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RESUMO

Neste trabalho foi estudado o crescimento da Chlorella sp. em diferentes dilui¢des de lixiviado de aterro
sanitario. O Lixiviado é um residuo liquido resultante da degradacéo e umidade natural dos residuos e
da agua que percola na camada de cobertura e interior das células de aterramento. Apresenta elevada
carga de poluentes recalcitrantes e altos niveis de nitrogénio amoniacal, podendo ser usado como fonte
de nitrogénio na produgdo de microalgas. O sistema constituiu-se de 7 biorreatores, alimentados em
batelada, em fotoperiodo de 24 horas, temperatura de 27° C e TDH de 480 horas com volume de 200
mL de lixiviado diluido em &gua destilada em diferentes concentragdes de N-amoniacal e 10 mL de
Chlorella sp. em fase estacionaria. As maiores densidades celulares (DC) foram registradas nas
concentracdes de nitrogénio amoniacal afluentes de 46, 100 e 192 mg. L™, com incrementos superiores
a 250% até o 5° dia de monitoracdo. O menor crescimento foi obtido na concentragdo de nitrogénio
amoniacal de 379 e 575 mg. Lt com incrementos até o 5° dia de 10 e 12%. A partir do 10° dia, a DC foi
sempre decrescente, atingindo valores de 2,83x10* e 2,68x10* cel. mL™ respectivamente. O pH foi
crescente em todos os sistemas excetuando-se no controle negativo, atingindo incrementos de 2 unidades
até 0 20° dia de monitoracéo. Os resultados séo indicativos de que a Chlorella sp. consegue adaptar-se
e crescer em diferentes concentragdes de nitrogénio amoniacal, podendo ser aplicada eficientemente no
tratamento terciario do lixiviado de aterro sanitério.

Palavras-chave: Chlorella sp., lixiviado de aterro sanitario, Crescimento celular, nitrogénio
amoniacal.

INTRODUCAO

A industrializacéo e o processo de urbanizac¢do da sociedade levaram a um aumento na
geracdo de residuos sélidos urbanos (Li et al., 2018). O aterro sanitario € a tecnologia adotada
para o tratamento de residuos solidos, contudo, gera elevada quantidade de lixiviado que é uma
agua residuaria de alta toxicidade, com elevada concentracdo de fosfatos e nitrogénio

amoniacal, podendo contribuir para o processo de eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos
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Microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, portanto dotados de Clorofila a,

presentes em sistemas aquaticos ou zonas Umidas, praticamente em todas as longitudes,
latitudes e altitudes do globo (BICUDO, 2005; LARKUM et al., 2012). As atenc0es cientificas
somente se voltaram para o potencial da Chlorella sp. no final de 1940, quando foram cultivadas
em meio mineral definido, especificando-se as necessidades ambientais e nutricionais de cada
espécie (HSIUAN et al., 2000).

Diante do exposto, este trabalho, visou avaliar o crescimento da Chlorella sp. em
diferentes dilui¢Ges de lixiviado de aterro sanitario em &gua destilada, monitorando biorreatores
alimentados em regime de batelada.

METODOLOGIA

Consideracdes Gerais

Este trabalho foi realizado 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, Regido
Nordeste do Brasil (7°13°11°’Sul, 35°52°31°" Qeste).

O LAS (lixiviado de aterro sanitario) estudado, foi coletado na entrada da lagoa de
decantacdo do sistema de lagoas de tratamento de lixiviado do aterro sanitario da regido
metropolitana da cidade de Jodo Pessoa — PB, transportado em reservatérios de polietileno de

250L ate as dependéncias da EXTRABES, e caracterizado fisica e quimicamente.

Etapas do Trabalho

Identificacéo

Foram inoculados, 5 mL de lixiviado em 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 rotatoria com 80 rpm, temperatura de 30° C e
fotoperiodo de 24 horas. Transcorrido o periodo de 7 dias, procedeu-se identificacdo, utilizando

microscopio binocular Olympus CBA, em até 400 vezes de aumento.
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Isolamento

O isolamento da Chlorella sp. foi realizado pelo método de agar em placa preconizado
por Guerrero 111 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
com temperatura de 27°C em fotoperiodo de 24 horas, sob iluminacio de 4 lampadas
fluorescentes, intensidade de fotons de 85 pE.s.m 2.

Passados 21 dias, foi realizado o isolamento usando pipeta de Pasteur. A observagéo
do género algal foi procedida em microscopio invertido da marca Oleman em objetiva de 400X,
sendo essa amostra unialgal repicada em frascos erlermeyer contendo 50 ml de MBB. Aos
21(vinte e um) dias, as microalgas foram inoculadas em 100 mL de MBB e colocadas na mesa
rotatoria com 80 rev. Min 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.

Monitoracéo dos biorreatores

Foram montados 7 biorreatores, alimentados em regime de batelada. Destes, 2 foram 0s
controles positivo, tendo MBB como substrato, e negativo, com agua destilada. Destes, 5
receberam LAS diluido em &gua destilada em diferentes concentracdes afluentes de N-
amoniacal (C1, Cz, Cs, C4 € Cs) sendo respectivamente 46, 100, 192, 379 e 575 mg.Lt. Cada
biorreator foi alimentado com 200 ml de substrato e 10 mL de meio de cultivo com Chlorella
sp. em fase estaciondria. Os biorreatores foram mantidos em ambiente com fotoperiodo de 24
horas, temperatura controlada a 27°C, TDH de 480 horas. Foi coletada uma aliquota de 25mL
a 48 horas, e, a partir da segunda amostragem, em intervalos de 72 horas, para determinacdo do
pH e nitrogénio amoniacal. Para contagem de células em cAmara de Neubauer, foi coletada uma

aliquota de 5 mL a cada 120 horas.

Os parametros de caracterizacdo do lixiviado e seus respectivos métodos analiticos
seguiram o que esta preconizado em APHA (2012) e cromatografo i6nico Dionex ICS-1100 da
marca Thermo Scientific. 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 (células/ mL) = contagem total x 10* / n° de blocos contados I(E8q§1)a§§%‘%'3222
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Na Figura 1 esta apresentada uma imagem dos controles (positivo e negativo) e dos

biorreatores com diferentes concentragdes diluicdes de LAS.

Figura 1. Biorreatores controles(positivo e negativo) e com LAS em diferentes concentracdes
afluente de N- amoniacal com 48 horas de monitoragéo.

Fonte: autoria prdpria

DESENVOLVIMENTO

O lixiviado de aterro é uma Aagua residuaria gerada através do processo de
biodegradacdo da matéria organica presente nos residuos sélidos e a infiltracdo de agua de
chuva na massa dos residuos (HETKA et al., 2016), que pode causar grande impacto ao solo e
aos corpos d'adgua pois é constituida por alta carga de poluentes. Este, apresenta concentracao
elevada de mateéria organica (biodegradavel ou refratéria), elevada concentracdo de nitrogénio
amoniacal, baixa relacdo C/N, bem como significativas quantidades de metais pesados
(OULEGO et al., 2016).

A aplicacdo de microalgas no tratamento de lixiviado de aterros é uma abordagem
promissora devido a capacidade de recuperagdo de nutrientes e lucro adicional da producéo de
biocombustiveis. Através do processo fotossintético, as microalgas incorporam, além de agua
e dioxido de carbono, contaminantes que sdo utilizados para a producdo de moléculas organicas.

Na concepcdo de Liao et al. (2017), as microalgas podem incorporar 0s sais inorganicos
de lixiviados de aterro como fonte de nutrientes e sequestrar CO2 como fonte de carbono para
a fotossintese na producgéo de bioenergia, como lipidios e carboidratos.

Segundo Wilt et al. (2016), as microalgas sdo eficientes na remogdo de micropoluentes
de meios contaminados, a exemplo de substancias farmacéuticas e diversos poluentes

organicos, justificando assim, sua utilizagdo no tratamento de efluentes. Torobi et al(.8§2015
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isolaram culturas de algas de lixiviado de aterro sanitario e monitoraram um biorreator em

regime continuo, com TDH de 24 horas, durante 7 dias. Os resultados obtidos indicaram
remocdes superiores a 90% para DQO e amdnia do lixiviado.

Silva et al. (2018), monitorando um biorreator alimentado em regime de batelada com
TDH de 240 horas, aplicaram 16 cepas de microalgas no tratamento de lixiviado de aterro
sanitario. Foram obtidas remocGes de 80% e 98% para nitrogénio amoniacal e magnésio
respectivamente, com elevacdo do pH e aumento na concentracdo de oxigénio dissolvido. A

remocdao de fosforo total em foi em torno de 65% em 96 horas de monitorac&o.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo fisico-quimica do lixiviado “in natura” proveniente do aterro sanitario de Jodo

Pessoa-PB.

O lixiviado apresentou concentracio média de nitrogénio amoniacal de 2514 mg. L?,
fornecendo bom aporte de N-NH4" para o crescimento das microalgas. Com o pH, apresentado,
aproximadamente 94,7% do N- amoniacal encontra-se ionizado e 5,3% na forma livre (NHa).
Segundo Collos et al. (2014), aamdnia ionizada parece ser a fonte ideal de N para as algas, uma
vez que, seu estado de oxidacdo elimina a necessidade de sua reducdo, e, portanto, pode ser
utilizado imediatamente para a sintese de aminoacidos.

A concentragdo de P-total do lixiviado foi de aproximadamente 18 mg. L. Segundo
Ehrig (1983), o fosforo € um elemento fundamental aos processos energéticos dos seres vivos,
sendo o nutriente limitante no caso de tratamento de lixiviados devido a suas concentracfes
maximas ndo serem superiores a poucas dezenas de miligramas por litro. Praticamente todo o
fésforo encontrado em lixiviados esta na forma de ortofosfatos, e estes, provém principalmente
da matéria organica (SOUTO, 2009). Na Tabela 1 estdo apresentados os dados de
caracterizacdo do lixiviado aplicado na pesquisa.
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Tabela 1: caracterizagdo fisico-quimica do LAS aplicado na pesquisa

Parametro Magnitude
DQO total (mg L) 3648
DQO filtrada (mg L) 2271
DBO (mg O, L) 1163
Nitrogénio amoniacal (mg L™) 2514
NTK (mg L) 2710
ST (mg L) 16003
STV (mg L?) 5430
STF (mg L) 10573
SST (mg LY) 210
SSV (mg L) 193
SSF (mg LY 17,0
Fosforo Total (mg L) 18
Ortofosfato (mg P-PO4* LY) 14
CI (mg L) 3620
Na*(mg L) 2310
Mg?* (mg L) 275
K* (mg L) 2000
Ca?* (mg L?) 626
pH 8,0

Fonte: autoria propria

Crescimento da Chlorella sp.

No controle negativo foi registrado um incremento de 2% em 5 dias, atingindo DC
(densidade celular) de 1,82x10° cel. mL™. Este fato pode ser explicado, pois, as células estavam
no MBB com ampla disponibilidade de nutrientes, e algumas ja estavam em processo de diviséo
durante a inoculacdo. A partir do 10° dia a curva ja estava em fase de declinio com DC
aproximada de 1,63x10° cel. mL?%, seguindo em senescéncia progressiva até o 20° dia.

No controle positivo foi registrado um incremento aproximado de 136% (2,43x10° cel.
mL™) em 5 dias de monitoracio em relagio a DCI (densidade celular inicial). A Chlorella sp.
atingiu DC aproximada de 5,97x10° no 10° dia de monitoracdo, com valores médios de
3,46x10° cel. mL? no 20° indicando que estava em fase de declinio. Na Figura 2 estéo

apresentadas as curvas de crescimento da Chlorella sp. em biorreatores controles, negativo

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br
WWww.conapesc.com.br




CONGRESSO
NACIONALde
\ PESQUISA cENSINO

emCIENCIAS

CONAPESC

(substrato- 4gua) e positivo (substrato- MBB), e na Figura 3

aplicada na pesquisa.

, uma micrografia da Chlorella sp.

Figura 2: Curva de crescimento da Chlorella sp. em biorreatores controles.
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Figura 3: micrografia de Chlorella sp. (fase estacionaria)
ampliacao de 400x.
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Fonte: autoria propria

Os melhores resultados de crescimento foram

identificados no substrato em

concentragéo de nitrogénio amoniacal afluente de 100mg.L%, com incremento de 288% até o

5%lia de monitoragdo. A partir do 10° dia, o sistema ja se encontrava em fase de declinio,

atingindo DC aproximada de 7,38x10* cel. mL™ no 20° dia.

Os sistemas com concentragdes de

nitrogénio amoniacal afluentes de 379 e 575 mg.L™ apresentaram menores desempen&(ﬁ £om o5
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incrementos até o 5° dia de 10 e 12%. A partir do 10° dia, a DC foi sempre decrescente,

atingindo valores de 2,83x10* e 2,68x10* cel. mL™ respectivamente.

Este resultado pode estar relacionado com a toxicidade do nitrogénio amoniacal quando
este se encontra em elevadas concentragdes. Em estudo de Franco Martinez et al. (2017) a
Chlorella vulgaris néo apresentou inibicdo em concentra¢des de amonio menores que 110 mg.
L. O comportamento das culturas foi semelhante ao obtido por Gonzalez et al. (1997), que
utilizaram Chlorella vulgaris e Scenedesmus dimorphus para a remo¢do do amonio de aguas
residuérias.

Nas concentracGes de nitrogénio amoniacal afluentes de 46, 100 e 192 mg. L foram
registrados incrementos superiores a 250% até o 5° dia de monitoragdo, com queda na DC a
partir do 10°, variando entre 10 e 60%. A maior queda foi obtida na concentragdo de nitrogénio
amoniacal afluente de 192 mg. L com DC de 6,43x 10° no 5° dia para 2,58x10° no 10° dia de
monitoragdo. Corroborando com este resultado, Sforza et al. (2015) cultivaram microalgas em
lixiviado de aterro sanitario obtendo crescimento substancial em dilui¢cbes correspondentes a
concentracdes de nitrogénio amoniacal afluente variando entre 100 a 200 mg.L™.

Reis et al. (2016) investigaram o crescimento de Chlorella sp. em meio de LAS diluido
10 vezes, usando um fotobiorreator com planta biocoil, em temperaturas de 200C e 300C e
fotoperiodo de 12 horas, identificaram crescimento celular significativo e reducdo da carga
organica, turbidez e nos metais pesados presentes no efluente.

Em estudo de Paskualiakova et al. (2016), 34 cepas de microalgas foram isoladas de
diferentes amostras de lixiviado de aterro sanitario e cultivadas em meio F,, destas,
16(dezesseis) estirpes, mostraram-se capazes de crescer em amostras de lixiviados em
concentracfes variadas de seus componentes inorganicos e organicos. A clorophycea,
Clamydomonas sp., em meio suplementado com fdésforo, promoveu reducdo de amonia de 93%
e 54% para nitrato do lixiviado.

No controle positivo e em todas as dilui¢des de LAS, foi registrado aumento do pH até
0 20° dia de monitorago, confirmando que as culturas se encontravam em fase de senescéncia.
Na concepgdo de Tam e Wong (1996), o meio se torna acido em fase logaritmica do crescimento
e alcalino quando as células de algas estdo em fase estacionaria e na auséncia de crescimento.
Este resultado pode ser explicado, pois, estando as culturas em regime de batelada, havia a
indisponibilidade de nutrientes no meio. Na Figura 4 estdo apresentadas as curvas de

crescimento da Chlorella sp. em diferentes diluicdes de LAS.
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Figura 4: Curva de crescimento da Chlorella sp. em biorreatores com diferentes
diluicdes de LAS.
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Estudo do pH no sistema

O pH é um parametro importante que exerce influéncia fisioldgica e controla o
crescimento microalgal. Estudos de Mayo e Noike (1994), sobre efeito da concentracdo de ions
de hidrogénio no crescimento da Chlorella vulgaris revelaram a preferéncia pelo pH 8,0. No
estudo desenvolvido por Silva et al. (2016), o crescimento de Chlorella vulgaris em MBB foi
eficiente em pH de 6,8 a 8,8. Neste trabalho, houve elevacdo da magnitude do pH em todos 0s
sistemas com incremento médio de 2,0 unidade. Resultado similar de pH foi obtido por Leite
et al. (2016) monitorando uma série de quatro lagoas de estabilizacdo no tratamento conjugado
de lixiviado de aterro sanitario. Os elevados valores registrados indicam que, as algas
absorveram o CO> presente na massa liquida, resultando na sua liberacdo a partir dos ions
bicarbonato (HCO3z’), com consequente aumento do pH devido a liberagéo de radicais OH".

Corroborando com este resultado, Khanzada et al. (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.

No controle negativo ndo houve aumento do pH, enquanto que no controle positivo o

pH inicial de 6,7 chegou a 9,7 no 20° dia de monitorag&o.

CONSIDERACOES FINAIS

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

e O Lixiviado de aterro sanitario, apesar de ser uma agua residuaria de matriz complexa,
ndo interferiu no processo fotossintético em todas as diluicdes de LAS testadas;

e O pH foi sempre crescente em todos 0s sistemas excetuando-se no controle negativo;

e O crescimento mais significativo foi registrado na concentracdo de nitrogénio
amoniacal afluente de 100 mg. L™ com incremento superior a 400% em 20 dias de

monitoragé&o.
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