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RESUMO

Atualmente, o nimero de pesquisas sobre as microalgas tem crescido devido ao excelente
potencial biotecnoldgico de sua biomassa. Entre os fatores que mais encarecem o cultivo
deste microrganismos € a adi¢do de nutrientes as culturas. Uma opcdo economicamente viavel
que atualmente tem sido discutida é o aproveitamento de efluentes domeésticos como meio de
cultura alternativo. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial do efluente
doméstico tratado no crescimento das espécies Scenesdesmus sp e Chlorella sp, bem como o
potencial para remocdo de nutrientes do efluente. Para tanto, foi realizado um experimento
laboratorial com cada espécie de microalgas. O experimento consistiu em diluir o efluente
domeéstico tratado com agua destilada a concentracdes de 25%, 50% e 100%. O controle foi
constituido por meio sintético ASM-1. O experimento teve a duracdo de 15 dias, sendo
retiradas amostras a cada trés dias para determinacdo das variaveis em estudo. Os nutrientes
dissolvidos amonia e ortofosfato foram determinados pelo método espectrofotométrico. A
biomassa foi obtida através de gravimetria. Em todos os tratamento houve aumento de
biomassa, sendo os maiores valores obtidos no T100%. Nos dois experimentos, ao comparar o
TO ao T15, houve a reducdo dos teores de aménia e fésforo dissolvido. Para Scenesdesmus
sp, a maior reducdo ocorreu no Tratamento 25% (81,3%) para amonia e 44% para o fdésforo
no Tratamento 25%. Para Chlorella sp, a maior remo¢do de amonia (70%) também ocorreu
no Tratamento 25%. Ja para o fosforo a reducéo foi de 60% no Tratamento 25%. Desta forma,
os resultados demonstraram que o efluente doméstico tratado foi eficiente para o crescimento
das cepas em estudo, contribuindo para ganho de biomassa, bem como para a reducdo dos
nutrientes dissolvidos no efluente, atingindo valores préximos aos preconizados pela
legislacdo vigente no que se refere ao lancamento de efluente no corpo hidrico receptor.

Palavras-chave: Microalga, efluente doméstico e remocéo de nutrientes.



ABSTRACT

Currently, the number of research about microalgae has grown due to the excellent
biotechnological potential of their biomass. Among the factors that make the cultivation of
these microorganisms more expensive is the addition of nutrients to the growing substrate. An
economically viable option that has now been discussed is the use of domestic effluents as an
alternative growing substrate. The present research had as objective to evaluate the potential
of treated domestic effluent in the growth of the Scenesdesmus sp and Chlorella sp species, as
well as the potential for nutrient removal of the effluent. For that, a laboratory experiment was
carried out with each species of microalgae. The experiment consisted in diluting the treated
domestic effluent with distilled water at 25%, 50% and 100% concentrations. The control
consisted of ASM-1 synthetic substrate. The experiment lasted 15 days, and samples were
taken every three days to determine the variables under study. The ammonia and
orthophosphate dissolved nutrients were determined by the spectrophotometric method. The
biomass was obtained by gravimetry. In all treatments there was increase of biomass, and the
highest values were obtained in T100%. In the two experiments, when comparing the TO to
the T15, the ammonia and phosphorus dissolved levels were reduced. For Scenesdesmus sp,
the higher reduction occurred in the Treatment 25% (81.3%) for ammonia, and 44% for
phosphorus in Treatment 25%. For Chlorella sp, the highest removal of ammonia (70%) also
occurred in Treatment 25%, and for the phosphorus the reduction was 60%, in the Treatment
25%. Thus, the results showed that the treated domestic effluent was efficient for the growth
of the studied strains, contributing to biomass gain, as well as to the reduction of nutrients
dissolved in the effluent, reaching values close to those recommended by the current
legislation that is relative to the discharge of effluent into the receiving water body.

Keywords: Microalgae, domestic effluent, nutrient removal.
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INTRODUCAO

O mundo, em meio & problemética de carater ambiental, sofre com a exploracéo
intensa de seus recursos naturais, tendo em vista a satisfacdo de interesses econémicos e,
ainda, aos indices de consumo da sociedade. Barcellos et al. (2009), destacam que as
transformacoes estruturais pelas quais passou a industria brasileira, desde o final da década de
70, quando o setor de bens intermedidrios passou a ser dominante, potencializaram a
degradacdo ambiental, o uso de recursos naturais e o consumo de energia. Como
consequéncia, esse aumento gradativo da demanda por recursos naturais tem gerado, cada vez
mais, uma grande quantidade de residuos, tornando esses recursos muitas vezes escassos pelo
fato de frequentemente encontrarem-se poluidos e deteriorados.

Conforme Schmitz et al. (2012), diante desse cenario, busca-se estabelecer uma
ligacdo entre desenvolvimento econdmico e protecdo ambiental, desenvolvendo-se novos
produtos, novas alternativas de processos e técnicas eficientes no combate e mitigacdo da
poluicdo. Sendo assim, 0s processos biolégicos surgem como uma possibilidade interessante
no combate a poluicdo e na geracdo de novos produtos, visto que esses processos utilizam o
metabolismo microbiano para degradar e remover poluentes, gerando produtos menos nocivos
ao meio ambiente. Para isso, existe uma gama de microrganismos dominantes, como
bactérias, fungos, algas e microalgas (SCHMITZ et al., 2012).

A biomassa das microalgas possui um excelente potencial biotecnolégico, devido as
inimeras aplicacdes nas industrias alimenticias, farmacéuticas e quimicas, além da obtencéo
de biocombustiveis. Por isso, a quantidade de pesquisas e estudos sobre as microalgas tem
crescido nos altimos anos.

Para a producdo de biomassa de microalgas a baixo custo, € crucial o aprimoramento
de um sistema de menor custo. Quanto a isso, seria obtida uma consequente reducao de custos
em todas as areas (uso de agua, nutrientes, energia, infraestrutura, entre outros). Entre 0s
fatores que mais encarecem o cultivo de microalgas € a adicdo de nutrientes as culturas. Uma

opcdo economicamente viavel que atualmente tem sido discutida € o aproveitamento de
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efluentes industriais ou domésticos como meio de cultura alternativo (fonte de nutrientes)
para o cultivo de microalgas (AZEREDO, 2012; CARDOSO et al, 2011; NEVES et al, 2013;
OLIVEIRA, 2013; REGO et al. 2011; SCHMITZ et al, 2012). Ha de se considerar que 0s
efluentes domésticos tém uma elevada carga de nutrientes, e 0s meios de cultura sintéticos
possuem custos elevados. Assim, segundo Oliveira (2013), os custos da producdo de
microalgas seriam reduzidos. Deste modo, Neves et al. (2013), afirmam que deve-se explorar
o cultivo de espécies de microalgas adaptadas aos efluentes, com o intuito de obter uma maior
produtividade e resisténcia & contaminagdo por outros microrganismos.

Além da producdo de biomassa, as microalgas oferecem uma solugdo eficaz para
tratamentos de efluentes sanitarios (industrial + doméstico), devido a sua capacidade
absorverem nutrientes (nitrogénio e fésforo) e também a sua capacidade de remocao de metais
pesados (ABREU, 2013). Sendo assim, as microalgas tem sido tema de algumas pesquisas
(ABREU, 2013; ALVES, 2011; ANSILAGO et al., 2016; BONINI, 2012; DELABARY,
2012; GALINDRO, 2012; LOPES et al., 2016; MARTINS, 2014; MELO 2014; MICHELON,
2015; PAIVA et al., 2016; PIMENTA, 2012; SILVA, 2006; SILVA, 2007; SILVA, 2013;
SILVA, N. 2014; TAHER, 2013; TANGO, 2015) devido a sua capacidade de biorremediacao
(eliminar componentes poluentes através de seu metabolismo).

Desta forma, o presente trabalho apresenta grande relevancia em termos econémicos
e ambientais, pois o cultivo de microalgas usando efluente doméstico tem sido uma 6tima
opcao para reducdo dos custos na producdo de biomassa e remocao de nutrientes do efluente a
partir de microalgas, bem como uma alternativa na reducéo da carga inorganica no tratamento

desses efluentes.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o crescimento de Scenesdesmus sp e Chlorella sp em efluente doméstico

tratado.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar diferentes espécies de microalgas do efluente doméstico tratado;

b) Avaliar o potencial do uso de efluente doméstico tratado sobre a biomassa das

espécies Scenesdesmus sp e Chlorella sp;

c) Quantificar as concentracGes de amonia e ortofosfato do efluente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O estudo de microrganismos como microalgas deve-se a essencial importancia destes
nas diversas cadeias troficas e na possibilidade da aplicacdo comercial (TABELA 1) em areas
como nutri¢do, salde humana e animal, no tratamento de &guas residuais, na producdo de
energia e na obtengdo de compostos das industrias alimenticia, quimica, farmacéutica, dentre
outras (HOMERO, 2007). A este respeito, Mufioz e Guieysse (2006) traz através de uma
revisao bibliografica outras aplicacdes da biomassa das microalgas, que estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1- Usos potenciais da biomassa.

Aplicagédo da biomassa Exemplos/Comentérios Autores
_ ) Fonte de proteina e uso na suplementacéo LIANG et al.
Alimentacdo humana de produtos como massas, sopas e
) (2004)
bebidas.
Tetraselmis sp Spirulina sp e BOROWITZKA

Rac0es para animais Chaetoceros sp como fonte de alimento

para camardes ou salmonideos. (1997); DAY (199)

SPOLAORE et al.

Biomoléculas Astaxantina, acido ascorbico, b-caroteno, (2006);
glicerol. GHIRARDI et al.

(2000).

Uso da biomassa como fonte de
Fertilizantes nitrogénio e fosforo em terras CHAE et al. (2006)
agricultaveis.

A digestdo anaerdbia da biomassa para  PERAZOLLI et al.

Produgao do Biogas producdo de metano e gas carbonico. (2013)

Biocombustiveis Biodiesel a partir do lipidio. MIRANDA (2011)

Fonte: Adaptada de Mufioz e Guieysse, 2006.

As microalgas sdo constituidas basicamente por proteinas, carboidratos e lipidios. O
teor de lipidios encontrados nas microalgas variam em decorréncia das espécies de microalga,

condicdes de cultivo, entre outros fatores.
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2.1 MICROALGAS E A BIORREMEDIACAO
A biorremediacdo € uma técnica que utiliza microrganismos para promover a

degradacdo de poluentes com intencdo de diminuir ou eliminar contaminantes ambientais
(SILVA, 2007). Segundo Martins et al. (2003) a biodegradacdo realiza-se através do
absrorcdo dos contaminantes pelos microrganismos como fonte de carbono, o que permite aos
microrganismos biorremediadores produzirem novas células e também, por outro lado,
abastecer-se de elétrons que possibilitem a obtencao de energia.

Dua et al. (2002) define que a biorremediacdo é baseada na degradacdo microbiana e
em reaccOes quimicas combinadas com processos de engenharia, resultandona trasnformacéo
dos contaminantes, ndo oferecendo assim, riscos ao meio ambiente e as populacdes residentes

na circunvizinhanca do agente contaminante.

2.2 EUTROFIZACAO ARTIFICIAL
O lancamento de residuos liquidos e sélidos nos corpos hidricos, sem o tratamento

prévio, colabora para a eutrofizacdo, que € um processo no qual ha um langamento nos corpos
d’agua de nutrientes como fosforo, provenientes principalmente de fertilizantes utilizados na
agricultura e detergentes usados na limpeza (BAIRD, 2002) e compostos a base de nitrogénio,
como uréia e aménia, oriundos basicamente da urina (CETESB, 2008), provocando o
crescimento de organismos aquaticos, como por exemplo, as algas planctbnicas

(cianobactérias) e as macrofitas (plantas aquaticas) (SOUZA, 2010).

2.3 SELECAO DE CEPAS DE MICROALGAS
O termo microalgas ndo tem valor taxondémico, e engloba microrganismos algais

com clorofila-a e outros pigmentos fotossintéticos, os quais sdo capazes de realizar a
fotossintese oxigénica, e sua caracterizacdo implica a consideracdo de uma série de critérios
(como por exemplo, tipos de pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva, 0s
constituintes da parede celular, e os aspectos citolégicos e morfoldgicos) (DERNER et al.,
2006). Sendo que o nimero exato de espécies microalgais ainda é desconhecido (MIRANDA,
2011).

As microalgas sdo microrganismos, unicelulares, compostos majoritariamente por
lipidios, carboidrato e proteinas, dulcicolas ou marinhas, cuja porcdo lipidica € muito
semelhante aos lipidios de origem vegetal, diferindo por conter componentes de alto grau de
insaturagdo (BRANDALIZE, 2014). Segundo Brandalize (2014) as microalgas sé&o

organismos que crescem rapidamente e vivem em condi¢Ges adversas ao meio ambiente
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devido a sua estrutura, sendo encontradas nos mais diversos ambientes, ndo s aquéticos
(doce ou salgado), mas também terrestres (Umidos).

Para seu cultivo, Aradjo et al., (2012) enfatizam que através da fotossintese ela se
multiplica rapidamente, necessitando apenas de luz, 4gua, didxido de carbono (CO,), além de
nutrientes e condi¢es ambientais adequadas para cada espécie.

A selecdo da cepa a ser estudada € uma parte muito importante da pesquisa. Araujo
et al.(2012), advertem que para se ter éxito, &€ necessario observar algumas condi¢es: (1) uma
boa taxa de crescimento, (2) resistétncia a mudancas de condicbes ambientais, (3)
produtividade elevada de lipidios, (4) facilidade de separacdo de biomassa e processamento,
(5) possibilidade de obtencdo de subprodutos de interesse industrial.

Na Tabela 2, é possivel verificar a producdo de biomassa entre diferentes espécies
utilizando diversos meios de cultura.

Tabela 2 — Quadro comparativo de espécies de microalgas, producdo de biomassa e lipidio.

Microalga Biomassa Meio de cultura Autor
. 841 a Meio sintético .
Ankistrodesmus sp 894 mg. L™ (ASM-1) Miranda, 2011.
Chlamydomonas sp 13a1,7g.L" Efluente doméstico Neves et al., 2013.
Chlorella minutissima 1,32a19¢g.L* Efluente industrial

Bracher et al., 2015.

Spirulina sp 0,72a1,93¢.L™" (laticinio)

il
gglft);gggsgs sp 154;9758nng t‘l Sintético Marques et al., 2014.
Chlorella sp 180 mg.Lt.d*

Scenedesmus sp

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

131,1 mg.Lt.d?
26,6 mg.L .d*!

339,7 mg.L™

100 a 900 mg.L™

Efluente sanitario
Sintético
Meio sintético

(CHU)

Efluente doméstico

Vidal, 2016.

Antonio et al., 2013.

Cavalcanti et al., 2014.

Trevisan et al., 2014.

Chlorella vulgaris 2220 mg.L™
Desmodesmus sp 1280 mg.L™ Efluente doméstico  Lucio, 2013.
Chlorococcales 1400 mg.L™*
Chlorella vulgaris 80 a 860 mg.L™ .
Efluente sanitario  Sousa, 2014.

Scenedesmus obliquus

67021790 mg.L*
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Scenedesmus sp
Spirulina sp

Scenedesmus sp
Scenedesmus sp
Scenedesmus sp

Scenedesmus sp
Scenedesmus sp

Scenedesmus sp

0,16 a 30,79 mg.L™
4,91a91,98 mg.L*

2,926,3mg.L".d?
500 mg.L™*
25 mg.L™".d?
100 a 480 mg.L ™ .d?

410 a 864 mg.L*.d*

660 a 1720 mg.L™

Meio sintético

Meio sintético
Meio sintético
(CHUL)

Meio sintético
(ASM-1)
Efluente industrial
(frigorifico bovino)
Efluente sanitario

Efluente industrial

Baumgartner, 2011.

Corréa, 2013.

Dzuman, 2013.
Hakalin, 2014.

Oliveira, 2013.

Silva, 2014.

Rotermund, 2014.

(curtume)
- . 1 Efluente industrial  Andrade e Costa,
Spirulina platensis 45 a 2830 mg.L (melaco) 2008.

n.i. = ndo informa
Fonte: Autora.

2.3.1 Scenedesmus sp
As espécies do género Scenedesmus (pertencente ao filo Chlorophyta), sdo algas

verdes formadas por duas a dezesseis (raramente trinta e duas) células elipsoidais, cilindricas
e lunadas dispostas lado a lado em série linear ou em duas séries alternadas. Habitam em

lagos rasos, com elevada concentragdo de nutrientes (FRANCESCHINI, 2010).
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Figura 1 — Scenedesmus sp.
Fonte: a) Madigan et al, 2010. b) Oliveira, 2013.

Arceo (2012) salienta que a Scenedesmus tem capacidade de suportar elevadas
concentragOes de nutrientes (neste caso seria ideal para o cultivo em &guas residuais, visto que
as mesmas possuem altas cargas de nutrientes) por ter atividade metabdlica elevada, além da
capacidade de resistir a variagdes ambientais severas e € um género comumente encontrado

em efluentes sanitarios.
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Um dos fatores que mais encarecem o cultivo de microalgas € a adi¢do de nutrientes
as culturas. Neste sentido, uma opcado economicamente viavel que atualmente tem sido
discutida é o aproveitamento de efluentes industriais ou domésticos como meio de cultura
alternativo (fonte de nutrientes) para o cultivo de microalgas, visto que os efluentes tém uma
elevada carga de nutrientes e 0os meios de cultura sintéticos possuem custos elevados.

Varios pesquisadores tém cultivado Scenedesmus sp em efluentes doméstico (LOPES
et al. 2016; ROSSI, 2013; SILVA, 2014; SOUSA, 2014; TORRES et al., 2014; VIDAL,
2016) bem como em efluentes industrial (ARCEO, 2012; MICHELON, 2015; OLIVEIRA,
2013; PRANDINI, 2016; ROTERMUND, 2015; TAHER, 2013; TANGO, 2015). Em todos
os trabalhos citados, 0s autores obtiveram sucesso no crescimento deste género, considerado

um dos géneros mais promissores para esse fim.

2.3.2 Chlorella sp
Ldcio (2013) identifica que o nome Chlorella é composto do grego (chloros, que

significa verde) e latim (ella, que significa pequeno), ou seja, pequeno ser. A Chlorella é um
género de algas verdes unicelulares, pertencente ao Filo Chlorophyta. A mesma, segundo
Vidal Junior (2014), apresenta forma esférica, de 5 a 10 micrdmetros de didmetro, ndo possui
flagelos e contém pigmentos fotossintéticos clorofila verde em seu cloroplasto (FIGURA 3).
E uma espécie que se multiplica rapidamente, necessitando apenas de CO,, agua, luz solar e
uma pequena quantidade de nutrientes. Antonio et al. (2013) enfatiza que as principais
caracteristicas da Chlorella sdo o crescimento rapido, a alta tolerancia as condicdes de cultivo,
0 bom potencial para producdo de biodiesel devido a sua alta taxa de crescimento, facil

cultivo e dificil contaminacao.

Becker (1994) identifica que a microalga Chlorella possui 51 a 58% de proteinas, 12
a 17% de carboidratos, 14 a 22% de lipidios, 5% de minerais e mais de 2% de clorofila o que

Ihe permite um bom crescimento (fotossintese).
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Figura 2 - Chlorella sp.
Fonte: Vidal Junior (2014).

Neste sentido, varios pesquisadores tem cultivado Chlorella sp em efluentes
domésticos (ALVES, 2011; LUCIO, 2013; MARQUES et al., 2014; RUSSO, 2011; SILVA,
N. 2014; SILVA, S. 2007; SOUSA, 2014; TREVISAN et al., 2013 e 2014; VIANA et al.,
2014; VIDAL, 2016) e outros cultivaram em efluente industrial (ANTONIO et al., 2013;
BONINI, 2012; BRACHER et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2014; DELABARY, 2012;
MARTINS, 2014; MELO, 2014; MICHELON, 2015; NOVAES JUNIOR et al., 2013;
PIMENTA, 2012; PRANDINI, 2016; RODRIGUES e BELLI FILHO, 2004; SILVA, F. 2006;
SILVA, J. 2007; TORRES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014).

2.4 SISTEMAS DE CULTIVO
Os tipos de sistemas de cultivo de microalgas podem ser divididos em dois grupos:

cultivo a céu aberto ou tanques abertos (FIGURA 3) e o cultivo em fotobiorreatores fechados
(FIGURA 4).

Figura 3 - Sistema de cultivo aberto.
Fonte: http://www.seston.com.br
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Figura 4 - Sistema de cultivo fechado (fotobiorreator).
Fonte: https://energiasrenovaveis.wordpress.com

Segundo Franco et al.(2013), grande parte dos cultivos de microalgas tem sido
realizada em lagoas e tanques a céu aberto que utilizam a luz solar e CO, da atmosfera. Os
tanques possuem vantagens em relagdo aos custos com sua construcdo, visto que sdo mais
baixos quando comparado com o sistema fechado. Todavia, apesar da facilidade e menor
custo com a construcdo, devem ser utilizadas espécies que sejam adequadas, pois estardo mais
susceptiveis a contaminacdo por outras espécies reduzindo a producdo significativamente.
Outras limitagbes incluem as perdas por evaporacao, difusdo de CO, para a atmosfera e

exigéncia de grandes areas de terra (TABELA 3).

Tabela 3 - Principais vantagens e desvantagens do sistema de cultivo a céu aberto.
Vantagens Desvantagens

T « Menor possibilidade de controle de varios parametros de
Simplicidade na operacéo.

operagéo.
Menor investimento. Necessidade de grandes extensdes de terra.
Baixos consumos energéticos. Menores produtividades.
Menores custos de producao. Ocorréncia de elevada evaporagéo.

Passivel as intempéries.

Elevado grau de contaminacéo.
Fonte: Adaptada de Sousa, 2014.

Os sistemas fechados sé@o chamados fotobiorreatores, Vidal Junior (2014), aborda
gue o mesmo é um sistema fechado que fornece um ambiente controlado e permite uma
elevada produtividade de microalgas. Pois facilita um melhor controle do ambiente da cultura,
tais como o fornecimento de didxido de carbono, o abastecimento de &gua, a temperatura
ideal, a exposicdo eficiente de luz, a densidade da cultura, os niveis de pH, a taxa de
fornecimento de gés e o regime de mistura. Apesar desses beneficios, o custo de implantagdo

e de operacao desses sistemas sdo superiores aos dos sistemas abertos (TABELA 4).
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Tabela 4 - Principais vantagens e desvantagens do sistema fechado (fotobiorreator).

Vantagens Desvantagens
Possibilidade de produzir monoculturas. Complexidade na operagéo.
Controle dos parametros de operacao. Elevado investimento.
Reduzido grau de contaminacéo. Elevados consumos energéticos.
Menor necessidade de area de implantacao. Elevados custos de producao.

Maiores produtividades.
Maior homogeneidade de producdo.
Menores perdas de CO..

Producdo de compostos biofarmacéuticos complexos.
Fonte: Adaptada de Sousa, 2014.

Sendo assim, Sousa (2014) ressalta que a grande vantagem dos fotobiorreatores é a
maior produtividade por possibilitarem uma concentracdo de biomassa superior, nao
necessitando de &reas muito extensas para a producdo, além de ter um tempo de colheita mais
curto, permitindo a producdo de monoculturas e o controle de todos os fatores de producao
(nutrientes, concentracdo de CO,, temperatura, pH). E em relacdo aos custos, atualmente tém-
se desenvolvidos materiais mais baratos e de facil instalacdo e manutencdo. Entretanto, deve-
se estudar as caracteristicas da microalga a ser utilizada, qual a qualidade da biomassa final a
ser requerida, o clima local, a localiza¢do geografica, entre outros fatores, para se decidir qual

tipo de sistema seré adotado.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEQAO DA LAGOA E ISOLAMENTO DAS MICROALGAS
No més de agosto de 2015 foi realizada a primeira ida a campo, com o objetivo de

coletar amostras de esgoto das 4 lagoas de tratamento pertencentes ao Sistema Autdénomo de
Agua e Esgoto (SAAE) do municipio de Cacoal, sendo 2 anaerdbias e 2 facultativas.

Paralelo as coletas das amostras de esgoto, foram medidos in locu a temperatura e o
pH (pHmetro portatil, LT Lutron PH-221), bem como a condutividade elétrica — CE
(condutivimetro portéatil, EC 300), e oxigénio dissolvido — OD (Oximetro portatil, YSI 55).
Apds a coleta as amostras foram acondicionadas em garrafas pet, colocadas em uma caixa

térmica e levadas ao Laboratorio de Limnologia e Microbiologia Ambiental-LABLIM.
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Posteriormente, foram realizadas as andlises dos nutrientes dissolvidos (amdnia e
fosforo) segundo metodologia descrita em Standard methods for the examination of water and

wastewater (1998). Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Caracteristicas fisicas do esgoto coletado em agosto de 2015 no Sistema de Tratamento de
Cacoal.

Tipode Lagoa | pH | T° (°C) | CE (m3) | OD (mg/L)
Anaerdbia 1 6,69 | 294 0,87 0,14
Anaerobia 2 6,75| 28,8 0,75 0,09
Facultativa 3 7,44 30,4 0,76 3,39
Facultativa 5 7,31 30,2 0,83 1,54

Tabela 6 - Caracteristicas quimicas do esgoto coletado em agosto de 2015 no Sistema de Tratamento
de Cacoal.

Tipo de Lagoa | N - NH3+ NH4" (mg.L™) | PO, (mg.L™Y)
Anaerdbia 1 19,30 2,02
Anaerdbia 2 17,46 1,94
Facultativa 3 19,52 2,16
Facultativa 5 18,81 1,97

A partir de uma aliquota de esgoto retirada da amostra de cada lagoa, no laboratério
também realizou-se o procedimento para isolamento de microalgas. Tal procedimento
consistitui-se em adicionar aproximadamente 2mL do esgoto em placas Petri contendo meio
de cultura ASM-1 solidificado com agar 1% (GORHAM, 1964),

3.2 MONTAGEM DO EXPERIMENTO
No periodo de fevereiro a abril de 2016, as cepas de Scenedesmus sp e Chlorella sp,

foram recebendo gradativamente maiores volumes de meio de cultura ASM-1 (Figura 8),
visando a obtencdo de biomassa para 0 experimento e pre-adaptacdo das mesmas a
intensidade luminosa da sala de cultivo (aproximadamente 160pmol. fétons.ms™) e a
temperatura (entre 25°C e 28°C).
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Figura 5 - Adicdo de meio de cultura ASM-1 com intuito de multiplicacdo da cepa. Fevereiro de
2016.
Fonte: Autora.

Segundo Miranda (2011), a iluminacéo artificial de cultivos é utilizada para simular
intensidades luminosas encontradas em ambientes naturais em faixas que permitam a
realizacdo da fotossintese. Neste experimento, optou-se pela utilizacdo de lampadas
fluorescentes, Miranda (2011) reforca que essas lampadas emitem pouco calor e possui
espectro similar a luz natural.

Paralelamente, foi realizado o monitoramento da curva de crescimento das cepas, no
intuito de obter os indculos a serem utilizados no experimento referente a fase exponencial. O
monitoramento do crescimento da Scenedesmus sp e da Chlorella sp ao longo de todo o
experimento deu-se a partir de leituras de absorbancias & 750nm em espectrofotdmetro (LAB
1000).

Para a montagem do experimento, nos meses de maio e setembro de 2016 o efleunet
foi coletado no SAAE do municipio de Cacoal da Lagoa Facultativa 5 (Figura 6). Ressalta-se
que em maio foi realizado o experimento com a Scenedesmus sp e em setembro com a

Chlorella sp.
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Figura 6 - Coleta de esgoto na SAAE, Cacoal, Rondbnia. Setembro de 2016.
Fonte: Autora.

A lagoa Facultativa 5 foi selecionada por duas razfes: (1) presenca de elevadas
concentracdes de nutrientes 0s quais sdo essenciais para o crescimento das microalgas; (2) por
ser a Gltima lagoa de tratamento antes do lancamento do esgoto no corpo hidrico receptor,
desejou-se também verificar o potencial de remocao de nutriente pelas cepas. Pois se sabe que
0 langamento de cargas elevadas de nutrientes em corpos d’ agua, gera a eutrofizacdo do
mesmao.

As caracteristicas fisicas e quimicas dos esgotos coletados encontram-se nas Tabelas
7 e 8. A diferenca entre os efluentes utilizados no cultivo das microalgas apresentaram
composigdes distintas devido a fatores como a variagdo sazonal, a vazdo do efluente, a
operacdo do sistema de tratamento, entre outros.

Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas da Lagoa Facultativa 5 (maio/2016).

pH To (°C) CE(mU) | N-NHs+NH," (mg.L?h) | PO 3(mg.L™)

9,18 29,1 0,81 17,46 1,05

Tabela 8 - Caracteristicas fisico-quimicas da Lagoa Facultativa 5, coleta do més de setembro/2016.

pH T° (°C) CE(mU) | N-NHs+NH;" (mg.L™?) | PO 3(mg.L™)

8,34 34,3 1,30 20,03 4,77

A montagem do experimento e a porcentagem de dilui¢do do efluente foi baseada na
literatura (NEVES et al., 2013; OLIVEIRA, 2013; ROTERMUND, 2015; SILVA 2014). A



30

montagem procedeu da seguinte forma (1) foi adicionado em cada tratamento 150mL do
indculo na fase exponencial; (2) os volumes de esgoto e agua destilada foram adicionadas
segundo as porcentagens expressas na Figura 7. O volume final foi de 3.000mL. Ap0s preparo
das diluicOes, os balGes foram tampados com tampdes de gaze e algoddo para permitir a troca
gasosa. Em seguida os baldes foram autoclavados por 30 minutos. No dia seguinte a

autoclavagem, os indculos foram adicionados (FIGURA 8).

MONTAGEM DO EXPERIMENTO

Controle Tratamento 25%  Tratamento 50%  Tratamento 100%

Legenda:
Meio de cultura ASM-1

Efluente doméstico tratado
Agua destilada

Figura 7 - Esquema da montagem dos experimentos.
Fonte: Autora.

Figura 8 - Montagem do experimento. Maio de 2016.
Fonte: Autora.

O experimento ocorreu em triplicata, com fotopoeriodo de 12 horas, a temperatura
entre 23 e 26°C e intensidade luminosa de aproximadamente 160umol.fotons.m?.s™. Cada
experimento teve a duracdo de 15 dias e foram retiradas amostras para as analises a partir do
dia de montagem TO (FIGURA 9a e 10a) ao ultimo dia T15 (FIGURA 9b e 10b), tendo um

intervalo de 72 horas entre cada coleta.
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Figura 9- Tempo 0 (a) e Tempo 15 (b), experimento com Scnedesmus sp. Maio de 2016.
Fonte: Autora.

Figura 10- Tempo 0 (a) e Tempo 15 (b), experimento com Chlorella sp. Outubro de 2016.
Fonte: Autora.

3.3 ANALISES LABORATORIAIS

e Temperatura e pH: as medidas de temperatura e pH foram realizadas através do uso
de sonda multiparametros de bancada (HANNA HI 3512).

e Crescimento: o monitoramento do crescimento da Scenedesmus sp e Chlorella sp ao
longo do experimento deu-se de duas formas: (1) por Espectrofotometria, leituras em
absorbancia a 750nm em espectrofotdmetro (marca LAB 1000); e (2) a partir da
pesagem da biomassa seca.

Para a filtragem, adotou-se o uso de membranas de microfibras de vidro (SILVA,
2014) (marca Macherey-Nagel GF-3 didmetro de 47 mm). Um volume conhecido das
amostras do controle e dos tratamentos do experimento foi filtrado utilizando sistema
Kitassato e Bomba de Vacuo (GAST, modelo DOA-P504-BN). Apos a filtragem, as amostras
retidas no filtro foram secas em estufa (marca Nova Etica) em 60°C por aproximadamente
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duas horas, sendo posteriormente pesadas em balanca analitica eletrdnica (marca
SHIMADZU, modelo AY220).
O célculo da biomassa ocorreu atraves da seguinte formula:

Biomassa(mg : L‘l): (%)

1)
Onde:
P1 = peso do filtro de microfibra de vidro (g);
P, = peso do filtro de microfibra de vidro com a biomassa (g);

V = volume da amostra filtrada (mL).

Figura 11- Biomassa retida no microfiltro de fibra de vidro (Macherey-Nagel GF-3 didmetro de 47
mm).
Fonte: Autora.

e Nutrientes: as anélises de Amonia (N-Ns+Ny**) e Fésforo Dissolvido (Po*?) foram
realizadas por Espectrofotometria, como descrito em APHA (1995).

A andlise de amodnia consistiu em adicionar em uma cubeta 3ml de amostra
previamente filtrada em microfiltros de fibras de vidro (marca Macherey-Nagel GF-3
didametro de 47 mm), 60 pL do reagente Nessler. Apds aproximadamente 10 minutos foi
realizada a leitura das absorbancias no espectrofotdometro. O comprimento de onda utilizado
foi de 425 nanémetros.

A analise de fosforo dissolvido, foi realizada adicionando-se em uma cubeta 1,5 ml
de amostra previamente filtrada em microfiltros de fibras de vidro (marca Macherey-Nagel
GF-3 diametro de 47 mm), 1ml de &gua ultrapura e 0,5ml do reagente Vanadato-Molibidato.
No espectrofotdbmetro o comprimento de onda utilizado para a leitura do fésforo foi de 420

nandmetros.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Normando et al. (2010) expbem que a andlise estatistica dos resultados alcancados
em um determinado estudo é uma ferramenta importantissima na validacdo desses dados e
que a escolha do teste estatistico € importantissima, tendo em vista que um equivoco poderia
levar o pesquisador a conclusdes finais inadequadas.

Callegari-Jacques (2003) diz que a significancia estatistica serve para medir o grau
de crenca de que a diferenca obtida seja falsa. Um resultado ndo-significativo estatisticamente
sugere que € provavel que a diferenca seja esporadica, determinada por um efeito de
amostragem. Por outro lado, se for significativo estatisticamente, indica que a diferenca é
bastante confiavel e € minima a chance de o resultado ser espurio (CALLEGARI-JACQUES,
2003).

Os programas adotados para as andlises estatisticas dos dados foram o Microsoft
Office Excel 2010 e o Action 2.8 da Estatcamp, assumindo p-valor = 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DA MICROALGA

A tentativa de isolamento realizada na primeira coleta (agosto de 2015) ndo obteve
sucesso. Durante o periodo de monitoramento para acompanhar o crescimento das microalgas
na placa, observou-se que ndo houve crescimento das mesmas, apenas de uma densidade
elevada de bactérias (FIGURA 12).

Figura 12 - Placas Petri com Meio ASM-1 solidificado com amostras do efluente para tentativa de
isolamento de cepa. Agosto de 2015.
Fonte: Autora.

Desta forma, optou-se pela selecdo de duas cepas de microalgas das espécies
Scenedesmus sp e Chlorella sp gentilmente cedidas pelo Banco de Cepas do Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC) do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho (IBCCF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em fevereiro de
2016.
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Ressalta-se que para a coleta realizada em setembro de 2016, foi realizado o
procedimento de isolamento ja descrito. Nesta segunda tentativa de isolamento obteve-se

sucesso. A Figura 13 evidencia o desenvolvimento das microalgas nos tubos de ensaio.

Figura 13 - Isolamento de microalgas em andamento, 2016.
Fonte: Autora.

4.2 ANALISE DO CRESCIMENTO

4.2.1 Absorbancia
Na Figura 14 encontra-se o perfil de crescimento da Scenedesmus sp no controle e nos

diferentes tratamentos ao longo do experimento.
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Apos trés dias do inicio do experimento, a microalga Scenedesmus sp ja estava
adaptada as novas condicdes de cultivo e iniciou seu crescimento No tempo inicial (T0),
verificou-se que no tratamento 50% e 100% a absorbancia foi um pouco maior quando
comparado aos outros cultivos. Esse fato € decorrente da presenca de grande quantidade de
matéria organica devido também a ndo diluicdo do efluente. No inicio do experimento o
crescimento é menor por ser uma fase em que as microalgas passam a sintetizar as moléculas
essenciais ao seu crescimento (proteinas e enzimas) e absorverem nutrientes (RUSSO, 2011).

A partir do T6 foi possivel observar claramente a fase log exponencial, fase em que
as células das microalgas iniciam sua divisdo celular, devido a grande disponibilidade de
nutrientes, fase esta de maior metabolismo. Para os tratamentos 25%, 50% e 100% esta fase
foi observada até o Gltimo dia do experimento (T15). Ja para o controle, foi observada até o
T12.

No cultivo com Scenedesmus sp houve uma diferenca estatistica significativa entre o
controle e os demais tratamentos em todo o periodo amostral (p-valor < 0,05). Ja os
tratamentos 50 e 100% apresentaram crescimento estatisticamente semelhante a partir do T6
(p-valor > 0,05). Ao término do experimento foi possivel constatar que a Scenedesmus sp se
adaptaram ao efluente doméstico como meio de cultivo.

No cultivo de Chlorella sp, constatou-se através dos testes estatisticos que houve
uma diferenca estatistica significativa entre o Controle e os demais Tratamentos em todo o
periodo amostral (p-valor<0,05). Entretanto, os Tratamentos 25% e 50% tiveram valores
semelhantes para o crescimento nos dias T3 e T6 (p-valor >0,05).

Tal comportamento vem ao encontro da pesquisa realizada por Silva (2014), que
cultivou Scenedesmus quadricauda em efluente sanitario biodigerido durante 21 dias. O
efluente foi diluido em 10%, 15% e 25% em agua destilada. A autora, baseada na densidade
celular (cel.mL™), observou um bom crescimento em todos os tratamentos, mas o tratamento
com diluicdo de 25% teve um crescimento maior quando comparado aos outros, tornando
assim uma possivel substituicdo do meio sintético pelo efluente em questdo. Os cultivos
comegaram com uma concentracdo celular de 202x10%cel.mL™, sendo o melhor resultado
obtido no tratamento 25% com uma concentracéo final de 1573+12x10%cel. mL™, ao passo que
o tratamento 10% obteve 1404+37x10%el.mL™ e 0 15% 10"+78x10%cel.mL™.

Quanto ao perfil do crescimento de Chlorella sp (FIGURA 15), a fase lag teve a
duracdo de aproximadamente trés dias (adaptacdo ao novo meio de cultivo). A partir do T3 foi

possivel observar claramente a fase exponencial para os tratamentos, com excecdo do
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tratamento 100% onde a fase log foi verificada a partir do T6, assim como o controle. Esta
fase foi observada até o Gltimo dia do experimento (T15).

Quando compara-se o perfil do crescimento de Secenedesmus sp e Chlorella sp,
nota-se que os valores de absorbancia para Chlorella sp foram superiores desde o inicio do
experimento. Tal resultado é decorrente ao fato de se tratar de efluente doméstico tratado, que
mesmo apds autoclavagem, apresenta elevados niveis de materiais dissolvidos e particulados
(TREVISAN, 2014). Estes materiais estavam presentes em maior quantidade no esgoto
coletado em setembro de 2016 que foi utilizado para o cultivo de Chlorella sp, e foi
observado os maiores valores principalmente no tratamento 100%, visto que ndo ha diluicdo
com agua destilada.

Trevisan (2014) observou comportamento semelhante ao cultivar Chlorella vulgaris
em efluente doméstico coletado de uma ETE durante experimento de 14 dias. Sendo que 0
cultivo com efluente doméstico foi usado em trés condicGes diferentes: (1) inicialmente o
efluente foi utilizado nas condi¢cdes em que foi coletado; (2) na segunda condicdo foi usada
filtracdo para a remocdo de material com tamanho maior de 7um e; (3) na terceira condigdo de
cultivo foi aplicada a filtragdo de material com tamanho maior de 7um, seguida de
desinfeccdo com luz ultravioleta. O efluente foi diluido em 7:1, 6:2, 5:3 e 4:4 (volume de
esgoto doméstico/volume de in6culo), sendo que o indculo foi cultivado em meio sintético
DM. Trevisan (2014) verificou que quando utilizou o efluente in natura ndo obteve um
crescimento consistente, tendo em vista que o efluente de reator anaerdbio possui uma
variedade de protozoarios e bactérias que competem por luz e nutrientes e microrganismos
que se alimentam de microalgas, demonstrando assim a necessidade de realizar tratamento
para remoc¢do do material suspenso e microrganismos. Sobre a segunda condicdo de cultivo,
destacou que a aplicagcdo de pré-tratamento de filtracdo de material suspenso com tamanho
maior que 7 um resultou em melhoria significativa nos resultados de crescimento. Sendo que
essa diferenca na producdo com efluente filtrado + UV, filtrado e in natura fica claro quando
observado os valores maximos obtidos para a producdo de biomassa, onde o efluente filtrado
+ UV atingiu 0,86g.L™, filtrado atingiu 0,81g.L™, bem superiores ao obtido com material in
natura, que foi de 0,43g.L™". Segundo o autor, a presenca de material suspenso e
microrganismos reduzem a disponibilidade de luz e nutrientes para as microalgas,
influenciando a producdo de biomassa algal.

Vieira et al. (2014), cultivaram Chlorella sp em efluente industrial de
sucroalcooleira (vinhaga) durante 5 dias (periodo onde elas atingiram a fase estacionaria),
com as seguintes diluigdes 10%, 15%, 20% e 25% de vinhaga em meio BBM. Os autores
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observaram que com a utilizagdo de meio de cultura suplementado com vinhacga ocorreu um
crescimento maior juntamente com um consumo mais satisfatorio da fonte de carbono por
microalgas em meios mais complexos, como os residuos liquidos industriais, que quando se
utilizam meios de cultivo padrdo suplementado com uma fonte de carbono. Com a
concentracdo de 10% atingiu-se um nimero maximo de células de 2,57x10"cel.mL™ em um
tempo de cultivo de 5 dias, com 15% obteve-se um numero maximo de células igual a
1,85x10’cel.mL™, com 20% o valor maximo de células foi 6,95x10°cel.mL™ e por fim, o
cultivo com diluicio de 25% atingiu 2,08x10’cel.mL™. Portanto, os autores concluiram que a
suplementacdo de 10% foi o tratamento que obteve o melhor crescimento, verificando-se uma
excelente adaptacdo das células a nova composicdo do meio de cultivo.

Sendo assim, Vieira et al. (2014) observaram que 0 excesso de material em
suspensdo presente na vinhaga pode ter prejudicado no crescimento celular quando utilizado
proporgdes maiores de 10% ao meio de cultivo, ressaltando assim a importancia de efetuar um
tratamento prévio da vinhaca, para que nao dificulte o crescimento das células ao ser

adicionado o residuo liquido como meio de cultura.
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4.2.2 Biomassa
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Figura 16 — Valores médios da biomassa seca produzida por Scenedesmus sp.
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Figura 17 — Valores médios da biomassa seca produzida por Chlorella sp.

Com relacgdo a obtencdo de biomassa utilizando Scenedesmus sp todos os tratamentos
foram viaveis, destacando-se os tratamentos 50% e 100% (FIGURA 16). Sendo que 0s
valores maximos obtidos durante o cultivo foram 1283mg.L™ para o Tratamento 50% (dia
T15) e 1300mg.L™ para o Tratamento 100% (no tempo T12 e T15).

Rotermund (2015) ao cultivar Scenedesmus sp durante 18 dias em efluente
proveniente de um curtume com dilui¢Bes de 25%, 50%, 75% e 100% verificou que a espécie
Scenedesmus sp apresentou uma boa adaptagédo ao efluente em questdo como meio de cultivo
e que 0 tempo necessario para a adaptacdo da microalga ao meio foi diferente em cada
tratamento devido as diferentes dilui¢des do efluente, sendo que o tratamento com diluicdo de
50% apresentou maior producdo de biomassa. Rotermund (2015) expressa que as
concentracdes de biomassa ao final do cultivo foram de 1460mg.L™ para a diluicdo de 25%;
1720mg.L™* para 50%; 890mg.L™ para 75% e 660mg.L™ para 100%.
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Oliveira (2013), cultivou Scenedesmus sp em efluente de bovinocultura biodigerido
filtrado com as seguintes diluicbes em agua: 0% (somente meio CHU), 10%, 15%, 20%, 25%
e 30%; durante 10 dias. A autora constatou que a maior produtividade de biomassa em relacédo
ao meio sintético Chu, correspondeu ao experimento realizado com a condi¢do de 30% do
efluente de bovinocultura biodigerido, atingindo uma produtividade de biomassa seca igual a
480mg.L™.

Como observado na Figura 17 que traz a produtividade de biomassa utilizando
Chlorella sp, obteve-se os maiores resultados no Tratamento 50% e 100% sendo igual a
82mg.L" e 152mg.L™ respectivamente. Vidal (2016) apresentou valores proximos quando
utilizou 100% de efluente. Os Tratamentos 25% e 50% apds 10 dias de cultivo, obtiveram
valores proximos ao final do experimento, 80mg.L™ e 82mg.L™ respectivamente.

Vidal (2016) cultivaram Chlorella sp e Scenedesmus sp em efluente doméstico
proveniente de um reator UASB suplementado com meio BBW e WC, durante 10 dias. O
efluente durante o preparo do meio foi previamente filtrado, e posteriormente diluido a: 20%,
30%, 50%, 70%, 80% e 100%. Para o cultivo de Chlorella sp, a autora encontrou os seguintes
valores de biomassa ao final do cultivo: 112mg.L™ (0%), 171mg.L™ (20%), 84mg.L™ (30%),
125mg.L™" (50%), 106mg.L™* (70%), 133mg.L™ (80%) e 180mg.L™ (100%). J4 no cultivo de
Scenedesmus sp, forma obtidos 95,6mg.L™ (0%), 92,1mg.L™" (20%), 96,9mg.L™ (30%),
83,5mg.L™" (50%), 83,8mg.L™ (70%), 96,1mg.L™ (80%) e 84,4mg.L™* (100%). De forma que
os valores referentes a produtividade de biomassa foram mais expressivos para a Chlorella sp
quando comparados com a Scenedesmus sp.

Sousa (2014), ao cultivar Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus em efluente
sanitario sem adicdo de qualquer suplemento verificou que Chlorella vulgaris por 14 dias
obteve valor maximo de biomassa 440mg.L™ no dia 4; Scenedesmus obliquus durante 13 dias,
tendo alcancado um valor maximo de biomassa de 1310mg.L™ no dia 13; Chlorella vulgaris
durante 43 dias, verificando valor méximo de biomassa no dia 9 de 860mg.L™ e Scenedesmus
obliquus durante 28 dias observando uma produtividade de biomassa de 1790mg.L™ no dia
12.

4.3 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

Esteves (2011), enfatiza que o pH e as comunidades vegetais apresentam uma
estreita interdependéncia. Este fendmeno ocorre na medida que as comunidades aquéticas
interferem no pH, assim como o pH interfere de diferentes maneiras no metabolismo destas

comunidades. Sobre as comunidades, o pH atua diretamente nos processos de permeabilidade
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da membrana celular, interferindo, portanto, no transporte ionico intra e extracelular e entre os
organismos e 0 meio. As comunidades podem interferir nos valores de pH de diferentes

maneiras, como através da assimilagdo de CO, durante o processo fotossintético que pode

elevar o pH.
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Figura 18 - Valores de pH no experimento com Scenedesmus sp.
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Figura 19 - Valores de pH no experimento com Chlorella sp.

No experimento com Scendesmus sp, 0 menor valor de pH foi registrado no T3 (6,0),
caracterizado como levemente acido. Neste tempo amostral, os tratamentos 25%, 50% e 100%
encontravam-se alcalinos, 8,0, 8,4 e 7,6, respectivamente (Figura 18). Apenas a partir do 9°
dia amostral foi observado meio alcalino no controle, com meédia 9,3. Desta forma, do T9 até
o término do experimento T15, tanto o controle como os tratamentos estavam alcalinos.

Através da Figura 19, observa-se a variacdo do pH durante o periodo amostral no
experimento com a Chlorella sp, onde observou-se comportamento semelhante ao
experimento com a Scenedesmus sp O menor valor encontrado durante todo o experimento foi
encontrado no primeiro dia no Controle (6,9) e o maior valor foi o pH 10,2 no tempo

amostral T9 no Tratamento 25%. No dia (TO, Controle) onde foi encontrado o menor valor de
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pH, é importante frizar que os tratamentos 25%, 50% e 100% ja estavam alcalinos, tendo
valores iguais a 8,7, 8,9 e 8,8. Logo, desde o T3 até o término do experimento foi observado
que o0 meio permaneceu alcalino.

Ao comparar os dados de crescimento celular de Scenedesmus sp (Figura 18) e
Chlorella sp (FIGURA 19), observa-se que o aumento do pH ocorre paralelo ao crescimento
das microalgas. Esteves (2011), enfatiza que em casos de elevado crescimento algal, o pH do
meio pode ser elevado a valores préximo a 11. Isso ocorre em funcéo do elevado consumo de
CO,, provocando o consumo de bicarbonato e a liberacdo de OH™ no meio.

Silva (2014), cultivou Scenedesmus sp em esgoto sanitario biodigerido por 25 dias.
Durante todo o periodo amostral, os valores de pH variaram de 6,0 a 9,0. Rossi (2013), ao
cultivar Desmodesmus sp e Scenedesmus sp em efluente doméstico por 20 dias, verificou que
0 maior nimero de células foi entre pH 9,2 e 11,2, e menores densidades celulares foram
observadas no pH 6,2. Concluindo assim, que um ambiente alcalino é o mais adequado para o
crescimento das cepas estudadas.

Este aspecto também é comentado por Corréa (2013) quando cultivou Scenedesmus
em meio CHU modificado, durante 100 dias, observando a amplitude de variacdo de pH entre
7,37 (inicio do cultivo) a 11,37 (final do cultivo). Tal resultado reforca que apesar do pH
permanecer acima de 10 durante a maior parte do cultivo, a alcalinidade ndo pareceu ser um
fator que impossibilitasse o crescimento das microalgas e consequente aumento de biomassa.

Vidal (2016), buscando analisar a influéncia de diferentes condigdes de pH,
desenvolveu cultivos de Chlorella sp e Scenedesmus sp em meio de cultura BBM e WC, com
varias alteracdes de pH. Destaca-se que os cultivos (com uma variacdo de pH de 5,5 a 8,5) de
Chlorella sp iniciaram com uma densidade celular de 10°cel.mL™, todos os cultivos
apresentaram uma Otima adaptacdo, mas dentre os cultivos que mais se destacaram foi o
relalizado com o pH 8,5 apresentando densidade celular igual a 4,79x10’cel. mL™. Para o
cultivo de Scenedesmus sp a variacdo do pH foi de 5,0 a 9,0, o cultivo foi iniciado com uma
densidade celular de 10°cel.mL™, a autora observou que o cultivo com pH 8,5 foi o que
apresentou maior densidade celular (1,76x10cel.mL™), assim como os melhores resultados
de velocidade especifica maxima de crescimento e tempo de geracdo. Ao comparar o cultivo
de Chlorella sp e Scenedesmus sp, concluiu-se que os meios de cultura em pH alcalino
promovem melhor adaptacéo e crescimento para a microalga estudada.

Torres et al. (2014), ao estudar Chlorella sp e Scenedesmus sp cultivadas em esgoto
tratado, observou que a presenca de precipitados no efluente, mesmo apds a autoclavagem e
resfriamento, contribuem para a elevacdo do pH. Sendo que o autor verificou que antes de
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autoclavar o esgoto, o valor do pH era de 7,6 e depois do processo de autoclavagem e
resfriamento aumentou para 10,0. O que, segundo Torres et al. (2014) implicaria em mudanca
do equilibrio das espécies de fosfatos, resultando na precipitacdo de sais insoltveis de fosfato,
na forma de fosfato de célcio, a hidroxiapatita e a estruvita.

No experimento com Secendesmus sp, foi observado que as médias de pH do
Controle e do Tratamento 25% nos tempos amostrais TO, T6 e T12 e entre o Controle e 0
Tratamento 50% no tempo T6 foram iguais (p-valor > 0,05). Os Tratamentos 25% e 50%
durante os tempos T6 e T15 obtiveram o mesmo valor de pH. Os Tratamentos 50% e 100%
alcangaram o mesmo valor do pH nos tempos amostrais T12 e T15 (p-valor > 0,05).

No experimento com a Chlorella sp, através dos testes estatisticos, observou-se que
(p-valor > 0,05) entre o Controle e os Tratamentos 25%, 50% e 100% no tempo amostral T3 e
entre o Controle e o Tratamento 100% no tempo T15. Entre os tratamentos 25% e 50%
também houve semelhanca estatistica durante os tempos TO, T6 e T15 (p-valor > 0,05). Os
Tratamentos 25% e 100% s6 mostraram semelhanca estatistica significativa (p-valor > 0,05)
no tempo amostral TO. Além disso, os Tratamentos 50% e 100%, mostraram-se semelhantes

(p-valor > 0,05) no tempo amostral TO e T12.

4.4 ANALISE DE NUTRIENTES

4.4.1 Amonia (N-NHz+NH,")

Os elementos mais importantes para o crescimento das microalgas, incluem o
carbono, o nitrogénio e o fésforo (PRANDINI, 2016).

Zhou (2014) afirma que o nitrogénio é um nutriente essencial para a producdo de
biomassa de algas, sendo essencial em muitos componentes celulares das algas, tais como
alcal6ides, amidas, aminoécidos, proteinas, DNA, RNA, enzimas e vitaminas, representando
de 1 a 10% da biomassa total (massa seco) de algas, dependendo da disponibilidade. A
maioria das microalgas sdo espécies capazes de utilizar uma variedade de fontes de
nitrogénio, incluindo o nitrogénio organico (por exemplo, ureia, glicina, glutamina, peptona,
extrato de levedura, etc.) e nitrogénio inorganico (por exemplo, amdnia, nitrato, nitrito etc.)
Zhou (2014). Sendo que a aménia é considerada a forma preferencial de nitrogénio assimilado
pelas microalgas (ZHOU, 2014).

A amonia é o produto final da mineralizagdo, aerdbica e anaerdbica, do nitrogénio
organico particulado ou dissolvido, e pode ser gerado pela atividade de organismos

heterotréficos por meio de diversas reagdes bioquimicas (ESTEVES, 1998).
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As concentracdes de amonia sdo apresentadas nas Figuras 20 e 21. No experimento

com a Scenedesmus sp (FIGURA 20), no controle observou-se que ndo houve diferencas

significativas entre as concentragdes ao longo do tempo. J& nos tratamentos 25%, 50% e

100%, as concentracbes de amodnia decairam ao longo do tempo. No Tratamento 25% a
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concentracdo no TO foi de 4,7mg.L™" e no T15 foi de 0,88mg.L™ (reducéo de 81,3%). No
Tratamento 50% a concentragdo no TO foi de 8,8mg.L™ (reducéo de 76,7%) a 2,05mg.L™ e no
Tratamento 100% foi de 12mg.L™ a 4,15mg.L™ (reducéo de 62,5%).

As microalgas tém como principal forma de nitrogénio o nitrato, o nitrito e a amonia,
sendo esta ultima preferencialmente absorvida por haver menos gasto energético, pois
encontra-se na forma reduzida (REYNOLDS, 2006). Por essa razdo, durante o experimento
nos tratamentos observou-se rapido consumo deste nutriente pelas microalgas.

Durante os experimentos, foi verificado que os tratamentos que continham efluente
doméstico (independente da concentracdo, 25% e 50% 100%) tiveram as maiores
concentracdes de amdnia, devido a carga de poluentes.

O comportamento da aménia no controle, onde foi observado um leve aumento do
T6 (0,640mg.L™) a0 T12 (1,6mg.L™) pode estar relacionado & ndo absorcéo deste fon, devido
haver no meio maior concentragdo de nitrato (NOj3’), preferencialmente absorvido pelas
microalgas quando ha baixas concentracdes de aménia.

Oliveira (2013) verificou remocdo de aproximadamente 100% do nitrogénio
amoniacal da Scenedesmus sp utilizando efluente industrial como meio de cultura. J& Silva
(2014) verificou um valor um pouco menor (76%), mas mesmo assim muito significativo,
tendo o efluente doméstico como meio de cultura. Torres et al. (2014), em sua pesquisa
utilizando Scenedesmus sp e meio de cultura efluente doméstico filtrado, obteve uma remocao
de amonia em torno de 100% comparado ao valor inicial.

Rotermund (2015), cultivou Scenedesmus sp durante 18 dias em efluente proveniente
de um curtume com as seguintes diluicdes 25%, 50%, 75% e 100%. De forma geral verificou
uma remocdo entre 76,4 e 98,3% para o nitrogénio amoniacal e entre 77,1 e 92,9% para 0
nitrogénio total.

Em relagdo a andlise estatistica da amdnia, para o experimento com Scenedesmus sp,
observou-se que as concentracdes de amonia no controle e nos tratamentos foram diferentes
ao longo do tempo (p-valor < 0,05).

Com relagdo as concentracbes de amonia no experimento com a Chlorella sp,
(FIGURA 21), foi observado nos tratamentos 25%, 50% e 100% um decréscimo ao longo do
tempo, comportamento semelhante ao experimento com a Scenedesmus sp. No controle,
apesar da pouca variagdo quando comparado aos tratamentos, também foi observado neste
experimento um aumento nas concentracdes do TO (0,096mg.L™) em relagdo ao T15
(0,190mg.L™), tal resultado esta relacionado ao fato que da mesma forma que os organismos

aquaticos assimilam compostos nitrogenados os mesmos também excretam, contribuindo para
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0 aumento das concentracbes no meio extracelular. Haja vista que, a amonificagéo e a
excrecdo por organismos aquaticos sdo as principais fontes deste composto para 0s
ecossistemas aquaticos (ESTEVES, 1998).

No Tratamento 25% a concentracdo no TO foi de 6,2mg.L™" e no T15 foi de 1,8mg.L"
(reducéo de 70%). No Tratamento 50% a concentracéo no TO foi de 11,4mg.L™" a 6,4mg.L™
(reduco de 39%) e no Tratamento 100% foi de 15,7mg.L™ a 14,2mg.L™* (reducdo de 9,5%).

Ldcio (2013), ao cultivar Chlorella vulgaris em 100% efluente doméstico tratado,
durante 14 dias, verificou uma remog¢do de amodnia em torno de 100% comparada ao inicio do
experimento (aproximadamente no inicio 10mg.L™).

Sousa (2014) cultivou Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus em efluente
sanitario sem adicdo de qualquer suplemento, em quatro etapas: (1) cultivou Chlorella
vulgaris durante 14 dias e a remogdo maxima de amonia total foi de 84%; (2) cultivou
Scenedesmus obliquus durante 13 dias, tendo alcancado uma remocéo total de 95% para
amonia total; (3) cultivou Chlorella vulgaris durante 43 dias, verificando assim uma remocao
de 76% de amonia ao final do experimento e; (4) cultivou Scenedesmus obliquus durante 28
dias observando uma remocdao de 80% em relacdo a amdnia.

Ja Torres et al. (2014), ao cultivar Chlorella sp e Scenedesmus sp em efluente
sanitario tratado sem adicdo de suplemento durante 14 dias, verificou uma remoc¢édo de aménia
ao final do experimento em torno de 66,2% e 66,9% respectivamente.

No meio aquéatico, em sistemas de pH entre acido e neutro, a amdnia formada é
instavel, sendo convertida por hidratacdo a ion aménio (NHz + H,O = NH4+ + OH"). Ja em
meio alcalino, a possibilidade de ocorréncia deste processo € reduzida, e parte da amonia
formada pode ser perdida para atmosfera por difusdo (ESTEVES, 1998).

Em relacdo a analise estatistica da aménia para o experimento com a Chlorella sp,
observou-se que houve diferenca entre os cultivos (p-valor < 0,05), com excecdo do Controle
e 0 Tratamento 25% que tiveram valores iguais no T9 (p-valor >0,05).

A Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA n° 430 de 13 de
maio de 2011 traz que

[...] os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados
diretamente no corpo receptor desde que obedecam as condicGes e padrdes previstos
neste artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis. (Artigo 16).

Em termos de teores de nitrogénio amoniacal total o valor méximo permitido é de

20mg.L ™. A concentracéo inicial de aménia total do efluente no inicio dos experimentos foi de
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17,46mg.L™" (maio/2016) e 20,0mg.L™ (setembro/2016), sendo assim, j4 comecamos o

experimento dentro do padrao preconizado pela legislacéo vigente.

4.4.2 Fésforo dissolvido (PO4?)

O fésforo é um elemento importante para 0s organismos vivos, visto que esta
presente na maioria dos compostos bioquimicos essenciais a vida (acidos nucleicos, DNA e
RNA), sendo fundamental ao armazenamento e a transferéncia de energia (ATP). O fosforo
estd presente em elevadas concentragdes nos efluentes industriais e domésticos, 0s quais
contém grande quantidade de matéria organica e compostos fosfatados, intrinsecos a maioria
dos detergentes (FERREIRA et al, 2005). No Brasil, os efluentes domésticos séo responsaveis
pelo lancamento de até 600 toneladas de fosforo por dia em rios e lagos, agravando o
problema da eutrofizacdo artificial (FERREIRA et al, 2005).

Segundo Cai et al. (2013) embora a biomassa de microalgas possua menos do que
1% de fdsforo, este nutriente pode limitar o crescimento da microalga. O autor informa que
esse fator é porque o fosforo é facilmente ligado a outros ions (por exemplo, calcio e ferro),
resultando na sua precipitacdo e, por conseguinte, tornando este essencial nutriente

indisponivel para absorc¢éo pelas algas.
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Figura 22 -
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Figura 23 - Concentrages de fosforo dissolvido no experimento com Chlorella sp.

A Figura 22 apresenta as concentra¢fes de fosforo dissolvido no controle e nos

tratamentos 25%, 50% e 100% durante o experimento com a Scenedesmus sp. Em relagéo aos

resultados obtidos, foi verificado que no controle as concentracdes de fésforo dissolvido no

meio decaem a partir do T9. Ja para os tratamentos 25%, 50% e 100%, esta diminuicdo foi
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observado a partir do T6, tempo amostral este em que as microalgas encontravam-se no inicio
de fase exponencial, como apresentado na Figura 14.

Na maioria dos cultivos foi observada uma diminui¢do da concentracdo a partir do
T9. No controle a concentracéo no TO foi de 6,03mg.L™ e no T15 foi de 3,4mg.L™ (reducio
de 43,9%). No tratamento 25%, a concentracdo no TO foi de 1,5mg.L-1 e no T15 foi de
0,9mg.L™? (reducdo de 44%), no tratamento 50% a concentracdo no TO foi de 2,4mg.L™ e no
T15 foi de 1,8mg.L™(reducdo de 26,7%) e no tratamento 100% foi de 2,6mg.L™ no TO e de
1,8mg.L™ no T15 (reducdo de 30,7%).

Em relagdo a andlise estatistica, os tratamentos 25% e 50% no tempo T12
apresentaram o0 mesmo comportamento (p-valor>0,05). Assim como o tratamento 50% e o
100% nos tempos amostrais TO, T12 e T15.

Ao comparar os dados de crescimento e concentracdo de fésforo disponivel no meio,
verificou-se que com o passar do tempo, 0 crescimento aumentou e as concentracfes de
fosforo dissolvido no meio diminuiram, reflexo da absorcdo deste elemento pelas células de
Scenedesmus sp. Oliveira (2013) aborda que as microalgas sdo capazes de absorverem
grandes quantidades de fosforo, 8 a 16 vezes a mais que a cota minima do elemento, o que
permite o crescimento mesmo em periodo de privaces.

Ressalta-se que durante a fase lag as microalgas ja iniciam a absorcdo de fosforo
dissolvido, entretanto esta absorcdo € menor devido as microalgas possuirem um estogque
deste elemento, meio ASM-1, rico em fdsforo.

A respeito dos resultados de fésforo dissolvido obtidos no experimento com a
Chlorella sp, (FIGURA 23) foi verificado que no controle e nos tratamentos 25% e 50% as
concentracdes de fosforo dissolvido no meio decairam a partir do T9. Ja para o Tratamento
100%, este decaimento foi observado a partir do T6, sendo que no T15 houve uma réapida
elevagéo na concentragéo.

No TO até o T6 foi possivel observar que ndo houve consumo significativo de
fosforo, esse tempo coincide com o inicio de fase exponencial, como apresentado na Figura
24. Ressalta-se que durante a fase lag as microalgas ja iniciam a absorcdo de fosforo
dissolvido, entretanto esta absor¢do ¢ menor devido as microalgas possuirem um estoque
deste elemento, decorrente do seu cultivo em meio sintético (ASM-1), rico em fosforo.

No Controle a concentracdo no TO foi de 58mg.L™ e no T15 foi de 4,8mg.L™
(reducdo 17%). No Tratamento 25%, a concentragdo no TO foi de 1,7mg.L™ e no T15 foi de
0,7mg.L™ (redugdo 60%), no Tratamento 50% a concentracdo no TO foi de 3,0mg.L™ e no
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T15 foi de 2,7mg.L™ (reducdo de 9,8%) e no Tratamento 100% foi de 3,2mg.L™ no TO e de
4,6mg.L  noT15.

Em relacdo a analise estatistica referente ao experimento com a Chlorella sp,
observou-se que os tratamentos 25% e 50% no T12; e os tratamentos 50% e 100% no TO, T12
e T15 apresentaram o mesmo comportamento (p-valor > 0,05).

Ao comparar os dados de crescimento e concentracao de fosforo disponivel no meio,
verificou-se que com o passar do tempo, o0 crescimento aumentou e as concentracfes de
fésforo dissolvido no meio diminuiram, reflexo da absorcdo deste elemento pelas células de
Chlorella sp. Russo (2011), ao cultivar Chlorella vulgaris em &guas residuais tratadas durante
20 dias sem suplemento, aborda que as microalgas sdo capazes de absorverem grandes
quantidades de fosforo, o autor constatou uma remocao préxima de 74%.

Prandini (2016), ao cultivar Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus (consorcio)
em efluente sunicula sem tratamento prévio sem suplemento por 20 dias, observou uma
concentracdo inicial de 2,3mg.L™ e ap6s 3 dias o autor observou uma remogdo quase que
completamente do efluente de fosfor total. Esse fator, segundo o autor, ndo influenciou no
crescimento das microalgas, pois as mesmas tiveram bons resultados na producgéo de biomasa
(141,8 + 3,5mg.L™). Prandini (2016) destaca que esta réapida remocdo de fésforo pelas
microalgas ocorre, segundo a literatura, pela capacidade de assimilacdo de luxo (luxury
uptake), onde o fosforo é assimilado e acumulado na forma de polifosfatos no interior das
células microalgais. Todavia, o autor diz que o acimulo de fésforo nas microalgas varia de
acordo com as condicdes e espécies de microalgas, o que torna dificil estimar a assimilacao de
fosforo em funcdo do crescimento microalgal.

Também Torres et al. (2014) ao analisarem a capacidade de remocédo de fosforo ao
cultivar Chlorella sp e Scenedesmus sp em efluente sanitario tratado sem adicdo de
suplemento durante 14 dias, verificou uma remocdo ao final do experimento em torno de
90,6% e 88,6% respectivamente.

A legislacdo CONAMA 357 de 17 de marco de 2005 traz como valor de fosforo total
para o lancamento no corpo hidrico receptor 0,05mg.L™, para 4guas de classe 2, destinada ao
consumo apos tratamento convencional, protecdo das comunidades aquéticas entre outras.

No experimento com a microalga Scenedesmus sp, a concentracdo inicial de fosforo
no tratamento 100% foi de 2,6mg.L™ de fésforo dissolvido; apds os 15 dias do experimento, a
concentraco foi 30,7% menor (média de 1,8mg.L™). J4 no experimento com a Chlorella sp, a
concentracao inicial de fésforo no tratamento 100% foi de 3,2mg.L™ de fésforo dissolvido;
apos os 15 dias do experimento, a concentragdo aumentou 43,8% (média final de 4,6mg.L™).
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Os valores finais de fosforo ndo estdo dentro do valor preconizado pela legislacdo. O aumento
observado nas concentracdes de fosforo é decorrente da morte das células e a produtos de
excrecao.

Trabalhos a cerca do grau de trofia de ambientes aquaticos, como os de Nurnberg
(1996) e Vollenweider & Kerekes (1980) apresentados na Tabela 9, apontam concentracfes
de nitrogénio e fosforo total. Ressalta-se que o lancamento de efluentes domésticos tratados
em corpos d’agua pode alterar o grau de trofia do ambiente, podendo acarretar problemas

ambientais como o da eutrofizag&o.

Tabela 9 — Categorias de estado trofico baseadas na qualidade da agua do sistema.
Nurnberg, 1996.

Oligotréfico | Mesotrofico | Eutréfico Hipereutrofico
NT (mg.L™) <0,35 0,35-0,65 0,651-1,2 >1,2
PT (mg.L™) <0,010 0,010-0,030 | 0,031-0,100 >0,100

Vollenweider & Kerekes, 1980.
Oligotrofico | Mesotrofico | Eutrofico Hipereutrdfico
NT (mg.L%) | 0,321-1,18 | 0,485-1,17 | 0,861-4,085 -

PT (mg.L™) 0,048-0,013 | 0,013-0,037 | 0,038-0,189 0,750-1,2
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica utilizada para o isolamento de cepas oriundas da ETE-Cacoal foi eficiente,
e atualmente encontram-se oito consércios em crescimento no Laboratirio de Limnologia e
Microbiologia Ambiental-LABLIM.

Os experimentos mostraram que a cepa de Scenedesmus sp e Chlorella sp
apresentaram bom crescimento celular e consequentemente boa producdo de biomassa,
principalmente nos tratamentos 50% e 100%. Demonstrando assim, que 0s nutrientes
presentes no efluente foram satisfatdrios ao aumento de biomassa.

A espécie Scenedesmus sp foi mais eficiente na reducdo de fdsforo dissolvido e
amonia. Entretanto para o fdsforo, a reducdo ndo foi suficiente para atingir o padrdo de
lancamento no corpo hidrico receptor para aguas de classe 2 previsto na Resolugdo
CONAMA 357/2005, que é de 0,05mg.L™ para fésforo total. A concentracio no experimento
com esgoto in natura no Gltimo dia de experimento foi de 1,8mg.L™ (valor final).

Resolucdo do CONAMA n° 430/2011 estabelece que o limite maximo de nitrogénio
amoniacal para lancamento de efluente em corpo receptor é de 20mg.L™. Ao final do
experimento com efluente in natura para a espécies Secendesmus sp, a concentracdo final de

nitrogénio amoniacal foi de 4,14mg.L™.



52

RECOMENDAGCOES

Ressalta-se a importancia da continuidade deste estudo com espécies isoladas da
regido amazonica, visto que, 0s experimentos tambeém evidenciaram o potencial das
microalgas para remocdo dos nutrientes presentes em efluentes, contribuindo para a néo

eutrofizacdo do corpo hidrico receptor.
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