/AG/QT foi
gotejada na solucéo de CaCl, 0,3 M.

* MEV das Esferas com algas imobilizadas: visando avaliar a capacidade de transferéncia de
massa atraves do polimero, procedeu-se a caracteriza¢do micro estrutural das esferas com algas
imobilizadas, realizada em colaboracdo com a EMBRAPA Agroindustria Tropical, localizada
em Fortaleza — CE; através da técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizando
equipamento VEGA3 TESCAN, as imagens foram obtidas através do detector de elétrons
retroespalhados, de forma a identificar a microestrutura da superficie do material, os aumentos

utilizados para as micrografias foram de 500, 50 e 10um.

* Preparacdo do substrato de alimentacdo: Nesse estudo, o substrato foi constituido por Esgoto
Domeéstico (ED) adicionado de Lixiviado de Aterro Sanitario (LAS) em diferentes proporcdes,
visando uma concentracdo definida de nitrogénio amoniacal afluente. Também foi preparado o
LAS em &gua destilada para realizar estudos em diferentes concentracdes de N-amoniacal
afluente e menor turbidez para favorecer a passagem da luz. O ED apresentou concentracdo
média de nitrogénio amoniacal na faixa de 96 mg. L™ para 2730 mg. L do LAS. Por exemplo,
na preparacido de um substrato com concentracdo afluente de 200 mg. L™ de nitrogénio
amoniacal, foram usados 960,5 mL de ED (92 mg. L de N-amoniacal) e 39,5 mL de LAS (108
mg. L™ de N-amoniacal). O ED e o LAS foram caracterizado quimicamente, conforme métodos

e instrumentos apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Pardmetros utilizados para caracterizacdo quimica do lixiviado/ Método analitico/

Equipamento.

Pardmetro Método Analitico (APHA, 2012) Equipamento (marca/modelo)
DBOs Winkler 5210 B. APHA et al. (2012)
Turbidez Nefelométrico 2130 B MS TECNOPON TB1000P
Fosforo total 4500-P-C FEMTO 700 Plus-
Ortofosfato, 4500-P-B FEMTO 700 Plus-
Amonia 4500-NH; TECNAL- TE-0363
NTK 4500-Norg TECNAL/TE-0364
DQO 5220 C. TECNAL/TE -0364
SST 2540 D QUIMIS/Q334M
pH Potenciométrico 4500 C. HANNA Instruments/H12300
Temperatura Eletrométrico 4500 G HANNA Instruments/H12221
Grupo funcional Cromatografo ibnico Dionex ICS-
Cétions CARBOXYLIC/PHOSPHONIC ACID, 1100 da Thermo Scientific acoplado
hidrofobicidade média-baixa. ao amostrador automatico Dionex
AS-DV
Grupo funcional ALKY L/ALKANOL Cromatéarafo idnico Dionex 1CS-
Anions QUATERNARY AMMONIUM, g

hidrofobicidade baixa.

1100 da Thermo Scientific

Para quantificacdo dos cations (Mg?*, K* e Na*) do lixiviado a amostra foi diluida na
propor¢ao 2:1 e filtrada em membrana de fibra de vidro de 0,45 um e em seguida 0,22um. Na
fase movel foi utilizado o H,SO4 10mM e uma coluna de 2x250mm, capacidade da coluna de
0,7 meg/coluna, grupo funcional CARBOXYLIC/PHOSPHONIC ACID, hidrofobicidade
média-baixa. Na quantificacdo dos anions (NO* e SO4%), amostra foi injetada no cromatdgrafo
ibnico da DIONEX-THERMO usando, como fase movel, uma mistura de carbonato 4,5 mM e
bicarbonato 0,8 mM, sendo usada coluna 2x250mm com capacidade da coluna de 80
pmeg/coluna grupo funcional ALKYL/ALKANOL QUATERNARY AMMONIUM e
hidrofobicidade baixa.

» Estudo do pH em diferentes matrizes imobilizantes: objetivando avaliar a
interferéncia da matriz imobilizante no processo fotossintetizante microalgaceo, foi realizado

um estudo de pH com Chlorella sp. imobilizada em matriz polimérica sob 3 tratamentos:

)] Em esferas alginato- AG a 4%(m/v);
i) Em esferas alginato/quitosana AG/QT em proporcdo 1:1 e concentracdo polimérica final

de 4%, tendo sido a quitosana dissolvida em acido acetico em concentracdo (v/v) de 2%;
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iii) Em esferas alginato/quitosana AG/QT em proporc¢éo 1:1 e concentracdo polimérica final
de 4%, tendo sido a quitosana dissolvida em acido acético em concentracdo (v/v) de 1%.
Foram monitorados 3 biorreatores tubulares de vidro pyrex transparente, tendo uma
torneira na parte inferior, 2 cm de leito fixo de fibra de vidro, estando recheado, por 0,05L de
esferas, aproximadamente 680 (7,55 esferas/ML substrato), 42% de espacgo vazio e TDH de 7h. O
biorreator foi alimentado com 90 mL de substrato constituido por 95% de esgoto doméstico e
5% lixiviado de aterro sanitario em regime de batelada com amostragem a cada 1 hora de

contato para leitura de pH.

3.2.5. Caracterizacdo dos biorreatores e das condi¢cbes de realizagdo do
Experimento

Durante o periodo experimental (julho a novembro de 2018), foram monitorados 5
biorreatores tubulares de vidro pyrex transparente, com 0,1L de capacidade, tendo uma torneira
na parte inferior, 2 cm de leito fixo de fibra de vidro. O recheio se constituiu de 0,06L de esferas
com Chlorella sp. imobilizada em AG/QT e AG, apresentando relacdo de 10.2 esferas/ML substrato
e 42% de espaco vazio. O substrato foi constituido por diferentes volumes de LAS adicionado
ao ED, visando obter concentracdes de nitrogénio amoniacal afluentes entre 50 e 300 de mg.L"
1.

Aplicou-se um Planejamento Fatorial em dois niveis, 23, com trés variaveis controladas
(temperatura, TDH e concentracdo de N-amoniacal afluente), visando identificar as melhores
condigdes operacionais para a remocao de N-amoniacal. Foram testados 3 TDH (5,6 e 7h).

Antes do preenchimento das colunas, as esferas foram submetidas ao seguinte
tratamento: retiradas do escuro e temperatura de 4°C, e, ap0s atingirem a temperatura ambiente,
foram imersas em LAS diluido em agua destilada em concentracdo de 50 mg de N-amoniacal
por 3 horas em exposicdo de 4 lampadas fluorescentes (85uE.st.m™2) e temperatura 27°C. A
alimentacdo do sistema procedeu-se pela extremidade superior, usando bomba peristéltica da
marca MILAN, a 20 rpm, vazio afluente de 8,6 mL.min, até que o substrato preenchesse todo
0 espaco vazio do biorreator deixando imersas todas as esferas. Os ensaios ocorreram em
temperatura de 27° C, nos quais, a cada 1 hora, foi coletada uma aliquota de 20 ml para avaliacdo
do pH e N- amoniacal. Apds 4 horas de monitoragdo, o biorreator foi esvaziado pela torneira
inferior, envolvido em papel aluminio e as ldampadas foram apagadas até a realizagdo do

proximo ensaio.
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Na Etapa Ill, o sistema foi constituido por 4 biorreatores conicos (frascos erlenmeyers)
com capacidade de 500 mL, volume util de 200 mL de substrato (LAS diluido em agua
destilada) e 50 mL de esferas com algas imobilizadas, aproximadamente 6,86x10? esferas, com
densidade celular de 5,49x10* células.mL"%, mantidos em intensidade luminosa aproximada de
85 UE. st.m™ e fotoperiodo de 12 horas. O controle positivo, foi alimentado com substrato em
concentracgdo de N- amoniacal afluente de aproximadamente 98 mg.L™* e 50 mL de esferas de
alginato de calcio a concentracdo (m/v) de 2%.

Os sistemas foram alimentados com LAS diluido nas concentragdes de N- amoniacal
afluente de 50, 98 e 195 mg. L. Foi realizada uma amostragem com volume de 40 mL de
efluente tratado a cada 120 horas até TDH de 360 horas, para analise de pH, turbidez, oxigénio
dissolvido e nitrogénio amoniacal. A turbidez do substrato foi determinada em NTU (Unidade
Nefelométrica de Turbidez) e realizada em duplicata com uso de turbidimetro (TB-1000P- MS
TECNOPON). O oxigénio dissolvido foi quantificado em oximetro (AT 155 da marca
ALFAKIT).

Houve a realizacdo da analise de MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) e EDS
(Espectroscopia por Energia Dispersiva) da superficie de esferas com algas imobilizadas em
AG de inicio e termino dos ensaios com concentracdo de N- amoniacal afluente de 50, 98 e 195
mg.L. As analises foram realizadas através da técnica de elétrons primarios em aparelho TM-
1000 da marca HITACHI equipado com um aparelho EDS BRUKER AXS no CERTBIO -
Laboratorio de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste- UFCG- Campus I.

Visando diminuir a turbidez do substrato para favorecer a passagem da luz e
consequentemente o processo fotossintetizante, na Etapa I, o LAS foi diluido em &gua
destilada. As alteragdes implementadas, assim como as caracteristicas operacionais das trés

etapas estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas operacionais das etapas da pesquisa.

CARACTERIZACAO ETAPA | ETAPA I ETAPA I
Volume do biorreator 0,1L 0,1L 05L

Geometria do biorreator Tubular Tubular Cénico
Origem do substrato ED+LAS ED+LAS Agua destilada+LAS
Polimero imobilizante AG/QT AG AG
Quantidade de esferas 816 816 680

Densidade celular (cel. mL™) 5,0x10* 5,0x10* 5,04x10*
TDH 4 e 5(h) 2 (h) 15 dias

Regime de alimentagéo

Parametros avaliados

Batelada intermitente

pH/N-amoniacal

Batelada intermitente

pH/OD/N-amoniacal

Batelada intermitente

pH/OD/Turbidez/N-

amoniacal

3.2.6. Analise Estatistica

O planejamento fatorial € uma ferramenta que se aplica quando se deseja estudar o efeito
de duas ou mais variaveis de influéncia em um determinado experimento. A realizacdo dos
ensaios com algas imobilizadas em esferas AG/QT, seguiu um planejamento experimental
design full fatorial 29 (DOE 2?9 com duplicata do ponto central. As variaveis independentes
foram o TDH (5, 6 e 7 horas) e 0 % de LAS (5, 7,5 e 10 %). As variaveis dependentes
monitoradas foram OD (mg L?) e a remogdo N-amoniacal (mg L™). A ANOVA, a superficie
de resposta e o Diagrama de Pareto foram obtidos para um limite de confianca de 95% e
empregados na interpretacdo dos resultados obtidos, através dos softwares Microsoft Excel
2013 e Statistic 8,0.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Caracterizacdo quimica do LAS e do ED

O pH do lixiviado in natura, durante o periodo de realizacdo da parte experimental do
trabalho ficou em torno de 8,6 e isto significa dizer que da concentragéo total de nitrogénio

amoniacal, 94,7% (percentagem em volume) se encontrava na forma ionizada, favorecendo
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desta forma, a maior concentracdo de amdnia ionizada (em torno de 94,7% de NH4") em relacédo
a amonia gasosa (aproximadamente 5,3% de NHa) esta ultima, sendo mais tdxica as algas. Este
valor obtidos para o pH, apresenta-se dentro da faixa de pH (5,7 — 8,6) encontrada por Souto e
Povinelli (2007) para aterros sanitarios brasileiros. A Caracteriza¢do quimica do LAS e do ED

esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo quimica dos efluentes usados na composi¢ao do substrato.

PARAMETROS LAS ED

pH 8,6 71

Alcalinidade Total (mg CaCOsL™?) 8150 576
Acidos graxos Volateis(HacL™) 472 200
DQO total (mg O, L) 4238 690

DQO soliivel (mg O, LY) 3838 352
NTK (mg L?) 2790 115
Nitrogénio Amoniacal (mg L) 2730 96
Nitrogénio Organico (mg L) 60 19
Solidos Totais (mg L™?) 11407 997
Solidos Suspensos Totais (mg L) 577 347
Solidos Suspensos Volateis (mglL?) 330 312
Fosforo Total (mg P L?) 17,0 8,3
Ortofosfato (mg P-PO4* LY) 13,0 3,5

Fonte: Autora (2020)

Considerando as magnitudes apresentadas para o ED na Tabela 3, constata-se que 0s
parametros quimicos que caracterizam o esgoto como forte sdo: DQO total (690 mg Oz.L?),
NTK (115 mg N.L1), N-NH.* (96 mg N.L?) e solidos totais (997 mg.L™). Conforme
apresentado na Tabela 3, pode-se inferir que as concentrages de AT predominantes do LAS
foram, em virtudes dos bicarbonatos e carbonatos, e ainda as concentragdes de AT obtidas para
o lixiviado, durante todo o periodo de monitoramento, encontram-se na faixa de teores
determinados em aterros sanitarios brasileiros (750 a 11.400 mgCaCOs.L™?), de acordo com
Souto e Povinelli (2007).

Segundo Libanio (2016), a alcalinidade é resultante da presenca de hidroxidos (OH"),
carbonatos (COs %) e bicarbonatos (HCO® ), sendo estas espécies quimicas, fungio do pH do

meio. Diante disso, quando o pH apresenta-se na faixa entre 4,4 a 8,3 ocorre uma predominancia
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da alcalinidade apenas a bicarbonatos; enquanto que, em pH entre 8,3 e 9,4 a alcalinidade
predominante é referente a presenca de bicarbonatos e carbonatos; e quando o pH encontra-se
acima de 9,4 a alcalinidade é devido a presenca de hidroxidos e carbonatos.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, o lixiviado apresenta como principal
forma de nitrogénio o N-amoniacal (2730 mg. L) correspondendo assim a 98% de Notal,
fornecendo nesta contextualizacdo, um bom aporte de N-NH." para o crescimento das
microalgas. Na concepcdo de Collos et al. (2014), a amdnia ionizada parece ser a fonte ideal
de N para as algas, uma vez que, seu estado de oxidacdo elimina a necessidade de sua reducéo,
e, portanto, pode ser utilizado imediatamente para a sintese de aminoéacidos.

Percebe-se que a magnitude de fésforo total presente no lixiviado e no esgoto doméstico
pode ser assimilada pelas microalgas para a sintetizacdo de acidos nucleicos e ATP (adenosina
Trifosfato). Segundo Ehrig (1983), o fosforo ¢ um elemento fundamental aos processos
energéticos dos seres vivos. Quanto aos valores de Ortofosfato, aproximadamente 76% do
fésforo total presente no lixiviado é representado por esta fracdo solGvel. Corroborando com
este resultado Souto (2009), afirma que, praticamente todo o fésforo encontrado em lixiviados
estd na forma de Ortofosfato, este proveniente principalmente da matéria organica em

degradacéo.

3.3.2. Curva de Crescimento da Chlorella sp.

Ao analisar a curva de crescimento da Chlorella sp, verificou-se que ela apresentou fase

Lag com duracdo aproximada de 1 dia, periodo em que ocorreu pouca ou nenhuma divisdo

celular pois estas se encontravam em estado de laténcia, decorrente da mudanca das condicdes

de cultivo. Nessa fase, a populacdo algacea passa por um periodo de intensa atividade

metabolica, sintese de enzimas e de moléculas variadas. A partir de 48h de monitoragéo foi

registrado um incremento de 37,2% atingindo DC de 1,03x10° célula mL™. A maior densidade
registrada foi 3,24x10° a 192h, representando um incremento de 431% em relagdo ao To.

Os valores de pH foram sempre crescentes ao longo da monitoracéo nos 3 biorreatores,

sendo identificado um incremento médio de 1,7 unidades. Este aumento ¢é devido a reducdo do

CO2 no meio, como consequéncia da fotossintese microalgacea. Os valores de cada ponto para

0s 3 inoculos estdo apresentados na Figura 1.



89

Figura 1. Curva de crescimento da Chlorella sp.
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Fonte: Autora (2020)

Entre 0 8° e 0 9°dia, as culturas estavam em fase estacionaria com densidade celular
média de 3,21x10° sugerindo ser o melhor periodo para a imobilizagdo. A partir de 240h, com
pH crescente, identificou-se que a cultura se encontrava em fase de declinio, com densidade de
3,00x10° cél.mLt. Entre 288 e 336 h, foram identificados os maiores valores de pH,
respectivamente 7,6 e 8,7(fase de declinio), associado a abundante quantidade de matéria
organica nas amostras, a limitacao de nutrientes e o acimulo de metabdlitos nocivos as células.

Resultado similar foi obtido por Przytocka-Jusiak et al. (1977) que identificaram no
crescimento de Chlorella vulgaris em culturas contendo nitrogénio amoniacal era geralmente
acompanhado com a mudanca de pH, o meio tornou-se acido em fase logaritmica de
crescimento logaritmico variando para alcalina quando o as células estavam em fases
estacionaria e em declinio. Este resultado pode ser explicado, pois, estando as culturas em
regime de batelada, havia a indisponibilidade de nutrientes no meio. Na Figura 2 esta
apresentada uma amostra da Chlorella sp. em fase estacionaria (A) e Esferas de alginato de

calcio a 4% com a Chlorella sp. imobilizada.
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Figura 2. (2-A) Chlorella sp. em fase estacionaria, ampliacdo de 400x e (2-B) Chlorella sp.
imobilizada em esferas alginato de célcio a 4%.
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Fonte: Autora (2020)

3.3.3. Estudo do pH

O pH é um parametro importante na fitorremediacdo, uma vez que, para o tratamento
da agua residuaria, a alga realiza fotossintese assimilando CO2, elevando o pH do meio. O
estudo do pH em diferentes matrizes imobilizantes indicou ser o alginato o polimero que menos
interferiu na fisiologia da Chlorella sp. uma vez, que maiores incrementos de pH foram
identificados em biorreator com alga imobilizada (BAI) em AG em comparacdo aos
biorreatores com algas imobilizadas na blenda polimérica de AG/QT. Na Figura 3 estd
apresentado o comportamento temporal do pH em biorreatores com algas imobilizadas em
diferentes matrizes poliméricas (AG/QT 2,0%; AG/QT 1,0% e AG).

Figura 3. Comportamento temporal do pH em sistemas com Chlorella sp. imobilizada em
diferentes matrizes poliméricas
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A analise do pH em biorreator alimentado por ED+LAS na proporcdo 19:1 e
concentracéo afluente de 260 mg.L*de nitrogénio amoniacal apresentando pH inicial de 8,2
apresentou reducdo na 1% hora de monitoragdo, havendo uma recuperacdo a partir da 2% hora
com incrementos progressivos ate a 7¢ hora de monitoragdo. Este resultado é um indicativo de
que houve atividade fotossintética por parte das algas. O aumento do pH pode ser explicado,
pois, a fixacdo do didxido de Carbono presente no efluente, por meio da fotossintese das
microalgas, proporciona uma maior dissociagdo de carbonato e bicarbonato. A dissociagéo faz
com que a acidez carb6énica seja removida do meio, ocorrendo, assim, a liberacdo de ions
hidroxila (OH") acarretando um aumento do pH (MOTA e VON SPERLING, 2009; LI et al.,
2011).

Nos biorreatores com Chlorella sp. imobilizada em esferas AG/QT, na 1 hora de tempo
de contato, identificou-se uma queda significativa no pH, provavelmente por conta da quitosana
ser um polimero apenas soltvel em um &cido fraco, que neste caso foi usado o &cido acético
P.Aa2,0 % e 1,0 % (v/v). Um dado que reforca esta hipétese foi que, os valores de pH foram
sempre menores em algas imobilizadas em AG/QT a 2,0% durante cada hora de monitoracédo

em relacdo ao biorreator em AG/QT a 1,0%.

3.3.4. MEV das esferas com algas imobilizadas

A eletromicrografia da superficie das esferas com Chlorella sp. imobilizada em AG/QT,
revelou uma particula com geometria esférica e estrutura compacta. Na concepcédo de Ribeiro
et al. (2005), a forma esférica pode ser atribuida a alta taxa de reticulagdo ocorrida durante o
processo de gelificacdo do alginato no cloreto de célcio. A eletromicrografia apresenta raras
células na superficie, isto indica que, a matriz garante a seguranca da alga, a porosidade € 0
transporte de substancias, ou seja, 0 encapsulamento produz uma formulacao segura.

Corroborando com este resultado, Sian (1984), trabalhando com Chlorella vulgaris
imobilizada em esferas de alginato na remocao de amonia apresentou resultados de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) da estrutura interna da esfera, indicando que as células algaceas
sdo revestidas pelo polimero. Na Figura 4 estdo apresentadas as micrografias das esferas com

algas imobilizadas em diferentes aumentos.
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Figura 4. Micrografia da superficie de esfera com Chlorella sp. em aumentos de 500, 50 e 10

SEM HV: 1.0 kV
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Fonte: Autora (2020)

SEMHV: 160 KV [T Wor 208 m | TTTTTTTT VEGA3 TESCAN|
View fleic: 287 mm Dot SE 500 pm

SEM MAG: 96 x | Date(midly}: 0310818 Embraps Agrolndistria Tropical

3.3.5. Etapa | - Remocéo de N- amoniacal por Chlorella sp. imobilizada em
esferas AG/QT

A remogéo de nitrogénio amoniacal obtida em biorreatores com algas imobilizadas em
AG/QT (1%), alimentados em batelada, TDH de 4 h e concentracfes afluentes de nitrogénio
amoniacal entre 167 e 277 mg. L™ manteve-se entre 15 e 40%, representando uma remogao de
média 20 mg de N-amoniacal em 4 ensaios com 16h cumulativas de tempo de retengéo celular,
sendo a maior remocao, registrada no primeiro ensaio, com concentra¢cdo média de 240 mg. L-
! de N-amoniacal.

Uma possivel explicacéo para esse fendbmeno é que, as algas imobilizadas podem tolerar
concentracBes relativamente altas de N-amoniacal devido a protecdo do gel. Segundo
Covarrubias et al. (2012), a célula imobilizada apresenta maior resisténcia a toxicidade, melhor
estabilidade operacional e maior taxa de remogédo de nutrientes, atestando assim, com estes
resultados. Liu et al. (2019) defendem que as células das algas concentradas nas esferas de
alginato de célcio sofrem um grande aumento de densidade por unidade de volume e também
podem desencadear interagdes, visando desta forma, melhorar a captagdo de N-amoniacal.

Em todos os ensaios foi registrada pequena queda no pH, pode este fato, estar
relacionado com a remogdo de N- NH4* por microalgas em elevadas concentracdes, sendo esta,
a forma preferencial por microalgas, requerendo menor energia celular para a absorgédo
metabolica. Na concepgéo de Jia & Yuan (2016) o N-amoniacal quando assimilado diretamente
na via do aminoacido, &cido glutamico, libera ions H*, o que pode reduzir o pH do meio. Na
Figura 5 estdo apresentados os valores de remogédo de nitrogénio amoniacal em biorreatores
com Chlorella sp. imobilizada em esferas AG/QT.
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Figura 5. Remocao de Amonia em biorreatores AG/QT com TDH de 4 h.
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Alguns estudos com microalgas registraram queda do pH. Khanzada & Ovez (2018)
cultivaram Chlorella vulgaris e Chlamydomonas reinhardii no tratamento de lixiviado e
identificaram que o pH estava constantemente diminuindo, atingindo 5,7. A reducdo do pH,
também foi observado por Mustafa et al. (2012) no cultivo de algas em lagoas com alta taxa de
N-amoniacal usando lixiviado a 4%.

O resultado do planejamento fatorial, dados da ANOVA e do DOE 2?9, visando a
otimizacdo do TDH e % de LAS no substrato para maximizacdo da remocdo de N-amoniacal
por Chlorella sp. estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. ANOVA DOE 2 @9 com replicata do ponto central para 0 monitoramento de N-

NH,*.
SS df MS F D
1 TDH (h) 1640,250 1 1640,250 21,29043 0,043900
2 LAS (%) 702,250 1 702,250 9,11520 0,094425
By (2) 132,250 1 132,250 1,71660 0,320387
Error 154,083 2 77,042

Total SS 2628,833 5

A Figura 6 apresenta, respectivamente, o diagrama de Pareto e a Superficie de Resposta
para 0 mesmo conjunto de dados.
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Figure 6. Diagrama de Pareto e Superficie de resposta do DOE 2 gbtidos para o
monitoramento de N-amoniacal.
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Conforme dados da ANOVA (Tabela 3) e diagrama de Pareto (Fig. 6-A), apenas o
tempo exerceu influéncia estatistica significativa sobre a remocdo de N-NH4*. Além disso, a
interacdo entre varidveis dependentes (Tempo e % LAS) ndo exerceu influéncia sobre o
parametro monitorado, explicando que, independentemente do nivel de LAS, a relacdo
estabelecida entre tempo e remocgédo de N-NH4" segue 0 mesmo modelo matematico. Para nivel
confianca de 95% e R? 0,94, o modelo matematico da superficie de resposta (Fig. 6-b) indica
que, conforme o TDH aumenta, a remogao de N-NH4" diminui. Apesar do teor LAS ndo exercer
influéncia significativa sobre o pardmetro monitorado, a superficie de resposta indica que,
conforme a concentracdo de LAS aumenta, a remocdo de N-NH4* é otimizada.

O resultado obtido a partir dos ensaios de remocao de N- amoniacal em TDH de 4 e 5h
com concentragdes afluentes médias respectivas de 273 e 281 mg.L™ foi de aproximadamente
30% em TDH menor para 24% em TDH 5h. Este resultado, em relacdo ao TDH, é consistente
com Whitton et al. (2018), que registraram em seu sistemas com microalgas cloroficeas

imobilizadas em alginato de célcio na remogdo de nutrientes de efluente secundario, maior
eficiéncia remocédo de N-amoniacal em TDH de 3h.
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3.3.6. Etapa Il - Remocé&o de nitrogénio amoniacal de ED+LAS por Chlorella sp.
imobilizada em esferas AG

Os resultados obtidos em TDH de 2h, para remocdo de nitrogénio amoniacal,
apresentaram uma mesma tendéncia, caracterizada por remoc¢ao media de 85,3% na primeira
hora de contato em todas as concentracdes afluentes testadas. No BAI, para 60% das
amostragens foi identificada remocdo mais significativa na 1% hora em comparagdo com a 22
hora de monitoracdo. No sistema controle (esferas de alginato a 4%), as remogdes médias foram
em torno de 28,7 %, sugerindo que a remocao também se da pela via quimica. Na Figura 7
estdo apresentados os resultados de remocéo de N-amoniacal no biorreator com Chlorella sp.

imobilizada.

Figura 7. Remogéo de N-amoniacal por Chlorella sp. imobilizada em AG.
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Na concepcdo de Klochenko et al. (2003), a tolerdncia de algas verdes a altas
concentracBes de ion amdnio é que elas tém maior atividade do sistema GS/GDH e, portanto,
0 aménio é convertido rapidamente em aminoécidos, ao invés de ser acumulado na célula.
Corroborando com este pensamento, Giordano et al. (2003), afirma que o amdnio estimula a
producdo da PEPCase, enzima que promove rapida incorporacdo de aménio em compostos
organicos, reducao do aménio citosélico por varias vias de sintese e transporte deste, para o

vacuolo onde é armazenado, visando evitar, toxicidade em algas.

* Andlise da influéncia da concentragdo inicial de N-amoniacal e do TDH na

remocao de N-amoniacal
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Na Tabela 5 estdo apresentados os dados da ANOVA do DOE 2% obtidos para 0

monitoramento de N-NH.". A Figura 8 apresenta, respectivamente, o diagrama de Pareto e a
Superficie de Resposta para 0 mesmo conjunto de dados.

Tabela 5. ANOVA DOE 29 com duas replicatas para 0 monitoramento de N-amoniacal,

SS df MS F p
1 TDH (h) 114,534 1 114,534 47,527 0,002321
2 LAS (%) 3649,570 1 3649,570 1514,431 0,000003
By (2) 98,912 1 98,912 41,045 0,003049
Error 9,639 4 2,410
Total SS 3872,655 7

Conforme dados apresentados na ANOVA (Table 4) e no digrama de Pareto (Fig.8-A),
tanto o TDH quanto a concentracéo inicial de N-NH." exerceram influéncia significativa na
remocdo final de N-NH4" (F calculado > que F tabelado e p <0,005 para um limite 95% de
confianca). De acordo com os valores de soma quadratica e dados do efeito padronizado, a
concentracao inicial de N-NH4" exerce 5,6 vezes mais influéncia que o TDH sobre o parametro
monitorado. Em adicdo, a interacdo entre TDH e N-NH,* também foi significativa, indicando
que o TDH exercerd um efeito diferente para cada nivel de N-NH4" afluente. Na Figura 8:
Diagrama de Pareto e a Superficie de Resposta para a monitoracdo da remocdo de N- amoniacal

no sistema.

Figura 8. Diagrama de Pareto e Superficie de resposta do DOE 29 obtidos para o
monitoramento de N-amoniacal.
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Para um nivel de confianga de 95% e R? 0,997, o modelo matematico obtido para a
superficie de resposta (Fig.8-B) indica que, em menor TDH, a remoc¢&o de N-NH4" é otimizada.
Ainda segundo este modelo, a remocgdo final de N-NH;* foi maximizada conforme a
concentracdo de entrada N-NH4" aumentou. Este resultado explica que o equilibrio bioquimico
responsavel metabolizacdo de N-NH4"em Chlorella sp. ainda possuia capacidade para receber
concentragOes maiores deste nutriente. Corroborando com este resultado, Collos & Harrisson
(2014), investigando a toxicidade do amonio em Chlorophyceas, identificaram que as
concentragdes de 129, 390 e 661 mg.L?, representavam respectivamente condicdes; 6tima,

inibitoria e toxica para as células.

3.3.7. Etapa Ill- Remocdo de N-amoniacal de lixiviado de aterro sanitario por
Chlorella sp. imobilizada em esfera AG

Nos experimentos tendo como substrato o LAS diluido em agua destilada, foram
registradas remocdes de nitrogénio amoniacal que variaram entre 49 e 98% em TDH de 360 h.
A maior eficiéncia foi registrada no biorreator com concentracao afluente de N- amoniacal na
faixa de 50 mg. L, atingindo remocao quase completa de 98%. Heggers e Yadavalli (2014)
aplicando Chlorella pyrenoidosa imobilizada em alginato de célcio, no tratamento de efluente
lacteo, com TDH de 96h, obtiveram remogéo de 98 e 98,5% respectivamente para PO4> e N-
NHs".

A eficiéncia das algas imobilizadas foi confirmada por Chen-Lin et al. (2017), que
observaram maior eficiéncia de remoc¢éo de N-amoniacal por Nannochloropsi sp. imobilizada
em alginato de calcio (82,2%) do que em sistemas livres (47,3%) em TDH de 216 h.

O biorreator alimentado com 198 mg.L de nitrogénio amoniacal afluente, apresentou
remocdao de 48%. A baixa remocao pode estar associada a toxicidade de altas concentracées de
amonio para a célula. A toxicidade do N-amoniacal foi demonstrada que ocorre mesmo em
meio com pH tamponado, sugerindo que a toxicidade ndo esta relacionada apenas a mudancas
no pH externo e perturbacdo do pH citosolico induzida por aménio (BLIGNY et al., 1997).
Britto e Kronzucker (2006) defendem que a natureza intensiva de energia do elevado
movimento de NH4", alta taxa de ciclagem de ions através da membrana, é que desencadeia a
toxicidade.

O menor desempenho observado foi no biorreator controle (esferas de AG), com
remogOes médias de 35% e concentragdo afluente de N- amoniacal média de 98 mg.L™ . Foi

registrado até o 5° dia de monitoragao, incremento de oxigénio dissolvido de aproximadamente
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192, 211 e 67% respectivamente para os sistemas com concentracdes de N-amoniacal afluentes
de 50, 98 e 198 mg.L . Este aumento pode ser explicado, considerando que, durante o processo
fotossintético ocorre a fotolise da molécula de agua no interior do tilacéide, com subsequente
liberagdo do oxigénio pela microalga. Na Figura 9, os dados de remogé&o de N-amoniacal estdo
apresentados e incremento de oxigénio dissolvido nos diferentes tratamentos.
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Figura 9. Comportamento temporal da remocéo de N-amoniacal e sintese de oxigénio
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Ap0s 360h de monitoracdo, as esferas foram retiradas dos biorreatores e apresentaram
coloracgéo verde escura em comparagéo as esferas de entrada, sugerindo aumento de biomassa.
Corroborando com este resultado, Liu et al. (2019), obtiveram aumento na sintese total de
proteinas em Scenedesmus obliquos imobilizado em alginato de célcio quando foi cultivado em
aguas residudrias ricas em NH4*-N, atingindo valor de 566 mg.g™* em agua residuaria com 50
mg.L? de NH4*-N afluente. No presente trabalho, obiorreator com 98 mg.L™* de N-amoniacal
afluente apresentou maior quantidade de esferas com a caracteristica mencionada, sugerindo

maior concentracdo de Clorofila a. Na Figura 10 estdo apresentadas esferas com Chlorella sp.
imobilizada de entrada e saida do sistema.
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Figura 10: Esferas com algas imobilizadas: entrada/saida (50, 98 e 195 mg.L* de N-
amoniacal afluente)

Legenda:

A- Esferas de entrada

B- Esferas com tratamento em 50 mg.L*de N- amoniacal
C- Esferas com tratamento em 98 mg.L*de N- amoniacal
D- Esferas com tratamento em 198 mg.L*de N- amoniacal

Os resultados obtidos neste trabalho, estdo em concordancia com Salama et al. (2017)
que defendem que o nitrogénio(N) e o fésforo(P) sdo macronutrientes presentes em aguas
residudrias, assimilados para incorporagdo em moléculas basicas: proteinas, aminoacidos,
DNA, RNA, ATP, lipidios e clorofilas.

A turbidez foi crescente em todos os sistemas, iniciando com 3,0; 4,5 e 8,0 NTU
respectivamente para os sistemas de concentracdo de N-amoniacal afluente de 50, 98 e 198
mg.L* apresentando ao final, valores respectivos de 70,0, 61 e 119 NTU. Estes valores podem
ser explicados, uma vez que o fosfato presente no substrato atua como um quelante nas esferas
de alginato de célcio, promovendo a desestruturacdo na matriz e liberagdo de células para o
substrato. Comparando os incrementos registrados no biorreator com algas imobilizadas e
concentracéo afluente de 98mg.L™ e o controle, que recebeu substrato com igual concentragao,
o0 biorreator com Chlorella sp. imobilizada foi registrado um incremento na turbidez de 13,5
vezes para 30 vezes no controle.

O pH monitorado em todos os sistemas se manteve na faixa de 7,2, favorecendo entéo,
a predominancia do NHs em relagdo ao NHs. O resultado deste parametro nos possibilita inferir
que, o N-amoniacal removido ndo foi por Stripping de amonia, condi¢do que ocorre em pH

elevado, outrossim, pela assimilacdo microalgacea e por adsor¢ao na matriz polimérica.
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Avaliacdo da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de raios X
por dispersdo em energia (EDS) das esferas produzidas

A analise de MEV das esferas com algas imobilizadas em AG constatou a presenca de
poros, possibilitando desta forma, o transporte de massa entre 0s meios externos e internos da
esfera. Foi registrada a presenca de células na superficie das esferas apds a realizacdo dos
ensaios para todas as concentragcdes de N- amoniacal testada, fato este, ndo observado nas
esferas antes do recheio do biorreator. Este resultado é consistente com Sian (1984) que em
seus achados de MEV identificou que a Chlorella vulgaris ficava localizada no interior da
esfera de alginato.

Os resultados de EDS (espectroscopia de raios X por dispersao em energia), das esferas
antes do inicio do ensaio, indicaram a presenca de carbono, oxigénio, calcio e cloro. Nas esferas
de saida para as concentraces de N- amoniacal testada foi identificada a presenca de carbono,
oxigénio, célcio, aluminio, mercdrio, cloro, fosforo, silicio e enxofre. Este fato pode ser
explicado, uma vez que, com a assimilagdo de N- amoniacal, houve o aumento na densidade da
Chlorella sp. Na Figura (11-A) est4 apresentada a analise de MEV da superficie externa de
esferas com algas imobilizadas antes dos ensaios e (11-B) ap0s o ensaio, apresentando células

em sua superficie.

Figura 11. MEV de superficie de esferas com algas imobilizadas de entrada (aumento de 60x)
e saida do sistema em aumento de 200x.

TM-1000_0070 2020/08728 11:17 1mm  TM-1000_0067 2020/0929 10:53 500 um

Fonte: Autora (2020)
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3.4. CONCLUSAO

Frente a analise dos dados deste trabalho, pode-se concluir que:

A Chlorella sp. isolada do lixiviado de aterro sanitario, apresentou rapida aclimatacéo ao
meio de cultura MBB, atingindo a fase estacionaria a 192h de cultivo, sendo este o periodo
mais apropriado ao procedimento de imobilizagao celular;

A Quitosana diluida em &cido acético a 2% provocou reducdo no pH do sistema de
aproximadamente 2,6 unidades em 1 hora de tempo de contato, sugerindo
comprometimento no metabolismo algaceo, desta forma, inviabilizando sua aplicacdo na
imobilizacéo celular;

A imobilizacdo celular é uma tecnologia eficiente de protecdo e retencdo da célula no
reator, uma vez que, o alginato apresentou, atraves da analise de MEV e EDS, ser uma
matriz com porosidade e resisténcia aos componentes do lixiviado em dilui¢éo a 7,3%, que
manteve as células aprisionadas no interior da esfera, podendo ser aplicadas em outros
ensaios;

A Chlorella sp. imobilizada em alginato de calcio apresentou eficiéncia de remoc¢édo de N-
amoniacal de LAS diluido em esgoto doméstico para todas as faixas testadas (41 a 107
mg.L?), sendo registradas remocdes entre 81 e 97% em TDH de 2h, ratificando
sobremaneira, o grande potencial das microalgas na recuperacdo material nitrogenado de
aguas, mitigando desta forma a problematica da eutrofizacdo dos mananciais;

A Chlorella sp. apresentou eficiéncia de remocdo de N- amoniacal de LAS diluido em
agua destilada na faixa de 49 a 98% em um periodo de 336h de monitoragdo, com
incorporacgédo de massa de nitrogénio por sistema entre 9,8 e 19,4 mg. Os resultados dessa
pesquisa apontam para o potencial de aplicacdo da Chlorella sp. imobilizada no tratamento
de lixiviados, removendo o N-amoniacal que sabidamente, é o contaminante que dificulta

o tratamento bioldgico deste residuo liquido.
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CAPITULO 4

REMOCAO DE NITROGENIO AMONIACAL DE
LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO POR Chlorella
sp. EM SISTEMAS ALIMENTADOS EM REGIME DE

BATELADA.



108

RESUMO

Neste estudo foi avaliado o crescimento da Chlorella sp. em diferentes dilui¢cdes de lixiviado
de aterro sanitario(LAS). O lixiviado € resultante da degradacdo dos residuos e da &gua que
percola na camada de cobertura e interior das células de aterramento. Apresenta elevada carga
de poluentes recalcitrantes, altos niveis de nitrogénio amoniacal, metais pesados, matéria
organica e fosforo, podendo ser aplicado na producdo de biomassa algal. O estudo foi
desenvolvido em 3 etapas com sistemas alimentados em regime de batelada. Na etapa I, o
sistema constituiu-se de 4 biorreatores com substrato em volume de100 mL, fotoperiodo de 24
horas, temperatura de 27° C, TDH de 168 horas e concentracGes de N- amoniacal afluente de
47,99, 198 e 385 mg.L!. Na etapa Il foram monitorados 7 biorreatores alimentados com
lixiviado in natura foi diluido em agua destilada em diferentes percentuais (10, 20, 30, 40, 50 e
100%), tendo MBB como controle positivo. Cada biorreator foi alimentado com 500mL de
substrato e 10 mL de cultivo de Chlorella sp. em fase estacionaria, densidade celular de
5,47x10% cel. mLt, TDH de 336h, amostragens de 50 mL a cada 48h para avaliagdo do pH,
oxigénio dissolvido, turbidez, nitrogénio amoniacal e contagem de células. Na etapa I11, foram
monitorados 3 biorreatores com o0s seguintes substratos; i) lixiviado submetido a Stripping de
amonia, ii) LAS diluido em &gua destilada e iii) MBB+ NH4Cl apresentando concentracdes de
N-amoniacal afluentes respectivas de 6, 100 e 140 mg.L™?, o volume de substrato de alimentag&o
foi 1000 mL, inoculados com 50 mL de meio de cultivo. Os ensaios foram conduzidos em
triplicata. A analise estatistica dos dados foi realizada através de um planejamento full fatorial
de trés niveis Box-Behnken 3¢ design (BBD) combinada com a metodologia de superficie de
resposta e (ANOVA), através dos softwares Microsoft Excel 2013, Statistic 8,0 e Minitab 17,
Foi registrado crescimento celular em todos os tratamentos, com remog¢6es de N- amoniacal
variando entre 6 e 59%, e incrementos celulares variando entre 27 e 178% até 96h de
monitoracdo. Na etapa Il foram obtidas remog0es de nitrogénio amoniacal de 100, 49 e 20%
respectivamente para os tratamentos de lixiviado que foi tratado por Stripping, lixiviado diluido
a 100 mg.L™ e MBB+NH.CI. Neste Gltimo tratamento ndo foram verificados incrementos de
pH e de oxigénio dissolvido. Os resultados obtidos neste trabalho sdo indicativos de que a
Chlorella sp. consegue crescer em lixiviado, podendo ser aplicada no tratamento de LAS.

Palavras-chave: Crescimento celular; Toxicidade; Chorume; Nutrientes.
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ABSTRACT

In this study, the growth of Chlorella sp. in different dilutions of landfill leachate. Leachate is
the result of the degradation of wastewater that seeps into the covering layer and the interior of
the earthing cells. It has a high load of recalcitrant pollutants, high levels of ammoniacal
nitrogen, heavy metals, organic matter and phosphorus, and can be applied in the production of
algal biomass. The study was developed in 3 stages with systems fed in batch mode. In step I,
the system consisted of 4 bioreactors with substrate in 100 mL volume, 24-hour photoperiod,
27° C temperature, 168-hour HRT and affluent N-ammoniacal concentrations of 47, 99, 198
and 385 mg. L. In step I, 7 bioreactors fed with leachate in natura were monitored and diluted
in distilled water in different percentages (10, 20, 30, 40, 50 and 100%), with MBB as a positive
control. Each bioreactor was fed 500mL of substrate and 10 mL of Chlorella sp. in stationary
phase, cell density of 5.47 x 10* cel. mL*, 336h TDH, 50 mL sampling every 48h to evaluate
pH, dissolved oxygen, turbidity, ammonia nitrogen and cell count. In step 111, 3 bioreactors fed
with leachate subjected to stripping, leachate diluted in distilled water and MBB + NH4Cl with
respective affluent N-ammoniacal concentrations of 6, 100 and 140 mg.L* were monitored, the
volume of feed substrate was monitored. 1000 mL, inoculated with 50 mL of culture medium.
The tests were conducted in triplicate. The statistical analysis of the data was carried out through
a full factorial planning of three levels Box-Behnken 3% design (BBD) combined with the
response surface methodology and (ANOVA), using Microsoft Excel 2013, Statistic software
8.0 and Minitab 17. Cell growth was recorded in all treatments, with N-ammonia removals
ranging from 6 to 59%, with cell increments ranging from 27 to 178% up to 96h of monitoring.
In step 111, ammonia nitrogen removals of 100, 49 and 20% were registered respectively for the
Leachate treatments that were treated by Stripping, leachate diluted to 100 ml.L™* and MBB +
NH4CI. In this last treatment, there were no increases in pH and dissolved oxygen. The results
obtained are indicative that Chlorella sp. it can adapt and grow in different leachate dilutions,
and can be applied in the treatment of landfill leachate.

Keywords: Cell growth; Toxicity; Slurry; Nutrients.
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4.1. INTRODUCAO

O aterro sanitario é o método mais adequado de disposicdo de residuos solidos urbanos
(RSU) nos paises em desenvolvimento, devido aos baixos custos e a simples opera¢do (ABOOD
et al., 2014). Uma implicacdo, é que, a degradacdo quimica dos residuos aterrados, associada a
precipitacdo gera uma quantidade substancial de lixiviado, agua residuaria com ampla
variedade de contaminantes (MOJIRI et al., 2017). O lixiviado de aterro geralmente
compreende alta concentracdo de compostos organicos e inorganicos dissolvidos, aménia e
compostos organicos xenobidticos (COX), que sdo altamente toXxicos para 0s organismos vivos
e 0 meio ambiente (KJELDSEN et al., 2002). Apresenta baixa relagdo C/N, bem como
significativas concentracfes de metais pesados toxicos (OULEGO et al., 2016).

A presenca de todos estes componentes dificultam o tratamento da dgua residudria. No
entanto, o uso potencial das microalgas para tratar lixiviado, denominado fitorremediacgéo, tem
sido avaliado de maneira satisfatoria, embora menor grau comparado ao nimero de estudos que
avaliaram o tratamento de &guas residuarias domésticas. O elevado teor de nutrientes e maior
custo de tratamento do lixiviado, em comparag¢do com as aguas residuérias domésticas, justifica
0 investimento em pesquisas desta natureza (EDMUNDSON & WILKIE, 2013).

Assimilacdo de nutrientes por algas, especificamente nitrogénio e fosforo, seria
altamente benéfico, ja que a remocdo de nutrientes das dguas residuérias é processo caro em
instalacfes de tratamento de agua bruta, custando aproximadamente US$ 4,4/ kg-nitrogénio e
3% 3,05/kg-fosforo para remocgdo (RAWAT et al., 2013).

O principal desafio de pesquisas no tratamento de lixiviados com algas € o alto teor de
nitrogénio amoniacal do lixiviado. A aménia é a fonte preferida de nitrogénio para muitos
espécies de algas, mas altas concentragcdes podem ter efeitos toxicos nas algas. O lixiviado
devera ser diluido em agua destilada ou &guas residuarias, a fim de reduzir a concentracdo de
amonia para uma concentracdo nao-inibitéria. (MUNOZ & GUIEYSSE, 2006; PAVASANT et
al., 2006).

El Ouaer et al. (2017), obtiveram remocdo de 90% de NH4*- (forma ionizada) com
Chlorella sp. em lixiviado diluido a 10% em MBB. Paskualikova et al. (2016), registraram 90%
de remocao de N- amoniacal por Chlamydomonas sp. a partir de 10% de lixiviado bruto diluido

em agua deionizada com TDH de 30 dias de cultivo. Zhao et al. (2014), investigaram lixiviado



111

de aterro sanitario diluido com esgoto doméstico em diferentes proporcoes e observaram 90%
de remocao total de nitrogénio.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo, investigar qual a concentracdo
de N-amoniacal de lixiviado de aterro sanitario mais adequada do ponto de vista fisioldgico
para o crescimento da Chlorella sp. e para a remogéo de nitrogénio amoniacal em sistemas

livres alimentados em regime de batelada.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Consideragdes Gerais

A pesquisa foi realizada nas dependéncias fisicas da Estacdo Experimental de
Tratamentos Bioldgicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba, situada no bairro do Tambor, na cidade de Campina Grande — PB. O LAS
(Lixiviado de Aterro Sanitario) estudado, foi coletado na entrada da lagoa de decantagdo do
sistema de lagoas de tratamento de lixiviado de Aterro Sanitario Metropolitano de Jodo Pessoa
(ASMJP)-PB, (7°13°00”* S e 34° 57°11°> W), transportado em reservatorios de polietileno de
50L até as dependéncias da EXTRABES, para subsequente caracterizagdo fisico-quimica.
Antes de cada amostragem para fracionamento e analise, os recipientes com lixiviado foram
agitados para homogeneizar o contetdo e ressuspender as particulas decantadas e reinsercao do

nitrogénio amoniacal livre ao residuo liquido.

4.2.2. ldentificacdo do Fitoplancton

Para identificacdo do fitoplancton, 5 mL de LAS (2,5mL afluentes e 2,5 efluentes de
cada lagoa) foram transportados para cinco frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo cada um,
100 mL de meio ASM-1 estéril, (GORHAM et al. 1964 & ZAGATTO e ARAGAO, 1992). As
amostras foram colocadas em mesa rotatoria com rotacdo 80 rpm, temperatura de 30° C e
fotoperiodo de 24 horas. Transcorrido o periodo de 14 dias, procedeu-se a identificacdo do
fitoplancton, utilizando microscopio com lente de aumento de 400 vezes. O sistema de
classificacdo para classes e géneros seguiu recomendacdes de Bicudo e Menezes (2006), e, para

as espécies foram utilizadas chaves de identificagao especificas de cada grupo. A contagem do
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fitoplancton foi realizada por cadmara de Utermohl capacidade de 2 ml da marca CIENLAB,
pelo método da sedimentacao de Utermohl (1958).

4.2.3. lIsolamento e Cultivo

O isolamento da Chlorella sp. foi realizado pelo método de &gar em placa preconizado
por Guerrero Il e Villegas (1982). As cepas de Chlorella sp. foram inoculadas em placas de
Petri, pré-esterilizadas contendo Meio Basal Bold’s-MBB (BISCHOFF & BOLD, 1963;
BOROWITZKA, 1988) com 1,5% de agar. Na Figura 1 apresenta-se um diagrama esquematico
desde a coleta até identificacdo das espécies integrantes do fitoplancton.

Figura 1. Etapas sequenciais da coleta do LAS até a identificacdo do fitoplancton.

Inoculagdo

LAS (Lagoas de tratamento)
WU alalal

— b —

Fixagdo em lugol 4%

1 litro MBB Bomba 80 rpm

A I

g\ Y ! —

f "C;:,___ = \ J f A
Camara de Utermahl (2mL) y - @). N

Microscépio Invertido

Fonte: Autora (2020)

As amostras foram mantidas em cdmara de cultivo com temperatura de 27° C em

fotoperiodo de 24 horas, sob iluminacao de 4 lampadas fluorescentes, intensidade de fotons de
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85 HEL.m™2. Apos 21 dias, foi realizado o isolamento usando pipeta de Pasteur. A observacéo
do género algal foi procedida em microscépios Invertido NIB-100 INF e 6ptico Binocular N
107 da marca Coleman em objetiva de 400x, sendo essa cepa unialgal dominante na amostra,
inoculada em frascos erlenmeyers contendo 50 ml de MBB. Aos 21 dias, as microalgas foram
inoculadas em 100 mL de MBB e colocadas na mesa rotatdria com 80 rev. min* em frascos
erlenmeyer de 250 mL. Passados 7 dias, 32 mL de meio de cultivo foram ressuspensos em 6
frascos erlenmeyer de 2L contendo cada um, 1600mL MBB, conectados a uma bomba marca

BOYUC, com vazao de ar por biorreator: 0,16 L. min™,

4.2.4. Reagentes

Para o preparo dos meios de cultivo do fitoplancton foram utilizados os seguintes

componentes quimicos:

O meio ASM-1 estéril foi preparado cos seguintes solucdes reagentes: NaNOs (8,5 g.L
1, MgS0s -7H:0, (2,45 g.L™) MgCl: + 6H:0 (2, 05g.L) CaClz -2H-0 (1, 45g.L ), KH:PO.,
(8,7 g.L'Y), Na.HPO. - 12H,0 (17,8 g.L™Y), HsBOs (28,40 g.L'Y), MnCL - 4H,0 (13,9 g.LY),
FeCl. - 6H-0 (10,8 g.L%), ZnCl. (3,35 g.L°!) CaCl. - 6H.0 0,1900, CaCl. - 2H-0, 0,0140 g.L°
1), EDTA titriplex (18,6 g.L). Para cada solucdo estoque os compostos foram diluidos em

1.000 mL de agua deionizada e armazenados no freezer em frascos plasticos.

O Meio Basal de Bolds (BBM) para cultivo de Chlorella sp. foi composto de NaNOs
(250 mg LY), MgSO4 -7H20 (75 mg L), NaCl (25 mg L), KoHPO; (75 mg L), KH2PO4
(175 mg L), CaCl; - 2H,0 (25 mg L), ZnSOs4 - 7H20 (8,82 mg L), MnCl; - 4H,0 (1,44 mg
L), MoOs3 (0,71 mg L), CuSO4 - 5H,0 (1.57 mg L), Co (NO3), - 6H20 (0,49 mg L), HsBOs
(11,42 mg L'Y), Na, EDTA (50 mg L), KOH (31 mg L), FeSO4 - 7H,0 (4,98 mg L™).

4.2.5. Monitoramento e métodos analiticos aplicados

Os parametros analiticos determinados durante a operacdo foram balizadores para
determinar qual é o melhor tratamento para o crescimento da cepa e determinar sua eficiéncia.
O monitoramento dos biorreatores foi realizado sob temperatura controlada de 27° C e
intensidade luminosa de 85 PE.s™.m™2. Os pardmetros de caracterizacdo do lixiviado e seus

respectivos métodos analiticos seguiram o que esta preconizado em APHA (2012), exceto para
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alcalinidade total (BUCHAUER, 1998) e clorofila “a” (JONES, 1979) Os equipamentos e

métodos empregados na avaliacdo dos parametros estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros monitorados, métodos e equipamentos.

Parémetro Método (APHA, 2012) Equipamento(marca/modelo)
pH Eletrométrico 4500 B HANNA Instrumentos/HI2300
Turbidez Nefelométrico 2130 B QUIMIS/Q279P
Fosforo total 4500-P-C FEMTO 700 Plus-
Amobnia 4500-NHs TECNAL- TE-0363
NTK 4500-Norg TECNAL/TE-0364
Temperatura Eletrométrico 4500 G HANNA Instrumentos/HI2221

Oxigénio Dissolvido Método Eletrométrico ALFAKIT- AT 155

As amostras foram tratadas em membrana de fibra de vidro de 0,45 e 0,22um para
subsequente analise em cromatdgrafo idnico Dionex ICS-1100 da marca Thermo Scientific. A
temperatura de operacdo foi 35° C, volume do Loop de 25 pL e o fluxo do eluente foi de 0,25

mL.min. As condi¢Oes operacionais das colunas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condigdes operacionais do cromatografo iénico.

Anélise de anions Parametro Dionex lon Pac AG23
Pré- Coluna Dionex lon Pac AG23
Supressora ASRS 300 2 mm
Eluente Solugdo de Carbonato (4,5

Pressdo na coluna e pré-
coluna

mM) e Bicarbonato de
Sédio (98 mM)
<1100 Psi

Anélise de Cations

Coluna Cromatogréfica

Dionex lon Pac CS 12A

Pré- Coluna
Supressora
Eluente

Pressdo na coluna e pré-
coluna

CS CG 122
ASRS 300 2 mm

Solugdo de 10 mmol.L? de
H,SOq4.
< 1100 Psi
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4.2.6. Etapa | - Producdo de Biomassa em diferentes concentracoes afluentes de
N- Amoniacal

O potencial fitorremediativo da Chlorella sp. em diferentes diluicbes de LAS foi
avaliado com base na capacidade de crescimento da cepa e na remocdo de N-NH4*. Foram
testadas 4 concentracBes de N-amoniacal afluentes e um controle positivo na propor¢éo de 100
ml de MBB/2 ml de meio de cultivo da Chlorella sp. em fase estacionaria. O LAS foi diluido
com agua destilada até atingir concentracéo afluente de 47, 99, 198 e 385 mg. L! de nitrogénio
amoniacal. Os ensaios foram realizados em biorreatores mantidos em ambiente com
fotoperiodo de 24 horas, temperatura controlada a 27°C, TDH de 168 horas. Foi coletada uma
aliquota de 30mL de efluente tratado a 48, 120 e 168 horas para determinacdo do pH, Clorofila
a e nitrogénio amoniacal. Na Figura 2 estdo apresentados os biorreatores controle e com

diferentes concentracdes de N-amoniacal afluente.

Figura 2. Biorreatores com diferentes concentracdes de N-amoniacal afluente.

Controle-MBB 47mg.L™!

4.2.7. Etapa Il — Crescimento de Chlorella sp. em diferentes dilui¢bes de LAS

Foram montados 7 biorreatores, alimentados em regime de batelada. Destes, 1 foi o
controle positivo, tendo MBB como substrato com 5,1 mg. L™ de N-amoniacal, e 6 biorreatores
receberam LAS in natura diluido em agua destilada com diferentes concentragdes afluentes de
N-amoniacal. Cada biorreator foi alimentado com 500 ml de substrato, obtido pela diluicdo do
lixiviado bruto com agua destilada até atingir as dilui¢des de 10, 20, 30, 40, 50 e lixiviado bruto
a 100% v/v, sendo respectivamente 239, 511, 798, 970, 1142 e 2175 mg. L, mais o controle
positivo. Por exemplo, o lixiviado a 10% v / v foi obtido misturando 10 mL de lixiviado com
90 mL de &gua destilada.
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Estes biorreatores foram inoculados com 10 mL de meio de cultivo com Chlorella sp.
em fase estacionaria com densidade celular de 5,47x10* cel. mL?, sendo estes, mantidos em
ambiente com fotoperiodo de 24 horas, temperatura controlada a 27° C e TDH de 336 horas.
No intervalo de cada 48 horas, foi coletada uma amostra de 50 mL, para determinacéo do pH,
nitrogénio amoniacal, Oxigénio Dissolvido, Turbidez e densidade celular. Para contagem de
células em cadmara de Neubauer, uma aliquota de 5 mL, fixada com 10 gotas de lugol acético
em concentracdo final de 4%, aguardou-se por 10 minutos e foi procedida a leitura. Para se
determinar a concentracdo celular foram contadas todas as células dos blocos individuais

maiores da camara de Neubauer aplicados na Equacéo 1, segundo Tavares e Rocha (2003)

C (célula. mL™) = contagem total x 10/ n° de blocos contados Equagao 1

Na Figura 3 estdo apresentados os biorreatores com diferentes diluicbes de LAS e
controle avaliados antes do término da monitoracdo que foi até 336h.

Figura 3. Biorreatores com LAS a 100, 50, 40, 30, 20 ,10% e controle positivo com avaliados

a 144 h de monitoragéo
—-:_ b ‘;‘;_Xst-avlo .—-'*'. ':;U'..,"-‘*‘-"TT . _—

100% 30% 40% 30% 20% 10% Controle

4.2.8. Etapa Ill - Testes de Avaliacédo da Toxicidade do Nitrogénio Amoniacal
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Para avaliar a possivel interferéncia do nitrogénio amoniacal na fisiologia da cepa de
Chlorella sp., foram realizados ensaios conduzidos em triplicatas com investigando trés
diferentes substratos. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram pH, OD, Turbidez, N-
amoniacal, AT, AGV, Fosforo Total e fons e microbioldgico foi contagem celular em camera

de Neubauer. Na Tabela 3 esta apresentada a configuracdo dos sistemas.

Tabela 3. Configuracéo dos sistemas monitorados.

Configuracéao Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
Volume de substrato(mL) 1000 1000 1000
Volume do in6culo(mL) 50 50 50

Substrato LAS (Stripping de LAS (diluido em MBB+ NH4CI
amonia) agua destilada)
N- Amoniacal Afluente 6 100 140
(mg.L?)
Regime de alimentagéo Batelada Batelada Batelada

Para realizar a separacdo do nitrogénio amoniacal do substrato (Stripping de amonia), 1
L de LAS, foi colocado em um frasco enlermeyer de 2L, protegido da luz, temperatura de 27°
C estando submetido a aera¢do por uma bomba marca BOYUC, com vaz&o de ar por biorreator:
0.5 L. min™ por 168h. Apds este TDH, foram diluidos 40 mL deste lixiviado em agua destilada
para preparacdo de cadal L de substrato. Com relacdo ao substrato de alimentacéo no Sistema
2, 0 LAS foi diluido em &gua destilada até atingir concentragdo de N-amoniacal desejada e para
o sistema 3, foi preparado e esterelizado 1 litro de MBB e neste foi adicionado NH4Cl até atingir

a concentracéo de 140 mg.L de N-amoniacal.

4.2.9. Andlise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada através de um planejamento full fatorial de
trés niveis Box-Behnken 3?9 design (BBD) em combinag&o com metodologia de superficie de
resposta (RSM) e analise de variancia (ANOVA), através dos softwares Microsoft Excel 2013,
Statistic 8.0 e Minitab 17.
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O planejamento experimental Box- Behnken foi empregado para o experimento. Este
planejamento permite a construcdo de um modelo polinomial de segunda ordem para
caracterizar ou otimizar um processo com menor numero de experimentos.

Dentro dos diferentes de niveis de TDH e % de lixiviado testados na fase experimental,
foram selecionados apenas os niveis; baixo, médio e alto para composi¢ao do BBD. No estudo
da remocéo de nitrogénio amoniacal os niveis para TDH foram baixo: 0, médio: 6 e alto: 14
dias, enquanto 0 % de lixiviado presente do substrato de cultivo variou em baixo: 10, médio:
40 e alto: 100%. Na analise dos dados para turbidez, os niveis de tempo foram os mesmos
utilizados na analise de nitrogénio amoniacal, contudo, 0 % de lixiviado variou em baixo: 10%,
médio: 20% e alto: 40%, devido limitacbes da técnica turbidimétrica para solugdes

concentradas de lixiviado. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados de caracterizagdo fisico-quimica do lixiviado, registra-se que 0s
s6lidos totais, com valor médio de 16003 mg.L™?, sendo, 10573 para sdlidos totais fixos e 5430
mg. L* para solidos totais volateis, este tltimo, representando cerca de 34% dos sélidos totais,
indicando uma baixa concentracdo de matéria organica presente na massa de residuo. Segundo
JORDAO e PESSOA (1995), valores tipicos, entre os solidos totais volateis e os sélidos totais
(STVI/ST), para lodo gerado em estacOes de tratamento de esgotos domésticos estdo na faixa de
75% a 85%. Os solidos podem aumentar a turbidez, dificultando a passagem da luz e
comprometendo a fotossintese.

O Mg?* presente no LAS pode contribuir para 0 metabolismo energético das microalgas.
Conforme Richmond, (1990), a fungdo do magneésio é integrar o pigmento clorofila, sendo
também necessario para ativar enzimas especificas, como a ATPase presente nas membranas
tilacoides constituintes dos cloroplastos. Na Tabela 4 esté apresentada a caracterizacéo fisica e

quimica do LAS aplicado na pesquisa.



Tabela 4. Caracterizacdo Fisico-quimica do lixiviado do ASMJP.

PARAMETROS Magnitude
pH 8,0
Alcalinidade Total (mg CaCOsL™ 8150
NTK (mg L) 2710
Nitrogénio Amoniacal (mg L?) 2514
Nitrogénio Organico (mg L™) 196
Sélidos Totais (mg L) 16003
Solidos Suspensos Volateis (mgL™) 5430
Solidos Totais Fixos (mg.L™?) 10573
Sélidos Suspensos Totais (mg L) 210
Solidos Suspensos Volateis (mg.L7) 193
Sélidos Suspensos Fixos (mg.L™) 17
Fosforo Total (mg P L?) 18
Ortofosfato (mg P-PO4* L?) 14
Acidos graxos Volateis(HacL™) 472
DQO total (mg O, LY) 3648
DQO soldvel (mg O, L) 2271
DBO (mg. O2. L1 1163
CI (mg.LY) 3620
Na* (mg.L?) 2310
Mg?* (mg.L?) 275
Ca?* (mg.L?) 626
K* (mg.L%) 2000
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Fonte: Autora (2020)

A expressiva disponibilidade de macronutrientes a exemplo do fésforo e do nitrogénio
no lixiviado pode favorecer o crescimento da biomassa, contudo, para a magnitude do
nitrogénio amoniacal, é recomendavel fazer a diluicao do residuo antes do tratamento. Segundo
Prochazkova et al. (2014), para o crescimento 6timo das microalgas é necessaria uma série de
nutrientes, a exemplo de macronutrientes tais como, carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O),

hidrogénio (H) e fésforo (P), além de célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e potassio (K).
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4.3.1. Etapa | - Producéo de Biomassa em diferentes concentracfes de N-amoniacal
afluentes

A magnitude de solidos totais presentes no LAS representada por 16005 mg.L™* pode
interferir no professo da fotossintese das microalgas, elevando a turbidez do meio, restringindo
desta forma a passagem da luz, contudo, o pH foi sempre crescente para todos os biorreatores.
O aumento do pH pode ter ocorrido devido a fixagdo do CO; que esta presente no meio através
da fotossintese das microalgas, proporcionando uma maior dissociacdo de carbonato e
bicarbonatos. Os biorreatores contendo 47 e 99 mg.L* de N-amoniacal afluente apresentaram
maiores incrementos de pH, respectivamente 1,7 e 1,8 unidades, células com morfologia e
volume preservados, durante 168 h de monitoracéo.

Este resultado sugere que nestas concentragdes de nitrogénio amoniacal, ndo houve
inibicdo da fotossintese. No Biorreator controle, foi identificado um incremento de 1,6
unidades, uma vez que as condi¢des de luminosidade, temperatura e nutrientes favoreciam
amplamente ao crescimento de cloroficeas, contudo, neste, as celulas, analisadas ao
microscopio apresentavam reducdo de tamanho de aproximadamente 60%, sugerindo
indisponibilidade de nutrientes no meio.

A remocéo de N-amoniacal em sistemas com diferentes concentragdes afluentes variou
entre 22 e 53% para 55% no controle. A remocdo mais significativa foi percebida no sistema
com concentracdo afluente de 47 mg.L™t. A menor remoco foi registrada no biorreator com
387 mg.L"* de nitrogénio amoniacal afluente, que apresentou ao final de 168h de monitoragéo,
301 mg.L? de amonia. Este baixo desempenho pode ser relacionado com a toxicidade do N-
amoniacal quando este se encontra em elevadas concentracdes.

Em estudo de Khan & Yoshida, (2008) foi confirmado que a glutamina sintetase
desempenha um papel importante durante a assimilacdo de NH4"-N por microalgas, enquanto
a alta concentragdo de N-amoniacal inibiria a fotossintese do cloroplasto e finalmente afetaria
o crescimento de microalgas. Em nosso estudo a Chlorella sp. em condi¢éo tréfica de autotrofia
apresentou eficiéncia de remoc¢do em todos os tratamentos. Corroborando com os resultados
deste trabalho, para Franco Martinez et al. (2017), a Chlorella vulgaris ndo apresentou inibicéo
em concentragdes de amonio menores que 110 mg.L™. O comportamento das culturas foi
semelhante ao obtido por Gonzéalez et al. (1997), que utilizaram Chlorella vulgaris e

Scenedesmus dimorphus para a remoc¢do do amonio de aguas residuarias.
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O incremento da concentracdo de Clorofila a variou entre 5,5 e 15 vezes. O aumento de
biomassa microalgacea mais significativo e remoc¢do de N-amoniacal simultaneas foram nas
concentragdes de 47 e 99 mg. L de N-amoniacal afluente, atingindo valores respectivos de 74
e 87 mcg.L? de Clorofila a. O resultado menos significativo em termos de biomassa foi na
concentragdo de 400mg.L? de nitrogénio amoniacal, que, na entrada apresentou 5,6 mcg.L™*
para 31 mcg. L ao fim da monitoracdo. A Figura 4 apresenta o incremento de clorofila a

durante o ensaio.

Figura 4. Comportamento da variagdo temporal da concentracdo de Clorofila a no controle e

diferentes tratamentos.
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4.3.2. Etapa Il- Crescimento de Chlorella sp. em diferentes dilui¢des de LAS

No biorreator controle, em concentragio de N-amoniacal afluente de 5,0 mg. L?, a
Chlorella sp. apresentou um incremento de crescimento de 357% em 96h de monitoragéo,
iniciando com 5,47x10% cél. mL?, atingindo 1,95x10° cél. mL™. A partir de 144 horas, a cultura
entrou em fase de declinio progressivo até a densidade celular de 1,94x10* cél. mL* ao final
do experimento. No biorreator controle, todo o nitrogénio amoniacal presente na amostra foi
removido até 48 horas de monitoracdo. N&o foi registrado incremento significativo no pH em
nenhum dos tratamentos contendo lixiviado. Os valores, que iniciaram em torno 8,6 atingiram
8,9 unidades.
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4.3.2.1. Oxigénio Dissolvido

A concentracdo de oxigénio dissolvido sofreu uma reducdo progressiva nos sistemas
com lixiviado in natura (100%), e nas dilui¢des (50, 40, 30 e 20%), com recuperacgao gradativa
a partir de 240 horas de monitoragdo, sem, contudo, atingir a concentracdo de entrada (que
variou entre 1,7 e 5,1 mg.L ™) até o término do ensaio. No sistema com lixiviado em diluicio
de 10% a concentracéo inicial de oxigénio dissolvido foi 5,7 mg. L %, atingindo 10,6 mg.L™* em
144h de monitoracéo, sofrendo decréscimo progressivo até as 336 h, atingindo ao final com 6
mg.O2.LL.

Este acréscimo de oxigénio no sistema pode ser explicado pois, durante a fotossintese,
as algas, na presenca de luz, assimilam CO. e H:0, e sintetizam CH.O e O,. Este
comportamento temporal do oxigénio no sistema pode também ser relacionado com o
incremento de turbidez registrado no biorreator com lixiviado a 10% e a DCM (Densidade
Celular Maxima), que foram mais amplas do que nos demais tratamentos. Este resultado nos
permite inferir que na concentracdo de N-amoniacal de 239 mg.L™ afluente e nas condices de
cultivo descritas, a Chlorella sp. consegue a realizar sua atividade metabdlica de forma

eficiente.

4.3.2.2. N-amoniacal

Foram obtidas remocdes de nitrogénio amoniacal em todos os tratamentos, destacando
que, nas concentragcdes maiores foram obtidas remogOes menores. Nas dilui¢cdes de 50, 30 e
20% foram obtidas as remocdes respectivas de 11, 22 e 26%, O resultado do planejamento
experimental Box-Behnken para as dilui¢fes de 10, 40 e 100%. Na Figura 5 esta apresentado o
resultado da MSR (Metodologia da Superficie de Resposta) para influéncia do tempo e do %

de lixiviado no crescimento da Chlorella sp. e remocéo de N-amoniacal
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Figura 5 - MSR para N-amoniacal sob influéncia do tempo e do % de lixiviado na
composicao do substrato.
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Conforme indica a MSR, a remocdo de N-amoniacal estabelece relacdes
predominantemente lineares com o efeito do tempo e do percentual de lixiviado no substrato de
cultivo. A superficie também indicou que, 0 aumento no % de lixiviado diminui a eficiéncia de
remocdo de nitrogénio. Estes dados corroboram com a informacao discutida previamente, de
gue 0 aumento no teor de nitrogénio amoniacal no meio de cultivo pode apresentar toxicidade
sobre a biomassa algal, atenuando sua atividade metabolica. A MSR sugere ainda, que o tempo
€ menos expressivo na remocao de nitrogénio, quando comparado a influéncia exercida pelo %
de lixiviado. Na Figura 6 estdo apresentadas através do grafico de estimativa dos efeitos
padronizados (Diagrama de Pareto), as informacgfes acerca do efeito do tempo e do % de

lixiviado na remocéo de nitrogénio.

Figura 6. Diagrama de Pareto para interferéncia do tempo e % de lixiviado na remocéo de N-
amoniacal.
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p=0.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Conforme apresentado na Figura 6, os efeitos que sdo estatisticamente importantes no
modelo matematico, portanto estdo a direita da linha (p=0,05) estdo relacionados com % de
lixiviado que, exerceu maior influéncia sobre a remocdo de nitrogénio em comparacdo ao
tempo. Isto pode ser explicado pois, a mudanca nos niveis de nitrogénio amoniacal na entrada
do sistema pode ter causado prejuizo ao metabolismo algal. Tanto o tempo quanto % de
lixiviado exerceram influéncia, em termos lineares, sob a remocdo de nitrogénio. Apenas 0 %
de lixiviado apresentou influéncia em termos quadraticos, contudo, esta influéncia nao foi tdo
expressiva, o que explica o perfil plano para a superficie de resposta. O modelo matematico
gerado no presente estudo € apresentado na Equacgdo 2, no qual € possivel estimar os niveis de
nitrogénio a partir das condicdes de tempo e % de lixiviado de um sistema experimental.

N-amoniacal (mg L) = 66,561 - 16,699*tempo + 0,4360*tempo? + 23,911*(% lixiviado) - 0,0256*(%

lixiviado) 2. Equacéo 2

A viabilidade deste modelo experimental pode ser constatada a partir da analise do
grafico de valores preditos versus observados apresentado na Figura 7, que demonstra através
da localizacéo dos resultados obtidos (pontos sobre a reta de valores preditos) que o modelo
matematico obtido pode ser empregado no dimensionamento de sistemas de tratamento,
apresentando: R maultiplo = 0,9997; R2 multiplo = 0,9994; R2 ajustado = 0,9993; F 27051,91 e
p < 0,00.

Figura 7. Valores preditos versus observados do modelo matematico aplicado.
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4.3.2.3. Turbidez

A turbidez nos sistemas com lixiviado diluido a 50, 40, 30 e 20%, ocorreram
incrementos respectivos de 16, 26, 27 e 11%, atingindo os valores 70, 82, 50 e 47 NTU em 336
h. o controle teve turbidez inicial de 7,2 NTU alcangando

Este aumento na turbidez pode estar relacionado com o aumento da densidade celular
nas amostras. No tratamento com diluicdo a 10%, a turbidez apresentou maior incremento
aproximando-se do resultado observado no controle, com incrementos respectivos de 64 e 57%.
Corroborando com este resultado de crescimento, Khanzada & Ovez (2018) obtiveram resposta
similar para cultivo de Chlorella vulgaris e Chlamydomonas reinhardii, cultivadas em LAS
puro e diluido a 10, 30,50,70 e 90%, tendo como controle positivo 0 meio BG11 para cultivo
de algas. Na Figura 8 est4 apresentada metodologia de superficie de resposta para a turbidez

sob influéncia do tempo (0, 6 e 14 dias) e do % de lixiviado nas proporcdes de 10, 20 e 40%.

Figura 8. MSR para turbidez sob influéncia do tempo e do % de lixiviado na composicao do
substrato.
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Conforme observado nas curvas de nivel obtidas na RSM da Figura 8, a qual fornece
uma andlise da tendéncia de resposta da variavel dependente (nivel de turbidez no sistema), o
aumento do % de lixiviado e do tempo ampliam os niveis de turbidez no sistema experimental.

No caso do % de lixiviado, esta influéncia sobre a turbidez esta relacionado aos niveis de
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turbidez de entrada que s&o uma consequéncia do aumento do % de lixiviado no substrato de
cultivo. Em relacdo ao tempo, é possivel verificar que, do instante 0 ao 6°, os niveis de turbidez
permanecem praticamente constantes, aumentando a partir do 6° dia em funcéo do crescimento
celular no meio reacional. O gréfico dos efeitos padronizados estd apresentado na Figura 9 a

sequir.

Figura 9. Gréafico de Pareto para tempo e % de lixiviado na remocao de N-amoniacal.
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Conforme analise, o diagrama de Pareto indica que, o tempo e 0 % de lixiviado foram
significativos, tanto em termos lineares quanto quadraticos, todavia, os termos lineares foram
mais expressivos, 0 que explica a tendéncia da superficie de resposta para um perfil plano.
Diferentemente dos resultados obtidos para N-amoniacal, a turbidez sofre uma influéncia
expressiva do tempo e do % de lixiviado. O modelo matematico gerado no presente estudo é
apresentado na equacao 3, no qual é possivel estimar os niveis de turbidez a partir das condi¢Ges

de tempo e % de lixiviado de um sistema experimental.

Turbidez = 11.055 — 0.1696*tempo + 0.1116*tempo? + 1.85%(% lixiviado) — 0.0155*(% lixiviado)?

Equacéo 3

A acuracia desta modelagem pode ser constatada a partir do grafico de valores preditos
versus observados apresentado na Figura 10, que demonstra que os valores dos desvios-padrdo
sdo muito proximos dos resultados obtidos, portanto, 0 modelo matematico obtido na anélise

destes ensaios, pode ser empregado no dimensionamento de sistemas de tratamento,
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apresentando: R multiplo = 0,9962; Rz multiplo = 0,9925; R2 ajustado = 0,9921; F 2145,44 e p
<0,00.

Figura 10. Valores preditos versus observados para do modelo matemaético aplicado.
90

80

70

60

50

Predicted Values

40

30

20
20 30 40 50 80 70 80 90

Observed Values

4.3.2.4. Densidade celular

O crescimento celular no substrato controle (constituido por MBB) apresentou, como
era esperado em comparacgdo com os demais tratamentos, atingiu maior DCM de 1,95x10° cél.
mL? em 96h de TDH. Contudo, durante todo o periodo, as células apresentaram volume de
aproximadamente 50% das células que receberam tratamento com lixiviado diluido. Resultado
semelhante foi revelado em achados microscopicos desenvolvidos por EI Quaer et al. (2019)
cultivando Chlorella sp. em lixiviado de aterro sanitério, identificaram que as células cultivadas
em lixiviado em diluicdo de 10% eram maiores e de cor mais intensa do que as células do
controle positivo, sendo este, 0 mesmo usado neste estudo. Identificaram ainda, que neste
substrato com concentracdo média de N-amoniacal de 257 mg.L™, o crescimento celular de
Chlorella sp., foi aproximadamente 10 vezes maior em termos de teor de Clorofila em
comparagdo com o resultado obtido para o padrdo meio de cultura, Meio Basal de Bold.

Foram registrados crescimento celular em todos os tratamentos, inclusive no LAS “in
natura” (100%), que apresentou a menor remoc¢do de N-amoniacal (6%). Este fato pode ser
explicado pois, a elevada turbidez media da amostra de aproximadamente 50 NTU pode ter
dificultado a passagem luz, comprometendo a fotossintese. Este resultado pode estar

relacionado ainda, com a inibicdo do nitrogénio amoniacal no meio reacional quando este se
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encontra em elevadas magnitudes a exemplo das testadas. Em estudo de Franco Martinez et al.
(2017) a Chlorella vulgaris ndo apresentou inibicdo em concentragcdes de aménio menores que
110 mg. Lt. O comportamento das culturas foi semelhante ao obtido por Gonzalez et al. (1997)
que cultivaram Chlorella vulgaris e Scenedesmus dimorphus para a remogédo do aménio de
aguas residuérias. Na Figura 11 esta apresentada a MSR para a densidade da Chlorella sp. sob
influéncia dos 3 tempo (minimo, médio e maximo, respectivamente 0, 6 e 14 dias) e do % de

lixiviado (10, 40 e 100%) na composicdo do substrato.

Figura 11. MSR para densidade celular sob influéncia do tempo e do % de lixiviado na
composicao do substrato.
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De acordo com a superficie de resposta, o crescimento celular ocorre do instante zero
até o 6° dia, no qual é obtida a DCM (densidade celular maxima). A partir deste periodo, é
observado um declinio acentuado na densidade de Chlorella sp. EI Quaer et al. (2019),
cultivando Chlorella sp. e Scenedesmus sp. em lixiviado com magnitude N-amoniacal afluente
de 2570 mg.L%, concluiram que apenas a cepa de Chlorella sp. adaptou-se densidades ao meio
e apresentou densidades importantes, contudo que o lixiviado exerceu de inibicdo completa
para o Scenedesmus sp.

Neste estudo, foi possivel verificar que o aumento no % de lixiviado atenua o

crescimento celular, o que corrobora com a discussdo prévia de que 0s aumentos nos niveis de
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nitrogénio podem acarretar efeitos inibitorios no metabolismo celular. Contudo, o efeito do %
de lixiviado ndo foi tdo expressivo quanto o efeito do tempo. Apresar do declinio celular
identificado a partir do 6° dia, os niveis de turbidez aumentam gradativamente. Este
comportamento é explicado pelo fato de que, mesmo ocorrendo morte celular, as estruturas
biologicas permanecem no meio promovendo espalhamento de luz. O grafico dos efeitos

padronizados esta apresentado na Figura 12.

Figura 12. Diagrama de Pareto para tempo e % de LAS no estudo da densidade celular.
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O diagrama de Pareto revelou que apenas o tempo possui efeito significativo em termos
quadréticos e lineares. O efeito em termos quadraticos apresenta sinal positivo e estd
relacionado a fase de crescimento celular do instante 0 até o limiar da fase de declinio (meados
do 7° dia). Neste intervalo de tempo é possivel observar um perfil parabélico na superficie de
resposta. O efeito em termos lineares tem sinal negativo e esta relacionado a fase de declinio
celular que inicia em torno do 7° dia. O efeito do % de lixiviado ndo foi significativo, contudo,
influencia negativamente o crescimento celular, conforme discutido previamente. O modelo

matematico obtido neste estudo é apresentado na Equagéo 4.

DC= (log10 cel. mlt) = 4.845 + 0.0766*tempo - 0.0092*tempo? - 0.0019*(% lixiviado) - 0.000002*(%

lixiviado) 2. Equacdo 4
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O resultado de teste de validagdo deste modelo é apresentado no grafico de valores
preditos versus observados, (Figura 13). E importante ressaltar que a marcha analitica para
determinacdo da densidade celular envolve procedimentos que podem conferir incerteza ao
método. Isto se da principalmente pela auséncia de uniformidade na distribuicdo das células
nos campos Vvisdo para contagem em camera de Neubauer, o que pode acarretar em valores
aproximados de contagem, conforme indicado no grafico de valores preditos versus observados
da Figura 13. O modelo matematico apresentou niveis aceitaveis para os parametros de
validacdo: R maltiplo = 0,9775; R2 multiplo = 0,9557; R2 ajustado = 0,9493; F=151,01 ep <
0,00.

Figura 13. Valores preditos versus observados do modelo matematico de crescimento da

Chlorella sp. em percentuais de 10, 40 e 100% de lixiviado.
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Os maiores crescimentos registrados até 96h de monitoracdo foram em diluicdo a 10 e
40%, com valores iniciais de 5,47x10% cél. mL* atingindo respectivamente 1,26x10°e 1,52x10°

cél. mL, com incrementos percentuais respectivos de 230 e 278 %.

Segundo Sforza et al. (2015), a cor escura do lixiviado pode reduzir significativamente
a penetracdo da luz na solucéo, o que pode prejudicar a fotossintese da microalga e consequente
producéo de biomassa. Além disto, uma alta concentracdo de N- amoniacal na forma ionizada
presente no lixiviado pode conferir um efeito comprometedor a fisiologia algacea, contudo,
defendem os autores que € viavel, o cultivo de microalgas em lixiviado de aterro sanitario com
concentragdes de nitrogénio amoniacal afluente variando entre 100 a 200 mg. L. Na Figura

14 estdo apresentadas as curvas de crescimento da Chlorella sp. nos diferentes tratamentos.



Figura 14. Curvas de crescimento da Chlorella sp. em diferentes concentragdes de N-
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4.3.3. Etapa Il - Testes para avaliacdo da toxicidade do Nitrogénio amoniacal

4.3.3.1. Remocao de Nitrogénio amoniacal
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Nos trés tratamentos (LAS Stripping, LAS diluido em concentracdo de N-amoniacal de
100 mg.Lt e MBB+NH4Cl) ocorreu remogdo de nitrogénio amoniacal, sendo identificada
remocdo completa, no LAS diluido que passou por processo de Stripping de amonia, que
apresentou 6 mg.L™ de N- amoniacal na entrada. O sistema com concentracdo de nitrogénio
amoniacal afluente de 99 mg.L™! apresentou uma remogao de 49% com incremento de oxigénio
dissolvido de 245% e variagdo de 1,7 unidades de pH em até 96 h de monitorag&o. Estes valores
sdo indicativos que de que houve atividade fotossintética pelas microalgas.

No sistema com MBB adicionado o0 NH4Cl, ndo houve variagdo para o pH e oxigénio
dissolvido, sendo registrada uma remocdo de 20% de nitrogénio amoniacal e aumento
expressivo na turbidez a partir de 240h de monitoracdo. Este aumento na turbidez pode estar
relacionado com o estagio da cultura que entrou em declinio desde 96h de monitoracéo,
apresentando 1,404 x 10° cél.mL ™t a 192h e 1,256x 10° cél. mL a 240 h, portanto apresentando

material organico resultante da progressiva morte celular.

4.3.3.2. Remoc&o de fons

Diversos ions sdo interferentes no metabolismo das microalgas, sendo desta forma,
necessaria sua presenca no meio reacional para que ocorra a incorporacdo de macronutrientes
a exemplo do nitrogénio. Na analise da remogdo de NH4*, Ca®*, SO4~ e Mg?* foi constatada
menor eficiéncia no sistema alimentado com MBB+NH4ClI, enquanto que, no sistema com LAS
diluido e concentragdo afluente média de N- amoniacal de 99 mg.L™*m foi obtida remogéo de
57, 50, 53 e 55% respectivamente para os ions citados. Segundo Wojciechowski et al. 2013, o
calcio participa da composicdo da membrana celular e permite a agregacao de células algais em
colbnias. Além disso, sua dindmica de formas (CaCO" e CaCOg) influenciam na reciclagem de
fosfato e no equilibrio do pH.

Na concepgdo de Beuckels et al. (2015) o ion aménio é a forma preferencial para a
absorcdo por microalgas, uma vez que, o nitrato dentro da célula sera reduzido a amonio para
ser assimilado em aminoéacidos, utilizados na sintese proteica. O magnésio integra a molécula
de clorofila, ligando-a aos nitrogénios e possibilitando a transferéncia de fosfato nas reacées do
ATP. Esse elemento também participa de outros processos metabélicos, como o do nitrogénio
e contribui para a estabilidade dos ribossomos. Corroborando com este trabalho, Richmond

(1990), pontua que a funcdo do magnésio € integrar o pigmento clorofila, sendo também
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necessario para ativar enzimas especificas, como a ATPase presente nas membranas tilacoides
constituintes dos cloroplastos.

O sistema no qual o lixiviado recebeu tratamento de Stripping de amdnia, foi constatada
remocio de 56% para o ion Mg®" e 66% para o ion Ca®', fato este, que pode explicar o
incremento celular de 152% em 288h de monitoragdo. A Luz de Prochazkova et al. (2014), para
0 crescimento 6timo das microalgas é necessaria uma série de nutrientes, a exemplo de
macronutrientes tais como, carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), hidrogénio (H) e fosforo
(P), além de célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e potassio (K). O Lixiviado aplicado neste
estudo apresenta todos o0s elementos citados em sua composic¢ao. Na Figura 15 esté apresentado
o perfil do comportamento das variacdes temporais do NH4*, Ca®", Mg?* e SO4 para 0s trés

tratamentos testados.

Figura 15. Remocao de ions por Chlorella sp. nos trés tratamentos aplicados.

300 ENHs* ®mCay* EMg" SO+~

N
a1
o

N
o
o

fons (mg.L™)
2 g

a1
o

o

Entrada MBB Saida MBB Entrada- Saida Stripping Entrada Diluido Saida Diluido
Stripping
Tratamentos

4.3.3.3. Turbidez

A turbidez é uma propriedade fisica dos fluidos que se traduz na reducdo da
transparéncia devido a presenca de materiais em suspensdo. Neste estudo, foram registrados
incrementos de turbidez de 280, 433 e 930%, sendo este Gltimo, observado no sistema com
LAS diluido que atingiu turbidez de 103 NTU a 384h de monitoracdo. Estes incrementos de
turbidez podem estar relacionados com o aumento da densidade celular algal ocorrido em todos

0s tratamentos.
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4.3.3.4. O crescimento da Chlorella sp. em diferentes substratos

A andlise das curvas de crescimento da Chlorella sp. indica que o nitrogénio amoniacal
no meio, em concentracdo afluente de 100 mg.L%, melhora o desempenho na fase Lag. No
sistema com de nitrogénio amoniacal, a cepa recebeu um incremento na densidade celular de
95% em 48h, apresentando na entrada 1,55x10° cél. mL?, atingindo 2,99x10° cél. mL?,
atingindo densidade celular maxima (DCM) de 1,176x10° cél. mL* em 240h, enquanto que
para o sistema no qual o substrato que foi tratado com Stripping de amonia, 0 incremento
registrado foi de 2% atingindo 1,93x10° cél. mL™* em 48h e DCM apenas em 288h. Para o
sistema com MBB+NH4CI, o incremento celular percebido em 48 h foi de 73% e, a partir 96h
a cultura ja estava em fase de declinio sempre progressivo até o término da monitoracdo. Este
resultado pode ser indicativo de que a aménia em concentracGes elevadas pode ser toxica a
celula.

Em trabalho desenvolvido por Tagliaferro et al. (2019), cultivando Chlorella
minutissima em lixiviado de aterro sanitario diluido, observou-se diminuicdo inicial na
concentracdo de biomassa, quando foi utilizada diluicdo a 10%, indicando que as células
precisavam de um periodo de adaptacdo a nova condicao.

O estudo da utilizacdo do lixiviado de aterro sanitario para o crescimento de microalgas
se justifica pelo amplo aporte de macronutrientes necessarios a fisiologia das microalgas
presentes nesse residuo. Segundo Ghosh et al. (2017), é importante também considerar 0s
compostos toxicos tais como: fenol, benzeno, tolueno, acetona, nitrogénio amoniacal, fosfato,
metais pesados (Pb, Cd, Cu, Zn, Cr e Ni ), sulfatos, acidos, alcalis e sais inorganicos (CHEAH
et al., 2016). Corroborando com esses resultados, Oliveira (2019), caracterizou o lixiviado “in
natura” proveniente do ASMJP a partir do emprego de ELL (Extragao Liquido liquido) seguida
de CG-EM (Cromatografia gasosa-Espectrometria de massa), identificou 27 compostos
organicos recalcitrantes dos quais 6, podem provocar mutacdo no DNA.

Na analise dos dados dessa pesquisa, 0 crescimento de Chlorella sp. observado no
lixiviado diluido é um indicativo de que este residuo liquido proveniente do ASMJP é um meio
de crescimento favoravel para a Chlorophycea, sugerindo ser esta, uma cepa resistente a alguns
poluentes especificos presentes no lixiviado de aterro, o que poderia explicar a especificidade
e a estrutura caracteristica da célula. Segundo Brooks & Shaw (1978), a parede celular da
Chlorella sp. € composta por trés camadas diferentes (mucilaginosa, a mediana formada por
pectina e uma celuldsica). As camadas externa e média (exina), Sd0 composta por

esporopolenina, gordura, flavonoides e vitaminas liposoluveis. A exina é muito resistente a
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varios parametros externos. A esporopolenina € um polimero natural que é fortemente resistente
a ataques quimicos e tem a particularidade de fixar compostos toxicos como elemento metélico,
pesticidas, inseticidas e varios fertilizantes quimicos (ALSHEHRI et al. 2016). Essas
particularidades fisiologicas pode ter conferido maior adaptabilidade da Chlorella sp. ao LAS
in natura do ASMJP. Na Figura 16 estdo apresentados os valores médios das densidades

celulares e cinética de crescimento da Chlorella sp. em diferentes substratos.

Figura 16. Densidade celular média e cinética de crescimento da Chlorella sp. em diferentes

substratos.
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A partir da analise dos dados da Figura 16, registra-se que as maiores velocidades de
crescimento para os sistemas com 100, 6 e 140 mg.L™ de nitrogénio amoniacal afluentes foram
de 0,1665, 0,007 e 0,1366 d*. Na concepcéo de Oswald (1988) a andlise estequimetrica das
microalgas (C106H181045N16P) indica que aproximadamente 9% da massa seca das microalgas
é composta por nitrogénio (N). Os valores para DC e velocidade de crescimento (Figura 16)
reforcam a necessidade de um bom aporte de N- amoniacal no substrato para promover

crescimento microalgaceo.
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4.4, CONCLUSAO

Frente a analise dos dados deste trabalho, pode-se concluir que:

O Lixiviado de aterro sanitério diluido em concentragdes afluentes média de N-amoniacal
de 100 mg.L?, promoveu um desenvovimento metabdlico positivo das microalgas em
sistemas livres, representado por incrementos de pH de 1,7 unidades e aumento na

Clorofila a de aproximadamente 15 vezes;

Os resultados obtidos na etapa Il deste estudo, permitem verificar que o aumento no % de
lixiviado atenua o crescimento celular, o que corrobora com a discussao prévia de que 0s
aumentos nos niveis de nitrogénio podem acarretar efeitos inibitérios no metabolismo
sugerindo que, em baixas concentracdes ocorreu um efeito benéfico no crescimento da
Chlorella sp., contudo, quanto maior a concentragdo de exposic¢ao, foi maior o efeito

inibitorio;

Os resultados apresentados na Etapa Il (remog¢do de N-amoniacal, de ions e cinética de
crescimento), apontam para a importancia do N-amoniacal no crescimento da Chlorella
sp.. A menor velocidade de crescimento registrada foi no sistema no qual o lixiviado havia
passado por processo de Stripping de amonia com velocidade de crescimento maxima de

0,003 d! até o 6° dia de monitoracéo

Na conjuntura brasileira atual e em regiGes ou cidades em que existem ja instalados e em
operacdo os aterros sanitarios, a escolha da fitorremediacdo da dgua residuaria proveniente
da degradacdo dos residuos solidos a partir da Chlorella sp.se apresenta como uma
biotecnologia viavel e eficiente na recuperacdo de recursos. Ressaltando-se ainda, que séo
sistemas de f&cil monitoracdo, baixo custo, com alto poder de sequestro de gas de e efeito

estufa e potencial producdo de biomassa Util.
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CAPITULO 5

REMOCAO DE NUTRIENTES DE LIXIVIADO DE
ATERRO SANITARIO APLICANDO Chlorella sp.
IMOBILIZADA EM BIORREATOR ALIMENTADO EM
REGIME CONTINUO
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Figure Abstract

Sistema continuo com Chlorella sp. imobilizada em alginato de calcio, com destaque para 0s
mecanismos de remogdao de nutrientes nos sistemas imobilizados
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RESUMO

O Lixiviado de aterro sanitario é um residuo liquido que apresenta elevada magnitude de
matéria carbonacea e nitrogenada, esta segunda, em forma de nitrogénio amoniacal, além de,
metais pesados, fosforo e componentes quimicos recalcitrantes. Sendo, desta forma, uma agua
residuéria de alto poder poluente para os ecossistemas. Esta pesquisa avaliou a remocéao de
nutrientes de lixiviado de aterro sanitario aplicando Chlorella sp. imobilizada em alginato de
calcio. O lixiviado foi coletado no aterro sanitario metropolitano de Jodo Pessoa (ASMJP). A
cepa da Chlorella sp. foi isolada do sistema de lagoas de tratamento de lixiviado, cultivada em
Meio Basal de Bold em regime de batelada e posteriormente imobilizada em alginato de célcio
a 4%. O Foi monitorado um biorreator tubular alimentado em regime continuo, com capacidade
de 92,7 mL, vazdo de recirculacio de 80 mL. min, temperatura de 29°C, TDH de 2h, recheado
com esferas de alginato com Chlorella sp. imobilizada com 4 mm de didmetro médio. Os
parametros avaliados foram pH, Turbidez, O.D, P-Total, N- amoniacal, ions e as microanalises
de MEV (microscopia Eletronica de Varredura) e EDS (Espectroscopia por Energia Dispersiva)
O biorreator com Chlorella sp. imobilizada (BAI) apresentou remocéo de 41% de N- amoniacal
no 1° ensaio de cada bloco experimental em concentracdes afluentes médias de 96 mg.L ™ em
comparacdo com o biorreator controle (BC) que removeu 12%. O incremento médio de
Turbidez registrado no BAI foi de 668%, sugerindo desestruturagdo da matriz. O oxigénio
dissolvido aumentou em até 41% durante a monitoracdo. A analise de MEV da superficie das
esferas indicam que a matriz apresenta porosidade e que confina as células em seu interior. Os
resultados de EDS apontam para a incorporacdo dos oligoelementos Si, Ca, Cl, O, S, C, Na e
Hg na esfera. Nao foram registradas diferengas de remocdo de N- amoniacal com adicéo de
suplementacdo fosfatica no substrato. Foram registradas remog6es médias de P-Total de 63%
no BAI, com concentracdes afluentes médias de 0,81 mg.L e com incremento de 0,6 unidades
de pH, para remocdo de média de 31% no BC. Em todos os volumes de recheios com
concentracdes afluentes de N-amoniacal entre 48 e 103 mg.L™Y foram registradas remogoes
entre 37 e 57%. A analise dos dados do planejamento BB DOE Full 3 para um nivel de
confianca de 95% indicaram que o volume de esferas e a concentracao afluente de N- amoniacal
exerceram efeito estatistico significativo na remogéo desse no sistema, contudo, em niveis de
entrada de 50 mg L de N-amoniacal, o volume de 40 ml de esfera é suficiente para uma
remocao de 68%. Todavia, para concentragdes acima de 50 mg.L™, o volume de esferas deve
ser elevado gradativamente. Os resultados desta pesquisa sugerem que a bioassimilacéo
(célula) e adsorc¢éo (alginato) foram os mecanismos que explicam a remogao de N-amoniacal e
P-Total no sistema. Apontam desta forma, para o potencial fitorremediativo da Chlorella sp.
imobilizada na remocédo de nutrientes de lixiviado de aterro sanitario promovendo a recuperagdo
de recursos com a obtencéo de uma agua residuaria com melhor qualidade sanitaria.

Palavras Chave: Fitorremediacdo; Remocdo de N-amoniacal, Remog¢do de fosforo; Algas
imobilizadas; Chorume.
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ABSTRACT

Landfill leachate is a liquid waste that has a high magnitude of carbonaceous and nitrogenous
matter, the latter in the form of ammoniacal nitrogen, in addition to heavy metals, phosphorus
and recalcitrant chemical components. Thus, it is a waste water of high polluting power for
ecosystems. This research evaluated the removal of nutrients from landfill leachate by applying
Chlorella sp. immobilized in calcium alginate. The leachate was collected at the Jodo Pessoa
metropolitan landfill (ASMJP). The strain of Chlorella sp. was isolated from the leachate
treatment pond system, grown in Bold Basal Medium in batch mode and subsequently
immobilized in 4% calcium alginate. O A tubular bioreactor fed in a continuous regime, with a
capacity of 92.7 mL, with a recirculation flow of 80 mL, was monitored. min, temperature of
29°C, TDH of 2h, filled with alginate spheres with Chlorella sp. immobilized with an average
diameter of 4 mm. The parameters evaluated were pH, Turbidity, O.D, P-Total, N-ammoniacal,
ions and the microanalysis of SEM (Scanning Electron Microscopy) and EDS (Dispersive
Energy Spectroscopy) The bioreactor with Chlorella sp. immobilized (BAI) showed 41%
removal of N-ammoniacal in the 10 test of each experimental block in average affluent
concentrations of 96 mg.L™ in comparison with the control bioreactor (BC) which removed
12%. The average increase in Turbidity registered at BAIl was 668%, suggesting a breakdown
of the matrix. Dissolved oxygen increased by up to 41% during monitoring. SEM analysis of
the surface of the spheres indicates that the matrix has porosity and that it confines the cells
within it. The EDS results point to the incorporation of the trace elements Si, Ca, Cl, O, S, C,
Na and Hg in the sphere. There were no differences in the removal of N-ammonia with the
addition of phosphate supplementation in the substrate. Average P-Total removals of 63% were
recorded in BAI, with average affluent concentrations of 0.81 mg.L-1e with an increase of 0.6
pH units, for removal of an average of 31% in BC. In all volumes of fillings with affluent
concentrations of N-ammonia between 48 and 103 mg.L, removals between 37 and 57% were
recorded. The analysis of the BB DOE Full 3 @9 planning data to a 95% confidence level
indicated that the volume of spheres and the affluent concentration of N-ammonia had a
significant statistical effect in removing this in the system, however, in entry levels of 50 mg L~
! of N-ammonia, the volume of 40 ml of sphere is sufficient for a 68% removal. However, for
concentrations above 50 mg.L™, the volume of beads should be increased gradually. The results
of this research suggest that bioassimilation (cell) and adsorption (alginate) were the
mechanisms that explain the removal of N-ammonia and P-Total in the system. In this way,
they point to the potential phytoremediation of Chlorella sp. immobilized in the removal of
nutrients from leachate from sanitary landfills promoting the recovery of resources by obtaining
waste water with better sanitary quality.

Keywords: Phytoremediation; Removal of N-ammoniacal; Phosphorus removal; Immobilized
algae; Slurry.



144

5.1. INTRODUCAO

A aplicacdo de microalgas no tratamento de aguas residuarias tem sido investigada ha
varias décadas, contudo, pesquisas sobre a utilizacao destes microrganismos na remediacao de
lixiviados de aterros sanitarios séo muito recentes (RICHARDS & MULLINS 2013; ZHAO et
al., 2014). A viabilidade de cultivar microalgas em diferentes tipos de &guas residudrias para
produzir simultaneamente biomassa e remover nutrientes foi relatada em varios estudos
(JEBALI et al., 2018; MIHSRA et al. 2018; PASKULIAKOVA et al., 2018).

Em trabalho desenvolvido por Silva et al. (2018), monitorando um biorreator alimentado
em regime de batelada com TDH de 240 horas, aplicando 16 cepas de microalgas no tratamento
de lixiviado de aterro sanitario foram obtidas remocdes de 80% e 98% para nitrogénio
amoniacal e magnésio respectivamente, com elevacdo do pH e aumento na concentracdo de
oxigénio dissolvido. A remocao de fésforo total em foi em torno de 65% em 96 horas de
monitoracé&o.

E importante destacar que o tamanho pequeno de células isoladas representa um
problema na aplicacdo de processos biotecnoldgicos para esses organismos, dificultando a
retencdo das mesmas no interior dos biorreatores. Segundo Kaparapu (2017), para resolver
esses problemas, as técnicas de imobilizacao celular foram ampliadas.

A imobilizacdo consiste na retencdo de células ou enzimas em uma estrutura fisica
insolGvel, que as obriga a permanecerem em uma regido particular do biorreator. A
imobilizacao de microrganismos na forma de biofilmes, flocos e pellets ¢ um fendbmeno comum
na natureza (PRADELLA, 2001). O alginato de sddio é preferencialmente a matriz polimérica
usada para imobilizacdo de microalgas devido a sua elevada difusividade, baixa toxicidade e
alta transparéncia (MORENO-GARRIDO, 2008; ZAMANI et al., 2012) possibilitando a
protecdo das células contra predadores.

A luz de Kaparapu (2017), os sistemas de algas imobilizadas s&o relativamente faceis
de monitorar em larga escala, pois, estes foram usados por industrias produtoras de compostos
por muito tempo. Esses sistemas ndo produzem riscos para a salde, sdo pouco impactantes ao
meio ambiente, ndo produzem polui¢do secundéria e seus produtos finais podem ser convertidos
em subprodutos adicionais (como fertilizantes ou biocombustiveis) contribuindo para a redugédo

dos custos.
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Em estudo de Filippino et al. (2015) foi demonstrado o desempenho de microalgas
imobilizadas para um sistema continuo de tratamento de PO4> com um maximo concentracio
entre 0,4 e 1,8 mg. L, com uma remediagdo de 60 a 100% em um teste de TDH de 12 horas e
0 a 40% em TDH de 6,5 horas sob diferentes condicdes de iluminacdo e adi¢do de CO2. As
microalgas imobilizadas assimilam o N-amoniacal, para seu metabolismo, e, através da
fotossintese, promovem condi¢fes ambientais, para que se desenvolvam outros mecanismos de
remocdo quimica, a exemplo da sorcdo (SILVA et al., 2019).

Assim, o lixiviado de aterro sanitario € originado basicamente da fracdo de agua de
chuva infiltrada na célula do aterro e da &gua presente na massa de residuos aterrados. As
caracteristicas qualitativas e quantitativas do lixiviado gerado em aterro sanitario dependem
diretamente da composicdo fisica e quimica dos residuos destinados aos aterros sanitarios, da
compactacdo da massa dos residuos nas células dos aterros, dos fatores climéticos e de
determinados parametros operacionais (LEITE et al., 2011).

A composicéo dos lixiviados de aterro depende dos constituintes dos residuos aterrados,
caracteristicas do solo, padrdo de precipitacdo e idade do aterro. No entanto, a maioria dos
lixiviados possui a mesma composi¢do basica caracterizada por quatro componentes principais:
matéria organica dissolvida, CH4, acidos graxos volateis e alguns compostos refratarios, como
acidos fllvicos e htimicos, componentes macro inorganicos (Ca** Mg #*, Na*, K*, NH4*, CI,
SO4*", HCOs 7, metais pesados e compostos organicos xenobidticos, como hidrocarbonetos
aromaticos, fenois e compostos alifaticos clorados (NAVEEN et al., 2016).

Ademais, o alto nivel de nitrogénio amoniacal do lixiviado é considerado o principal
fator causador de toxicidade e inibi¢do da atividade das microalgas (DE CASTRO et al. 2017).
O nitrogénio é o principal constituinte de proteinas, hormdnios, moléculas de transferéncia de
energia, construcdo de material genético, clorofila e enzimas envolvidas na fotossintese. E
responsavel por 1-10% de biomassa seca e sua disponibilidade afeta a fotossintese de
microalgas (JIA & YUAN, 2016). Esta agua residuéria, quando descartada sem tratamento
prévio, acarreta impactos negativos ao ambiente, a citar: contaminagéo da biocenose em geral,
poluicdo do solo, poluicdo do ar através da liberacdo de gas amoénio, eutrofizacdo
(enriquecimento) dos mananciais com consequente bloom das microalgas e reducdo do
oxigénio dissolvido dos corpos aquaticos.

O estudo da inser¢cdo de microalgas no tratamento das aguas residuarias, ao que
denomina-se fitorremediagéo, tem sido ampliado pelas vantagens adicionais que estes sistemas
apresentam em relacdo a outros tratamentos facilidade de monitoracdo dos sistemas. Algumas

microalgas sdo especificas quanto aos aminoacidos que sdo capazes de transportar para 0 meio
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intracelular, contudo, as espécies do género Chlorella sdo, geralmente mais versateis quanto as
suas capacidades de transporte de aminoacidos, sendo este um motivo para sua aplicacdo (KIRK
& KIRK 1978a; SAUER et al., 1983; SAUER, 1984).

Deste modo, 0 uso de sistemas de algas imobilizadas tendo em vista a remocéo de
nutrientes de &guas residudrias, € uma tecnologia que apresenta vantagens a exemplo do uso de
pequenas areas e nao requisitar produtos quimicos, a exemplo dos sistemas de microalgas
suspensas.

Diante do exposto, esta pesquisa visou investigar a eficiéncia da Chlorella sp.
imobilizada em matriz de alginato no tratamento de lixiviado de aterro sanitario em

fotobiorreator alimentado em regime continuo.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Consideractes Gerais

Esta pesquisa foi desenvolvido nas dependéncias fisicas da Estacdo Experimental de
Tratamento Bioldgico de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba, situada no bairro do Tambor, na cidade de Campina Grande — PB. O
periodo de execucdo foi do més de Abril/2019 a Dezembro/2019. O lixiviado de aterro sanitario
(LAS) foi coletado na entrada do sistema de lagoas de tratamento do lixiviado, acondicionado
em galBes de polietileno de 50 litros, transportado até o laboratério da EXTRABES para
posteriormente ser caracterizado fisica e quimicamente. O aterro sanitério esta localizado no
Engenho Mussuré, Distrito Industrial, a 5 km da BR-101 na regido metropolitana da cidade de
Jodo Pessoa — PB.

As amostras de lixiviado para estudo do fitoplancton foram coletadas na entrada e saida
de cada lagoa do sistema de tratamento lixiviado do aterro sanitario da cidade de Jodo Pessoa
(L1 = decantagdo, L, = anaerdbia I, Ls = anaerdbia Il, Ls = facultativa aerada e Ls =
recirculacdo), acondicionadas em garrafas de polietileno de 2 L, fixadas em lugol acético na

concentracdo final de 4%, mantidas a 4°C, preservadas da luz.
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Identificacéo

Para identificacdo do fitoplancton presente na agua residuaria, 5 mL de LAS (2,5
afluentes e 2,5 efluentes de cada lagoa) foram transportados para cinco frascos erlenmeyers de
250 mL, contendo cada um, 100 mL de meio ASM-1 estéril, (GORHAM et al. 1964 e
ZAGATTO e ARAGAO, 1992). As amostras foram colocadas em mesa agitadora marca
ORBITAL sob rotacédo de 80 rpm, temperatura de 30°C e fotoperiodo de 24 horas. Transcorrido
o periodo de 14 dias, visando identificar a espécie dominante, procedeu-se o levantamento
fitoplanctdnico em microscopios ptico (espécies esféricas) e invertido (espécies filamentosas)
da marca COLEMAN com lente de aumento de 400x. O sistema de classificacao para classes e
géneros seguiu recomendacfes de Bicudo e Menezes (2006), e, para as espécies foram
utilizadas chaves de identificacdo especificas de cada grupo. A contagem do fitoplancton foi
realizada por camara de Utermohl capacidade de 2 ml da marca CIENLAB, pelo método da
sedimentacdo de Utermohl (1958).

5.2.2. Isolamento da espécie dominante

A partir da identificacdo das espécies foi realizado o isolamento da Chlorella sp. pelo
método de agar em placa preconizado por Guerrero Il e Villegas (1982). As cepas de Chlorella
sp. foram inoculadas em placas de Petri, pré-esterilizadas contendo Meio Basal Bold’s-MBB
(BISCHOFF e BOLD, 1963; BOROWITZKA, 1988) com 1,5% de agar. As amostras foram
mantidas em camara de cultivo, temperatura de 27°C em fotoperiodo de 24 horas, sob
iluminagdo de 4 lampadas fluorescentes, intensidade de fotons de 85 UE. st.m 2,

Passados 21 dias, foi realizado o isolamento usando pipeta de Pasteur de vidro. A
observacao do género algal foi procedida em microscépio 6ptico da marca Coleman em objetiva
de 400x, sendo essa amostra unialgal inoculada em frascos erlermeyer contendo 50 ml de MBB.
Aos 21 dias, a cepa foi ressuspendida em 100 mL de MBB e colocada em mesa rotatdria com
80 rev. mint em frascos erlenmeyer de 250 mL. Passados 7 dias, 32 mL de meio de cultivo

foram ressuspendidos em frascos erlenmeyer de 2L contendo 1600mL MBB.
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5.2.3. Imobilizagao

Foi centrifugado 1,0 L de cultivo de células em centrifuga QUIMIS a 3500 rpm por 15
minutos, até o volume concentrado de 100mL de extrato algal, este, foi homogeneizado em
solucdo polimérica de alginato de célcio a 8% (Aldrich) na proporcdo 1:1 visando ter um
polimero em concentracéo final de 4%. Posteriormente, a suspensdo alga-alginato, foi aduzida
através de um tubo de silicone de 100 cm e 4 mm de diametro, por uma bomba dosadora
peristaltica da marca MILAN, com vazéo de 9,8 ml. min?, distancia de 15 c¢cm da solugdo
receptora de CaCl> 0,3 M(Sigma), mantendo-se sob agitacdo de 50 rpm em agitador Fanem
Modelo 258. Foi obtida uma produgdo média de 103 esferas. min™, apresentando didmetro
médio de 4 mm para 84% da amostra preparada.

Concluida a producéo, as esferas foram deixadas imersas por 30 minutos na solucdo
receptora (CaCl.) visando aumentar sua resisténcia, em seguida procedeu-se a lavagem em
agua destilada, sendo posteriormente mantidas nesse liquido acondicionadas a 4°C. Foram
preparadas esferas controle de alginato de célcio em concentracdo final de 4% seguindo o
processo anteriormente descrito. Na Figura 01 estd um esquema das etapas desde a coleta do
LAS, identificacdo, cultivo e imobilizacdo da Chlorella sp.

Figura 1. Coleta do LAS, identificacdo, cultivo e imobilizacdo da Chlorella sp.

Amostras coletadas e Repique do lixiviade em
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l Proveta com cultive Alginato de clcio em
concentrado de Cliforella sp. concentragio de 8% Solugio alga-alginato sendo

Cultivo de Chlorella sp. | vertida em eloreto de cileio

em MBB- Regime batelada ]
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Fonte: Autora (2020)
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5.2.4. Monitoracéo do sistema

Foi projetado um biorreator tubular em quartzo que possuia 29,5 cm de comprimento,
20 mm de didmetro, tendo 3 cm de fibra de vidro sob material de recheio, mantido sob
[luminacdo de 4 lampadas fluorescentes da marca ECOLUME de 16 Watts. O sistema foi
conectado a uma bomba NEMO dosadora NM Micro da marca NETZSCH, controlada por
conversor de frequéncia MOVITRAC LTE-B, mangueira de 20 mm de didmetro e um tanque
de equalizacdo de 30 cm de altura e 48 cm de circunferéncia. Para todas as etapas, o substrato
de alimentacédo foi lixiviado diluido em agua destilada. Foi preparada uma aliquota de 1000 mL
(aproximadamente 13600 esferas) com Chlorella sp. imobilizada em alginato a 4% e, uma
aliquota de 500 mL de esferas controle constituidas de alginato de calcio em concentracdo final
de 4%.

O ensaio era iniciado com a preparacao de 1L de substrato, foi utilizado H.SO4 5N para
neutralizacdo do pH, separagdo de 500 mL (amostra To) e, alimentacdo do tanque de
equalizacdo (reservatorio de PVC) com 500mL da fragdo restante. O regime de alimentacao foi
continuo e ascensional com vazdo de recirculagdo de 80 mL/min, de forma que quando o
substrato passava entre as esferas promovia seu revolvimento gradual tornando o leito
fluidizado.

Transcorridas 2(duas) horas de monitoramento, o biorreator era esvaziado para analise
do efluente, desconectado do sistema, envolvido com papel aluminio e, mantido na horizontal
em temperatura de 27°C até a realizacdo do proximo ensaio com 0 mesmo recheio. Na Tabela

1 estdo apresentados os parametros monitorados e a configuracdo do biorreator.

Tabela 1. Parametros monitorados e configuragdo do sistema.

CONFIGURACAO DESCRICAO
1- Capacidade(mL) 92,7
2- Volume atil(mL) 38
3- Volumes do recheio (mL) 50, 75, 100, 110 e 130
4- Volume do substrato tratado (mL) 500
5- Quantidade de esferas por mL 13,6
6- Regime de alimentagéo Continuo
7- Temperatura 29°C
8- Vazdo de recirculagio(mL.min?) 80

9- Intensidade de fotons (UE.s*.m?) 85
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A pesquisa foi realizada em trés etapas e as analises dos pardmetros foram conduzidas
em duplicata. Na Tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas operacionais e parametros

avaliados do sistema em cada etapa da pesquisa.

Tabela 2. Caracteristicas operacionais e parametros avaliados do sistema em cada etapa da

pesquisa.
Configuracdo Etapa | Etapa Il Etapa 111
TDH (h) 2 2 2e3
Volumes de Recheio (mL) 100 100 50,75,100,110 e 130
N- Amoniacal Afluente (mg.L™) 96 82 50 a 85
Parametros Avaliados pH, Turbidez, pH, Turbidez, N- pH e N- amoniacal

N-amoniacal, amoniacal e P-

O.D, P-Total, Total

fons, MEV e

EDS

5.2.4.1. Etapa I- Remoc¢do de Nutrientes em Concentracdo de N-amoniacal Afluente

controlada

Foram conduzidos 5 ensaios consecutivos em BAI (biorreator com algas imobilizadas)
com intervalo de 48 horas entre eles, o substrato de alimentagdo foi LAS diluido em &gua
destilada com razdo N:P=118, concentragdo afluente média de N-amoniacal de 96 mg.L?,
volume de recheio adotado de 100mL e TDH de 2h. Ao término de cada ensaio, 0 BAI foi
desconectado do sistema e 0 outro tubo de quartzo contendo as esferas controle foi conectado
para realizacédo do teste em iguais condi¢des operacionais.

Apos diluicdo do LAS, o pH de entrada foi ajustado para as faixas entre 6,0 e 7,0
unidades usando H>SOs 5N. Os efluentes foram avaliados para pH, Oxigénio Dissolvido,
Turbidez, N-amoniacal, P-Total e ions. Visando a avaliacdo da integridade e porosidade das
esferas, a composicdo quimica e a localizacdo das células de Chlorella sp. na matriz
imobilizante, procedeu-se as microanalises de MEV (Microscopia Eletrénica de Varredura) por
metodologia de elétrons primarios em aparelho TM-1000 (Tabletop Microscope) da marca
Hitachi e ainda de EDS (Espectroscopia por Energia Dispersiva), realizada em aparelho
BRUKER AXS (Microanalysis GmbH) acoplado ao MEV e interpretado pelo programa
QUANTAX-50. As microanalises foram realizadas no CERTBIO - Laboratorio de Avaliagao e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste- UFCG- Campus I. Na Figura 2 esta apresentado

o biorreator monitorado durante o estudo.
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Figura 2. Biorreator com algas imobilizadas alimentado em regime continuo
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Fonte: Autora (2020)

Ao término de cada ensaio, 0 tubo de quartzo contendo as esferas com algas
imobilizadas foi desconectado do sistema, protegidas da luz e mantidas em sentido horizontal
a 27° C até realizacao do ensaio subsequente.

5.2.4.2. Etapa Il - Remocédo de Nutrientes com e sem adicéo de fosfato no substrato

Foram monitorados um BAI e um BC recheados com 100 mL de esferas em TDH de 2h
para a realizagdo de 6 ensaios com intervalo de 48h. O pH do substrato foi ajustado em todos
0s ensaios para valores entre 6,0 e 7,0, utilizando-se H2SOs 5N. Nessa etapa, buscou-se
investigar se a suplementacdo fosfatica no substrato tornaria mais eficiente a remocao de N-

amoniacal pela Chlorella sp. imobilizada. Ao término de cada ensaio sem suplementacéo de
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fosfato no substrato (aproximadamente 0,5 mg. P.L*! afluente) o sistema foi esvaziado, o
biorreator foi desconectado, protegido da luz e mantido em sentido horizontal a 27°C até
realizacdo do ensaio subsequente. Outro biorreator foi conectado para realizacao do ensaio com
suplementac&o de fosfato no substrato (4,9 a 6,5 mg.P.L™?). Os efluentes foram avaliados para
pH, Turbidez, N-amoniacal e P-total.

5.2.4.3. Etapa Il - Remocgé&o de N- amoniacal em diferentes volumes de recheio

Foram executados 5 ensaios consecutivos com cada um dos seguintes volumes de
recheios (algas imobilizadas): 50, 75, 100, 110 e 130 mL com intervalo de 48h entre eles, TDH
de 2h, com ajuste de pH de entrada para 6,0 e 7,0 e intensidade de fotons de 85 pE. st.m 2.
Apds o 5° ensaio de cada volume testado, as esferas foram retiradas do biorreator, com
subsequente lavagem da tubulacao de todo o sistema usando 1 L de &gua destilada recirculando
por 5 minutos. Realizou-se o descarte da agua de lavagem e subsequente preenchimento com o
novo volume de recheio a ser trabalhado. Esse procedimento foi repetido até testagem do

volume de 130 mL. Os efluentes coletados foram avaliados quanto ao pH e N- amoniacal.

5.2.5. Meétodos analiticos aplicados

Os parametros de caracterizacdo do lixiviado e seus respectivos métodos analiticos
seguiram 0 que estd preconizado em APHA (2012). Para alcalinidade total adotou-se
(BUCHAUER, 1998) e Acidos graxos volateis, a metodologia adotada foi (KAPP ,1984). Para
a pesquisa de ions, a amostra de lixiviado foi filtrada em membrana de fibra de vidro de 0,45
um, seguida de 0.22um e conduzida para cromatdgrafo i6nico Dionex 1CS-1100 da marca
Thermo Scientific. Os equipamentos e métodos empregados na avaliacdo do pH, turbidez,
fosforo total, Ortofosfato, amoénia, NTK, ST e suas fracdes, temperatura e ions estdo

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros monitorados, métodos e equipamentos

Parametro Método (APHA, 2012) Equipamento(marca/modelo)
pH Eletrométrico 4500 B HANNA Instrumentos/HI2300
Turbidez Nefelométrico 2130 B MS TECNOPON TB1000P
Fosforo total 4500-P-C FEMTO 700 Plus-
Ortofosfato, 4500-P-B FEMTO 700 Plus-
Amonia 4500-NHs TECNAL- TE-0363
NTK 4500-Norg TECNAL/TE-0364
SST 2540 D QUIMIS/Q334M
Temperatura Eletrométrico 4500 G HANNA Instrumentos/HI2221
Grupo funcional Cromatografo ibnico Dionex 1CS-1100
Cétions CARBOXYLIC/PHOSPHONIC ACID, da Thermo Scientific acoplado ao
hidrofobicidade média-baixa. amostrador automatico Dionex AS-DV
Grupo funcional ALKYL/ALKANOL

Cromatdégrafo idnico Dionex ICS-1100

Anions QUATERNARY AMMONIUM, da Thermo Scientific

hidrofobicidade baixa.

5.2.6. Estatistica

Para os dados da etapa |11 foi empregado um planejamento experimental do tipo fatorial
box Behnken (BB DOE Full) 3?9, que resultou em 9 diferentes condicBes experimentais, que
foram executadas com uma replicata experimental para os testes com diferentes volumes de
recheios (50, 75 e 110 mL).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH do lixiviado do lixiviado do ASMJP esteve na faixa de 8,0, favorecendo desta
forma, a maior concentracdo de amonia ionizada (em torno de 94 % de NH4") em relacdo a
amonia livre (aproximadamente 6% de NHz) sendo esta Ultima mais toxica para as microalgas
e 0 NH4" a forma preferencial de nitrogénio das microalgas.

As concentracfes de N-amoniacal no lixiviado do ASMJP oscilaram entre 2514 a 2806
mg. L! durante o periodo de monitoramento e ndo tem sofrido grandes variacdes nos ultimos 4
anos. Sonawane et al. (2017), pontuam que a composi¢cdo do lixiviado de aterro varia
dependendo do componente do RSU e condig¢des de operacdo do aterro, todavia, o lixiviado
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mantém normalmente um perfil de apresentar elevadas magnitudes de turbidez, nitrogénio
amoniacal e matéria organica recalcitrante.

Em estudo desenvolvido por OLIVEIRA (2013), avaliando as concentracdes de N-
amoniacal e o grau de biodegradabilidade do lixiviado do ASMJP, foram registradas
magnitudes de 2177 mg. L de N-amoniacal e relagdo (DBOs/DQO = 0,36) sugerindo, pela
analise desses parametros, dificuldade para 0 emprego do tratamento bioldgico do lixiviado. O
nitrogénio amoniacal em elevadas concentra¢Ges juntamente com outros parametros como
alcalinidade, cloretos e matéria organica (DQO) pode classificar o lixiviado de aterro sanitario
como potencialmente toxico (PABLOS et al., 2011).

As magnitudes de Ortofosfato (PO4>) e Magnésio (Mg?*) identificadas no LAS foram
respectivamente de 13mg.L! e 1500 mg.L!. Estes fons, podem favorecer o processo
fotossintético por microalgas, uma vez que os ortofosfatos sdo assimilados para a producao de
acidos nucleicos (DNA e RNA) e 0 magnésio pode ser incorporado para a producao de clorofila

a. Na Tabela 4 esta apresentada a caracterizacao fisico-quimica do Lixiviado do ASMJP-PB.

Tabela 4. Caracterizacdo Fisico-quimica do lixiviado do ASMJP.

PARAMETROS Magnitude
pH 8,0
Alcalinidade Total (mg CaCOsL* 12437
NTK (mg L?) 3386
Nitrogénio Amoniacal (mg L) 2806
Nitrogénio Organico (mg L) 580
Solidos Totais (mg L™?) 12996
Solidos Suspensos Volateis (mg L™) 5430
Sélidos Totais Fixos (mg L™?) 3486
Solidos Suspensos Totais (mg L) 212
Sélidos Suspensos Volateis (mg L™) 146
Solidos Suspensos Fixos (mg L™) 66
Fosforo Total (mg P L) 17
Ortofosfato (mg P-PO4* L?) 13
Acidos graxos Volateis(HacL™) 933
DQO total (mg O, L) 5725
DQO soltvel (mg O, L) 3625
DBO (mg. 0. L) 972
Cl (mg.L?) 4350
Na* (mg.L?) 2076
Mg?* (mg.L™) 1500
Ca?* (mg.L?) 65
K* (mg.L?) 1650

Fonte: Autora (2020)
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5.3.1. Etapa I: Remocéo de nutrientes em func¢éo da concentracédo de N-amoniacal
afluente

Em analise, as algas imobilizadas apresentaram maior eficiéncia no 1° e 2° ensaios, com
remocdo media de N-amoniacal entre 41 e 30% respectivamente, representando uma remocao
de massa de N-amoniacal de 69,44 mg-N, ou seja, uma remog¢do 55 vezes maior que a massa
de fosforo removida durante os 5 ensaios(10h), o N-amoniacal inicialmente é adsorvido na
superficie da matriz, depois penetra na mesma sendo continuamente assimilado pelas células
intensificando a coloracéo verde das esferas sugerindo aumento de biomassa algal, conforme
constatado em outros ensaios (dados ndo mostrados).

O percentual médio de remocdo no biorreator controle foi de aproximadamente 12%. A
remogdo quimica ocorrida nas esferas controle pode ser explicada, pois, na concepcdo de
Mujtaba et al. (2017), a matriz de alginato possui grupo aniénico (como grupos carboxila), que
promove interacdo idnica com amonio e, portanto, facilita a captacao de nitrogénio em sistemas
celulares imobilizados.

Nos processos convencionais de tratamentos bioldgicos, a aménia é removida de &guas
residudrias através da oxidacdo de amonio a nitrito e nitrato por bactérias de nitrificacdo
aerobia. No presente estudo, a reducdo de N-amoniacal ndo resultou no aumento de nitrito ou
nitrato, retratando ap6s analise cromatogréfica niveis abaixo da faixa de leitura do aparelho em
todos os efluentes analisados. A pequena variacdo no pH atingindo valores maximos de 7,5
afasta a possibilidade de ter ocorrido Stripping de aménia, sendo este um processo que ocorre
em pH elevado. Na Figura 3 esta apresentada a variacdo temporal da remocao média de N-

amoniacal em BAI em funcéo da concentracao afluente.

Figura 3. Remocao de N- amoniacal em biorreatores em regime continuo
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A Turbidez média de entrada no sistema foi de aproximadamente 4,4 NTU (unidade
nefelométrica) recebendo um incremento de 668% no BAI em comparagdo ao controle que
apresentou 492%. A turbidez no sistema aumenta em decorréncia da gradativa desestruturacdo
da matriz de alginato de célcio em resultante do atrito entre as esferas sendo este um sistema de
leito fluidizado e ainda, em consequéncia da concentracao de P-total presente no meio reacional

Outro aspecto interveniente no incremento da turbidez é que, sendo usada a mesma
batelada de esferas para 0s 5 ensaios, as microalgas crescem no interior do polimero, elevando
a densidade celular e consequentemente liberacdo da biomassa para o substrato. Estes
resultados estdo consistentes com Whitton et al. 2018, que registraram crescimento da
microalga de 4gua doce Scenedesmus obliquus imobilizada em alginato de célcio monitorando
um sistema continuo no tratamento de esgoto doméstico em TDH de 3h.

Em destaque, foram registrados incrementos de oxigénio dissolvido entre 18 e 41% em
duas horas de monitoracdo com variacdo de 0,4 e 0,6 unidades de pH, podendo esse aumento
na concentracdo de oxigénio dissolvido ser um indicativo de que houve atividade fotossintética
no interior da esfera, considerando que, durante a fotossintese, ha a liberacdo de O advindo da
fotolise da molécula da agua. Em consonancia com estes resultados, Mutjaba et al. (2017)
monitoraram um fotobiorreator em coluna, recheado com C. vulgaris imobilizada em alginato
de calcio e P. putida suspensa visando a remocao de nutrientes de agua residuaria sintética,
registraram incrementos de oxigénio dissolvido de até 48% em 5 dias de monitorag&o.

O reduzido incremento do pH pode estar relacionado com a elevada magnitude da
alcalinidade no substrato estudado. Corroborando com este resultado, Leite et al. (2017)
pontuam que a alcalinidade em lixiviados é constituida por espécies quimicas que podem
contribuir para o tamponamento dos processos bioldgicos de tratamento de residuos, evitando

variacdes bruscas do pH, situacdo quimica bem retratada no lixiviado de aterro sanitario.

5.3.1.1 Remocéao de P-Total

Foram obtidas remocdes médias de P-Total de aproximadamente 63% no BAI, com
concentracdes afluentes médias de 0,81 mg.L™, para remogdo de média de 31% no biorreator
controle. Este resultado pode ser explicado, pois a remoc¢éo de fésforo no sistema pode ocorrer
pela via bioldgica (assimilacdo pelas algas), por adsor¢do na matriz de alginato e ainda por

precipitacdo em pH elevadoNa Figura 4 esta apresentada variacdo temporal de P-Total no BAI.
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Figura 4. Comportamento da remocéo temporal de P-Total em BAI
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Corroborando com esses reultados de remocdo, Aradjo et al. (2017), monitoraram um
sistema continuo com Chlorella sp. imobilizada em alginato de calcio no polimento de efluente
secundario clarificado e obtiveram remocdes médias de 92% de fdsforo total em tempo de

contato de 5h.

5.3.1.2. Remocéo de fons

Diversos ions sao assimilados pelas microalgas para seu equilibrio fisiologico, sendo
desta forma, importantes na fitorremediacdo de aguas residuérias. Segundo Prochazkova et al.
(2014), para o crescimento das microalgas é necessaria uma série de nutrientes, a exemplo de
macronutrientes tais como, carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), hidrogénio (H) e fosforo
(P), além de calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e potéssio (K).

Destarte, os resultados no BAI para remocéo de ions foram mais expressivos que no
controle para todos os cations investigados. Foram obtidas remogdes respectivas de NH4" e
Mg?* em torno de 33 e 45% no BAI para 18 e 22% no controle. A remogdo de magnésio no
BAI pode ser explicada, uma vez que, este ion integra a molécula de clorofila a, pigmento
necessario ao processo fotossintetizante. O Potassio e outros oligoelementos sdo substancias
essenciais a fisiologia das microalgas, o que se justifica remogdes entre 12 e 35% no BAI.

Em estudo desenvolvido por Silva et. al (2018) aplicando 16 cepas isoladas do lixiviado
do ASMJP no tratatamento de lixiviado com concentracGes de N- amoniacal afluentes de 1200

mg.L? em sistema de microalgas livres alimentado em batelada com TDH de 96 horas, foram
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obtidas remogdes percentuais de 78, 95 e 88% respectivamente para os ions de , K*, Ca?*e SO4

. Na Figura 5 estdo apresentados os valores de remocdo de ions no BAI e no Controle.

Figura 5. Remocao de cations em BAI e Controle
30 ¢ BBAI ECONTROLE
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As concentragdes médias de Ca?" no efluente do biorreator controle foram sempre
maiores do que no BAI para todos os ensaios. O incremento no controle foi de
aproximadamente 350% em relacdo ao BAI, de aproximadamente 256%. Este fato pode ser
explicado, pois, no lixiviado de aterro sanitario apresenta uma média de 17 mg.L* de P-total e,
o fosforo atua como um quelante removendo o célcio presente na esfera, alterando a estrutura

fisica da mesma.

5.3.1.3. MEV e EDS das esferas com algas imobilizadas

A anélise de microscopia eletrénica de varredura da superficie das esferas de entrada
(antes dos experimentos) indicou esfera integra, com porosidade e pequeno nimero de células
de Chlorella sp. A anélise de espectroscopia por energia dispersiva indicou a presenca dos
seguintes componentes quimicos: Ca, C, F, O e Cl.

Nas esferas apds a realizacdo do 5° ensaio foi registrada elevada magnitude de
precipitado em formato geométrico sugerindo ser material cerdmico na superficie, identificou-

se também, maior nimero de células de Chlorella sp. sugerindo que o polimero ja se encontrava
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em desestruturacdo por causas quimicas e fisicas. A anélise de EDS indicou a presenca de Si,
Cl, Ca, O, S, C, Na e Hg. Na Figura 6 esta apresentada a analise de MEV da superficie das
esferas de saida no sistema com células na superficie e estruturas cristalizadas que sofreram

precipitacdo e na Figura 7, os resultados de EDS das esferas ap6s 0s ensaios.

Figura 6. MEV da superficie de esfera apresentando células e estruturas cristalizadas.

TM-1000_0080 2020/09/28 1215 100 um

Figura 7. Espectrograma da superficie das esferas apds ensaios.
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Estes resultados estdo em concordancia com De-Bashan & Bashan (2010) comprovando
que a imobilizacdo em alginato possibilita a troca de matéria entre a célula da Chlorella sp. e 0
substrato removendo NH4*, PO4*" e outros oligoelementos preservando-a contra contaminagio

e predadores e constituintes do LAS.
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5.3.2. Etapa Il - Remogéo de nutrientes com e sem adi¢do de suplementacéo

5.3.2.1. Remog&o de N-amoniacal

No ponto de vista de Tett et al. (1985), a razdo empirica entre o nitrogénio e o fosforo
em microalgas é determinada em 16:1. Neste trabalho, a relagdo empirica entre N e P do
substrato foi 14:1, contudo, as remocGes médias variaram entre 24 e 58% no sistema com
suplemento fosfatico para 27 a 56% para o0 substrato sem suplemento fosfatico e concentracdo
média de N-amoniacal de 82 mg.L. A massa média de nitrogénio removida foi 98,7 e 98 mg-
N para os sistemas com e sem suplementacdo respectivamente. Este resultado pode ser
explicado, pois, na concepcao de Cuellar- Bermudez et al. (2017), a necessidade do equilibrio
estequiométrico é altamente variavel entre as espécies de microalgas, sendo este ainda, afetado
pelas condi¢cdes ambientais.

Paskualiakova et al. (2016), cultivaram em sistemas livres, Clamydomonas sp., em meio
suplementado com fésforo. A microalga promoveu a reducdo de amonia de 93% e 54% para
nitrato do lixiviado de aterro sanitario, indicando a importancia da suplementacdo de fosfato
para o equilibrio quimico algaceo, favorecendo ao processo fotossintético. No presente
trabalho, aplicando sistemas de microalgas imobilizadas, este equilibrio estequiométrico
pareceu ndo ter sido muito relevante conforme a anélise dos dados em substrato com e sem
suplementacdo de fosfato. Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios de remocgéo de

N-amoniacal em sistemas com e sem suplementacédo de fosfato.

Tabela 5. Valores médios de remocéo de nutrientes em ensaios com e sem suplementacao
NHs/(mg.L") NHs(mg.L?') NHs*(mg.L?') P-Total(mg.L") P-Total(mg.L™") P-Total
ENTRADA  SAIDA(S)" SAIDA(NS)™ ENTRADA(S)" ENTRADA(NS)" (mg.L™)

SAIDA
82 47 54 6,4 0,5 2,0
85 55 54 4,4 0,51 2,4
80 58 58 6,0 0,49 3,4
87 37 38 6,5 0,53 33
80 45 40 6,1 0,49 2,9
80 54 53 4,8 0,49 2,1

(S)*- Suplementado (NS)™- Nao Suplementado
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No presente estudo, o pH inicial para o todo o delineamento experimental foi controlado
entre 6,9 e 7,2 portanto, a volatilizagdo do NHs pode ser considerada insignificante, o que foi
confirmado por estudo anterior (DE GODOS et al. 2009). Foram registrados incrementos de
pH que variaram entre 0,3 e 1,0, sugerindo atividade fotossintetizante. A remogdo de P-total
obtida no tratamento com suplementacdo, variou entre 45 e 68%. Este resultado pode ser
explicado, pois, na concepgéo de Jimenez-Perez et al. (2004), o fésforo total pode ser removido
do sistema com algas imobilizadas através da assimilacdo algacea para sintese de acidos
nucleicos, por adsor¢do na matriz de alginato ou mesmo por precipitacdo no interior das esferas
em pH elevado.

No sistema sem suplementagdo, com concentracdo afluente média 0,51 +0,02 mg.L*
para P-Total, nos quatro primeiros ensaios, obteve-se remog¢do completa, contudo nos 2 ultimos
ensaios foi registrada remocao média 90%. Este fato, pode ter ocorrido, pois, sendo 0s ensaios
realizados com a mesma batelada de esferas(recheio), o fésforo presente no lixiviado atua como
um quelante, desgastando a matriz e promovendo progressiva liberacao de células para o meio.
Os resultados obtidos em cada determicdo sdo indicativos de que ndo existem diferencas de
eficiéncia de remocéo de nitrogénio amoniacal por Chlorella sp. imobilizada em alginato de

calcio em sistemas com e sem suplementacdo de fosfato no substrato.

5.3.2.2. Turbidez

De acordo com os dados de turbidez, no biorreator com suplementagéo de fosfato foram
maiores em comparacdo ao sem adigdo para todos os ensaios realizados, apresentando um
incremento médio de turbidez de aproximadamente 439% no BAI com suplementacdo a partir
de 1,9 NTU afluentes, para 108% no sistema sem suplementacdo com 3,3 NTU afluentes. Isto
pode ser explicado, pois além do fosfato presente no LAS bruto in natura de aproximadamente
13 mg. P-POs*.L, enfatizando, foi realizada a adigdo de fosfato e este, atua como um quelante
na matriz promovendo desgaste da esfera e liberacao das células para o substrato.

Silva et al. (2017), em estudo sobre desestruturacao da matriz de alginato com Chlorella
sp. imobilizada, em biorreator com volume de 1L e TDH de 5 horas, tratando efluente de filtro
de areia para remocao de fosforo, obtiveram percentual de desgaste de 38,5% em 28 dias de
monitoracdo. Corroborando com esse resultado, Lau et al. (1997) relataram que as

concentracdes de calcio encontradas em aguas residuarias de biorreatores contendo esferas de
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alginato, aumentaram consideravelmente apos a realizacdo do experimento. Na Figura 8 estéo

apresentadas amostras de esferas antes e depois dos ensaios.

Figura 8. Esferas com Chlorella sp. Imobilizada antes e ao final dos ensaios.

Fonte: Autora (2020).

5.3.3. Etapa I11- Remocédo de N-amoniacal em diferentes volumes de Recheio

Percebe-se que os resultados de remocdo de N-amoniacal em diferentes volumes de
recheio indicaram que entre concentracdes afluentes de 48 e 103 mg.L™ de N-amoniacal com
pH de entrada controlado para valores entre 6,2 e 7,4 ndo apresentaram variacdes expressivas.
Em cada bloco de ensaio com diferentes volumes de recheio foram obtidas as maiores remocdes
sempre no primeiro ensaio realizado, apresentando remocdes entre 37 e 57%. A partir do
segundo ensaio de cada bloco a remocao registrada foi menor (variando entre 11 e 44%) e segue
em decréscimo até o 5° ensaio. A possivel explicagdo para este decréscimo na eficiéncia do
sistema é que, a Chlorella sp. assimila elevada concentracdo de N-amoniacal, direciona para as
multiplas aplicagdes fisioldgicas na célula, atingindo um estagio temporario de saturacao.

A matriz de planejamento do BB DOE Full 3% est4 apresentada na Tabela 6 e os dados

dos ensaios com suas respectivas replicatas estdo apresentados na Tabela 7.



163

Tabela 6- Matriz de planejamento do BB DOE Full 3¢9,

Nivel
Variaveis Independentes Baixa Média Alta
Volume de esferas (ml) 50 75 110
[N-amoniacal] de entrada 50 79,6 90,6

Tabela 7 - Matriz de dados experimentais para 0 BB DOE Full 3¢9,

Condicdode . Vol. (ml) de Entrada N- Saida N-NH,"
teste eplicata esferas amoniacal (mg. L)
(mg.L")
1 1 75 96,6 48
2 1 110 79,5 44
3 1 50 50,5 24
4 1 50 79,5 54
5 1 110 96,6 49
6 1 75 50,5 37
7 1 110 50,5 33
8 1 50 96,6 64
9 1 75 79,5 50
1 2 75 96,6 45
2 2 110 79,5 42
3 2 50 50,5 26
4 2 50 79,5 59
5 2 110 96,6 40
6 2 75 50,5 35
7 2 110 50,5 30
8 2 50 96,6 60
9 2 75 79,5 49

Fonte: Autora (2020)

O resultado da analise de variancia deste conjunto de dados é apresentado na Tabela 8,

o gréafico de superficie de resposta e o diagrama de Pareto sdo mostrados na Figura 9.



Tabela 8- Dados ANOVA para o BB DOE Full 39,
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SS

df

MS F p

(1) Vol. Esfera (ml)(L) 152,848
Vol. Esfera (ml)(Q) 0,735

(2) Input (N-amoniacal) (L) 1138,82
Input (N-amoniacal) (Q) 147,865

1L by 2L 273,401
Error 274,432
Total SS 2274,500

1

12
17

152,848 6,68354 0,023866

0,735 0,03213 0,860741
1138,820  49,79677  0,000013
147,865 6,46565 0,025807
273,401 11,95491  0,004738
22,869

* R-sqr=,87934; Adj:82907

Em relagio ao BB DOE Full 3¢9 e para um nivel de confianca de 95%, os dados da

ANOVA e do diagrama de Pareto indicaram que tanto o volume de esferas quanto a

concentracdo de afluente de N- amoniacal exerceram efeito significativo do ponto de vista

estatistico sobre fator dependente monitorado ou respostas, (remogdo de N-amoniacal). A

variavel independente (N-amoniacal de entrada) exerceu efeito sobre a variavel dependente

tanto em termos quadréaticos quanto lineares, sendo a influéncia do tipo linear mais signicativa

que a do tipo quadrética, conforme pode ser observado na superficie de resposta, que apresenta

um perfil parabdlico suave em relagdo ao eixo entrada de N-amoniacal. Na Figura 9 eesta

apresentada a superficie de resposta e o diagrama de Pareto para analise da influéncia da

concentracédo afluente e volume de recheio na remogdo de N-amoniacal.

Figura 9 - Superficie de resposta e diagrama de Pareto para o para o0 BB DOE Full 3¢9,

a

I > 60
I <54

LRI

(2)Input (N-NH4%)(L)

1Lby2L

(1)Vol. Bead (ml)(L)

Input (N-NH44%)(Q)

Vol. Bead (ml)(Q)

2.54

0.17
p=0.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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No que diz respeito ao volume de esferas, o efeito do tipo linear foi mais significativo
que o quadratico, o que também explica o perfil parabdlico suave ao longo do eixo (Vol. Bead).
A interacdo entre os efeitos lineares das varidveis independentes também foi significativo,
indicando que o volume de esferas exerce um efeito diferente para variados niveis de N-
amoniacal de entrada. O sinal negativo do efeito no volume de esferas indica que ao passo que
0 este parametro aumenta, o nivel de N-amoniacal na saida do sistema diminui. Em linhas gerais
pode-se concluir que em niveis de entrada de N-amoniacal até 50 mg L, 40 ml de esfera so
adequados para uma remogao de mais de 68% de NH.". Contudo, para concentragcdes NH4*
acima de 50 mg. L %, o volume de esferas deve ser elevado gradativamente para remogoes
eficientes. A relacdo entre a concentracdo final de NH4* e os parametros volume de esferas e

NH,4" inicial pode ser expresso pelo modelo matematico apresentado na equacao 1.

NHa* inai = 87,46 + 0,413*[Vol. Esfera] +0,0004**[Vol. Esfera]? + 2,91*[NHs** inicial] - 0,01*[NH4**
inicial] 2 - 0,008*[NH4** inicial] *[\VOI. Esfera]. Equacao |

Na Figura 10 estd apresentado o comportamento da remo¢do de N-amoniacal por
Chlorella sp. imobilizada nos diferentes volumes de recheio testados.

Figura 10. Remoc&o de N-amoniacal em diferentes volumes de esferas.
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Lau et al (1997) defendem que a imobilizagdo é um ambiente que pode permitir que as
células em confinamento, suportem e assimilem maior concentracdo de nutrientes em tempos
menores, sendo esta uma resposta celular ao aprisionamento em um pequeno espaco.

Comparando a eficiéncia entre os volumes de recheio de 50 e 130 mL em substratos
com concentragdes afluentes médias de N-amoniacal de 76 e 67,4 mg.L, foram registradas
remocOes médias respectivas de 30 e 36% respectivamente, sugerindo que o TDH parece ser
mais significativo do que o volume de esferas na remocdo de N- amoniacal por Chlorella sp.
de lixiviado de aterro sanitario.

Em todos os ensaios dos 5 tratamentos testados houve incremento de pH, com variagdes
entre 0,3 e 1,1 unidades. Este resultado pode estar relacionado com o processo fotossintetizante
das microalgas que, ao assimilar CO> para sintese de carboidratos eleva o pH do meio. Nesse
sentido, o melhor desempenho de remog¢do média apos 5 ensaios e 10h de TDH foi apresentada
pelo volume de 110 mL de esferas com algas imobilizadas, sendo em torno de 39.6 %,
equivalendo a 74,45 mg-N
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5.4. CONCLUSAO

Diante da analise dos dados obtidos pode-se concluir que:

e A Chlorella sp. imobilizada em alginato de célcio manteve sua atividade fotossintética
preservada, realizando remocdes de 42 e 63% respectivamente para N-amoniacal e P-
Total em TDH de 2h. Foram registradas ainda, remocdes de alguns oligoelementos do
lixiviado, a exemplo de: Mg?*, K*, Ca?*, SO4, Si e Hg;

e Nos ensaios com suplementacdo de fosfato no substrato com relagdo empirica N:P de
14:1, as remocBes médias de N-amoniacal foram em torno 57%, ndo apresentando
variagdes importantes em relagdo ao substrato sem adicdo de fosfato, desta forma, néo
sendo necessaria a adi¢do de fosfato visando ampliar a eficiéncia do sistema;

e Os resultados de remocédo de N-amoniacal em diferentes volumes de recheio indicaram
que em concentragdes afluentes na faixa de 48 e 103 mg.L™, as maiores remogdes foram
sempre no primeiro ensaio realizado com percentuais entre 37 e 57%. Enfatizando que
em niveis de concentragdo afluentes de até 50 mg.L™* de N-amoniacal, o volume de 40
ml de esferas é eficiente para uma remocdo de aproximadamente 68%;

e O alginato de célcio apresentou-se como um polimero eficiente na imobilizagédo e
preservacdo da microalga, possibilitando o transporte de massa entre o efluente e a
célula, bem como a passagem da luz para o processo da fotossintese, interferindo
minimamente na fisiologia da Chlorella sp.;

e AChlorella sp. imobilizada em alginato de calcio apresentou eficiéncia de remocéo de
N e P de LAS, despontando como uma biotecnologia viavel e ambientalmente
sustentavel. A Fitorremediacdo foi alcancada através de uma combinagdo de
mecanismos incluindo bioassimilagdo, precipitacio como consequéncia do pH e
adsorcdo na matriz polimérica. Desta forma, as microalgas imobilizadas indicam ser
uma solucdo alternativa eficaz para a remocao de nutrientes de guas residuérias;

e O lixiviado de aterro sanitario € uma agua residuéria de extrema complexidade quimica
e elevado potencial poluidor ao meio ambiente, destarte, em sua matriz existem
constituintes importantes ao crescimento de microalgas, possibilitando neste panorama,

a insercao da fitorremediacdo como forma complementar aos tratamentos ja existentes.
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CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados apontados por esta pesquisa, pode-se concluir que:

e A compreensdo da fisisologia e adaptacdo de algumas espécies de microalgas e sua
aplicacdo na biorremediacdo de aguas residudrias € uma janela aberta de muitas
possibilidades, para tanto, a identificacdo molecular da célula é etapa indispensavel. O
protocolo estabelecido no presente trabalho, foi capaz de extrair DNA genémico de
Chlorella sp. com qualidade e pureza satisfatérias, podendo este, ser aplicado na

identificacdo molecular de Chlorophyceas;

e O lixiviado de aterro sanitario € uma agua residuaria de consideravel complexidade
quimica e elevado potencial poluidor ao meio ambiente, destarte, em sua matriz existem
constituintes importantes ao crescimento de microalgas, possibilitando neste panorama,

a insercéo da fitorremediagdo como forma complementar aos tratamentos ja existentes;

e O processo de imobilizacdo de microalgas em matriz de alginato de célcio é uma
tecnologia que preserva a célula de componentes toxicos do lixiviado e promove
remocdo eficaz de nutrientes de &guas residudrias em tempo de contato
significativamente menor em comparagdo aos sistemas de microalgas suspensas,
superando ainda, diversas dificuldades operacionais inerentes aos sistemas de lagoas de
estabilizacdo, a exemplo da liberacédo de células junto ao efluente tratado, a demanda de

grandes areas para instalacao do sistema e trabalho com microbiota diversificada;

e Acepade Chlorella sp. isolada do lixiviado do ASMJP apresentou robustez fisioldgica,
uma vez que, foi viavel o seu crescimento em faixas muito amplas de N-amoniacal que
variaram entre 50 e 2175 mg.L™, ratificando sobremaneira, o grande potencial das
microalgas na recuperacdo de recursos (N e P) de aguas, podendo esta ser aplicada na

mitigacdo da problematica da eutrofizacdo dos mananciais;

e Aanalise matricial dos dados obtidos ao longo das etapas do presente trabalho ratificam
a viabilidade econdmica e ambiental da aplicacdo das microalgas do género Chlorella

sp. em sistemas livres e imobilizados no tratamento de lixiviado de aterro sanitario.
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RECOMENDACOES

Diante do trabalho desenvolvido, considera-se que ainda existem aspectos dentro da
biotecnologia das microalgas imobilizadas que merecem ser investigados, portanto

recomendam-se:

e Analizar estudos comparativos de eficiéncia de remocdo de nutrientes (N e P) de
lixiviado entre sistemas livres e imobilizados mantendo igual densidade celular e
mesmo TDH,;

e Investigar novas configuracdes geométricas para os biorreatores, favorecendo aos
processos metabdlicos (notadamente a fotossintese) que é fundamental nos sistemas de
algas imobilizadas;

e Analizar um balango de massa do N-amoniacal e do P-total que entra e sai no sistema,
visando estabelecer ligacdo mais definida entre a remocéo de nutrientes e o crescimento
da Chlorella sp. no interior da esfera;

e Desenvolvimento de novas pesquisas que visem a melhoria na qualidade dos polimeros
de forma a aumentar sua resisténcia aos componentes estruturantes do lixiviado de
aterro sanitario, bem como, a difusdo das substancias e passagem da luminosidade até a
celula;

e Analizar testes de toxicidade cronica seguindo recomendacdes da NBR 12.648/2018,
para verificar o efeito inibitorio ou toxico do lixiviado para a cepa da Chlorella sp. em
sistemas suspensos e imobilizados;

e Realizar o sequenciamento genético do DNA gendmico da microalga em estudo para

identificacdo da espécie que esta sendo investigada na pesquisa.
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APENDICE A- Sistema de lagoas de tratamento de lixiviado do ASMJP-PB.

Figura A-1-. Vista aérea do aterro sanitario metropolitano de Jodo Pessoa com destaque para
as lagoas de tratamento de lixiviado.

ATERRO SANITARIO METROPOLITANO DE JOAO PESSOA-PB
Maria Célia Cavalcante de Paula

= indice

e QO 100%

Fonte: Google Earth

Figura A-2. Coleta de amostras em pontos de entrada e saida do sistema de lagoas para
identificacdo do fitoplancton

Lagoa Anaerohia IT

Lagoa de Recirculagdo Lagoa Facultativa Aerada
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APENDICE B- Comunidade fitoplanctdnica isolada do lixiviado.

Quadro B-2. Composicédo taxondmica do sistema de lagoas de tratamento de lixiviado do
ASMJP-PB.

Chlorella sp., Microcystis aeruginosa,
Pseudoanabaena  sp, Kamptonema  animale,
Geitlerinema amphibium, Cyclotella menenghiniana,
Navicula sp., Merismopedia sp., Nitzschia sp.

Chlorella sp., Lyngbyia sp., Oscilatoria sp,
Dolichospermus  nygaardi,  Phormydium,  sp.
Cilyndrospermopsis raciboorki, Microcystis
aeruginosa.

Chlorella sp., Microcystis aeruginosa,
Pseudoanabaena sp, Trachelomonas volvocinopsis,
Phacus sp., Cilyndrospermaopsis raciboorki.

Chlorella sp. Microcystis aeruginosa, Phacus sp.,
Cyclotella menenghiniana.

Chlorella sp., Microcystis aeruginosa,
Monoraphydium sp. Phacus sp., Cyclotella
menenghiniana.



176

APENDICE C- Chlorella sp.

Figura C-1. Cultura estoque d Chlorella sp. em MBB+Agar1,5%

Figura C-2. Contagem de Chlorella sp. em cAmara Neubauer

o s
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APENDICE D- Chlorella sp. imobilizada em alginato de célcio

Figura D-1. Sistema de imobilizacao da Chlorella sp.

Figura D-2. Amostras de esferas com algas imobilizadas e controle (A

o

Iginato a 4%)

L alie
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APENDICE E- METODOLOGIA DE ETAPAS DA PESQUISA

Figura E-1. Fluxograma de etapas iniciais da pesquisa
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Figura E-2. Fluxograma de etapas apresentadas nos capitulos 2,3,4, e 5 da pesquisa.
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APENDICE F- Etapas do protocolo de extragio do DNA gendmico da Chlorella sp. no
LBiotec- UFCG- Cuité-PB.

Figura F-1. I- Isolamento do DNA; II- Homogeneizacdo de amostra em vortex; I11-
preparacdo de cuba de eletroforese por gel de agarose 1%; IV- Preenchimento de po¢os em
gel de agarose; V- Inicio de corrida de DNA a 100 V; VI- Visualizacdo de bandas de DNA

em luz UV.
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APENDICE G- Caracterizagdo Fisico-quimica do lixiviado do ASMJP aplicado na
pesquisa.

Tabela G-1. Valores médios dos principais parametros monitorados do lixiviado aplicado na

pesquisa.
PARAMETRO Magnitude (n=6)
Alcalinidade Total(mg.CaCO3.LY) 10141
Acidos Graxos Volateis(Hac. L) 1324
DQO total (mg0;. LY) 4929
DQO filtrada (mg0,. L) 3388
DBO;(mg0. LY) 1163,2
NTK (mgN. L) 3048
N-NH;"(mg- NHs*.LY) 2483
N-NO; (mg N- NOy-. L) 738
NO; (mgNO7. L) -
ST (mg. LY) 12685
STV ( mg.LY) 3792
STF ( mg. L) 8894
Ortofosfato (mg Orto-P. L)) 14,184
Fésforo Total (mg. L) 21
Cl' (mg. LY 4076
Na* (mg. L) 2180
K* (mg. L) 1982
Mg~ (mg. LY 199
Ca*™(mg. L1) 242
pH 8,0




