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Resumo

Neste trabalho, investigou-se a capacidade de remocdo de nitrogénio amoniacal de lixiviado
de aterro sanitario previamente diluido por Chlorella sp. imobilizada em matrizes poliméricas
de alginato/quitosana (AG/QT) e alginato de calcio(AG). Dois sistemas de tratamento foram
avaliados, um com biorreatores tubulares alimentados com substrato constituido por lixiviado
de aterro sanitario (LAS) in natura mais esgoto doméstico (ED) e outro sistema constituido
por biorreatores conicos, tendo como substrato LAS diluido em &gua destilada. Os ensaios
foram realizados em regime batelada a 27° C e luminosidade de 85 pE. s*.m™. As andlises de
MEV e EDS da superficie das esferas indicaram que a estrutura suporte possui porosidade e
retém as células em seu interior. Foram constatadas eficiéncias de remocfes de nitrogénio
amoniacal de 40% apos 4h de tratamento do substrato LAS/ED com microalga imobilizada
em AG/QT. Ja nos ensaios da Chlorella sp. imobilizada em AG, foram registradas eficiéncias
remocdes entre 81 e 97% apds 2h de tratamento do substrato LAS diluido em &gua destilada.
Além disso, a Chlorella sp. apresentou eficiéncia de remogao 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. Tais resultados indicam vantagens significativas do uso de
microalgas imobilizadas para o tratamento de aguas residudrias, tanto em termos recuperacdo
e reciclagem de recursos, quanto em relacdo ao potencial fitorremediativo da Chlorella sp. na
remocao de nitrogénio amoniacal de lixiviado de aterro sanitario.

Palavras-chave: Lixiviado; Fitorremediagdo; Microalgas imobilizadas; Nitrogénio

amoniacal; Alginato de calcio; Quitosana.

Abstract

In this work, the capacity to remove ammonia nitrogen from landfill leachate previously
diluted by Chlorella sp. immobilized in polymeric matrices of alginate/chitosan (AG/QT) and
calcium alginate (AG). Two treatment systems were evaluated, one with tubular bioreactors
fed with a substrate consisting of landfill leachate (LAS) in natura plus domestic sewage (ED)
and another system consisting of conical bioreactors, having LAS substrate diluted in distilled
water. The tests were carried out in batch mode at 27° C and luminance of 85 PE.s.m. The
MEYV and EDS analyzes of the surface of the spheres indicated that the support structure has
porosity and retains the cells inside. Efficiencies of 40% ammoniacal nitrogen removal were
observed after 4 hours of treatment of the LAS/ED substrate with microalgae immobilized in
AG/QT. In the trials of Chlorella sp. immobilized in AG, removal efficiencies between 81
and 97% were recorded after 2 hours of treatment of the LAS substrate diluted in distilled
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water. In addition, Chlorella sp. presented efficiency of removal of N-ammonia from LAS
diluted in distilled water in the range of 49 to 98% with increments of dissolved oxygen of up
to 192% in 5 h of monitoring. These results indicate significant advantages of using
immobilized microalgae for the treatment of wastewater, both in terms of resource recovery
and recycling, and in relation to the potential phytoremediation of Chlorella sp. in the
removal of ammoniacal nitrogen from landfill leachate.

Keywords: Leachate; Phytoremediation; Immobilized microalgae; Ammoniacal nitrogen;

Calcium alginate; Chitosan.

Resumen

En este trabajo, la capacidad de remover nitrogeno amoniacal del lixiviado de relleno
sanitario previamente diluido por Chlorella sp. Inmovilizado en matrices poliméricas de
alginato / quitosano (AG / QT) y alginato de calcio (AG). Se evaluaron dos sistemas de
tratamiento, uno con biorreactores tubulares alimentados con un sustrato compuesto por
lixiviados de vertedero (LAS) in natura mas alcantarillado doméstico (ED) y otro sistema
compuesto por biorreactores conicos, con sustrato LAS diluido en agua destilada. Las pruebas
se realizaron en modo discontinuo a 27°C y luminancia de 85 pE.s.m™. Los analisis SEM y
EDS de la superficie de las esferas indicaron que la estructura de soporte tiene porosidad y
retiene las células en su interior. Se observaron eficiencias de eliminacion de nitrogeno
amoniacal al 40% después de 4 horas de tratamiento del sustrato LAS/ED con microalgas
inmovilizadas en AG/QT. En los ensayos de Chlorella sp. Inmovilizados en AG, se
registraron eficiencias de eliminacion entre 81 y 97% después de 2 horas de tratamiento del
sustrato LAS diluido en agua destilada. Ademas, Chlorella sp. presentaron eficiencia de
remocidn de N-amoniaco de LAS diluidas en agua destilada en el rango de 49 a 98% con
incrementos de oxigeno disuelto de hasta 192% en 5 h de monitoreo. Estos resultados indican
ventajas significativas del uso de microalgas inmovilizadas para el tratamiento de aguas
residuales, tanto en términos de recuperacion y reciclaje de recursos, como en relacion con la
potencial fitorremediacion de Chlorella sp. en la remocion de nitrégeno amoniacal del
lixiviado de vertederos.

Palabras clave: Lixiviados; Fitorremediacion; Microalgas inmovilizadas; Nitrogeno
amoniacal; Alginato de calcio; Quitosano.
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1. Introducgéo

A expressiva geracao 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 pablicas visando a recuperacdo desses residuos (logistica
reversa, reciclagem, compostagem) a disposicao 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 anaerobio que recebe uma massa de
residuo solidos urbanos, extremamente, complexa e heterogénea que propiciam reacdes de
naturezas fisicas, quimicas e biolégicas (Rendra et al., 2007; Yazdani et al., 2015). Durante
estas reagdes, é gerado o lixiviado que € 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 concentracfes significativas de matéria
organica, a relagdo Demanda Bioquimica de Oxigénio/Demanda Quimica de Oxigénio (DBOs
/IDQO) gira em torno de 0,25, denotando que a matéria organica presente nao € de facil
biodegradacdo. Contudo, outras espécies quimicas, como por exemplo, elevadas
concentragBes de nitrogénio amoniacal (N-NH4") e determinadas situacdes de metais pesados,
sempre estdo presentes na sua composicao 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 residuarias como fonte de dgua e nutrientes para o cultivo de algas traz
vantagens econdmicas 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 é 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 orgénicos e inorgénicos (carbono, nitrogénio ou
fosforo), metais e contaminantes emergentes em aguas residuarias por microalgas, macroalgas
e cianobactérias (Cuellar- Bermudez et al., 2017).

Nesse Vviés as microalgas sdo capazes de assimilar compostos nitrogenados
inorgénicos e fosforo total e reduzir a concentragdo de matéria organica dissolvida nas aguas

residuarias. Os nutrientes sdo assimilados e transformados dentro da célula, sendo
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incorporados em acidos nucléicos e proteinas promovendo o crescimento de biomassa (Jia e
Yuan, 2016).

Consequentemente, inumeras vantagens sao favordveis 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 atil (Zhou et al., 2014;
Lyon et al., 2015). Neste sentido, a fitorremediacdo surge como janela de possibilidades no
tratamento do lixiviado.

Diversas microalgas sdo aplicadas no tratamento de aguas residuarias, com destaque
para os estudos sobre o grupo das Chlorophyceas. A Chlorella vulgaris apresenta forma
esférica, didmetro variando 5 e 10 um, parede celular robusta em trés camadas, constituida
por hemiceluloses de diferentes composicdes, razdo da extraordinaria estabilidade mecanica
dessas algas, possibilitando suportar grandes cargas de pressao, favorecendo desta forma, sua
aplicacdo para cultivo em escala industrialmente relevante (Takeda, 1988).

A aplicacdo de algas imobilizadas para a assimilagdo de nutrientes de &guas
residudrias apresenta-se como uma tecnologia economicamente viavel, que ndo requer
grandes areas e uso de produtos quimicos, a exemplo dos sistemas de microalgas suspensas.
As microalgas imobilizadas assimilam o fosforo inorganico para seu metabolismo, e, através
da fotossintese, promovem condicBes ambientais para que se desenvolvam outros
mecanismos de remog¢do quimica, tais como a sorcdo e a precipitacdo do fosfato na matriz
imobilizante (Silva et al., 2017).

Nesse universo, a imobilizagcdo consiste na retencdo de células ou enzimas em uma
estrutura fisica insolGvel, 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 células de algas contra bactérias ou predadores naturais. Entre outras
matrizes naturais de imobilizagcdo, como agar, alginato ou colageno, a quitosana obtida da
quitina ¢ um material frequentemente usado (Blank et al., 2016).

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 preparacéo (Lu et al.,
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2005). Enquanto a quitosana € um polimero insoltvel em &gua, contudo pode ser solubilizado
em &cido acético através de formacgdo do seu acetato (Thanoo et al., 1992). Quimicamente é 0
B(1—4) -2-amino-2-desoxi-D-glicose, obtido pela hidrélise dos grupos aminoacetil da
quitina, polissacarideo abundante, componente estrutural das carapacas protetoras de
crustaceos (Kas, 1997).

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

alimentados em regime de batelada.

2. Material e Métodos

2.1 Consideracdes gerais

A investigacdo cientifica é a construcdo e a busca de um saber que acontece no
momento em que se reconhece a ineficacia dos conhecimentos existentes, incapazes de
responder de forma consistente e justificavel as perguntas e dlvidas levantadas. E o
reconhecimento das limitagcBes existentes no saber ja estabelecido e da necessidade de
produzi-lo para esclarecer e proporcionar a compreensdo de uma duvida. Nesse sentido,
iniciar uma investigacao cientifica é reconhecer a crise de um conhecimento ja existente e
tentar modifica-lo, amplid-lo ou substitui-lo, criando um novo que responda a pergunta
existente (Koche, 2011).

Na concepcdo de Pereira et al. (2018) O conhecimento cientifico tem como principais
caracteristicas ser real, factual, contingente, sistematico, verificavel e falivel. Nessa
perspectiva, a presente pesquisa € de natureza laboratorial e quantitativa, tendo sido delineada

e desenvolvida considerando todos os aspectos supracitados.

A parte experimental foi realizada na Estacdo Experimental de Tratamentos
Bioldgicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), em uma érea 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 IlI, préximo a BR-101(7°13°00" S e 34°57°11”’
W). O esgoto doméstico (ED) utilizado foi coletado no reservatério de acumulacgdo instalado

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

Para o cultivo da Chlorella sp. e a producdo das esferas de alginato de calcio foram
utilizados os seguintes reagentes:

CaCl2 (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, S&o Paulo, SP, Brasil), foi
utilizada na preparacéo 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), K;HPO4 (75 mg L), KH2PO4
(175 mg L), CaCl - 2H,0 (25 mg.L1), ZnSOs4 - 7H,0 (8.82 mg L), MnCl; - 4H,0 (1,44
mg L), MoOs (0.71 mg.L™?), CuSOs - 5H20 (1,57 mg L), Co (NOs) 2 - 6H20 (0,49 mg L),
H3BOs (11,42 mg. L), Na; EDTA (50 mg L), KOH (31 mg L), FeSO4 - 7H20 (4.98 mg L
1.

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 Il 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 agar.

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

Para definicdo da melhor fase de crescimento da Chlorella sp. para ser procedida a
imobilizacéo, foi realizada uma curva de crescimento com TDH de 336 h. O experimento foi
conduzido em triplicata. As amostragens foram feitas a cada 48 h em camara de Neubauer,
usando-se microscopio 6ptico modelo OLEMAN. A determinacdo da densidade celular

seguiu o que esta preconizado por Tavares e Rocha (2003), aplicando-se a Equacéo 1.
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C (células/ mL) = contagem total x 10* / n° de blocos contados Eq.1

2.4 Imobilizacéo da Chlorella sp. em alginato (AG) e alginato/quitosana (AG/QT)

A producdo 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 preparacao:

« Alginato de sodio: foi preparada uma amostra contendo solucéo de alginato de sdédio
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 célcio: 4.4 g de Cloreto de célcio P.A foram diluidos em 100 ml de &gua
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 estacionaria foi centrifugado a
4500 rpm por 15 minutos em Centrifuga QUIMIS, sendo seu volume concentrado para 100
mL.

* Preparagdo das esferas de alginato: 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 vazdo de 10 mL min. A solugdo alga/alginato em proporgéo 1:1,
foi gotejada em solucdo receptora de CaCl, 0,3 M sob agitagdo 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 nesta
solugéo por 60 minutos visando 0 aumento de sua resisténcia mecanica.

* Preparacdo de algas imobilizadas em Alginato/Quitosana: para a solubilizacdo da
quitosana foi utilizado o acido acético P.A em diluicdes de 2% e 1,0% (v/v) em agua
destilada. Foi preparada uma solucdo de quitosana a 2%(m/v). Essa solucdo foi levada para
agitador magnético Tecnal-TE-085 por 2h a 60°C sob agitacdo de 60 rpm até diluicdo
completa do polimero. Apds preparada, a solucéo foi resfriada em temperatura de 25°C. A
solucdo foi misturada com a solugéo de alginato a 2%(m/v) na propor¢do 1:1 produzindo uma
blenda. Os polimeros foram misturados manualmente até homogeneizacdo completa, em
seguida, agitados a 200 rpm por 30 minutos em agitador magnético FANEN modelo 257.

Apos resfriada, a blenda foi adicionada uma solugdo concentrada de algas na propor¢édo 1:1.
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Na formacdo das esferas, a solugdo alga-alginato-quitosana, foi aduzida por bomba
peristaltica com vazéo de 15 mL.mint através de um tubo de silicone com 80 cm e 4 mm de

diametro. A solucdo alga/AG/QT foi gotejada na solucao de CaCl, 0,3 M.

« MEV das Esferas com algas imobilizadas: visando avaliar a capacidade de
transferéncia de massa através do polimero, procedeu-se a caracterizagdo micro estrutural das
esferas com algas imobilizadas, realizada em colaboracdo com a EMBRAPA Agroindustria
Tropical, localizada em Fortaleza — CE; através da técnica de microscopia eletronica 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: O substrato foi constituido por Esgoto Doméstico (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
agua destilada para realizar estudos em diferentes concentracGes de N-amoniacal afluente. O
ED apresentou concentragdo média de nitrogénio amoniacal em torno de 96 mg. L™ para 2730
mg. Lt do LAS.

Para quantificacdo dos cations (Mg?*, K* e Na*) do lixiviado a amostra foi diluida na
propor¢do 2:1 e filtrada em membrana de fibra de vidro de 0,45 um e em seguida 0,22um. A
amostra foi injetada no cromatédgrafo idnico da DIONEX-THERMO. O ED e o LAS foram
caracterizado quimicamente, conforme métodos preconizados por APHA, (2012).

* Estudo do pH em diferentes matrizes imobilizantes: objetivando avaliar a
interferéncia da matriz imobilizante no processo fotossintetizante algaceo, foi realizado um
estudo de pH com Chlorella sp. imobilizada em matriz polimérica sob 3 tratamentos:

i) Em esferas alginato- AG a 4%(m/v);

i) Em esferas alginato/quitosana AG/QT em proporgdo 1:1 e concentragcdo
polimérica final de 4%, tendo sido a quitosana dissolvida em acido acético em concentracéo
(v/v) de 2%;

iii) Em esferas alginato/quitosana AG/QT em propor¢do 1:1 e concentragdo
polimérica final de 4%, tendo sido a quitosana dissolvida em acido acético em concentracéo
(v/v) de 1%.
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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 espaco 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.

2.5 Caracterizacgdo dos biorreatores e das condicdes de realizacdo 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 relagdo de 10.2
esferas/ML substrato € 42% de espago 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™.

Aplicou-se um Planejamento Fatorial em dois niveis, 23, com trés variaveis
controladas (temperatura, TDH e concentragdo de N-amoniacal afluente), visando identificar
as melhores condi¢des 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, apds atingirem a temperatura
ambiente, foram imersas em LAS diluido em agua destilada em concentracdo de 50 mg de N-
amoniacal por 3 horas em exposicao de 4 lampadas fluorescentes (85uE.s.m) e temperatura
27°C. A alimentacdo do sistema procedeu-se pela extremidade superior, usando bomba
peristaltica da marca MILAN, a 20 rpm, vazéo afluente de 8,6 mL.min, até que o substrato
preenchesse todo o0 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 avaliagdo do pH e N- amoniacal. Ap6s 4 horas de monitoracdo, o biorreator foi
esvaziado pela torneira inferior, envolvido em papel aluminio e as lampadas foram apagadas
até a realizacdo do préximo ensaio.

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
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celular de 5,49x10* células.mL™, mantidos em intensidade luminosa aproximada de 85 HE. s
1 m? e fotoperiodo de 12 horas. O controle positivo, foi alimentado com substrato em
concentracdo de N- amoniacal afluente de aproximadamente 98 mg.L™* e 50 mL de esferas de
alginato de calcio a concentracéo (m/v) de 2%.

Os sistemas foram alimentados com LAS diluido nas concentracdes 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).

Foi realizada 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 término 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 usando
aparelno TM-1000 da marca HITACHI equipado com aparelho EDS BRUKER AXS no
CERTBIO- Laboratério de Avaliagdo 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 &agua
destilada. As alteragdes implementadas, assim como as caracteristicas operacionais das trés
etapas estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas operacionais das etapas da pesquisa.

CARACTERIZACAO ETAPA ETAPAII ETAPA III
Volume do biorreator 01L 01L 05L

Geometria do biorreator Tubular Tubular Conico
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™) 5,0x104 5,0x104 5,04x10%
TDH 4 e5(h) 2 (h) 15 dias

Regime de alimentacéo

Parametros avaliados

Batelada intermitente

pH/N-amoniacal

Batelada intermitente

pH/OD/N-amoniacal

Batelada intermitente

pH/OD/Turbidez/N-
amoniacal

Fonte: Dados de pesquisa

Conforme pode ser observado na Tabela I, a geometria do biorreator, o tipo de

substrato e 0 TDH foram reajustados em funcdo da passagem da luz para melhor eficiéncia do

processo fotossintético pela microalga.

2.6 Analise estatistica

A realizacdo dos ensaios com algas imobilizadas em esferas AG/QT, seguiu um
planejamento experimental design full fatorial 2?9 (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 remocdo N-amoniacal (mg
LY. 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. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacéo quimica do LAS e do ED

O pH do lixiviado in natura, durante o periodo de realizacdo da pesquisa ficou em
torno de 8,6 e isto significa dizer que da concentragédo total de nitrogénio amoniacal, 94,7%
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(percentagem em volume) se encontrava na forma ionizada, favorecendo entdo a maior
concentracdo de amdnia ionizada (em torno de 94,7% de NH4") em relagdo a amonia gasosa
(aproximadamente 5,3% de NHz3) esta ultima, sendo mais toxica 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 sanitérios brasileiros. A Caracteriza¢do quimica do LAS e do ED esta

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica dos efluentes usados na composicéo do substrato.

PARAMETROS LAS ED
pH 8,6 7,1
Alcalinidade Total (mg CaCOsL™) 8150 576
Acidos graxos Volateis(HacL™) 472 200
DQO total (mg O2 L) 4238 690
DQO soltvel (mg Oz L) 3838 352
NTK (mg L) 2790 115
Nitrogénio Amoniacal (mg L) 2730 96
Nitrogénio Organico (mg L™?) 60 19
Sélidos Totais (mg L™) 11407 997
Solidos Suspensos Totais (mg L) 577 347
Sélidos Suspensos Volateis (mgL*) 330 312
Fdsforo Total (mg P L?) 17,0 8,3
Ortofosfato (mg P-PO4% L?) 13,0 35

Fonte: Dados de pesquisa.

Considerando as magnitudes apresentadas para o ED na Tabela 2, constata-se que 0s
parametros quimicos que caracterizam o esgoto como forte sdo: DQO total (690 mg O2.LY),
NTK (115 mg N.LY), N-NHs* (96 mg N.L?) e sélidos totais (997 mg.L™?). Conforme
apresentado na Tabela 3, pode-se inferir que as concentragGes 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).
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Segundo Libéanio (2016), a alcalinidade ¢ 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 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 hidréxidos 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
Niotat, fornecendo nesta contextualizagdo, um bom aporte de N-NH4" para o crescimento das
microalgas. Na concepgdo de Collos et al. (2014), a amodnia 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.

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

materia organica em degradacéo.

3.2 Curva de crescimento da Chlorella sp.

Ao analisar a curva de crescimento da Chlorella sp. (Figura 1), 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 condi¢des de cultivo. Nessa fase, a populacdo algacea passa por um periodo de
intensa atividade metabdlica, sintese de enzimas e de moléculas variadas. A partir de 48h de
monitorac&o foi registrado um incremento de 37,2% atingindo DC de 1,03x10° célulamL™. A
maior densidade registrada foi 3,24x10° a 192h, representando um incremento de 431% em
relacdo ao To.

Os valores de pH foram sempre crescentes ao longo da monitoracdo nos 3
biorreatores, sendo identificado um incremento médio de 1,7 unidades. Este aumento é devido
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a reducdo do CO2 no meio, como consequéncia da fotossintese algacea. Os valores de cada
ponto para os 3 indculos estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. Curva de crescimento da Chlorella sp.
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Fonte: Dados de pesquisa.

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 imobilizacdo. A partir de 240h, com
pH crescente, identificou-se que a cultura se encontrava em fase de declinio, com densidade
de 3,00x10° cél.mL™. 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
orgénica nas amostras, a limitagdo de nutrientes e o acimulo de metabdlitos nocivos as
celulas.

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, cultivada em meio de cultura MBB,
ampliacdo de 400x e (2-B) Chlorella sp. imobilizada em esferas alginato de calcio.
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Fonte: Dados de pesquisa.

As microalgas foram imobilizadas no 8° dia de cultivo, considerando-se que a cepa
estava em sua melhor condicdo fisiologica e morfoldgica. As esferas de alginato de célcio
apos preparo foram medidas usando paquimetro e apresentaram 85% de cada aliquota

produzida apresentou 4 mm de diametro.

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 CO3, 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.

A andlise do pH em biorreator alimentado por ED+LAS na proporcdo 19:1 e
concentracéo afluente de 260 mg.Lde nitrogénio amoniacal apresentando pH inicial de 8,2
apresentou reducdo na 1% hora de monitoracdo, havendo uma recuperagdo a partir da 22 hora
com incrementos progressivos até a 72 hora de monitoracéo. Este resultado é um indicativo de
gue 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 dissociacdo de carbonato e bicarbonato. A dissociacdo faz
com que a acidez carbénica seja removida do meio, ocorrendo, assim, a liberagdo de ions
hidroxila (OH") acarretando um aumento do pH (Mota e VVon Sperling, 2009; LI et al., 2011).
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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 soluvel em um 4acido fraco, que neste caso foi usado o
acido acético P.A a 2,0 % 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
monitoracdo em relacéo ao biorreator em AG/QT a 1,0%.

3.4 MEYV 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 concepcdo de
Ribeiro et al. (2005), a forma esférica pode ser atribuida a alta taxa de reticulacdo ocorrida
durante o processo de gelificacdo do alginato no cloreto de calcio. A eletromicrografia
apresenta raras células na superficie, isto indica que, a matriz garante a seguranca da alga, a
porosidade e o transporte de substancias, ou seja, o encapsulamento produz uma formulacéo
segura. Na Figura 3 estdo apresentadas as micrografias das esferas com algas imobilizadas em

diferentes aumentos.

Figura 3. Micrografia da superficie de esfera com Chlorella sp. em aumentos de 500, 50 e 10

um.

Fonte: Dados de pesquisa.

Corroborando com os dados apresentados na Figura 3, Sian (1984), trabalhando com
Chlorella vulgaris imobilizada em esferas de alginato na remocdo de amdénia apresentou
resultados de microscopia eletronica de varredura (MEV) da estrutura interna da esfera,

indicando que as células algaceas sdo revestidas pelo polimero.
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3.5  Etapal - remoc¢édo de N- amoniacal de ED+LAS por Chlorella sp. imobilizada em
esferas AG/QT.

A remocdo de nitrogénio amoniacal obtida em biorreatores com algas imobilizadas
em AG/QT (1%), alimentados em batelada, TDH de 4 h e concentragOes afluentes de
nitrogénio amoniacal entre 167 e 277 mg. L™t manteve-se entre 15 e 40%, representando uma
remocao de média 20 mg de N-amoniacal em 4 ensaios com 16h cumulativas de tempo de
retencdo celular, sendo a maior remocdo, registrada no primeiro ensaio, com concentracdo
média de 240 mg. L de N-amoniacal. Uma possivel explicacio para esse fendmeno é que, as
algas imobilizadas podem tolerar concentragdes 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 remocdo 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 interacGes, visando desta
forma, melhorar a captacdo de N-amoniacal.

Em todos os ensaios foi registrada pequena queda no pH, pode este fato, estar
relacionado com a remoc¢do de N- NH." por microalgas em elevadas concentragdes, sendo
esta, a forma preferencial por microalgas, requerendo menor energia celular para a absorcéo
metabdlica. Na concepcdo de Jia & Yuan (2016), o N-amoniacal quando assimilado
diretamente na via do aminoacido, acido glutamico, libera ions H*, o que pode reduzir o pH
do meio. Na Figura 4 estdo apresentados os valores de remocdo de nitrogénio amoniacal em

biorreatores com Chlorella sp. imobilizada em esferas AG/QT.

Figura 4. Remog&o de aménia em biorreatores AG/QT com TDH de 4 h.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Alguns estudos com microalgas registraram queda do pH. Khanzada et al. (2018)
cultivando Chlorella vulgaris e Chlamydomonas reinhardii no tratamento de lixiviado,
identificaram que o pH estava constantemente diminuindo, atingindo 5,7. A reducédo 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%.

Otimizacédo do TDH e % de LAS no substrato para maximizacéo da remocao de N-NH4*

A Tabela 3 apresenta os dados da ANOVA do DOE 2?9 obtidos para o

monitoramento de N-NH4".

Tabela 3. ANOVA DOE 2 ¢ com replicata do ponto central para o0 monitoramento de N-
NH4*.

SS df MS F D

1TDH (h) 1640250 1 1640,250 21,29043 0,043900

2 LAS (%) 702,250 1 702,250 9,11520 0,094425

By (2) 132250 1 132,250 1,71660 0,320387
Error 154,083 2 77,042

Total SS 2628,833 5

Fonte: Dados de pesquisa.

A Figura 5 apresenta, respectivamente, o diagrama de Pareto e a Superficie de

Resposta para 0 mesmo conjunto de dados.
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Figure 5. Diagrama de Pareto e Superficie de resposta do DOE 2?9 obtidos para o
monitoramento de N-NH4".
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Fonte: Dados de pesquisa.

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 variaveis dependentes (Tempo e %LAS) ndo exerceu influéncia sobre o
parametro monitorado, explicando que, independentemente do nivel de LAS, a relacdo
estabelecida entre tempo e remoc¢do de N-NH4" segue 0 mesmo modelo matematico. Para
nivel confianca de 95% e R? 0,94, 0 modelo matematico da superficie de resposta (Fig. 6-b)
indica que, conforme o TDH aumenta, a remogdo de N-NH4" diminui. Apesar do teor LAS
ndo exercer influéncia significativa sobre o parametro monitorado, a superficie de resposta
indica que, conforme a concentracdo de LAS aumenta, a remogdo 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 relacéo ao
TDH, € consistente com Whitton et al. (2018), que registraram em seu sistemas com
microalgas cloroficeas imobilizadas em alginato de célcio na remocdo de nutrientes de

efluente secundario, maior eficiéncia remocao de N-amoniacal em TDH de 3h.
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3.6 Etapa II- remocdo de nitrogénio amoniacal de ED+LAS por Chlorella sp.
imobilizada em AG

Os resultados obtidos em TDH de 2h, para remoc¢do de nitrogénio amoniacal,
apresentaram uma mesma tendéncia, caracterizada por remocdo média de 85,3% na primeira
hora de contato em todas as concentracOes afluentes testadas. No BAI, para 60% das
amostragens foi identificada remog¢do mais significativa na 1* hora em compara¢do com a 2°
hora de monitoracdo. No sistema controle (esferas de alginato a 4%), as remogfes médias
foram em torno de 28,7%, sugerindo que a remoc¢do também se da pela via quimica. Na
Figura 6 estdo apresentados os resultados de remocdo de N-amoniacal no biorreator com

Chlorella sp. imobilizada.

Figura 6. Remocéo de N-amoniacal por Chlorella sp. imobilizada em AG.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Conforme constata-se na analise da Figura 6, foram registradas remocdes
expressivas de N-amoniacal em todas as concentracfes afluentes testadas. Na concepcao de
Klochenko et al. (2003), a tolerancia de algas verdes a altas concentragdes de ion amoénio é
que elas tém maior atividade do sistema GS/GDH e, portanto, o aménio é convertido
rapidamente em amino&cidos, ao invés de ser acumulado na célula. Corroborando com este
pensamento, Giordano et al. (2003), afirma que o amonio estimula a produgdo da PEPCase,
enzima que promove rapida incorporacdo de amoénio em compostos organicos, reducdo do
amonio citosolico por varias vias de sintese e transporte deste, para 0 vactolo onde é
armazenado, visando evitar, toxicidade em algas.
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Andlise da influéncia da concentracdo inicial de N-NH* e do TDH na remogéo de N-NH4*
Na Tabela 4 estdo apresentados os dados da ANOVA do DOE 2?0 optidos para o
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 4. ANOVA DOE 2?9 com duas replicatas para 0 monitoramento de N-NHg*,

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

Fonte: Dados de pesquisa.

Conforme dados apresentados na ANOVA (Table 4) e no digrama de Pareto (Fig.8-
A), tanto o TDH quanto a concentragdo inicial de N-NH4" exerceram influéncia significativa
na remocao 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 adicéo, a interacdo entre TDH e N-NH." também foi significativa,
indicando que o TDH exercerda um efeito diferente para cada nivel de N-NH4* afluente. Na
Figura 7: Diagrama de Pareto e a Superficie de Resposta para a monitoracdo da remocéo de

N- amoniacal no sistema.
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Figura 7. Diagrama de Pareto e Superficie de resposta do DOE 29 obtidos para o
monitoramento de N-NH4".
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Fonte: Dados de pesquisa.

Para um nivel de confianca de 95% e R2 0,997, o modelo matematico obtido para a
superficie de resposta (Fig.7-B) indica que, em menor TDH, a remocdo de N-NH." é
otimizada. Ainda segundo este modelo, a remocao final de N-NH4* foi maximizada conforme
a concentracdo de entrada N-NHs" aumentou. Este resultado explica que o equilibrio
bioquimico responsavel metabolizagdo de N-NH4" em Chlorella sp. ainda possuia capacidade
para receber concentrac6es maiores deste nutriente. Corroborando com este resultado, Collos
& Harrisson (2014), investigando a toxicidade do amonio em Chlorophyceas, identificaram
que as concentracdes de 129, 390 e 661 mg.L™, representavam respectivamente condigdes;

Otima, inibitdria e tdxica para as células.

3.7 Etapa Il1- remocgéo de N-amoniacal de LAS por Chlorella sp. imobilizada

Nos experimentos tendo como substrato o LAS diluido em &gua destilada, foram
registradas remogdes de nitrogénio amoniacal que variaram entre 49 e 98% em TDH de 360
h. A maior eficiéncia foi registrada no biorreator com concentragdo afluente de N- amoniacal
na faixa de 50 mg. L, atingindo remocdo 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 remocdo de 98 e 98,5% respectivamente para
PO4> e N-NH4".
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A eficiéncia das algas imobilizadas foi confirmada por Chen-Lin et al. (2017), que
observaram maior eficiéncia de remoc¢do 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
remocdo de 48%. A baixa remog¢do pode estar associada a toxicidade de altas concentracdes
de amonio para a célula. A toxicidade do N-amoniacal foi demonstrada que ocorre mesmo em
meio com pH tamponado, sugerindo que a toxicidade nao 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
remocdes médias de 35% e concentracéo afluente de N- amoniacal média de 98 mg.L™. Foi
registrado até o 5° dia de monitoragdo, incremento de oxigénio dissolvido de
aproximadamente 192, 211 e 67% respectivamente para 0s 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 fot6lise da molécula de &gua no interior do
tilacdide, com subsequente liberacdo do oxigénio pela microalga. Na Figura 8, os dados de
remocdo de N-amoniacal estdo apresentados e incremento de oxigénio dissolvido nos

diferentes tratamentos.

Figura 8. Comportamento temporal da remogdo de N-amoniacal e sintese de oxigénio
dissolvido nos diferentes tratamentos.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Nos ensaios que estdo apresentados na Figura 8, apds 360h de monitoracdo, as

esferas foram retiradas dos biorreatores e apresentaram coloracdo verde escura em
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comparacdo 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 calcio 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. O biorreator com 98 mg.L* de N-amoniacal afluente apresentou maior quantidade
de esferas com a caracteristica mencionada, sugerindo maior concentrac¢éo de Clorofila a.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, estdo em concordancia com Salama et al.
(2017) que defendem que o nitrogénio(N) e o fosforo(P) sdo macronutrientes presentes em
aguas residudrias, assimilados para incorporacdo 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 nitrogénio 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 calcio, promovendo a desestruturacdo na matriz e liberacdo de
células para o substrato. Comparando os incrementos registrados no biorreator com algas
imobilizadas e concentracdo afluente de 98mg.L™* e o controle, que recebeu substrato com
igual concentracdo, o 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 o0s sistemas se manteve na faixa de 7,2, favorecendo entao,
a predominancia do NHs"em relacdo ao NHs. O resultado deste parametro nos possibilita
inferir que, o N-amoniacal removido ndo foi por Stripping de amdnia, condigdo que ocorre em

pH elevado, outrossim, pela assimilacdo microalgécea e por adsor¢do na matriz polimérica.

3.8 Analise da microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios X

por dispersdo em energia (EDS) das esferas produzidas

A analise de MEV da superficie das esferas com algas imobilizadas em AG,
constatou a presenga de poros, possibilitando desta forma, o transporte de massa entre os
meios externos e internos da esfera. Foi registrada a presenca de células na superficie das
esferas apos a realizacdo dos ensaios para todas as concentracfes de N- amoniacal testadas,
fato este, ndo observado nas esferas antes do recheio do biorreator para inicio dos ensaios.
Este resultado é consistente com Sian (1984) que em seus resultados de MEV com microalgas

imobilizadas, identificou a presenca de poros na esfera de alginato.
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Os resultados de EDS (espectroscopia de raios X por dispersdo em energia), das
esferas antes do inicio do ensaio, indicaram a presenca de carbono, oxigénio, célcio e cloro.
Nas esferas de saida para as concentracdes de N- amoniacal testadas foi identificada a
presenca de carbono, oxigénio, célcio, aluminio, mercdrio, cloro, fosforo, silicio e enxofre.
Este fato pode ser explicado pois, uma vez que com a assimilacdo de N- amoniacal, houve o0
aumento na densidade da Chlorella sp. Na Figura (9-A) esta apresentada a anélise de MEV da
superficie externa de esferas com algas imobilizadas antes dos ensaios e (9-B) ap0s o0 ensaio,

apresentando células em sua superficie.

Figura 9. MEV de superficie de esferas com algas imobilizadas de entrada (aumento de 60x)

e saida do sistema em aumento de 200x.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Os resultados apresentados pelas microanalises de MEV e EDS apontam o alginato
como uma matriz polimérica eficiente na preservacdo da microalga durante o processo

fitorremediativo de &guas residuarias.

4. Consideracdes Finais

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

e 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, ndo sendo recomendada sua

aplicacdo na imobilizag&o celular visando o tratamento de aguas residuarias;

26




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, 7691210865, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.10865

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 diluicdo 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 remocéo 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 remoc¢do de N- amoniacal de LAS diluido em
agua destilada na faixa de 49 a 98% em um periodo de 336h de monitoragdo, com
incorporacdo de massa de nitrogénio por sistema entre 9,8 e 19,4 mg. Os resultados dessa
pesquisa apontam para o potencial de aplicagdo da Chlorella sp. imobilizada no
tratamento de lixiviados, removendo o N-amoniacal que sabidamente, € o principal
contaminante que dificulta o tratamento biologico deste residuo liquido. Entretanto,
sugere-se 0 estudo de biorreatores com geometria que favorecam e tornem mais eficiente

0 processo fotossintético das microalgas.
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