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RESUMO

A suinocultura é uma importante atividade social e econémica para todo
0 pais, mas principalmente para o oeste do estado de Santa Catarina, ja
gue é um dos maiores produtores nacionais. Entretanto, esta atividade é
reconhecida por causar problemas ambientais significativos, quando ndo
h& um tratamento adequado dos residuos gerados durante a producdo, o
gue pode comprometer os recursos hidricos através do processo de
eutrofizagdo. Uma das alternativas que vem sendo desenvolvida e
estudada para o tratamento destes residuos € uso de microalgas, que
promove beneficios na purificacdo dos efluentes, além de gerar
biomassa de interesse comercial, agregando valor econémico ao
processo de tratamento. Este trabalho avaliou o crescimento das
microalgas Chlorella  vulgaris, Scenedesmus quadricauda e
Haematococcus pluvialis aplicadas na remocdo de nutrientes de
efluentes da criagdo de suinos. Foram avaliados 0s crescimentos das
algas em meio sintético estéril e em amostras de efluente real. Todos os
ensaios foram realizados em frascos erlenmayer, com volumes de 250 e
500 ml em triplicata, mantidos em camara de DBO com 11 a 13 dias de
incubacdo, sob temperatura de 25 + 0,5°C, |Ium|na<;ao constante e
intensidade luminosa 56 pmol de fétons. m?. s*. O melo sintético
apresentava concentragao maxima de 113,5 mg L de PO, e 224,2
mg. L de NH," ja o efluente real posswa 41,55 mg. L para NH;" 9, 60
mg.L™" de NO3, 106, 09 mg.L™ de NO, e 2,97 mg.L™" de PO4 ,
Observou-se que todas as microalgas cresceram em efluente sintético,
sendo que H. pluvialis foi melhor para remocdo dos nutrientes: fosfato
(99,31%), ambnio (85,78%) e com a maior producao de biomassa (0,20
mg.L™"). Para o efluente real, ndo foi observado crescimento de S.
guadricauda, entretanto as microalgas C. vulgaris e H. pluvialis
removeram respectivamente 93% (38,4 mg) e 97% (40,3 mg) de NH,",
77% (7,2 mg) e 83% (7,8 mg) e de NO3, 31% (31,9 mg) e 9% (9,2 mg)
de NO,, atingindo uma biomassa de 65,2 mg.L™* e 70,9 mg.L™?, bem
como as velocidades de crescimento (K) 0,35 e 0, 19 divisdes. d™ e por
fim ambas promoveram a remocéo de 100% de PO,*" Desta forma, foi
identificado que as microalgas C. vulgaris e H. pluvialis foram
eficientes na remocdo dos nutrientes presentes no efluente de dejetos
suinos, indicando potencial para contribuir na melhoria da qualidade
ambiental.

Palavras-chave: Remocéo de Nutrientes, Microalgas, Suinocultura






ABSTRACT

Swine production is an important economic and social activity for the
whole country, but especially to the west of the state of Santa Catarina,
which is already one of the largest national producers. However, this
activity is recognized to cause significant environmental problems,
when there is an appropriate treatment of the waste produced during
production, which may affect water resources through the process of
eutrophication. One alternative that has been developed and studied for
the treatment of such waste is using a microalga which promotes the
benefits of purification of effluents, and to generate biomass of
commercial interest, adding to the economic value of the treatment
process. This study evaluated the growth of microalgae Chlorella
vulgaris, Scenedesmus quadricauda and Haematococcus pluvialis
applied in removing nutrients from wastewater of swine production.
Was evaluated the growth of algae under sterile synthetic medium and
effluent samples real. All tests were carried out in Erlenmeyer flasks
with volumes of 250 and 500 ml in triplicate in chamber BOD of 11 to
13 days incubation at a temperature of 25 £ 0,5°C constant illumination
and light intensity 56 pmol. photons. m?2. s™. The synthetic medium
presented maximum concentration of 113,5 mg L™ PO,* and 224,2 mg.
L™ NH,", since the real effluent had 41,5 mg. L™ for NH,", 9,60 mg L™
NO5, 106,09 mg.L"*NO, and 2,97 mg.L™ PO, It was observed that all
microalgae grown in synthetic wastewater, and H. pluvialis was best for
removal of nutrients: phosphate (99,31%), ammonium (85,78%) and the
highest biomass yield (0,20 mg L™). For real effluent, no growth was
observed for S. quadricauda, however microalgae C. vulgaris and H.
pluvialis were removed respectively 93% (38,4 mg) and 97% (40,3 mg),
NH,", 77% (7,2 mg) and 83% (7,8 mg), and NO3, 31% (31,9 mg) and
9% (9,2 mg),NO,’, reaching a biomass of 65.2 mg I* and 70.9 mg L™, as
well as growth rates (K) 0,35 and 0,19 divisions.d™ and finally both
promoted 100% removal of PO,>. This way it was identified that the
microalgae C. vulgaris and H. pluvialis were efficient in the removal of
nutrients in the effluent from pig manure, indicating a potential to
contribute to the improvement of environmental quality.

Keywords: Removal of Nutrients, Microalgae, Swine Production.
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1. INTRODUCAO

Com a atual situacdo mundial, mediada pelos impactos causados
por inimeros anos de agressdo ao meio ambiente, é truismo hoje
reconhecer que a poluicdo estd diretamente associada a problemas
ambientais causados pela economia global. Esse cenario, fez com que a
sociedade repensasse e avaliasse 0s principais erros cometidos,
principalmente pelo setor industrial e essa preocupagio virou atitude em
busca de uma melhoria na qualidade de vida e qualidade ambiental, que
seré deixada de heranca para a populagéo.

A partir das preocupacfes sociais, leis ambientais tornaram-se
mais restritas e a fiscalizagdo tornou-se mais rigorosa. Contudo, a luta
contra a poluicdo tornou-se uma questdo importante em que a agua, o ar
e 0 solo se tornaram os principais focos desta agdo sustentavel. O
aumento da poluicdo, industrializacdo e rapido desenvolvimento
econdmico impuseram sérios riscos a disponibilidade e qualidade dos
recursos hidricos, ndo podendo ser eximidas as agroindUstrias que
contribuem para esta situacéo.

Assim inclui-se a suinocultura, reconhecida como uma importante
atividade socioeconémica nacional, e considerada a quinta atividade em
expansdo no setor de exportagdes agrarias (MIELLE, 2006), como
provedora e co-responsavel pelo impacto ambiental causado pelas suas
aguas residuarias nas aguas superficiais dos corpos d’dgua e
subterrdneas. O principal causador dessa situagdo € 0 manejo
inadequado dos residuos da suinocultura que promove a contaminagao
de lengGis subterraneos e rios através do processo de eutrofizacdo,
levando ao aumento da concentragdo de nutrientes. Ja no solo ocasiona o
aumento da populagdo de patégenos e excesso de nutrientes e no ar
emite gases poluentes (KUNZ et al., 2005).

Os residuos provenientes da suinocultura apresentam elevada
carga organica, altas concentracdes de nitrogénio, fésforo, presenga de
solidos em suspensao e dissolvidos, micro-organismos patogénicos, sais
sollveis e metais pesados, principalmente cobre e zinco, além de uma
alta Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO). Os principais
responsaveis pela degradacdo do ambiente aquatico de superficie sdo o
fésforo, o nitrogénio e a alta DBO. O fdsforo promove desequilibrio dos
ecossistemas através do processo de eutrofizagdo das aguas e a DBO
causa reducdo do oxigénio dissolvido disponivel, comprometendo a
biodiversidade aquatica (MULKERRINS et al., 2004). Ja o nitrogénio
oferece um risco maior em decorréncia do processo de lixiviacdo no
solo, contaminando as &guas subterraneas, pois, o amonio (NH,'),
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presente nos dejetos, sofre oxidagdo até nitrato (NOjz), sendo pouco
adsorvido nos solos e, com facilidade, é movido para aguas superficiais
e subterraneas (KRAPAC et al., 2002).

Para tanto, com o intuito de mitigar os efeitos ao ambiente
provocados pela atividade, as agroindustrias investiram no
desenvolvimento de tecnologias capazes de minimizar o potencial
poluidor das &guas residudrias da suinocultura. Porém, até o momento
ndo sdo vidveis do ponto de vista econdmico, principalmente para
pequenos e médios produtores (BORTOLI, 2010).

Desta forma, o setor carece de tecnologias de baixo custo que
promovam ndo sé a remocdo de matéria organica, mas também os
nutrientes presentes nestes dejetos. Neste sentido, o potencial do uso de
microalgas visando o tratamento de residuos e a utilizacdo da biomassa
destes microrganismos na suplementagdo alimentar de animais, vem
sendo o foco dos estudos de muitos cientistas nos ultimos anos, devido a
identificacdo de diversas substancias de alto valor nutricional que séo
sintetizadas por estes organismos, tentando agregar valor aos residuos
gerados nesta atividade.

A grande diversidade de microalgas e suas caracteristicas
fisiolégicas tornam este grupo uma fonte potencialmente rica para a
aplicacdo em diferentes setores da economia (OLAIZOLA, 2003). A
partir da manipulagdo das condi¢cBes de cultivo e notadamente a
presenca ou auséncia de determinados nutrientes, estimula a biossintese
de compostos que vao desde enzimas até farmacos com elevados valores
comerciais. Além da questdo nutricional, os cultivos de microalgas
podem ser aplicados para sequestrar diéxido de carbono, purificar
efluentes e produzir bicombustiveis (DONG; ZHAO, 2004).

Embora o cultivo de microalgas seja assunto bastante
desenvolvido nas suas mais diversas aplicagdes, muitos pontos ainda
devem ser investigados para que se consiga utilizar de maneira
satisfatéria para o tratamento de efluentes. Haja vista que se tem
buscado cada vez mais formas alternativas de se reduzir impactos
ambientais de forma sustentavel e economicamente viavel.

Neste contexto, o presente trabalho visa contribuir para a
avaliagdo do uso das espécies de microalgas Chlorella vulgaris,
Scenedesmus quadricauda e Haematococcus pluvialis, aplicadas a
remogdo de nutrientes do efluente proveniente de uma estagdo de
tratamento de dejetos suinos em busca de alternativas para a
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complementacdo dos sistemas de tratamento aerébio e anaerébios ja
existentes neste importante setor agroindustrial.






2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento de trés
microalgas verdes Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda e
Haematococcus pluvialis para suas aplicacGes na remogéo de nutrientes
provenientes de efluentes finais de estacdo de tratamento de dejetos de
suinos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o crescimento das microalgas C. vulgaris, S.
guadricauda e H. pluvialis em diferentes fontes de
nitrogénio inorganico, como amaonio, nitrato e nitrito;

e Avaliar o crescimento das microalgas em diferentes
concentracBes do meio sintético suino estéril (100%, 80%,
50% e 20%);

e Realizar o cultivo e analisar quantitativamente o
crescimento das trés espécies de microalgas, bem como a
remo¢do dos nutrientes nitrogénio (amonio) e fosforo
(fosfato) do efluente sintético a partir da concentracdo
estipulada;

e Realizar o cultivo e analisar qualitativamente o crescimento
das trés espécies de microalgas, bem como a remocdo dos
nutrientes nitrogénio (amonio, nitrito e nitrato) e fosforo
(fosfato) do efluente suino real a partir das concentracdes
presentes;

e Identificar a melhor microalga para a remocdo dos
nutrientes nitrogénio (amonio, nitrato e nitrito) e fosforo
(fosfato).






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ALGAS
3.1.1. Definicéo e Caracteristicas

As algas correspondem a um grupo muito diverso de organismos,
apresentando duas formas celulares basicas: procariotas e eucariotas. As
células procariotas apresentam estrutura interna simplificada desprovida
de organelas envoltas por membranas, este tipo celular é representado
pelas cianobactérias, que correspondem a bactérias especializadas que
possuem clorofila a (MADIGAN et al., 2004; LOURENGCO, 2006). J&
0s representantes eucariontes possuem células maiores e com maior
complexidade estrutural, apresentando estruturas delimitadas por
membranas, denominadas organelas, compreendendo a maioria dos
individuos (MAGIGAN, 2004; LEE, 2008), conforme ilustrado na
Figura 1. Apesar das diferencas entre 0s seus representantes,
praticamente todos realizam o metabolismo fotossintético, devido a
presenca de clorofila a (SOUTH; HITTICK, 1987; MADIGAN et al.,
2004).

Figura 1- Diferenca das células procariota e célula eucariota

Ndcleo

Célula procariota

Célula eucariota

Por apresentarem estrutura simplificada, sdo considerados
vegetais inferiores, denominadas por essa razao taléfitas, ou seja, plantas
gue ndo apresentam vascularizagdo, com auséncia de raiz, caule e folhas
(ASCENCIO, 2006), cuja diferenciacdo celular é pequena ou até mesmo
inexistente. Como intitulam e designam organismos muito distintos
entre si, quanto & sua origem, composi¢do quimica e morfologia, o
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termo “alga” ndo confere valor taxondmico ao grupo (RAVEN, 2007;
LOURENCO, 2006).

A partir das diferencas entre estes organismos, as algas podem ser
divididas de diferentes formas: quanto ao nimero de células, unicelular
ou pluricelular; bem como sua dimensdo, sendo denominadas
microalgas quando  apresentarem  dimensGes  microscopicas,
correspondendo claramente a micro-organismos e as macroalgas, com
dimensdes macroscopicas, que podem atingir alturas superiores a 30
metros em espécies marinhas (MADIGAN et al., 2004; LOURENCO,
2006). Seus representantes podem ser de vida- livres ou coloniais, e
guando assumem um arranjo linear sdo denominadas filamentosas,
podendo ser ramificados ou intricados. Contém clorofilas e por esse
motivo possuem coloracdo esverdeada em sua maioria, dependendo do
pigmento presente em abundancia podem exibir coloracdo marrom,
vermelha entre outras (MADIGAN et al., 2004).

3.1.2. Microalgas

A grande maioria das espécies encontra-se no ambiente aquatico,
porém devido a sua grande diversidade, as microalgas podem ser
encontradas em praticamente todos os nichos terrestres, inclusive em
localidades que apresentam grandes variagfes fisicas e quimicas
(LOURENCO, 2006). Podem ser encontrados na superficie de neve,
troncos de arvores, no solo e em associacdo simbidtica com os fungos
(constituindo os liquens), protozoarios de agua doce, esponjas e
celenterados. Na maioria dos habitats apresentam a fungdo principal de
produtores primérios da cadeia alimentar, gragas ao processo
fotossintético (RAVEN et al., 2007; LEE, 2008).

De acordo com Richmond (2004), acredita-se que exista mais de
30.000 espécies de microalgas, 0 que representa um recurso
praticamente inexplorado. Cerca de 1.000 cepas sdo mantidas em
colecbes pelo mundo, entretanto, em torno de 50 espécies foram
estudadas com detalhes, a nivel fisioldgico e bioquimico (OLAIZOLA,
2003).

O cultivo de microalgas € praticado h& quase 140 anos, porém nas
Gltimas décadas com o0 avango e aprimoramento de tecnologias e
ciéncias como fisiologia, microbiologia e as engenharias de maneira
geral houve um avango considerdvel na compreensdo do potencial
biotecnoldgico  destes  micro-organismos (LOURENCO, 2006;
RICHMOND, 2004).
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As aplicagdes mais simples das microalgas correspondem ao uso
na alimentacdo humana e de animais, devido ao elevado teor protéico.
Outras aplicagBes baseiam-se na extragdo de substancias de interesse
comercial para a industria farmacéutica, de cosméticos e alimentos, bem
como o uso dos mesmos como indicadores ambientais, para o
tratamento de &guas residuarias, seqlestro de carbono e por fim
producdo de bicombustiveis (DERNER et al., 2006; CHIST, 2007;
JACOB-LOPEZ et al., 2008; ABDEL-RAQOUF et al., 2012).

3.1.3. Classificacéo

A classificacdo das algas é realizada por diferentes caracteristicas,
incluindo a natureza das clorofilas presentes, a estrutura da parede
celular e o tipo de motilidade, quando existente. A caracteristica mais
empregada para a classificagdo dos organismos sdo os polimeros de
reserva, resultantes da fotossintese (MADIGAN et al., 2004). A partir da
estrutura celular, as algas séo distribuidas em divisdes: Cyanophyta
(cianobactérias) e Prochlorophyta sdo as divisdes procarioticas;
Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta, Cryptophyta e Dinophyta séo 0s
representantes eucarioticos. Apesar das diferencas estruturais e
morfoldgicas entre os representantes de cada divisdo, esses sdo
fisiologicamente similares e apresentam um metabolismo analogo ao
das plantas. A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas de
classificacdo dos grupos de microalgas.

Tabela 1- Propriedades dos principais grupos de algas.

Grupo de Nome Morfologia Pigmentos  Representante  Reserva Parede Principais
Algas Comum Tipico Celular Habitat
Chiorophyta Algas Unicelular  Clorofila Chlamidomonas ~ Amido Celulose Agua doce, solos &
Verdes Folhosa aeb marinhos
N Unicelular Clorofila Euglena Paramilo Auséncia .
Euglenophyta  Euglendide Flagelada aeh de Parede Agua doce e marinhos
. Cloroflage ¢ Gonyaulax . Principalmente
Dinoflagellata Dinoflagelados glr:;zl‘::; xantofila Phesteria Amido Celuose marinhos
» 5 . Dois componentes  4qua doce. solos e
Chrisophyta  Diatomacea  Unicelular Clorofila Nitzschia Lipideos sobrepostos, hg marinhos
aec compostos por
silica
Phasophyta Algas Filamentosa/  Clorofilaaec | aminaria Lammarina Celulose Marinhos
Marrons Folhosa pode xantofila
sermacica
Algas Unicelular ~ Clorofilaged Amido das Celulose .
Rhodoptiyta \Iem?elhas Filamentosa xantofla  oysiphonia florideas Marinhos
Folhosa Ficocianina

Ficoeritrina

Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., (2004)



36
3.1.4. Divisdo Chlorophyta

Chlorophytas ou algas verdes compreendem um amplo grupo de
organismos que apresentam uma grande variabilidade morfolégica,
possuindo representantes microscopicos e macroscépicos em ambientes
dulcicolas, salobros e marinhos. Apresentam cerca de 17.000
representantes, que estdo divididos em quatro  classes:
Micromonadophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae e Chlorophyceae
(TOMASELLI, 2004). Embora sejam encontrados em ambientes tdo
distintos e diversos, cerca de 90% do total de espécies ocorrem
predominantemente em &gua doce. Sdo dotados de clorofila a e b,
contento também carotendides e diferentes xantofilas, sua parede celular
é semelhante as plantas superiores composta por celulose e obtém
reserva através do amido (a- 1,4 glicano). Sdo dotadas de pelo menos
um plasto fotossintetizante, sendo estes envoltos por um envelope de
duas membranas, sem reticulo endoplasmatico e no interior dos
cloroplastos estdo os tilacoides empilhados formando as granas
(RAVEN, 2007; BONINI, 2012).

A reproducdo vegetativa na maioria dos representantes ocorre por
divisdo celular simples e através da fragmentacgdo de talos filamentosos,
formas unicelulares podem se reproduzir também através de esporos,
como no caso da Chlamydomonas (LOURENCO, 2006). J& a
reproducdo sexuada é comum envolvendo isogamia, anisogamia e
0ogamia, ou seja, gametas morfologicamente iguais ou diferentes, sendo
gue a maioria é flagelado. Dependendo da classe do organismo é
bastante comum encontrar diferentes ciclos de vida dentro de uma
mesma divisao (LEE, 2008).

As clordfitas constituem o grupo mais semelhante as plantas
superiores, devido a presenca de estruturas em comum. Varios estudos
moleculares indicam que os dois taxons Chlorophyta e Embriophyta,
podem ser resumidos em um mesmo taxon monofilético, as
Viridiplantae, (REVIERS, 2006; LOURENCO, 2006). A partir da
Figura 2, sdo demonstradas possiveis relacBes entre 0s grupos
pertencentes aos eucariontes e onde seriam encontradas as algas.
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Figura 2- Arvore filogenética demonstrando a relagio entre as algas eucariontes
e outros organismos eucariontes baseado pela codifica¢do da subunidade menor
do rRNA.

Clorofitas e Fungos

Embridfitas

Estramendpilas

Alveolatos

Preminesidfitas

_.-| Criptoménadas
Euglenozodrios TTo---o| Glaucdfitas
,,,,,, Clorarachidfitas

Fonte: Modificado de LOURENGCO (2006).

Por apresentarem semelhancas as plantas, a producdo de
microalgas pode ser justificada a partir de uma andlise comparativa.
Apresentam maior produtividade de biomassa por unidade de &rea,
através da eficiente utilizacdo da energia solar para a producdo de
matéria organica; a natureza unicelular destes organismos permite que a
biomassa apresente a mesma composi¢do bioquimica; ha facilidade da
manipulacdo das condi¢bes de cultivo, como luz, temperatura e
nutrientes; muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular
altas concentragcBes de proteinas, carboidratos, lipidios, entre outros
produtos de interesse (JACOB-LOPEZ et al., 2007; OHSE et al., 2009).

A diversidade cultural destes organismos representa uma
importante caracteristica tecnoldgica, possibilitando o cultivo de
diferentes géneros e espécies em uma ampla faixa de condigdes
operacionais (SUBRAMANIAN; THAJUDDIN, 2005). A exploracao
comercial de algas verdes microscopicas compreende relativamente
poucos géneros, entre 0s quais 0s de maior interesse restringem-se a
Chlorella, Dunaliella e Haematococcus (TOMASELLI, 2004).



38

3.1.4.1 Chlorella vulgaris

Divisdo: Chlorophyta
Classe: Chlorophyceae
Ordem: Chlorococcales
Familia: Oocystaceae
Género: Chlorella
Espécie: Chlorella vulgaris

E uma microalga verde unicelular esférica ou elipsoidal de
tamanho entre 2 e 4 um, apresenta vactolos contrateis, segundo Raven
(2007), esta espécie é considerada uma Chlorophyceae unicelular néo-
movel, conforme visualizado na Figura 3 (RODRIGUES, 2000). Na
natureza a C. vulgaris estda amplamente distribuida em agua doce,
salgada e no solo, cada célula desta microalga contém um dnico
cloroplasto em forma de taca, com ou sem pirendide e um dnico nucleo
muitissimo pequeno.

Esta microalga possui apenas 0 modo de reprodugdo assexuada,
na qual cada célula hapldide divide-se mitoticamente duas ou trés vezes
para originar quatro ou oito células ndo-moveis (RAVEN, 2007), a
divisdo ocorre por ruptura ou dissolucdo da parede parental
(RODRIGUES, 2000; RICHIMOND, 1990). Chlorella sp. é a espécie
mais importante na inddstria de microalgas, sendo cultivada e vendida
essencialmente como alimentos saudaveis (RICHMOND, 1990).

A substancia mais importante produzida por esta microalga ¢ a j3-
1,3 glucano, que possui efeito imunoestimulador ativo, atua eliminando
os radicais livres e reduzindo os lipidios do sangue (IWAMOTO, 2004).
Outros efeitos foram observados, tanto como promotores da salde ou
como acdo preventiva a doencas, conforme referenciado por Spolaore et
al. (2006), porém a sua maior utilizacdo é como aditivo alimentar.
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Figura 3- Imagem da microscopia Optica das células de Chlorella vulgaris com
aumento de 1000X.
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3.1.4.2. Scennedesmus quadricauda

Divisdo: Chlorophyta
Classe: Chlorophyceae
Ordem: Chlorococcales
Familia: Scenedesmacea
Género: Scenedesmus
Espécie: Scenedesmus quadricauda

Esta espécie pode ser caracterizada por individuos coloniais que
vivem flutuando na agua e possuem 2, 4, 8, 16 ou raramente 32 células
dispostas linearmente dentro do cendbio plano (Figura 4). Apresentam
um tamanho variado de 8,2 a 19,6 um de comprimento e de 2,4 a 8,2
um de largura e possuem como caracteristica a presenca de um
cloroplastideo (BICUDO; MENEZES, 2006).

Este género representa um dos mais comuns e cosmopolitas de
algas verdes e sdo encontrados com freqliéncia em ambientes eutréficos
e também sdo dominantes em lagos de A&gua doce e rios
(BOROWITZKA; BOROWITZKA, 1989). Uma variedade de
microalgas aquaticas, incluindo a alga verde Scenedesmus sp., tém sido
estudados para a sua possivel eficacia como recursos bioldgicos para
aplicacbes como alimentos para peixes, a alimentagdo humana,
suplementares nutrientes humanos e de produtos farmacéuticos
(BELAY et al., 1993), e também para a biorremediacéo de agua poluida
(CHONG et al., 2000).
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Figura 4- Imagem da microscopia Optica das células de S. quadricauda com
aumento de 1000X
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3.1.4.3. Haematococcus pluvialis
Posicdo taxonbmica da microalga Haematococcus pluvialis
segundo Van den Hoek et al. (1997).

Divisdo: Chlorophyta
Classe: Chlorophyceae
Ordem: Volvocales
Familia: Haematococcaceae
Género: Haematococcus
Espécie: Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis é uma microalga verde, movel,
unicelular com didmetro de 15 a 20 um, fotossintética e capaz de
sintetizar e acumular o pigmento astaxantina em resposta as condigdes
ambientais (DONG; ZHAO, 2004).

No decorrer do cultivo, quando as condigdes ambientais tornam-
se adversas, como a escassez de nutrientes ou ocorre aumento da
exposicdo a radiacdo solar, H. pluvialis entra em fase de resisténcia e
forma cistos. Estes permitem a sobrevivéncia por longos periodos
(GHIGGI, 2007), até que as condicdes voltem a ser favordveis e as
células retornam a forma vegetativa (CANTER-LUND; LUND, 1995).

Durante o ciclo de vida da H. pluvialis, esta apresenta 4 estagios
ou tipos de células podem ser reconhecidos: microzoodides flagelados,
macrozooides flagelados, células palmeldides imdveis e hematocistos,
0s quais sdo grandes células vermelhas com uma parede celular
altamente resistente (ELLIOT, 1934), conforme visualizado na Figura 5.
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Figura 5- Imagens de microscopia Optica das células vegetativas (a) e
dos hematocistos (b) de H. pluvialis com aumento de 1000X.
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Esta clorofita é responsavel pela producdo do segundo
carotenoide de maior interesse comercial, sendo a principal fonte natural
de astaxantina. A partir dos anos 90 foi iniciado o cultivo em grande
escala, sendo os maiores consumidores as indistrias de producdo de
racdo para salmdo, porém tem-se consumido também através
encapsulados para o mercado de alimentos nutracéuticos. Seu valor
atinge uma média de US$ 3.000 por quilo (LOURENCO, 2006).

O alto valor comercial da astaxantina natural dificulta a
competicdo com o produto sintético, porém com o aprimoramento das
tecnologias de cultivo a tendéncia é que ocorra uma diminuicdo e que
assim o preco final seja repassado ao consumidor. Espera-se também
gue propriedades terapéuticas sejam confirmadas e que assim ocorra um
interesse por parte da indistria farmacéutica, o que promoveria um
aumento da demanda do produto (LOURENCO, 2006).

3.2. METABOLISMO

Microalgas possuem uma versatilidade no que se refere a
manutencdo de suas estruturas, usufruindo diferentes metabolismos
energeéticos, como a respiracdo, fotossintese ou fotorespitacdo e fixacdo
de nitrogénio, sua utilizagdo depende inicialmente da origem evolutiva e
também das condi¢cdes ambientais ou das condi¢des de cultivo, como
demonstrado na Figura 6 (GROBBELAAR, 2004).



42

Figura 6- Possiveis metabolismos realizados pelas algas.
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Fonte: Adaptado de GROBBELAAR (2004).

A partir do uso da fonte de carbono, podemos distinguir dois tipos
bésicos de nutricdo por microrganismos: autotréficos ou heterotréficos.
Os autotroficos obtém todos os elementos necessarios para Sseu
crescimento através de compostos inorganicos, enquanto que 0S
heterotroficos necessitam de substratos organicos sintetizados por outros
organismos. Entre os autotréficos existem os fotoautotréficos, os quais
obtém energia para 0 metabolismo da luz e os heteroautotr6ficos ou
guimioautotroficos, os quais obtém energia para o metabolismo
proveniente de compostos inorganicos ou ions (BORGHETT]I, 2009).

Como mencionado anteriormente, a fotoautotrofia envolve a
utilizacdo da luz como Unica fonte de energia, a qual é convertida em
energia quimica pelo processo de fotossintese. Nestas condi¢Bes de
cultivo, ha uma relacdo direta entre a atividade fotossintética e o
crescimento do micro-organismo, ja que a luz é o substrato e sua
intensidade influéncia na taxa especifica de crescimento, podendo ser
descrito através do modelo de Monod, sendo possivel identificar ou ndo
a foto-inibicdo (HATA et al., 2000; BONINI, 2012).

Para alguns autores como Eriksen (2008) e reforgado por Bonini
(2012), os cultivos fotoautotrdficos apresentam uma produtividade
limitada, jA que é necessario que haja uma conversdo da energia
luminosa em biomassa, sendo que para isso a fonte de luz e a eficiéncia
fotossintética estdo relacionadas. Para tanto é preciso que ocorra um
equilibrio, pois sob baixa iluminacéo a energia disponivel é insuficiente,
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enquanto que a elevada iluminacdo pode provocar foto-inibicdo (YAN
etal., 2011).

Na presenca de moléculas organicas, como agUlcares, acidos
organicos e acetato algumas microalgas e cianobactérias sdo capazes de
usar o metabolismo heterotréfico no escuro (JACOB-LOPEZ et al.,
2007). Assim sendo, o metabolismo consiste na substituicdo do CO,
atmosférico dos cultivos autotréficos, por fontes de carbono
adicionadas, o que possibilita 0 aumento da concentracdo de biomassa e
da produtividade.

Além dos metabolismos citados, € comum observar outro
processo metabolico, o mixotrofico. Este equivale ao autotrofico e
heterotrofico, onde ambos o0s compostos organicos e o CO, sdo
necessarios para 0 crescimento, operando simultaneamente, o0
respiratorio e fotossintético (GROBBELAAR, 2004), porém a
realizacdo da fotossintese é sua principal fonte de energia. Contudo, os
organismos mixotréficos assimilam compostos organicos como fonte de
carbono, enquanto utilizam compostos inorganicos como doadores de
elétrons (LEE, 2004).

Um subtipo de mixotrofia pode acontecer segundo Lourencgo
(2006), sendo denominado anfitréfico, ou seja, 0s organismos Ssdo
capazes de viver através do metabolismo autotrofico ou heterotréfico,
dependendo da concentracdo de compostos organicos disponiveis e da
intensidade luminosa do ambiente em que se encontram.

Para Heredia- Arroyo et al. (2010), os cultivos heterotroficos e
mixotroficos de microalgas sdo menos estudados que o metabolismo
convencional. Este fato seria justificado pela adicdo de uma fonte de
carbono, que poderia competir com substratos para a dieta humana. Para
solucionar esta questdo devem-se pesquisar espécies capazes se crescer
a partir de fontes de carbono simples ou que usem como substratos de
residuos agro-industriais, como no caso do presente trabalho.

3.2.1. Fotossintese

A captacdo da energia solar pelos organismos fotossintéticos e sua
conversao em energia quimica nos compostos organicos reduzidos é a
fonte fundamental de quase toda a energia bioldgica (NELSON; COX,
2000). Este processo pode ser considerado o responséavel por liberar
oxigénio e consumir di6xido de carbono, tornando o ambiente habitavel
até os dias atuais.

A fotossintese representa um processo Unico de conversdo de
energia solar, em que 0s compostos inorganicos na presenga de energia
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de luminosa sdo convertidos em compostos organicos por organismos
fotoautotrofos. Eles usam a energia da luz para extrair protons e elétrons
a partir de uma variedade de moléculas, tais como doadores de H,S, para
reduzir o CO, e formar moléculas organicas (MASOJIDEK et al., 2004).

No caso de algas e plantas verdes, que utilizam a agua como
doadora de elétrons, a producéo de glicose € representada pela equagdo
total da fotossintese. Esta descreve uma reacdo de oxidacdo-reducao
onde a H,0O doa elétrons (como hidrogénio) para a redugdo do CO, até o
carboidrato (CH,0), desta forma a reacdo global de fotossintese pode
ser assim descrita:

6 CO, + 12 H,0 + energia luminosa | CgH1206+% O, + 6 H,O

Apesar da equacdo acima descrita parecer simples, o processo é
bem complexo. Porém de maneira simplificada, a reacdo de fotossintese
abrange dois processos, as rea¢des luminosas, que ocorrem na presenga
de luz e as reacBes de fixacdo do carbono, também conhecida
erroneamente como reacdes do escuro, ja que existem enzimas que
dependem diretamente da luz para realizarem esta etapa (NELSON;
COX, 2000).

Na reacdo luminosa, a clorofila e outros pigmentos absorvem a
energia solar e a conservam na forma quimica de ATP e NADPH;
simultaneamente o O, é produzido e liberado. Nas reacdes de fixacao de
carbono, o ATP e o NADPH séo usados para reduzir o O,, que ocorre
apenas na luz e a redugdo do CO,, que ndo requer luz, sendo assim os
dois processos sdo distintos (MASOJIDEK et al., 2004; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2005). O esquema da Figura 7 demonstra as etapas da
fotossintese e seus produtos.

Figura 7- Principais produtos das reacdes claras e escuras da fotossintese.

2H0 2 NADFH, COy
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Fonte: Adaptado de MASOJIDEK et al. (2004).

O processo de fotossintese aerdbica é dividido em duas etapas,
reacOes claras e reagdes escuras. As reacles claras incluem a absor¢édo
de luz, a transferéncia de elétrons e translocacéo de prétons, resultando



45

na producdo de NADPH,, ATP e O, Na outra fase, as reagdes
acontecem no estroma e representam a reducdo do CO,; e a sintese de
hidratos de carbono, usando o NADPH, e ATP produzido nas reagdes
de luz, ocasionando em um aumento da biomassa das microalgas.

Raven et al. (2007) citam que as reacdes de captacdo da luz
ocorrem nas membranas internas dos cloroplastos, conhecidas como
tilacGides, onde sdo encontradas a clorofila e outros pigmentos, como
carotenodides e ficobilinas. Os tilacdides tém a forma de discos
empilhados, seu conjunto recebe o nome de grana. Os tilacoides de
diferentes grana sao interconectados pelos tilacoides do estroma. A série
de reacBes nas quais a energia captada da luz é utilizada para a sintese
de compostos contendo carboidratos ocorre no estroma, material que
envolve os tilacéides. A Figura 8 possibilita obter uma visdo do
cloroplasto com os seus constituintes, enfatizando a molécula de
clorofila a, que a principal responséavel pela captacdo da energia solar.

Figura 8- Visdo de um cloroplasto e seus componentes, focando para a molécula
de clorofila a, com estruturas policiclicas planas e um &tomo central de
magnésio (Mg).

Membrana
Extracelular

DNA ...

CLOROPLASTO  Estroma ! |

De acordo com Raven et al.(2007) a energia luminosa s6 pode ser
utilizada depois de absorvida pelos pigmentos fotossintéticos na faixa do
espectro de luz que compreende de 400 a 700 nm. Os pigmentos se
encontram em dois fotossistemas, FS | e o FS IlI, assim, quando
iluminados promovem a passagem dos elétrons da dgua para o NADPH,
ocorrendo uma série de reagdes nos tilac6ides dos cloroplastos.

Desde o momento da absorcdo da luz pelo FS |, muitas
transferéncias de elétrons ocorrem, passando por proteinas e coenzimas
até que ocorra a reducdo para a formacdo do produto de interesse, o
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NADPH. A perda de elétrons faz com que estes sejam transferidos ao
FS Il por uma cadeia transportadora de elétrons semelhante a que ocorre
nas mitocondrias durante o processo respiratorio. Quando os elétrons
sdo extraidos da agua e sdo dissociados em protons e O,, ocorre 0
processo de fotoxidacdo da agua. Com a formacgdo de uma bomba de
prétons, induz-se a passagem de H* pela membrana até que o ATP seja
formado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A etapa escura é caracterizada pelo processo de assimilagdo do
carbono, formando as moléculas de carboidratos. Estas sdo formadas a
partir do ciclo de Calvin, ou seja, uma série de reacdes quimicas onde o
CO, é fixado e seus atomos sdo usados na montagem de moléculas
maiores. Neste processo ha gasto de ATP e NADPH obtidos na fase
clara.

Durante este processo, a ribulose bi-fosfato é responsavel pela
producdo de duas moléculas de fosfoglicerato a partir da reagdo com o
CO,. O fosfoglicerato é composto por um atomo de fésforo e por uma
cadeia de trés carbonos (ligados a oxigénios e hidrogénios) chamada de
glicerol. A enzima relacionada a esta etapa é conhecida pela sigla
RUBISCO, que siginifca ribulose bi-fosfato carboxilase. Com o0s
produtos formados na etapa anterior, uma das moléculas de
fosfoglicerato usada para produzir as moléculas de carboidratos e a outra
retornara ao ciclo e sera usada para restabelecer a molécula de ribulose
bi-fosfato gasta no seu inicio.

A adaptacdo de diferentes espécies de microalgas a uma ampla
faixa de concentracdo de diéxido de carbono estd relacionada com um
processo biofisico essencial denominado de mecanismo de concentracdo
de carbono (CCM), que concentra o diéxido de carbono nos sitios de
carboxilagdo fotossintéticos. Estes mecanismos envolvem vias
metabdlicas complexas, ja que variadas formas de carbono inorganico
estdo envolvidas nos processos bioldgicos (JAISWAL; KASHYAP,
2002).

As células das microalgas sdo capazes de utilizar trés diferentes
vias de assimilacdo de carbono inorgéanico: (1) assimilacdo direta do
dioxido de carbono através da membrana plasmatica; (2) utilizacdo de
bicarbonato através da inducdo da enzima anidrase carb6nica, que
converte os ifons HCOs; em COj; (3) transporte de bicarbonato
diretamente através da membrana plasmatica. As enzimas anidrase
carbdnica e ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/desidrogenase sdo as
responsaveis pela biocatalise destas reacdes, no qual a enzima anidrase
carbdnica supre a rubisco através da conversdo de bicarbonato em
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dioxido de carbono, que usa este composto como substrato gerando
fosfoglicerato (JACOB-LOPEZ, 2007).

3.2.2. Nutrientes

Alguns componentes sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de um cultivo, devendo ser acrescentados em menores
ou maiores quantidades nos meios de cultura para obter um melhor
desenvolvimento das espécies. Além de identificar o que é fundamental,
é possivel avaliar o grau de necessidade ou ndo de outros compostos,
sendo que estes podem ser removidos sem causar prejuizos para 0s
organismos (GROBBELAAR, 2004).

O meio de cultivo influencia diretamente no crescimento celular,
bem como na composicdo quimica da microalga que estd em estudo,
assim sendo, considera-se a composic¢ao celular média das algas iguais a
C106H181045N16P1 (CRAGGS, 2005). Observando a composicdo celular
microalgal é possivel identificar os componentes mais importantes para
a sua manuten¢do, como carbono, nitrogénio, fosfato e em menores
guantidades os sais de magnésio, potassio, calcio denominados
microelementos como manganés e cobalto que atuam favoravelmente
em atividades vitais (LIMA et al., 1999).

O carbono é o elemento necessario em maiores concentracdes,
pois constituinte basico para a formacdo de todas as substancias
organicas sintetizadas pela célula, como: proteinas, carboidratos, acidos
nucléicos, vitaminas e lipideos (LOURENCO, 2006). A necessidade de
carbono esta relacionada com o tipo de cultivo utilizado, para altas taxas
de producdo autotrofica, o fornecimento de CO, e HCO; é mais
importante. Para considerar apenas o CO, presente na atmosfera, deve-
se levar em consideracdo a taxa de difusdo do gas em meio aquoso,
obtendo-se uma produtividade limitada que deve ser considerada
(GROBBELLAR, 2004).

O nitrogénio assume um papel de destaque, pois € um dos
principais elementos do metabolismo dos ecossistemas aquaticos,
principalmente devido a sua participacdo na formagdo de proteinas,
sendo este um componente importante da biomassa. As principais fontes
de nitrogénio sdo as fontes inorganicas, como o nitrato, nitrito e amonio
e as fontes orgénicas, uréia, aminoécido livre e peptideos (PADISAK,
2004; GUIMARAES, 2009). Este ¢é incorporado dentro do
microorganismo na sintese de proteinas, sendo que sua auséncia
acarretaria a diminuicdo de aminoacidos e, conseqlientemente, do teor
protéico (REINEHR, 2003).
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O fosforo é outro macronutriente que desempenha um papel
importante nos processos metabdlicos celulares, formando muitos
componentes estruturais e funcionais necessarios para o0 crescimento
normal e desenvolvimento de microalgas, representa cerca de 1% de
peso seco celular (GOLDMAN, 1981). O ortofosfato é incorporado em
componentes organicos através de varios tipos de fosforilacdo, bem
como o fosfato inorganico que também pode ocorrer nas células sob a
forma de polifosfatos, acumulando granulos distintos. Estes granulos
celulares de polifosfato muitas vezes aparecem nas células normais,
guando ha fosfato suficiente para o crescimento, mas desaparecem
quando o fosfato se torna deficiente (HEALEY, 1982; HU, 2004).

O crescimento de algas e absorcdo de nutrientes ndo sdo afetados
apenas pela disponibilidade de nutrientes, eles também dependem de
interacdes complexas entre fatores fisicos, tais como pH, intensidade
luminosa, temperatura (TALBOT; DE LA NOUE, 1993), e fatores
bidticos. Um dos fatores bidticos que pode influenciar o crescimento de
algas é a densidade inicial, espera-se que uma maior densidade de algas
acarretard em um melhor o crescimento e assim uma maior eficiéncia de
remocdo dos nutrientes (LAU et al., 1995). No entanto, uma elevada
densidade algal conduziria a auto-sombreamento que pode acumular
auto-inibidores que reduzem a eficiéncia fotossintética (ABDEL-
RAOUF, 2012).

3.2.3. Assimilagéo de nitrogénio e fosforo

O processo de assimilacdo consiste em uma seqliéncia de reacGes de
reducdo mediadas por complexos enzimaticos, que conduzem a
incorporacdo do elemento, geralmente na forma de ions orgénicos, &
substancias organicas da célula (LAVIN; LOURENCO, 2005).

Para o nitrogénio entrar na célula deve ultrapassar a barreira
permeavel da membrana citoplasmatica. O composto nitrogenado
nitrato, em baixas concentracdes, é captado por um transportador de
elétrons de grande afinidade, enquanto que em altas concentracfes o
processo ocorre por difusdo passiva. J& as baixas concentracGes de
amoénio sdo captadas por uma permease que catalisa um processo
transporte ativo potencial, dependente da membrana. Porém em altas
concentragBes este processo é inibido e o transporte ocorre por difuséo
passiva, sendo que todo o nitrogénio assimilado é convertido em aménio
celular (KOLONDNY et al., 2006; GUIMARAES, 2009).

Microalgas contém tipicamente cerca de 1% de fosforo, em massa
seca (KAPLAN et al., 1986), mas sob certas condi¢des as microalgas
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tendem a reservar muito mais que o fosforo é necessario para a
sobrevivéncia. Este fosforo extra & armazenado como polifosfato para
utilizacdo como um recurso interno quando a concentragdo externa de
fosforo é limitante (KUHL, 1974).

A Figura 9 mostra trés modelos identificados para a nutricdo-P,
estas vao desde a forma simples através da diferenga de concentracdo
(Fig. 1a), passa por um segundo modelo com trés intermediarios, em
gue o fosfato inorganico soltvel (SIP), polifosfato (pdlipo) e P estrutural
e organico (SOP) — (Fig. 1b), e por fim a forma que representa a
complexidade da realidade (Fig. 1c) (MIYACHI et al., 1964).

Figura 9- Representacdo esquemaética para trés modelos de alternativos de
transporte e assimilagdo de P (a) modelo convencional contendo um Unico
alternativa para o nutriente (b) modelo para diferentes tipos de fdsforo, o
inorganico (SIP), e o polifosfato e o organico solivel (SOP) (c) esquema
proposto por MIYACHI et al. (1964), com duas alternativas distintas, sendo que
em uma o SOP é sintetizada diretamente.

Fonte: Adaptado de JOHN; FLYNN (2000).
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3.3. Condicdes de cultivo

As condi¢bes limitantes para o cultivo de microalgas estdo
relacionadas principalmente com as caracteristicas do ambiente e da
cultura. Para avaliar, € importante compreender a importancia e 0s
efeitos de cada variacdo durante o cultivo, tais como: pH, salinidade,
luminosidade, presenca de contaminantes, temperatura, aeracéo,
presenga de ions bicarbonato, fonte de nitrogénio, tipo de biorreator,
idade do indculo, concentracdo inicial de biomassa, densidade
populacional (KITAYA et al., 2005, BEREGUEL et al., 2004;
MOLINA GRIMA et al., 1999).

Quanto ao regime de cultivo, podemos classificar como trés os
principais, entre eles:

Cultivos em batelada ou estanques sdo caracterizados por
apresentar intensas modificagcfes na composicdo do meio durante o
cultivo e pelo efeito de sombreamento causado pela concentracdo
celular com o passar do tempo. Neste cultivo existem fases bem
estabelecidas do crescimento celular, entre elas: fase lag que representa
uma etapa de adaptacdo celular; fase exponencial ou logaritmica, onde
ocorre a duplicacdo do nimero celular; na fase de desaceleracédo ocorre
uma diminuicdo da velocidade de crescimento, causando a cessacéo do
crescimento; fase estacionaria representa a fase em que se atinge o
rendimento final maximo, ocorrendo uma constancia no nimero celular
e por fim a fase de declinio, onde ha consumo enddgeno que promove a
parada do crescimento.

O processo de cultivo continuo representa permanentemente a
saida de cultura com células das microalgas e a entrada de meio
esterilizado no local de cultivo, neste processo € observado o
crescimento balanceado das microalgas, em que as células sdo mantidas
em estado exponencial, para tal condicdo, geralmente sdo realizados
com iluminacdo constante. O acompanhamento de medidas de
crescimento e de consumo de nutriente bem como outros fatores que
podem influenciar no cultivo auxilia na determina¢do das condigBes
experimentais. Este tipo de cultivo requer alguns dias ou até mesmo
semanas para que seja estabilizado e assim ocorra um equilibrio entre a
producdo de biomassa e a entrada do meio de cultivo. Devido ao seu
alto custo, este regime s era utilizado em pesquisa, porém com o
avango das tecnologias ja é possivel encontrd-lo em nivel de escala
comercial.

Por fim, pode ser encontrado um Ultimo processo denominado
semicontinuo, este propicia uma grande producdo de células por
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intervalo de tempo. Para tal, uma quantidade de meio de cultivo é
removida, porém sem células do cultivo e adiciona-se a mesma
guantidade de meio novo. Neste modelo de crescimento sdo observadas
variacOes bruscas da concentragdo celular no cultivo, o fundamento
principal deste sistema é que é possivel obter células em bom estado
fisiolégico, ndo havendo limitagGes por porte de escassez de nutrientes.

Este processo é realizado com freqiiéncia tanto na pesquisa,
guanto em escala comercial, porém as espécies escolhidas para o cultivo
devem ser resistentes as variacdes do meio de cultivo, com altas e baixas
concentracdes de nutrientes (LOURENCO, 2006).

3.3.1. Intensidade Luminosa

A disponibilidade e intensidade da luz, bem como a duracdo dos
ciclos sdo um dos principais fatores que controlam a produtividade de
cultivos fotossintéticos (SICKO-GOAD; ANDRESEN, 1991; LEE;
LOW, 1992). Pulz e Scheinbenbogen (1998) reportam que a atividade
fotossintética se eleva com o aumento da irradiagdo até determinados
valores, posteriormente comega a ocorrer inibicdo do crescimento
celular, através de um fendémeno conhecido por fotoinibicéo.

Segundo estes autores, este fato esta relacionado & saturacdo do
aparato fotossintético dos microrganismos e tem sido observada nas
horas centrais dos periodos luminosos em cultivos abertos e ainda em
cultivos fechados com controle da luminosidade, em situagcbes em que
as concentragdes celulares sdo baixas, como é o caso de start-up dos
processos (GOKSAN et al., 2003; REBOLLOSO-FUENTES et al.,
1999).

Além destas caracteristicas, o fotoperiodo, ou seja, a relacéo entre
a duracédo dos ciclos de luz e escuro causa severas alteragdes nas taxas
fotossintéticas. Este fato, torna-se relevante a medida que o uso destas
rotas metabdlicas em processos de engenharia ambiental requer a
utilizacdo da energia solar, a fim de desenvolver processos de tecnologia
limpa. Desta forma, as células utilizariam a energia luminosa através de
reacBes exergobnicas, as quais seriam utilizadas na sintese de compostos
a partir da fixacdo de didxido de carbono através de reagdes
endergonicas.

Um dos problemas operacionais deste tipo de tecnologia refere-se
a indisponibilidade da energia luminosa em periodos integrais de tempo.
Por outro lado, algumas linhagens quando submetidas a condicbes de
auséncia de luminosidade, podem imediatamente utilizar o metabolismo
heterotréfico para a manutencdo de suas estruturas, no qual hd a
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liberacdo de didxido de carbono em detrimento a assimilagdo, o que é
altamente desfavoravel do ponto de vista do sequestro de carbono
(ACIEN-FERNANDEZ et al., 2005).

Além do fotoperiodo, outros fatores contribuem para um melhor
crescimento microalgal, entre eles, a intensidade e a qualidade luminosa.
Assim, tanto a intensidade quanto a qualidade luminosa estéo
relacionadas ao comprimento de onda que as microalgas estdo expostas,
sendo que a variacdo da luz no espaco (profundidade e latitude) e no
tempo (diariamente e sazonalmente) implica ser este um fator
condicionante no crescimento. A qualidade do espectro luminoso e a
irradiacdo causam distintos efeitos no crescimento e, especialmente, na
composi¢do bioquimica das espécies de microalgas estudadas,
principalmente quanto ao teor de polissacarideos, proteinas e clorofila
(DERNER, 2006).

Para avaliar a qualidade do espectro luminoso, recentes
progressos relacionados a pesquisa da fluorescéncia tém sido obtidos
apos construcdo dos fluorimetros modulados (FLM), que possibilitam
monitorar a fluorescéncia na frequéncia e fase da luz modulada de
excitacdo (1 a 100 kHz), em conjunto com um sistema de deteccdo de
fluorescéncia. Estes aparelhos permitem monitorar a fluorescéncia na
presenga de uma luz continua de qualquer comprimento de onda,
incluindo a luz solar, captando comprimentos de ondas entre 400 e 720
nm, faixa do espectro visivel em que a ocorre a radiacdo
fotossinteticamente ativa (DERNER, 2006).

3.3.2. Disponibilidade de Carbono

A disponibilidade de CO, é um fator determinante para o
desempenho da cultura celular, ja que o diéxido de carbono é a principal
fonte de carbono em cultivos fotossintéticos. De acordo com Cheng et
al., (2006), a concentragdo de dioxido de carbono na corrente de ar de
um fotobiorreator € um parametro determinante, ja que a concentracdo
deste composto ndo devera ser excessivamente baixa, limitando a
disponibilidade de carbono as células, porém ndo devera exceder um
limite superior que cause perdas de CO, para a atmosfera, resultando em
uma poluicdo ambiental desnecessaria. Além disso, Kitaya et al., (2005),
demonstram o efeito adverso causado por elevadas concentragdo de
dioxido de carbono no desenvolvimento celular.
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3.3.3. pH

A faixa de pH considerada 6tima para a fotossintese situa-se entre
7,5 e 10, estando os limites minimos entre 6,5 e 7,0 (VALIENTE;
LEGANES, 1989). Muitas espécies crescem em ambientes que variam
de neutro a alcalino, porém o pH é um fator que afeta diretamente a
distribuicdo e o crescimento de microalgas.

A dissolucdo do dioxido de carbono na fase aquosa de
fotobiorreatores contribui para o controle do pH das culturas
(BERENGUEL et al.,, 2004). O incremento do pH em cultivos
fotossintéticos ocorre devido a atividade bioldgica das células que
produz uma redugdo no contetdo de carbono inorganico dissolvido
através do consumo necessario ao crescimento celular, forcando um
deslocamento do equilibrio carbonato-bicarbonato no sistema tampao.
Além disso, o pH do meio de cultivo ird determinar as formas de
carbono inorganico (CO,, CO5? ou HCO3) dissolvida na fase liquida
(CUARESMA et al., 2006; JACOB LOPEZ, 2007).

Segundo Lee, Apel e Walton (2006), a elevagdo do pH em
cultivos fotossintéticos € um indicador do consumo de carbono
inorgénico pelo crescimento celular. Dentre os fatores mais importantes
no cultivo de algas, destaca-se o pH do meio de cultivo que também
determina a solubilidade do diéxido de carbono e minerais no meio, o
que, direta ou indiretamente, influencia o metabolismo das algas.

A varia¢do do pH em culturas de microalgas ocorre devido ao
consumo de substratos, solubilizagdo e consumo do didxido de carbono,
e a degradacdo de metabolitos produzidos (GRIMA et al., 1999).

3.3.4. Temperatura

Um dos principais fatores para o crescimento de todos os
organismos Vvivos é a temperatura, que além de influenciar nas taxas de
reacdes celulares afeta também a natureza do metabolismo, a
concentracdo de biomassa, as necessidades nutricionais e a composi¢do
da biomassa (FAINTUCH, 1989).

A temperatura Otima para o crescimento de microalgas e
cianobactérias, situa-se geralmente entre 25°C a 35°C (GROSSMAM et
al., 1994). O efeito da temperatura nas caracteristicas fisioldgicas de
cada espécie possui relagdo inversamente proporcional com a dissolucéo
do diéxido de carbono, representando uma limitacdo aos processos de
transferéncia de massa nestes sistemas.



Dois fatores sdo os responsaveis pelo efeito da temperatura no
crescimento e na atividade da biomassa: um é a acdo da temperatura na
estrutura dos componentes celulares (proteinas e lipidios) e o outro é
uma relacdo dos coeficientes cinéticos com a temperatura, 0s quais
dependem das energias de ativacdo das reacdes.

3.3.5. Agitacdo e aeracdo nos cultivos

A aeracdo é um fator muito importante para a homogeneizagao
dos nutrientes e para evitar a sedimentacdo das microalgas. Em cultivos
de grande escala é recomendada a inje¢cdo de CO, para contribuir ao
processo de fotossintese. A concentracdo de O, nos tanques de cultura
representa um bom parametro para se controlar a atividade fotossintética
das microalgas, assim sendo quando se aumenta a atividade
fotossintética a concentracdo de O, pode aumentar rapidamente, inibindo
0 processo da fotossintese, favorecendo a fotoxidagdo (RICHMOND,
1990) o que pode ocasionar danos na morfologia celular, bem como a
morte da cultura em estudo (FAINTUCH, 1989).

A injecdo de ar aos cultivos proporciona uma difusdo efetiva dos
nutrientes, um aporte parcial de CO, inorgéanico, uma estabilidade do
pH, a manutengdo das algas em suspensdo e o cultivo uniformemente
distribuido (COLLA et al., 2002). Estes mesmos autores afirmam que
cultivos em volumes de um litro ou menos ndo necessitam aeracéo,
basta que se realize uma agitacdo manual diariamente, porém nos
cultivos de grande escala é recomendado o inicio da aeracdo na fase de
inducdo, que corresponde ao periodo de até dois dias depois da
inoculagdo

Fast e Boyd (1992) afirmam que a aeragcdo mecanica se faz
necessarias, principalmente, nas seguintes condi¢des: durante a noite,
devido a alta taxa de respiracdo das microalgas; quando as microalgas
ndo sdo sadias (enfermas ou muito velhas), o que origina uma menor
producdo de oxigénio e um alto risco de morte repentina de toda a
biomassa; durante a falta ou caréncia de luz, pois com pouca radiacdo
(solar ou artificial), diminui substancialmente a producdo de oxigénio
inibicdo da fotossintese e assim promove a inibicao da fotossintese.

3.4. Suinocultura
A suinocultura representa uma importante atividade socio-

econdmica, que propicia renda e emprego em Vvarios setores da
economia mundial. O Brasil assume participagdo fundamental na
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producdo mundial de suinos, ocupando o quarto lugar com uma
producdo estimada de 3 milhdes de toneladas, representando cerca de
11% do total de exportagdes de carne suina mundial, sendo o quarto
maior exportador com 530 mil toneladas de carne o sexto maior
consumidor de carne suina (MIELE; MACHADO, 2010). Atualmente
no pais esta cultura apresenta posigdo de destaque frente ao agronegécio
nacional, sendo o quinto setor com maior expansdo nas exportacoes,
com aumento de 9,04 %, comparado 0 mesmo periodo de 2008 e de
2009 (BARRQOS, 2009).

No Brasil, a suinocultura é explorada de duas formas diferentes.
A primeira concentrada nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste
responsavel por 90% da producdo brasileira, que é tecnificada, com altos
indices de produtividade, entre os melhores do mundo. A outra forma de
suinocultura, predominante nas regifes Norte e Nordeste, sdo rusticas e
possuem baixos indices de produtividade e sanidade (NOGUEIRA;
SILVA, 2006; SILVA, 2006).

Os trés estados da regido sul do pais, Santa Catarina, Parana e Rio
Grande do Sul sdo os principais produtores de suinos. Porém, dentro
destes, Santa Catarina é o estado de maior expressdo da suinocultura
tecnificada na economia nacional, o que promoveu efeitos
multiplicadores de renda e geracdo de emprego para milhares de
familias de forma direta ou indireta em vérias ramificaces da cadeia de
producdo de proteina animal (HADDAD et al., 1999; MIRANDA,;
COLDEBELLA, 2002).

A regido oeste catarinense destaca-se apresentando o maior
complexo agroindustrial de suinos e aves do pais. Esta producédo
caracteriza-se pelo trabalho familiar, distribuidas em pequenas
propriedades rurais que sao responsaveis por 75,8% do efetivo de suinos
(IBGE, 2009). Segundo Rodrigues (2000), a producdo de suinos €
caracterizada pelo confinamento intenso em unidades restritas, com
aumento da escala de producdo dos animais. A vantagem associada a
este tipo de produgdo constitui nos baixos custos da producdo e da
logistica, apesar das vantagens associadas a estes sistemas, a medida que
a escala de producdo aumenta, crescem também a quantidade de dejetos
langados a0 meio ambiente e assim geram-se 0s problemas ambientais
(PEREIRA et al, 2010; BORTOLI, 2010).

3.4.1. Problemas Ambientais associados a suinocultura

Os problemas vinculados s atividades suinicolas estdo associados
as grandes perdas de nutrientes em decorréncia da digestdo limitada por
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parte dos animais, sendo eliminadas através das fezes, urinas e dos
gases. Os principais impactos causados ao meio ambiente sdo
decorrentes do grande volume de dejetos gerados pelos suinos, que
variam de acordo com a fase de crescimento, alta concentragdo de
nutrientes presentes nas aguas residuarias e do manejo improprio dos
dejetos de suinos (KUNZ, 2009).

Os dejetos provenientes do cultivo suino constituem uma fonte
poluidora que exige atencdo, ja que contribui para os baixos indices de
qualidade ambiental quando ndo tratados de maneira adequada. Assim,
0s dejetos dos animais ndo tratados, langcados no solo e nos mananciais
de &gua, podem causar desequilibrios ambientais, dispersar patdgenos,
eutrofizar aguas superficiais, desequilibrar macro e micro nutrientes no
solo e gerar impactos por antibiéticos e desinfetantes sobre a
comunidade microbiana do solo (DETTMER, 2003).

O manejo inadequado dos residuos da suinocultura como o
extravasamento de esterqueiras e a aplicacdo excessiva no solo, pode
ocasionar a contaminacdo de rios como a eutrofizacdo, de lengois
subterraneos levando ao aumento da concentragdo do ion nitrato, do solo
com o aumento da populacdo de patdégenos e excesso de nutrientes, e do
ar como emissdes de gases poluentes (KUNZ et al., 2005).

A constituicdo quimica e organica dos dejetos é muito varidvel,
assim sendo as &guas residudrias produzidas apresentam essa varia¢do
de maneira mais acentuada, ja que este € influenciado pelo manejo e a
guantidade de agua utilizada no processo. Porém de maneira geral, os
dejetos de suinos apresentam concentracGes elevadas de demanda
bioguimica de oxigénio (DBO), sélidos em suspensdo e
macronutrientes, como o nitrogénio e o fosforo (DARTORA et al.,
1998).

Segundo SCHAFER (1985), o actimulo de nutrientes nas aguas
naturais causa o processo de eutrofizacdo, que com o enriquecimento de
nutrientes estimula o crescimento e a multiplicacdo de algas e de outros
vegetais aquaticos. Tais condicBes propiciam efeitos adversos como
formacdo de toxinas proveniente das algas e residuos, problemas de
odor, morte de peixes, efeitos nocivos a salde humana, diminuicdo da
concentracao de oxigénio dissolvido (OD), dificultando a autodepuragéo
do corpo receptor.

Saraiva (2000) relata que o nitrogénio contém muitos estados
oxidativos e pode ser encontrado sob muitas formas no ambiente e que
as reacOes de troca de um estado de oxidacdo para outro podem ser
realizadas por organismos vivos. Assim, este composto pode ser
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observado conforme segue: N (-111) em NH3 (NH;"); N(I11) em nitritos
(NOy), e N(V) em nitratos, NO3', bem como N(0) em N, e em outras
formas, como em o6xidos nitroso (N,O) e nitrico (NO) e diéxido de
nitrogénio (NO,). Apesar de apresentar diferentes formas, as mais
estaveis e mais comuns no meio ambiente s&o NH," e a forma mais
oxidada NOgz’, ambas com alta solubilidade em &gua (BAILEY et al.,
2002).

As principais fontes de nitrogénio para organismos pertencentes
ao fitoplancton constituem as fontes inorganicas que sdo compostas por
nitrato, nitrito e aménio, e as fontes orgénicas que sdo uréia,
aminocidos livres e peptideos, além do dinitrogénio atmosférico que é
utilizado pelas fixadoras de nitrogénio (PADSAK, 2004).

Ja o fosforo pode apresentar trés diferentes formas nas aguas, 0s
fosfatos organicos que constituem moléculas organicas, os ortofosfatos
representados pelos radicais PO, HPO,? e H,PO, que podem
combinar com céations formando sais inorganicos nas aguas e por fim os
polifosfatos ou fosfatos condensados que formam os polimeros de
ortofosfatos. No entanto, esta terceira forma ndo requer atencéo especial
para o controle de qualidade das aguas, pois os polifosfatos sofrem
hidrélise, convertendo-se rapidamente em ortofosfatos nas &guas
naturais.

O crescimento acelerado e desordenado das criagBes intensivas de
suinos, muitas vezes torna dificil o seu planejamento e o tratamento dos
seus efluentes. Assim, com os elevados volumes de dejetos produzidos
nas instalagdes suinicolas, tanto os médios quanto os grandes produtores
tém excedente de residuos que precisam ser tratados eficientemente para
eliminar ou, pelo menos, minimizarem os problemas de degradacéo
ambiental gerados por esta atividade. Entretanto, a qualidade do efluente
tratado ndo passa por monitoramento periodico, apresentando, em sua
maioria, apenas a eficiente remocao de carga organica, existindo poucas
preocupagdes com relagdo & remocdo dos nutrientes, dos metais pesados
e dos microorganismos patogénicas presentes nos dejetos suinos
(BORTOLLI, 2010).

A problematica descrita é resultado da falta de um programa de
sustentabilidade da suinocultura no Brasil, que integre os produtores de
suinos e as agroindustrias. A resolucdo desses problemas passa pelo
estabelecimento de estratégias que integrem 0s componentes: humano
(formagdo de recursos humanos), técnico (desenvolvimento de
metodologias e tecnologias) e de sensibilizacdo (educacdo ambiental)
(BELLI FILHO et al., 2001), visando a redugdo dos impactos da
atividade e o reaproveitamento integral desses residuos (SOUZA, 2009).
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3.4.2. Legislacdo Ambiental

A edicdo das leis de crimes ambientais e de gerenciamento de
recursos hidricos, bem como a pressdo dos 6rgdos sanitarios no sentido
do licenciamento ambiental deste tipo de atividade agropecuéria, esta
possibilitando a aplicacdo de tecnologias que agreguem valor aos
dejetos e, ou, que minimizem os danos ambientais causados
(DETTMER, 2003).

A resolucdo da CONAMA 357/05, através do Art. 1° dispde
sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento dos
corpos de agua superficiais, estabelecendo as condicbes e padrdes de
lancamento dos efluentes. No seu capitulo I, artigo VII — refere-se a
carga poluidora: diz que a quantidade de determinado poluente
transportado ou lancado em um corpo de &gua receptor, expressa em
unidade de massa por tempo.

Os valores maximos admissiveis dos parametros relativos as
formas quimicas de nitrogénio e fésforo, nas condicdes de vazdo de
referencia, poderdo ser alterados em decorréncia de condi¢des naturais,
ou quando estudos ambientais especificos, que considerem também a
poluicdo difusa, comprovem que esses novos limites ndo acarretardo
prejuizos para 0s usos previstos no enquadramento do corpo de agua.
Para aguas doces de classes 1 e 2, quando o nitrogénio for fator
limitante para eutrofizacdo, nas condigdes estabelecidas pelo 6rgéo
ambiental competente, o valor de nitrogénio total (ap6s oxidacdo) nédo
devera ultrapassar 1,27 mg/L para ambientes Iénticos e 2,18 mg/L para
ambientes Idticos, na vazao de referéncia. Ja para efluentes, é permitido
na saida 20 mg/L de N.

Atender a um padrdo de emissdo igual a 5 mg/L para a aménia
pode ser dificil para muitos sistemas, ja que este composto é bastante
toxico e restritivo a vida dos peixes, sendo que muitas espécies nao
suportam concentracdes acima de 5 mgL™. Além disso, como visto
anteriormente, a amonia provoca consumo de oxigénio dissolvido das
aguas naturais ao ser oxidada biologicamente, a chamada DBO de
segundo estagio. Por estes motivos, a concentracdo de nitrogénio
amoniacal € importante pardmetro de classificacdo das aguas naturais e
normalmente utilizado na constituicdo de indices de qualidade das
aguas.

J& 0s nitratos apresentam toxicidade e sdo capazes de causar a
doenca metahemoglobinemia infantil, na qual o nitrato é reduzido a
nitrito na corrente sanguinea e compete diretamente pelo oxigénio livre
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na corrente sanguinea e assim o sangue fica azul, podendo ser letal para
criancas (LINCOLIN; EARLE, 1990). Por essa razdo, o nitrato é padréo
de potabilidade, sendo 10 mgL™ o valor méximo permitido pela Portaria
36. Além disso, os nitritos préprios sdo importantes como precursores
de compostos N-nitroso, principalmente nitrosaminas, que tém recebido
consideravel atencdo devido as suas possiveis propriedades
carcinogénica, teratogénica e mutagénica (ABEL, 1989).

Segundo a Resolugdo CONAMA 357/2005, considera-se a
manipueira enquadrada na classe 2, que determina como limite maximo
de DBO o valor de 5 mg.L™ (CONAMA, 2005). Este valor podera ser
ultrapassado no caso de efluente de sistemas de tratamento de &guas
residudrias que reduza a carga poluidora em termos de DBO em 5 dias,
0 teste deve ser realizado a temperatura de 20°C do despejo em no
minimo 80%. Caso pretenda-se lancar o efluente em corpo receptor, o
sistema deve ser planejado de forma que se atenda a Legislacdo
Ambiental, cuja exigéncia é de que o efluente atinja o padrdo de
lancamento (DBO de 60 mg.L™) ou que o sistema tenha eficiéncia de
85% na remoc¢do de DBO e que o langamento do efluente tratado ndo
venha a alterar a classe de enquadramento dos cursos d’agua
(BORGUETTE, 2009).

3.5. Tratamento de efluentes com microalgas

A crescente evolucdo tecnoldgica e o desenvolvimento das
atividades humanas e agropecuérias nos ultimos tempos vém gerando
cada vez mais elevados volumes de efluentes urbanos e industriais.
Desta forma, conforme mencionado no item anterior, 0S mesmos nao
podem ser lancados no ambiente sem o devido tratamento, para
promover a reducdo dos compostos presentes, tornando-0s seguros a
salde e ao ambiente (ASLAN; KAPDAN, 2006; XIN et al., 2010).

O tratamento de efluentes envolve altos custos, desta forma, ha
interesse na pesquisa e em estudos de novos processos para a remogao
de nutrientes e matéria organica. O projeto de planta idealizada pela
maioria seria uma combinag&o para tratar o efluente e a0 mesmo tempo
obter produtos de interesse biotecnoldgico e que permita agregar valor
ao final do processo (QUEIROZ et al., 2001; MANETTI, 2008;
QUEIROZ et al., 2011; BONINI, 2012).

A pesquisa sobre a utilizacdo de microalgas como um processo de
tratamento terciario de aguas residuais foi iniciada em meados dos anos
50, porém foi na década de 1970 que os projetos foram difundidos. O
efluente servia como meio e fonte de nutrientes, principalmente



60

nitrogénio e fosforo, assim as microalgas poderiam converter a energia
solar em biomassa (til e incorporando os nutrientes (DE LA NOUE; DE
PAUW, 1988) favorecendo tanto ao ambiente, quanto & energia
(LOURENGCO, 2006). Essa idéia foi disseminada nos Estados Unidos
por Oswald e Gotaas (1957) e foi intensivamente testado em muitos
paises (GOLDMAN, 1979; SHELEF; SOEDER, 1980; DE PAUW;
VAN VAERENBERGH, 1983).

De maneira geral, o tratamento de efluentes € uma medida
importante para reduzir os contaminantes e outros poluentes presentes
nas aguas residuais. Tendo inicio a partir do processo de tratamento
primario, onde o0s sélidos, 6leos e gorduras sdo removidos. J& o
tratamento secundario elimina produtos quimicos presentes no efluente
e ao final é realizado o tratamento terciario, 0 que remove 0s micrébios
de aguas residuais antes de serem descartados nos rios (RAWAT et al.,
2011; SRIRAM; SEENIVASAN; 2012).

Estudos ja foram realizados, como o de Tam e Wong (1989) e de
Gonzales et al. (2008) para identificar o uso potencial das microalgas em
sistemas de tratamento secundario e também em um pré-tratamento.
Entretanto, os sistemas de algas tém sido tradicionalmente e
amplamente empregados em processos terciarios (LAVOIE; DE LA
NOUE, 1985; MARTIN et al, 1985;. OSWALD, 1988).

O processo de tratamento terciario remove carbonatos, aménio,
nitrato e fosfato, variando de acordo com a planta. Pode ser realizado
guimicamente ou biologicamente, com a tecnologia e a compreensado
dos sistemas, 0 processo bioldgico de tratamento tercidrio demonstrou
um bom desempenho quando comparado com 0s tratamentos quimicos
que sao utilizados normalmente, e que geralmente apresentam um alto
custo e podem conduzir a polui¢do secundaria (ABDEL-RAOUF et al.,
2012). No entanto, cada etapa adicional em uma planta de tratamento de
efluente aumenta muito o custo total, assim o custo relativo de
tratamento dobra para cada passo adicional (OSWALD, 1988).

Quando comparado com o tratamento convencional de aguas
residuais, em que um floco biolégico degrada a matéria organica
carbonéacea até CO,, as algas podem assimilar poluentes organicos em
componentes celulares como lipidios e carboidratos, alcangando assim
reducdo de poluentes sem gerar danos ao ambiente (WANG et al, 2010).
As algas podem ser utilizadas no tratamento de aguas residuais para uma
gama de fins, alguns dos quais sdo usados para a reducdo de bactérias
presentes (incluindo coliformes), reducdo da DBO e da DQO, remo¢éo
de nutrientes como nitrogénio e fosforo (N e ou P), e também para a
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remocdo de metais pesados (ABDEL-RAOUF et al., 2012). De acordo
com o interesse é escolhido a fase do tratamento em que serd empregado
0 uso das microalgas.

Para ser obtido um crescimento eficaz das microalgas em aguas
residuais, muitas variaveis podem influenciar diretamente, assim como
em qualquer meio de cultivo, as variaveis criticas sdo o pH, a
temperatura, a concentragdo de nutrientes essenciais, incluindo o N, P e
carbono orgénico (e as relacdes destes constituintes), e a disponibilidade
de luz, O, e CO,. Além destes ja descritos para o cultivo, a presenca de
toxinas como cadmio e ou mercdrio, ou produtos quimicos e organicos é
outro fator que merece atencdo para o crescimento em aguas residuais.
Essa situacdo é comum em efluentes industriais e seus derivados de
aguas residuarias, em que os fatores bidticos podem impactar
negativamente o crescimento de algas, como a presenca de bactérias
patogénicas ou predatdrias no zooplancton, além de outros micro-
organismos nas aguas residuais que podem competir diretamente com as
mesmas por nutrientes essenciais (PITTIMAN et al., 2011).

De acordo com o trabalho de PITTMAN et al. (2011), as
microalgas podem crescer em diferentes efluentes sob situacdes
diversas, como: aguas residuais de estacdes de tratamentos de efluentes
domésticos, aguas residuais efluentes agropecuarios, 0s mais variados
efluentes industriais e meios sintéticos simulando alguns efluentes reais.
Embora a aplicacdo de microalgas no efluente indlstria ainda seja
bastante limitada, as algas sdo utilizadas em todo o mundo para
tratamento de aguas residuais, porém, em uma escala relativamente
pequena (WANG et al., 2010).

Os atributos ideais de espécies de algas para utilizagdo no
tratamento de aguas residuais, principalmente em lagoas de
estabilizacdo de alta taxa sdo: (1) elevada produtividade de crescimento
(alta produtividade) quando alimentados com nutrientes de &guas
residuais que sdo predominantemente N-amoniacal e P-fosfato, (2)
toleréncia a variacdo sazonal e diurna em condi¢fes de crescimento ao
ar livre, (3) formacdo de agregados permitindo assim a separacdo pela
gravidade simples (PARK et al., 2011).

Muitas espécies de microalgas sdo capazes de crescer em aguas
residuais. Palmer (1974) pesquisou géneros de microalgas a partir de
uma ampla distribuicdo de lagoas de estabilizagdo, obtendo como
resultados uma abundancia de microalgas de acordo com a sua
frequéncia, assim Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena, Oscillatoria,
Micractinium e Golenkinia foram as mais encontradas (ABDEL-
RAOUF et al., 2012). Porém, variadas espécies de microalgas sdo
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utilizadas para o tratamento de efluentes, quer seja isoladamente ou em
sistemas integrados com bactérias- microalgas, entre elas Oscillatoria,
Scenedesmus, Chlorella, Cymbella, Euglena, Ankistrodesmus,
Anabaena e Micractinium, ja foram bem elucidadas (LOURENCO,
2006).

A dindmica de um sistema integrado de tratamento com bactérias-
microalgas estendem-se além da producéo de O, pelas microalgas e que
serdo usadas pelas bactérias para a oxidacdo dos residuos, envolvem
tanques para deposito da fermentacdo do metano e de s6lidos suspensos,
oxidacdo da matéria organica dissolvida, remocéo de aménio, nitrato e
fosfato, precipitacdo de calcio e magnésio e outros metais, bem como a
desinfeccdo da biomassa formada ao fim do processo (LOURENCO,
2006), como segue a Figura 10.

Figura 10- Representacdo esquematica da dinamica envolvida no tratamento de
efluentes domésticos por meio de um sistema integrado bactérias- microalgas,
onde deve haver movimentagdo constante no processo.
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Fonte: Modificado de OSWALD (1988).

Desta forma, utilizando-se as microalgas de forma isolada ou em
sistemas integrados, para reducdo de matéria orgénica ou até mesmo
para a remocdo de nutrientes e desinfeccdo deve-se avaliar qual a
melhor alternativa para cada sistema e planta qual a viabilidade real.
Para tanto é preciso um conhecimento prévio sobre principalmente a
caracterizacdo do efluente ao qual sera submetido ao tratamento, a partir
deste critério faz-se a escolha do organismo que melhor desempenhara
esta tarefa e que ao fim gere biomassa.
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3.5.1. Remocdao de Nutrientes (Nitrogénio e Fdsforo)

O uso de microalgas tem sido proposto como visto anteriormente
a bastante tempo, nesse contexto muitos estudos ja foram realizados e
comprovaram a eficiéncia de remocdo de nutrientes inorganicos que
podem ser incorporados a biomassa cultiva e assim gerar um subproduto
Gtil e de interesse (XIN et al., 2010; BONINI., 2012). As microalgas
possuem papel importante na reciclagem de nutrientes e por essa razdo
autores como Aslan e Kapdan (2006) referem-se ao uso de microalgas
com vantagens para a remocao de fosforo e nitrogénio, pois apresentam
um baixo custo de operacdo, ha um ganho em biomassa e assim evita-se
do descarte de lodo em corpos receptores de agua.

A remocdo de nutrientes estd se tornando uma importante
prioridade para plantas de tratamento de esgotos, devido ao impacto
deletério destes produtos quimicos tém sobre os corpos receptores de
tratamento de aguas residuais planta de efluentes (SINGH; THOMAS,
2012).

Como mencionado anteriormente, a principal forma de remocéo
destes nutrientes é por absorcao celular e 0 amoniaco pode ser extraido
pelo aumento do pH. Entretanto estes s6 poderdo ser consumidos se a
agua residudria apresentar uma relacdo adequada entre N/P (XIN et al.,
2010), porém para a realizacdo deste processo ndo ha necessidade da
presenca de carbono para que ocorra a remogdo de nitrogénio e fdsforo,
neste sentido seu uso é atraente para o tratamento de efluentes
secundarios (ABDEL-RAOUF et al., 2012).

As mais utilizadas culturas de microalgas para remocdo de
nutrientes sdo espécies de Chlorella (LEE; LEE, 2001; KUMAR et al.,
2010), Scenedesmus (GONZALEZ et al., 19997; MARTINEZ et al.,
2000; KIM et al., 2007) e Spirulina (OLGUIN et al., 2003; MEZZOMO
etal., 2010).

Visando compreender o processo e aperfeicoar a remogdo de
nitrogénio e foésforo, muitos estudos concentraram-se em fatores
ambientais que podem vir a influenciam crescimento de microalgas,
como a concentracao de nutrientes (ASLAN; KAPDAN, 2006), a forma
de nutrientes (HYENSTRAND et al., 2000), disponibilidade de luz
(LEE; LEE., 2001). Os efluentes de maneira geral podem conter
diferentes formas de nitrogénio inorganico (nitrato, aménio, nitrito),
desta forma, é importante saber o efeito de desses diferentes compostos
no crescimento das microalgas e também a remocdo de nutrientes.
Alguns projetos de pesquisa (HYENSTRAND et al, 2000) relataram que
0 amdnio era mais facil de ser absorvido por algas que o nitrato, devido
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a falta da enzima nitrato redutase em células de algas. No entanto, a
influéncia do diferentes fontes de nitrogénio sobre o processo de cultivo
de algas e nutrientes tem sido pouco relatada (XIN et al., 2010)

3.5.2. Efluentes Agropecuarios

O meio de cultivo para o crescimento e desenvolvimento de
microalgas deve possuir alguns nutrientes essenciais, como
referenciados anteriormente, dentre os quais o carbono, nitrogénio,
fosforo e enxofre (WANG et al., 2008). Neste sentido as aguas
residuarias vém sendo usadas para cultivar estes organismos ja que
apresentam elevadas concentra¢des destes nutrientes (BONINI, 2012).

Assim é sabido que o cultivo de microalgas em efluentes
agropecuarios ja foi estabelecido, sendo utilizado para uma ampla
variedade de efluentes, como: a vinhaca, que é um subproduto obtido a
partir da cana- de- aglcar (BONINI, 2012), manipueira que & um
residuo da cultura de mandioca (BORGUETE, 2009), efluente da
indGstria de arroz parbolizado (JACOB-LOPES, 2007), efluentes
proveniente da biodigestao de aves e suinos (VENDRUSCULO, 2009) e
finalmente os mais diversos efluentes provenientes da suinocultura
(CHENG et al., 2002; OBAJA et al., 2003; RODRIGUEZ; BELLI
FILHO, 2004; KIM et al., 2007; KUMAR et al., 2010; GONZALEZ et
al., 2011).

3.5.3. Efluentes da Suinocultura

Muitos estudos tém mostrado que o dejeto proveniente da
suinocultura apresenta elevado teor de nutrientes, ou 0Ss Sseus
subprodutos, como o efluente da digestdo anaerébia (FENTON; O
HUALLACHAIN, 2012). Grande quantidade de residuos produzidos na
industria pecudria poderia ser reutilizada para produzir produtos de valor
tais como microalgas, que sdo utilizados predominantemente no
tratamento primario das aguas residuais para a biorremediag&o.

A eficiéncia para a remocao de aménia e fosforo foi comprovada
no trabalho realizado por Gonzéalez et al. (1997). Neste foi realizado o
tratamento do efluente agroindustrial secundario de uma industria de
laticinios e suinocultura, em que foi avaliado o crescimento das
microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus dimorphus sob diferentes
biorreatores (um triangular e outro cilindrico). No entanto, a eficiéncia
final para ambas as microalgas ao fim de cada ciclo foi semelhante.
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Usando C. vulgaris, o biorreator triangular apresentou remogao superior
para a aménia, enquanto o cilindrico foi superior para a remoc¢do de
fosforo.

Em 2000, Rodriguez trabalhou com a microalga Chlorella
minutiissima para realizar quatro experimentos com dejetos suinos
visando estabelecer a diluicdo ideal de trabalho, aumentar a escala sob
condicdes semi-controladas, adicdo de uréia para o controle do pH do
meio e por fim testou-se a quitozana como agente floculante. Assim
obteve-se crescimento positivo no dejeto para a concentracdo igual a
280 mgL™" de DQO para uma profundidade de 20 cm, reduziu-se a
DQO, turbidez, concentracdo de solidos totais, volateis, suspensos,
amonia, orto fosfato e fosfato total. A concentracdo de floculagdo com a
quitozana foi de 12 mgL™ por 20 minutos de exposic&o.

No trabalho realizado por Bertolin et al. (2004), estudou-se 0
cultivo da cianobactéria Spirulina platensis utilizando-se efluente
sintético de suino para avaliar o crescimento de duas cepas dessa
cianobactéria, em funcdo da diluicdo do meio e da concentracdo de
bicarbonato de sodio. Neste sentido conclui-se que existe diferenca pala
as cepas avaliadas e que o crescimento é favorecido pela diluicdo do
meio de cultivo, sendo que para cada variavel avaliada houve uma
diferenca cepa, porém ambas podem ser cultivadas em efluente sintético
suino.

Ja no trabalho de Fioresi e Sipalba-Tavares (2008) investigou-se
a influéncia do meio a base de esterco suino in natura e biodigerido,
sobre o crescimento e desenvolvimento da microalga Ankistrodesmus
gracilis. Foi percebido que o requerimento de luz foi diferente entre os
meios, com menor intensidade para o esterco biodigerido (13,5uE.cm’
2s™), indicando menor custo beneficio. O meio a base de esterco suino,
mostrou bons resultados para o crescimento de A. gracilis, com
qualidade de agua adequada para cultivo, podendo ser utilizado para
cultura em larga escala.

No estudo sobre o efeito da concentracéo inicial de microalgas em
aguas residuais do tratamento de suinos realizado por Travieso et al.
(2006) foi desenvolvida uma cultura mista de bactérias e Chlorella
vulgaris. A remogéo de DQO e as concentraces de microorganismos
aumentaram com o passar do, no entanto, houve inibi¢do do crescimento
guando a concentracdo inicial do substrato aumentou para DQO 1100
mg/L, assim houve diminuicdo da remocdo de DQO e da concentragdo
de microorganismos, foi observada uma forte relacdo entre a razdo da
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concentragdo inicial do substrato e da concentracdo inicial de
microorganismos, com a taxa de crescimento especifico.

Neste estudo foi utilizado o efluente digerido de suinos como
fonte de nutrientes para substituir o meio sintético de cultivo o
crescimento de Chlorella vulgaris. Dois experimentos foram realizados
para investigar o efeito das concentracdes de nitrogénio amoniacal total,
meios de indculo e as freqliéncias de alimentacdo sobre o desempenho
das microalgas. Assim foi possivel inferir que uma producdo com alta
densidade de C. vulgaris poderia ser conseguida a curto periodo de
tempo pela alimentagéo de efluente digerido (KUMAR et al.,2010).

No trabalho descrito por An et al. (2003) foi desenvolvido um
estudo laboratorial para a remocdo de nitrogénio e fésforo em &guas
residuais provenientes da suinocultura apds pré-tratamento por
biorreator de membrana (MBR), com fermentagdo acidogénica como
fonte de crescimento para a microalga verde Botryococcus braunii
UTEX 572, juntamente com as medicGes de formacdo de
hidrocarbonetos pela alga. Neste contexto foi verificado que B. braunii
cresceu bem em aguas residuais suinas, com peso celular seco igual a
8,5 mgL™ e uma producéo de hidrocarbonetos de 0,95 gL™ foram
obtidas, sendo que 620mgL™ de nitrato foram removidas do meio.

Aguas residuais de suinos foram usadas para o cultivo
mixotrofico da microalga Chlorella pyrenoidosa ap6s um tratamento
primario, em que simplesmente o efluente foi diluido antes do uso para a
producgdo de biomassa e de &cidos graxos. Obtendo-se uma eficiéncia de
remogdo de amonio superior a 90% em todas as amostras diluidas e foi
verificado que os perfis de acidos graxos encontrados nos lipidios eram
diferentes ap6s cultivo com o efluente quando comparado com o meio
de cultivo sintético Bristol. Assim conclui-se que este tratamento foi
eficaz para reduzir o elevado teor de matéria organica dos residuos
suinos com uma producdo de lipideos provenientes de microalgas
(WANG etal., 2012).

Shen et al (2012) tiveram por objetivo fixar a concentracdo de
nitrogénio total (NT) e fosforo total (PT) em efluente suino para a
producdo de hiomassa, avaliando o crescimento individual das espécies
de microalgas Scenedesmus obliquus e da Chlorella sp., bem como o
crescimento misto. A concentragdo de efluente variou de 25 a 100%, os
resultados indicaram que a concentragdo do meio e o pH sdo
fundamentais para a geracdo de biomassa e por conseguinte remocgéo de
N total e P total, no cultivo misto com as espécies testadas a
concentracdo de trabalho foi 75% do efluente com 10 dia de cultivo
onde foram removidos 87,3% de NT e 64,3% de PT.
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Assim, com o intuito de complementar os estudos
referenciados, e de acordo com as caracteristicas do efluente foram
encontradas informacdes importantes que poderdo contribuir para o
tratamento dos dejetos, diminuindo assim os impactos causados por esta
producdo. Desta forma, visando colaborar para um melhor entendimento
sobre o comportamento das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus
guadricauda e Haematococcus pluvialis em efluente proveniente da
suinocultura e sob as condicOes de cultivo & elas impostas.






4. MATERIAL E METODOS

Todos o0s experimentos realizados neste trabalho foram
desenvolvidos do Laboratério de Tratamento Bioldgico de Residuos
(LTBR), o qual est4 locado no Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

4.1. Obtencéo e aclimatacédo das cepas

Dois organismos teste deste trabalho, Chlorella vulgaris e
Scenedesmus quadricauda foram escolhidos por apresentarem um facil
cultivo e manipulagdo. Sdo amplamente difundidos e pesquisados na
area de tratamento bioldgico de efluentes. Estudos ja foram realizados
partindo do isolamento destas espécies de estacBes de tratamento de
efluente doméstico, ambientes eutréficos e também em aguas residuais
de diferentes setores industriais, tendo como interesse a remoc¢do dos
nutrientes fosforo e nitrogénio (GONZALEZ et al., 1997; MARTINEZ
et al., 2000; FIERRO et al., 2008; MARIN et al., 2010). A microalga
Haematococcus pluvialis foi escolhida, pois apresentou um bom
crescimento de biomassa perante efluentes domésticos e suinos,
promovendo a remocéao de nutrientes no trabalho de Kang et al (2006).
Esta microalga é produtora do carotendide astaxantina e por essa razéo,
pode agregar valor ao tratamento realizado.

As microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda e
Haematococcus pluvialis foram gentilmente cedidas pelo Departamento
de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e
apresentam o seguinte histérico: C. vulgaris foi isolada na regido de S&o
Carlos, SP; S. quadricauda e H. pluvialis foram provenientes do banco
de cultura de algas da University of British Columbia (Canadian Center
for the Culture of Microorganisms).

Logo que chegaram ao LTBR as mesmas foram inoculadas no
meio Water Culture (WC), adaptado de Guillard e Lorenzen (1972), em
gue a composicdo estd descrita na Tabela 2, para aclimatacdo e
crescimento. A esterilizacdo do meio de cultura foi realizada em
autoclave a 121°C por 15 minutos conforme, APHA (2005). O primeiro
inéculo foi realizado em tubos de ensaio no volume de 10 ml e
posteriormente foram transferidos para frascos erlenmayer de 125 ml,
250 ml e por dltimo 500 ml. A concentracdo de in6culo correspondia
sempre a 10% do volume final da cultura. Os frascos foram mantidos
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em incubadora DBO com iluminagdo constante (fotoperiodo de 24h)
(ZHANG et al., 2011), promovida por duas lampadas fluorescentes do
tipo “luz do dia” da marca Taschibra com 20 watts de poténcia cada, o
que corresponde a uma intensidade luminosa igual a 56 pumol de fétons.
m?2. st (JACOB LOPEZ, 2007), medidos pelo equipamento Luximetro
da marca Minipa modelo MLM 1010 (preciséo de = 4%), temperatura
controlada por sensor, com set point para 25 £ 0,5 °C (GROSMAN et
al., 1994), o pH no meio entre 6 e 8 (RODRIGUES, 2000) e tempo de
incubacdo de 10 a 13 dias (AN et al., 2003). Frente & essas condicbes 0s
micro-organismos foram submetidos experimentos.

Tabela 2- Composi¢do da solucdo estoque de micronutrientes e vitaminas do

meio Water Culture — WC.

Componente Composicdo (g.L™%)
ZnS0,. 7TH,0 0,022
CoCl,. H,0 0,01
CuS0QO4. 5H,0 0,01
MnCl,. 4H,0 0,18
Na,MoO,. 2H,0 0,006
H3BO; 1
Na,EDTA 4,36
FeSO, ; H,0O 3,2
Tamina 0,1
Biotina 0,0005

Fonte: Adaptado de GUILLARD; LORENZEN (1972).

Tabela 3- Composigdo dos macronutrientes do meio de cultura WC.

Componente Composicéo (g.L ™%

CaCl,. 2 H,0 0,0367

MgS0O,.7H,0 0,0399
NaHCO; 0,0125
K;HPO, 0,0088
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NaNO; 0,085

Na,SiO3. 5H,0 0,032
Fonte: Adaptado de Guillard; Lorenzen (1972)

O Meio WC era composto pela solucdo descrita na Tabela 3 com
a adicdo de 1 ml.L™ da solucdo apresentada na Tabela 2.

4.2 TESTES DE TOXICIDADE

Este experimento foi realizado com o intuito de identificar se
haveria algum efeito téxico da concentracdo de nitrogénio presente no
efluente suinicola e verificar qual seria a melhor diluicdo para a
realizacdo do cultivo. O meio de cultivo sintético suino utilizado foi
descrito por Bertolin et al. (2005), conforme a Tabela 4. A concentracao
deste meio foi de 113,5 mg.L™" de PO,> e 224,7 mg.L™ de NH," e a
partir desta solucdo foram realizadas dilui¢des de 100, 80, 50 e 20% do
meio em &gua destilada estéril. Os ensaios foram realizados em tubos de
ensaio de 20 ml, com mistura manual diaria e incubada nas mesmas
condi¢Bes da aclimatagdo das cepas descritas no item 4.1. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e 0s resultados expressos como
uma média aritmética dos mesmaos.

Tabela 4. Composicéo do efluente sintético suino.

Componente Concentraco (g.L™)

NaHCO; 0,60000
K,HPO, 0,72000
NaNO; 0,00100
KCI 0,40000
MgSO,. 7 H,0 0,40000
CaCl 0,05000
FeSO,. 7 H,0O 0,04000
H3BOs 0,00500

MnCl,. 4H,0 0,00300




72

ZnSQO4. TH,0 0,01350
CuSO0O,. 5H,0 0,00500
MoOs; 0,00003
CoCl, 0,00010
NH,CI 0,96120
EDTA 0,10000
Na,SO4 0,60000

Fonte: Adaptado de Bertolin et al. (2005).
4.2.1. Avaliagdes do Crescimento em Meio Suino Sintético:

Os ensaios foram realizados em cultivo tipo batelada, em frascos
erlenmayer de 250 ml, contendo 120 ml de meio de cultura, onde foi
acrescentado 12 ml de indculo, valor que corresponde a 10% do volume
final da cultura. O cultivo foi realizado com iluminag¢do constante, ou
seja, fotoperiodo correspondendo a 24h de luz e incubados em camara
de DBO com temperatura controlada em 25°C + 0,5°C. Diariamente
eram retiradas amostras assepticamente em camara de fluxo laminar,
conforme descrito por APHA (2005), e determinados: a concentracéo
celular e clorofila a; o pH através do pHmetro da marca Luton; e as
concentragdes de NH," e de PO,, os quais foram determinados pelos
métodos  colorimétricos de  Nessler (VOGEL, 2002) e
Vanadomolibdofosforico, descrito por APHA (2005), respectivamente,
melhor descritos no item 4.3.4. Todos 0s ensaios desta série foram feitos
em triplicata e 0s seus resultados expressos como média aritmética dos
mesmos.

4.3. Obtencdo do efluente suino

O efluente suino foi obtido a partir da Estacdo de Tratamento de
Dejetos Suinos (ETDS) da Embrapa Aves e Suinos, localizada em
Concordia, Santa Catarina. O efluente foi trazido em frascos plasticos de
5 litros e mantido refrigerado até o momento do processamento em
laboratério. A Figura 11 apresenta uma fotografia da ETDS da
EMBRAPA e a Figura 12 apresenta o fluxograma de processo da
mesma.
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Figura 11- Imagem da estacdo de tratamento de dejetos suinos da Embrapa
Aves e Suinos, Concordia, SC.

Fonte: PEREIRA et al. (2010).

Nesta estacdo de tratamento, o dejeto oriundo das granjas de
criacdo de suinos é recebido e armazenado em um tanque com volume
correspondendo a aproximadamente 6 m®. A seguir, 0 mesmo passa por
uma peneira de escovas rotativas (1), que realiza a separacdo de sélidos
grosseiros, maiores que 2 mm, posteriormente, o dejeto segue por
gravidade até o tanque de -equalizacdo (2), onde ocorre a
homogeneizacdo do material residual. Ap6s a passagem pelo tanque de
equalizacdo, o dejeto é bombeado para o Flotodecantador (3) onde
ocorre um tratamento fisico-quimico, realizado pela adicdo de agentes
floculantes, como o tanino e a poliacrilamida. O sobrenadante desta
etapa conduzido por gravidade até o reator bioldgico anaerébio com
manta de lodo de fluxo ascendente — Upflow Anaerobioc Sludge
Blanket (UASB) (4), onde os solidos orgéanicos suspensos sdo
guebrados, biodegradados e digeridos através de uma transformacao
anaerdbia, resultando na producdo de biogas e no crescimento da
biomassa bacteriana. Os gases gerados no processo sdo armazenados e
gueimados na Camara de Biogas.

O efluente do reator UASB alimenta o Reator Biolégico Aer6bio
(RBA) (5) cuja capacidade é de 80 m® e seu funcionamento é baseado
no processo de lodos ativados, tendo por finalidade degradar
biologicamente a matéria organica remanescente sob condicfes aerobias
e promover a oxidacdo do nitrogénio amoniacal. Ap6s a passagem pelo
RBA, o efluente se desloca para o Decantador Secundério (DS) (6) onde
sobrevém a separacdo do sélido-liquido, sendo que ao fundo o lodo é
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depositado (7) e a fragdo liquida tratada (8) segue para o corpo receptor
(PEREIRA et al., 2010).

Figura 12- Fluxograma da Estacdo de Tratamento de dejetos suinos da Embrapa
Aves e Suinos, Concordia, SC, com numeragéo indicativa a partir da descri¢do
do processo e énfase para o efluente utilizado no presente trabalho.
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Fonte: KUNZ et al. (2009).

Tabela 5- Resultados médios (mg. L") das andlises realizadas no
acompanhamento da EDTS - EMBRAPA, Concordia, SC nos anos de 2005 e
20086.

Efluente Afluente Remocéo
Parametro (mg.L ™) (mg.L ™) (%)
DBO 9.150 250 97
DQO 17.570 550 97
NTK 1.840 440 85
PT 490 70 86

Fonte: KUNZ et al. (2009).
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O efluente empregado para a realizacdo dos experimentos é
proveniente da saida do RBA (lodos ativados), ou seja, o efluente final
da estacdo de tratamento que sera descartado em corpos receptores
d’agua e que estd identificado na Figura 12 pelo nimero 8. Para tanto,
busca-se realizar um polimento final que permita o lancamento do
efluente conforme a resolugdo 357 do CONAMA, embora o sistema
demonstre eficiéncia na remo¢do de nutrientes e matéria organica,
conforme demonstrado na Tabela 5.

Para caracteriza-lo, foram realizadas determinacdes analiticas da
série de sélidos (ST, SV, SF, SST, SSV e SSF), alcalinidade, demanda
guimica de oxigénio (DQO), pH, além dos ions amdnio, nitrato, nitrito e
fosfato.

4.3.1. Teste de Crescimento em Diferentes Fontes de Nitrogénio

Para tal foi utilizado o meio de crescimento descrito na Tabela 1,
em que a fonte de nitrogénio foi substituida por sais de NH,", NO, e
NO;z', nas mesmas concentragdes de nitrogénio. O teste foi realizado em
tubos de ensaio de 20 ml contendo 10 ml de meio autoclavado por 15
minutos a 120°C e 1 atm de presséo, em seguida foi adicionado 1 ml de
inéculo, em triplicata para cada microalga e cada fonte de nitrogénio,
teve duragdo de 10 dias e a cada 24 h eram realizados a homogeneizagao
do meio e o rodizio dos tubos, para que todos recebessem a mesma
intensidade luminosa. Ao final do experimento foi verificado o
crescimento qualitativo de cada microalga avaliada.

4.3.2. Avaliacdo do Crescimento em Efluente Suino Real

O ensaio foi realizado a partir do cultivo batelada, em frascos
erlenmayer de 500 ml com o volume de 300 ml de efluente autoclavado,
com indculo correspondendo a 10% do volume final do meio. Assim
como o0s outros experimentos, foi feita triplicata para cada microalga
avaliada, sob as condicdes de iluminagdo constante, ou seja, fotoperiodo
correspondendo a 24 h de luz, com incidéncia luminosa igual a 56 pmol
de fétons. m?2 s e temperatura aproximada de 25°C controlada por
sensor da incubadora DBO e confirmado através da medicdo por
termdmetro de mercurio. A Figura 13 apresenta uma fotografia dos
frascos incubados na cAmara de DBO.
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Diariamente eram retirados 10 ml de amostra de cada unidade
experimental, assepticamente em cAmara de fluxo laminar, sendo que as
mesmas eram armazenadas em tubos de ensaio de 12 ml previamente
autoclavados. A partir destas amostras eram realizadas as analises de
biomassa, clorofila a e carotendides, bem como o acompanhamento de
NH,*, NO3, NO, e de PO43', 0s quais foram realizados por métodos
colorimétricos, além do pH, monitorado pelo pHmetro da marca Luton.
Os métodos empregados estdo descritos no item 4.3.4 a seguir. Quando
necessario, o pH do meio foi ajustado com a adigdo de &cido sulfdrico
0,05N.

Figura 13- Imagem dos frascos na cadmara de DBO para 0 experimento com
efluente real suino.

4.3.3. Determinag6es Analiticas Rotineiras

As determinagbes analiticas foram realizadas diariamente ao
longo dos experimentos.

4.3.3.1. Determinagéo de Nitrito

O composto nitrito (NO,) foi determinado através do kit
analitico NitriVer2 da empresa Hach Company. O método 8153,
descrito no manual de analises e procedimentos da companhia, emprega
0 sulfato ferroso em meio &cido para reduzir o nitrito para 6xido nitrico.
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Os ions ferrosos combinam com o 6xido nitrico para formar um
complexo marrom-esverdeado em proporcdo direta com o nitrito
presente. O Oxido entdo é convertido em um cromogeno através da
reacdo com cadmio, permitindo a leitura em espectrofotdmetro
(Adaptado de McALPINE, 1933).

4.3.3.2. Determinacédo de Nitrato

Esta analise foi realizada seguindo o método do acido salicilico
descrito por Catoldo et al. (1975). A anélise é descrita como uma réapida
determinacdo para NO3, em que 0 método baseia-se na formacgdo de um
complexo formado pela nitritagdo do &cido salicilico em condigdes
acidas, em que a absorbéancia é realizada sob condicdes basicas, com pH
superior a 12. Assim, para realiza-la é colocado 0,2 ml de amostra em
um tubo de ensaio com capacidade superior a 25 ml e adiciona-se 0,8
ml de solugcdo AS-H,SO,. Aguarda-se 20 minutos para que a reagdo
ocorra e em seguida é acrescentado 19 ml da solugdo de NaOH com
concentracdo de 2N, espera-se esfriar a solugdo e posteriormente é
realizada a leitura em espectrofotdmetro HACH DR 2010 em 410 nm.
A curva padréo foi preparada com NaNOg, abrangendo a faixa de 0-70
mg N-NO;".L™ e sua coloragdo amarela é proporcional & quantidade de
nitrato encontrado na amostra.

4.3.3.3. Determinagdo de Amonio

Para a realizacdo da analise, foi usado o método proposto por J.
Nessler e descrito em Vogel (2002). A analise é realizada pela
determinago do fon aménio (NH,"), identificado através da adicio de
solucdo alcalina de iodeto de mercurio Il em uma solucdo de iodeto de
potassio como reagente que possibilita a determinacdo colorimétrica de
amonia. Quando o reagente Nessler é adicionado a uma solugéo diluida
que contenha sais de aménio, a amodnia liberada reage rapidamente,
porém ndo instantaneamente, formando um produto de coloracdo
laranja- marrom que permanece em solucdo de forma coloidal e flocula
com o tempo.

4.3.3.4. Determinacao de Fosfato
O método realizado para esta analise é intitulado

vanadomolibdofosférico (APHA, 2005; VOGEL, 2002). Neste, a
determinacdo de fésforo é realizada em duas etapas: na primeira ocorre
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a transformacdo do fdésforo em ortofosfato e na segunda a reacdo de
calorimetria. A analise é fundamentada na diluicdo de um ortofosfato,
onde a adi¢do de molibdato de amdnia em condi¢des acidas forma um
heteroacido, provocando a formacgdo do molibdofosférico, que resulta
em uma coloracdo amarelada, cuja intensidade do amarelo ¢é
proporcional a concentragdo de fosfato, sendo o limite de detecgdo da
analise de 2-10 mg de P-PO,*L™.

4.3.3.5. Analise de Clorofila a

A determinacéo de clorofila a foi desenvolvida segundo o método
espectrofotométrico descrito em Lourengo (2006). Para tal foi realizada
a extracdo do pigmento a partir de uma solugdo de acetona 90% vl/v,
assim as amostras retiradas diariamente eram filtradas com auxilio de
uma bomba a vacuo em membrana de acetato de celulose com
porosidade de 0,45 um. Ap0s a filtracdo, os filtros eram colocados em
tubos de ensaio de 10 ml com tampa onde se adicionava 5 ml da solucéo
de acetona e com o auxilio de um bastdo de vidro macerava-se o
contetido e era acrescentado o volume final para completar os 10 ml.
Estes tubos foram vedados com papel aluminio e mantidos 24h sob
refrigeracdo a 4°C. Posteriormente a esse periodo foi realizada a
centrifugacdo dos tubos em centrifuga Sigma em temperatura ambiente
e rotacdo de 3000 rpm durante 10 mim, compactando os residuos do
filtro no fundo do tubo. Ao fim deste processo as amostras eram
submetidas a leitura espectrofotométrica.

A determinacdo espectrofotométrica da concentracdo de
pigmentos fotossintéticos,
nomeadamente da clorofila a, foi efetuada utilizando os comprimentos
de onda estipulados por Lorenzen (1967). A leitura foi feita em dois
comprimentos de onda submetidos a duas situacdes diferentes, a
primeira leitura foi realizada em 664 nm e depois em 750 nm, ao final
deste foi adicionado 100 pl de HCI a 0,25 M, os frascos foram agitados
e apo6s 1 min foi realizada novas leituras nos mesmos comprimentos de
onda realizados anteriormente, o branco da anélise é feito com a solugéo
de acetona 90%. Todas as etapas do processo de extragdo para esta
andlise foram cuidadosamente realizadas ao abrigo de luz, ou seja,
foram desenvolvidas na penumbra para que nao houvesse a degradacao
da clorofila pela luz.

A partir das absorbancias encontradas foi realizado o calculo da
concentracdo de clorofila a segundo Lorenzen (1967), conforme
demonstrado na Equagéo (1):
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AxKx(ABS . —ABS,., )<V
V xc

Clorofilaa (mg.m*®) =
1)
Em que:

A: coeficiente de absor¢do clorofila a = 11;

K: fator que equaciona a redugéo da absorbéancia na concentracéo inicial
de

clorofila a ap6s acidificagdo = 2,43;

v: volume de acetona utilizado para a extracdo (ml);

V: volume de amostra filtrada (L);

¢: caminho 6ptico da cubeta (cm);

ABSges: absorbancia em 665nm;

ABSggs,: absorbancia em 665 nm ap0s a adi¢do de 4cido.

4.3.3.6. Analise de Carotendides

Esta analise é realizada da mesma maneira que a analise de
clorofila a, porém a concentragdo de carotendides ¢ calculada a partir da
equacdo de Strickland e Parsons (1968), que estima o total de
carotendides presente na amostra, a partir dos extratos de acetona
(LOURENCO, 2006) a concentracdo é determinada através da Equacéo
).

Carotenidestoti (pg.rl):[zsxABsmnm—(3,0xABs750m)—1,49xABsmnm—(2,0xABs750nm)1xﬁ
X
)
Onde:

v: volume acetona utilizado para a extracao (L);

V: volume filtrado de amostra (L);

¢: caminho Optico da cubeta (cm);

ABS: absorbancia.

4.3.3.7. Determinagdo da Biomassa

Esta foi realizada através da densidade dptica no comprimento de
onda igual a 560 nm, em espectrofotdbmetro HACH DR 2010. Neste
comprimento de onda, a absorbancia ¢ atribuida a obstrucéo fisica da luz
pelas células em suspensdo (LOURENCO, 2006). Contudo, apés o fim
do cultivo foi realizada a medida de massa seca a partir de amostras com
20 ml de cada unidade experimental, para entdo realizar uma correla¢do
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de cada espécie de estudo entre a massa e a absorbancia obtida
diariamente. Para tal determinaco, foi realizada a filtragdo a vacuo,
com membranas de acetato de celulose com porosidade de 0,45 pm,
previamente pesadas e depois colocadas em estufa de secagem por 24h a
105°C, posteriormente as mesmas foram colocadas em dessecadores até
que esfriassem e foram novamente pesadas em balanca analitica (GRIS
et al., 2010). Através do calculo de peso seco, a relacdo obtida entre a
absorbancia em 560 nm e a massa de microalgas de cada espécie € dada
pelas Equacgoes (3), (4) e (5).

BiomassaC.vulgaris (g.L )= 0,004x ABS ., 3)

BiomassaS.quadricauda(g.L ™) =0,001x ABS ..., (4)

BiomassaH. pluvialis (g.L™*) = 0,006 x ABS ., - (5)

4.3.3.8. Determinacao de solidos suspensos totais e sdlidos suspensos
volateis

Para a realizacdo dos solidos suspensos totais foi utilizada a
metodologia desenvolvida por Olsson e Nielsen (1997) descrita por
Zdradek et al. (2006). Inicialmente a membrana de acetato de celulose
com porosidade de 0,22um foi seca em forno de microondas, na
poténcia de 180 watts, durante 15 minutos e em seguida foi levada ao
dessecador até esfriar e logo em seguida foi pesada em balanca analitica.
A mesma membrana foi utilizada para filtrar 10 ml do efluente aerébio e
retornou ao micro-ondas, conforme descrito anteriormente para retirar a
umidade. A concentracdo de solidos suspensos totais foi obtida pela
diferenca das massas secas antes e depois da filtragem da amostra,
conforme a Equacéo (6).

s7 = (M ~M™) (6)
Vv
Onde:
SST: Concentracdo de sélidos suspensos totais (gSST/L);
m;: massa do filtro ap6s a secagem (g);
my¢: massa do filtro com a amostra apds a secagem (Q);
V: volume da amostra (L).
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A concentragdo dos solidos suspensos volateis (SSV) foi realizada
conforme Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, que promove a calcinacdo da biomassa em mufla a 550°C
durante 15 minutos por cadinho (APHA, 2005).

4.3.3.9 Alcalinidade total

Para determinacdo de alcalinidade foi utilizado o método
titulométrico (APHA, 2005). Este pode ser aplicado quando houver a
presenca de carbonato e bicarbonato. A reacdo é baseada na
concentracdo dos fons OH", HCO; e CO3? que podem ser titulados por
uma reagdo neutralizante até ser atingido o pH 4,5.

4.3.3.10. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A anélise de DQO foi realizada segundo procedimento descrito
pelo Standard Methods for the examination of water and wastewater
(APHA, 2005). Por este método a matéria orgénica € oxidada pelo
reagente dicromato de potassio em um meio acido, que contém sulfato
de prata como catalisador durante o processo de digestdo, em refluxo
fechado. Assim determina-se a quantidade de matéria orgéanica a partir
do oxigénio utilizado pelo processo de oxidacao descrito.

4.3.4. Andlise Estatistica dos Dados

Para tal, foram utilizados os valores obtidos durante o
acompanhamento dos experimentos descritos nos itens 4.2.1 e 4.3.3.
Assim os dados foram submetidos a uma andlise no software
STATISTICA 7.0, onde foi realizado o teste Bartlett para determinar a
homogeneidade e normalidade dos valores, quando necessario foi
realizado um ajuste a partir da transformagdo dos mesmos para raiz,
arco-seno ou log. A partir do resultado obtidos foram realizados os
seguintes testes: se as amostras foram homogenias e normais, foi feito o
teste paramétrico de analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste
Tukey. Se o resultado do teste de homogeneidade e normalidade néo foi
positivo, foi realizado o teste ndo- paramétrico de Kruskal- Wallis e
posteriormente o teste de Dunn. Todos os testes estatisticos foram
verificados com uma significancia de 95%.
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4.3.5. Célculos Realizados

4.3.5.1. Remoc¢édo de Nutrientes

Por se tratar de um cultivo em batelada, a remocéo dos nutrientes
de nitrogénio e fosforo foi realizada a partir do célculo e transformada
para porcentagem, segundo a Equacéo (7):

_(€-C) 14, "

0
Em que:
n: remogdo  do
nutriente em porcentagem (%)
C: concentracdo inicial do nutriente
Co: concentracdo final do nutriente

4.3.5.2. Produtividade

O célculo da produtividade de cada microalga avaliada neste
trabalho foi obtido através da Equacéo (8):

(Xi _Xo)
At

P= ®)
Onde:

P: produtividade em microalgas (mg.L" 1d )

Xo: concentracdo celular inicial (mg. L D)

X: concentragdo celular final (mg. L™)

At: intervalo de tempo (d)

4.3.5.3. Velocidade de Crescimento (K)

A equacdo utilizada para calcular a velocidade de crescimento
celular das microalgas do presente trabalho foi determinada por Stein
(1973), conforme demonstrada na Equacéo 9:

3 322 X
K= xlog —2 9
A 09 )
Em que:
K: velocidade de crescimento (divisées. dia™);
3, 322: fator de conversao do logaritmo de base 2 para a base 10;
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A t: intervalo de tempo (d);

X: concentragdo inicial (mg.L™);
Xo: concentragdo final (mg.L™);
log: logaritmo base 10.

4.3.5.4. Consumo de Substrato (Fontes de Nitrogénio e Fdsforo)

Para a verificacdo desta condicdo foi realizado o célculo da
velocidade de consumo de substrato para os nutrientes nitrogénio e
fésforo avaliados neste trabalho, calculado a partir da Equagéo (10

(So - S)
__ At 1
Hs ” (10)

Onde:

Hs: velocidade de consumo de substrato (d™);

S: concentracéo final de substrato (N ou P) (mg.L™);

So: concentracéo inicial de substrato (N ou P) (mg.L™);

X: concentracdo de biomassa (mg.L™);

At: intervalo de tempo (d).

4.3.5.5. Fator de Converséo de Nitrogénio e Fosforo em Células (Y
xin €Y xp)

Para identificar quanto de nitrogénio (11) ou fésforo (12) foi
incorporado em hiomassa, foi calculado o fator de conversdo atraves dos
valores obtidos pelo calculo dos balancos de massa, conforme a férmula

abaixo:

— (X _Xo)
N (Ng—N) ()
_(X=X,)
Y% (P,—P) (12

Onde:

Yxn: fator de converséo de nitrogénio em célula (mg X. mg N™);
Y p: fator de conversdo de fésforo em célula (mg X. mg P™);
Xo: concentragdo inicial de biomassa (mg.L™);

X: concentracdo final de biomassa (mg. L™);

No: concentrago inicial de nitrogénio (mg. L™);

N: concentracéo final de nitrogénio (mg. L™);
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Po: concentracéo inicial de fésforo (mg. L™);
P: concentracéo final de fésforo (mg. L™Y).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Teste de toxicidade

Este teste preliminar teve por intuito identificar se a concentraco
de nutriente praticada poderia causar a inibicdo do crescimento dos
organismos avaliados. Para tal, foi usado o meio sintético proposto por
Bergmann et al. (2000), que ja havia sido testado no trabalho de Bertolin
et al. (2005) para a cianobactéria Spirulina platensis.

Com 10 dias de cultivo, o crescimento das trés espécies de
microalgas ja4 era evidenciado pela coloracdo verde nos frascos.
Entretanto, para H. pluvialis, nas maiores concentra¢fes (100% e 80%),
foi verificada a coloragdo avermelhada do cultivo, em decorréncia da
formag&o de cistos constituidos por astaxantina. Assim, acredita-se que
a microalga foi imposta uma condicdo de estresse (GUIGGI, 2007), ja
gue haviam altas concentragdes dos nutrientes fosfato e amoénio no
meio. O crescimento de C. vulgaris e S. quadricauda era esperado, ja
gue as mesmas sdo frequentemente encontradas em ambientes
eutréficos.

O resultado obtido com a realizacdo deste teste foi crescimento
positivo para todas as concentrag@es avaliadas para as microalgas C.
vulgaris S. quadricauda e H. pluvialis. Diferindo dos resultados obtidos
por Bertolin et al. (2005), nédo foi verificada a necessidade de diluigdo do
meio de cultivo para as microalgas avaliadas.

Juntamente com este experimento, foi verificada a viabilidade do
meio de cultivo perante diferentes maneiras de esterilizacdo. Para tal,
realizou-se a esterilizagdo por calor Umido sob pressdo (conforme
descrito no item 4.1) e mediante a filtracdo em membrana de acetato de
celulose 0,22 pum. Para ambos os modos de esterilizagdo referidos,
foram encontrados crescimento positivo para as espécies avaliadas,
desde que os sais estejam perfeitamente solubilizados, permitindo a
disponibilidade dos nutrientes para as microalgas.

Com o crescimento positivo obtido em todas as concentracGes
testadas, bem como para 0 modo de esterilizacdo, foram escolhidas as
condi¢des para a realizagdo dos experimentos seguintes: concentracéo
de 100% do efluente sintético suino e esterilizacdo através de calor
Umido sob pressdo.
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5.2. Crescimento das Microalgas em Diferentes fontes de Nitrogénio
Diante das caracteristicas do efluente da planta da Estacéo de

Tratamento de Dejetos Suinos da EMBRAPA (item 4.3), foi
necessario realizar um teste para verificar a utilizacdo de diferentes
compostos nitrogenados (NH,*, NOs e NO,) pelas microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis. Foi encontrado como resultado
0 crescimento positivo das trés espécies de microalgas avaliadas,
demonstrando assim a utilizag8o das fontes de nitrogénio encontradas no
efluente real.

Segundo consta na literatura e corroborando com os resultados
encontrados no presente trabalho, outras espécies de microalgas, como
Ankistrodesmus gracilis e a Microcystis ponniformis, apresentaram
crescimento para todas as fontes nitrogenadas avaliadas. Foram
observadas velocidades de crescimento superiores para 0 amdnio como
fonte de N e uma maior concentragdo de biomassa com o0 nitrato
(ALMEIDA, 2007). No trabalho de Silva (2006) foi verificado o
crescimento de C. vulgaris para a concentracéo de 0,23 mg.L™ de N-
NO,".

Partindo dos resultados encontrados, € possivel afirmar que as
microalgas avaliadas crescem em diferentes fontes nitrogenadas, seja
amonio, nitrito ou nitrato. Assim sendo, sdo adequadas para a remogao
dos compostos nitrogenados presentes nos efluentes estudados neste
trabalho.

5.3. Resultado da Avaliacdo do Crescimento das Microalgas em
Efluente Sintético

Durante este experimento os nutrientes aménio e fosfato foram
acompanhados diariamente para cada microalga, além da concentracédo
de biomassa avaliada ao longo do cultivo, conforme apresentado na
Figura 14 e da concentracédo de clorofila a, apresentada na Figura 15.
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Figura 14- Acompanhamento do crescimento a partir da concentragcdo de
biomassa (mg.L™) e da remogdes dos nutrientes PO, e NH," (mg.L™) das
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do tempo.
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Figura 15- Acompanhamento da concentragdo de clorofila a (mg.m°®) para as
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em fungdo do tempo de
cultivo.
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Durante o cultivo, a microalga C. vulgaris apresentou o seguinte
comportamento, cresceu ao longo do tempo, atingindo uma
concentracdo de biomassa igual a 16,85 mg.L™". Como o crescimento,
houve o aumento da concentragdo de clorofila a chegando até 0,203
mg.L™?, como pode ser observado na Figura 15. Para que ocorresse o
crescimento, a microalga promoveu a remogéo de 86 % de NH,* (191,69
mg.L™") e 96 % de PO, restando 4,3 mg.L™ deste composto ao fim do
cultivo, porém considerando-se apenas a molécula de fosforo contida no
fosfato, inicialmente era encontrado 27,77mg.L™ e ao fim do cultivo
restou 1,1 mg.L™ P- PO, .

O mesmo comportamento foi observado para outras microalgas.
S. quadricauda atingiu a biomassa méxima com 18,35 mg.L”, a
clorofila a chegou a 0,101 mg.L™ (Figura 15) e as remocdes foram
iguais a 87 % (194,9 mg.L™) para o aménio e 98 % (111,4 mg.L™) de
fosfato. H. pluvialis obteve a biomassa de 20,5 mg.L™, com a clorofila a
chegando a 0,250 mg.L™ (Figura 15) e removeu 86 % (192,3 mg.L™) de
NH," e 99 % (112,7 mg.L™) de PO,”.

Como pode ser visualizada na Figura 14, a fase lag dos cultivos
ndo foram observadas ap6s 24h, indicando que as microalgas se
adaptaram rapidamente ao meio de cultivo e as concentragdes presentes
neste, conforme mencionado por Martinez et al. (2000). Entretanto, as
concentracbes de biomassas obtidas no presente trabalho, foram
inferiores as reportadas por Bertolin et al. (2005), onde foi atingida a
concentragdo de 0,50 g.L™. Da mesma forma, foi observada uma baixa
concentracdo de clorofila a, quando comparamos com o trabalho de
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Aslan e Kapdan (2006), que observaram uma relagéo entre a presenca de
clorofila a e a intensidade luminosa, atingindo concentracdo préxima de
20 mg.L™.

Partindo-se dos resultados obtidos apds a avaliacdo estatistica
para a concentracdo de biomassa e clorofila a, ndo foi observada
diferenca significativa (p <0,05) entre as microalgas estudas ao longo do
cultivo, conforme mostrado nos Anexos (2 e 23) e (8 e 24)
respectivamente.

Ja para a remocdo dos nutrientes é possivel afirmar que H.
pluvialis atingiu a maior remoc¢do de fosfato, enquanto S. quadricauda
foi superior para a remocdo de amonio. Segundo a analise estatistica
realizada, as trés microalgas avaliadas apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) para ambos os nutrientes do trabalho, conforme
apresentado nos Anexos (4 e 26) e (6 e 25) respectivamente. Apesar de
ter sido removido mais de 80% do aménio presente no meio, nao foi
atingida a concentragdo estipulada como limite para o langcamento de
efluentes pela resolugdo n° 357 do CONAMA (20 mg de N), 0 mesmo
pode ser observado para o fosforo, j& que a legislagdo estipula entre 0,02
a 0,1 mg.L™, variando conforme a classificacdo da agua. Entretanto,
foram encontrados valores de remocdo superiores aos demonstrados no
trabalho de Aslan e Kapdan (2006) para efluentes sintéticos, onde a
remog¢do maxima observada foi em torno de 24 % para N-NH, e 30 %
para o P-PO, sendo observada uma relagéo entre a concentracéo inicial
do nutriente e a eficiéncia de remogao.

A partir das curvas obtidas nas Figuras 14, calcularam-se 0s
parametros cinéticos para os trés cultivos das algas estudadas,
encontrando-se 0s mesmos na Tabela 6.

Tabela 6- Velocidades de crescimento (K), velocidade de consumo de substrato
para PO, (;P) e também para NH," (LN), para C. vulgaris, S. quadricauda e
H. pluvialis

Microalgas | K (divisdes. d™) usP (d™h usN (d™h)

C. vulgaris 0,07 0,14 1,93
S. quadricauda 0,09 0,27 1,51

H. pluvialis 0,15 0,24 1,33
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Tabela 7. Valores dos fatores de conversdao de fosfato em célula (Y xp),
nitrogénio em célula (Y xu) e produtividade (P,) para C. vulgaris, S.
quadricauda e H. pluvialis.

Y son(mg Xomg | Py gmg 1X
1 g

Microalgas | Y xp (Mg X.mg P) NY)

C. vulgaris 0,26 0,05 0,63
S.

quadricauda 0,33 0,06 0,82

H. pluvialis 0,36 0,07 0,93

Interpretando os dados fornecidos pela Tabela 7, como 0 consumo
de substrato e os fatores de conversdo, podemos verificar que a
microalga C. vulgaris conseguiu consumir 0s substratos amonio e
fosfato mais rapidamente que as demais microalgas, embora ndo tenha
atingido a melhor remocdo, conforme verificado na Tabela 8.
Observando os valores de fatores de conversdo é possivel justificar a
baixa obtencdo de biomassa, ja que os resultados encontrados foram
baixos, segundo os resultados obtidos, H. pluvialis converteu mais
rapidamente o nutriente fosfato em células, quando comparadas as
outras microalgas avaliadas, 0 mesmo pode ser observado para o
nutriente amonio.

Tabela 8- Valores obtidos de remogdo para 0s ions PO, e NH," durante o
experimento com efluente sintético

Biomassa | Remocdo PO,” Remocéo

Microalgas (mg. L™ (%) NH," (%)
C. vulgaris 6,7 96 86
S. quadricauda 9,07 98 87
H. pluvialis 10,2 99 86

Avaliando os resultados obtidos e relacionando as remogdes dos
nutrientes e seus respectivos fatores de conversdo com a concentracdo
de biomassa, pode-se inferir a ocorréncia do fendbmeno conhecido como
“absorcdo de luxo” no presente experimento. Este esta relacionado com
a capacidade das microalgas em incorporar nutrientes, principalmente o
fésforo inorganico e armazena-lo no interior das células, quando as
concentracdes estdo elevadas no meio (PERFETO et al., 2005). Esta
absorcdo de fosforo é influenciada pela concentracdo de fosfato das
aguas residuais, luz, temperatura, (POWELL et al., 2009) e o tempo de
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incubagdo. Esta acumulacdo de polifosfato causa um rendimento
minimizado de biomassa, devido a alta concentracdo do nutriente no
meio (WU et al., 2012).

5.4. Caracterizagéo do efluente real

Os resultados encontrados para as analises de caracterizacdo do
efluente da ETDS da EMBRAPA Aves e Suinos sdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9- Resultado da caracterizagdo do efluente suino proveniente da
estagdo de tratamento de dejetos suinos da EMBRAPA, Concérdia, SC.

Variaveis Concentracdes (mg.L™)
Sélidos Totais 265
Sélidos Volateis 150
Amdnio 80,52
Nitrato 64,55
Nitrito 102,95
Fosfato 45,95
DQO 547,47
Alcalinidade 12
Coloragdo Marrom claro

A partir da observacdo da Tabela 9, é possivel estabelecer uma
relacdo entre os valores obtidos e a planta da estacdo de tratamento
apresentada na Figura 12. Destacando 0s nutrientes nitrogenados e o
fosfato que serdo avaliados neste trabalho, é verificado que no reator
RBA ocorrem reacBes que promovem a oxidacdo do nitrogénio
amoniacal em nitrito e nitrato, através do processo de nitrificagdo. Por
essa razdo, sio encontrados menores valores de aménio (80,5 mg.L™),
quando comparado ao nitrito (102, 9 mg.L™). J4 o nitrato (64,5 mg.L™),
é proveniente da oxidag&o do nitrito.

E importante ressaltar que as altas concentragdes de amdnio e de
nitrito indicam que a nitrificacdo neste reator é parcial e que pode causar
efeito tdxico a microrganismos de processos complementares de
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tratamento, além de ficarem muito aquém dos estipulados pela
legislacdo. Assim busca-se por alternativas que promovam a remocao
dos nutrientes restantes e ndo comprometam o meio ambiente e a salde
publica.

5.5. Avaliacdo do Crescimento das Microalgas em Efluente da
Suinocultura

A partir do acompanhamento diério do cultivo em efluente real
foi construida a Figura 16, que propicia uma visdo geral do cultivo
individual de cada microalga.

Figura 16- Acompanhamento do cultivo das microalgas C. vulgaris, S.
quadricuda e H. pluvialis para as analises de biomassa (mg.L™), PO, (mg.L™),
NH," (mg.L™), NO,‘mg.L™) e NO; (mg.L™) do experimento com efluente
suino em fungéo do tempo.
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H. pluvialis
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A partir da Figura 16 € possivel observar que as microalgas C.
vulgaris e H. pluvialis cresceram em efluente real suino, diferente de S.
quadricauda que ndo cresceu e assim ndo promoveu a remocao dos
nutrientes. Essa informacdo € passivel de ser verificada na Figura 17,
onde se observa o efluente antes de ser inoculado pelas microalgas e ao
fim do experimento, possibilitando a visualizacdo e a diferenca para 0s
cultivos com crescimento e sem crescimento.

Figura 17- Comparacéo entre os efluentes reais antes e depois da inoculagao das
microalgas. Em a) meio ap0s ser autoclavado sem indculo e em b) ao fim do
cultivo.
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Para uma melhor discussdo, cada componente serd avaliado
individualmente a seguir e serdo realizadas as consideracdes para cada
caso.

5.5.1 Avaliacédo da Concentragdo de Biomassa e Clorofila a

O crescimento das microalgas é indicado na Figura 18 através da
concentracdo de biomassa presente no efluente suino. Assim, verifica-se
gue as mesmas permaneceram em fase lag por aproximadamente 24h
para a H. pluvialis e de 48h para C. vulgaris, até ser observado um
crescimento mais representativo no terceiro dia. Diferente do observado
no efluente sintético, em efluente suino as microalgas apresentaram um
periodo de adaptacdo, este fato pode ter ocorrido pela elevada
concentracdo de nitrito presente no efluente. A mesma forma de
crescimento foi observada nos trabalhos realizados por Kim et al. (2010)
e Marin (2010), porém, com concentragdes superiores de biomassa, em
torno de 120 mg.L™* para as microalgas C. vulgaris e S. quadricauda em
efluente doméstico.

Figura 18- Avaliacéo da concentragdo de biomassa (mg.L™) das microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em fun¢&o do tempo.
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Para realizar um comparativo do crescimento de H. pluvialis, s6
foi encontrado o trabalho de Kang et al. (2006), que foi realizado em
efluente suino concentrado, porém, ndo foi observado crescimento. Por
essa razao, foram realizadas diluicbes do efluente, onde entdo foi
verificado o crescimento da microalga.

A microalga que obteve a maior biomassa foi H. pluvialis com
70,9 mg.L™ seguido da C. vulgaris com 65,21 mg.L™. Este resultado
merece atencdo, ja que esta microalga apresentou comportamento
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semelhante a outras espécies difundidas no tratamento de efluente e
superou a producdo de biomassa. Porém, estatisticamente esta diferenca
de biomassa ndo apresentou significancia para p < 0,05, sendo
constatada a diferenca apenas para a microalga S. quadricauda, ja que
ndo houve crescimento, conforme apresentado nos Anexos 9 e 27.

A anélise de clorofila a apresenta como resultado uma relagao
proporcional com o crescimento do micro-organismo, ja que cada
microalga conttm em sua célula a presenca deste pigmento,
correspondendo a aproximadamente 1% do peso seco (APHAA, 2005),
conforme visualizada na Figura 19. A microalga que apresentou a maior
concentragdo de clorofila a foi H. pluvialis com 2,31 mg.L™, seguida de
C. vulgaris com 1,38 mg.L™. Comparando as concentragdes encontradas
neste trabalho, com o resultado de Rodrigues e Belli Filho (2004), ¢é
verificado que os referidos autores obtiveram uma concentragdo inferior
de clorofila a para a C. minutissima em dejeto suino, préximo de 200
png.L ™, devido a diferencas no cultivo.

Figura 19- Concentraco de clorofila a (mg.L™) das microalgas C. vulgaris, S.
quadricauda e H. pluvialis em fungdo do tempo de cultivo no experimento com
efluente suino real.
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Com o resultado da andlise estatistica demonstrado nos Anexos
20 e 28, é possivel identificar que ndo houve diferenca significativa
estatistica (p<0,05) nas primeiras 24h, posteriormente, verifica-se que ha
diferenca entre C. vulgaris e S. quadricauda, sendo que H. pluvialis foi
semelhante as duas microalgas referidas. A partir do terceiro dia, C.
vulgaris e H. pluvialis mantiveram-se iguais até o fim do cultivo.

Neste experimento também foram encontrados valores de
concentracdo de biomassa e clorofila a inferiores aos apresentados por
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outros estudos. Entanto, este fato pode ter sido causado pela alta
turbidez e a coloracdo escura do efluente, o que promove uma
diminuigdo da penetracdo da luz e consequente reducdo do processo
fotossintético pelas clorofilas presentes e assim ndo é observado
crescimento ou este € mais baixo (VENKATAMAN et al., 1982).

5.5.2. Avaliacdo de Carotenodides

Esta analise foi desenvolvida com o intuito de verificar se H.
pluvialis, havia produzido o carotendide astaxantina as condigdes
impostas, ja que € o principal carotendide encontrado em meio aquético
(GUERIN et al., 2003). Porém, com os resultados apresentados na
Figura 20 verifica-se que a microalga C. vulgaris apresentou a maior
concentracdo de carotendide com 1,81 ug.L™, seguido de H. pluvialis
com 1,41 pg.L™. O resultado obtido neste trabalho esta de acordo com a
literatura, onde é relatado que em células vegetativas de H. pluvialis, sdo
encontradas maiores concentragdes de clorofila (a e b) e menos
carotenoides. Dentre estes, a astaxantina compreende em torno de 88%
do conteldo de carotendides totais (KAMATH et al., 2005).

Para a analise de carotenoides totais, foi observada diferenca
significativa estatistica (p>0,05) a partir do nono dia de cultivo, sendo
qgue H. pluvilis se diferiu de S. quadricauda, enquanto C. vulgaris
apresentou concentragdo igual as outras microalgas do experimento,
estes dados sdo apresentados nos Anexos 22 e 29.

Figura 20- Concentragdo de carotendides totais (ug.L™) em funcéo do tempo de
cultivo para as microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis, no
experimento com efluente suino real.
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5.5.3 Avaliacdo da Remogcao de Nutrientes (NH;")

O nutriente NH,” é a forma mais reduzida dos compostos
nitrogenados e por essa razdo é mais facilmente assimilado pelas
microalgas. Assim com os resultados obtidos, H. pluvialis promoveu a
maior remocéo do nutriente 97 % (40,3 mg.L™), ja C. vulgaris removeu
93 % (38,4 mg.L"). Estas remocbes sdo iguais ou superiores &s
encontradas na literatura, ja que Wang et al. (2012) apresentaram 95 %
para um efluente com concentracdo superior amoénia com C.
pyrenoidosa, assim como Gonzélez et al. (1997) com C. vulgaris e S.
guadricauda que removeram mais de 95% de aménia do efluente. A
mesma remocao foi atingida por Kong et al. (2010) e de Rodrigues
(2000), utilizando as microalgas Chlamydomonas reinhardtii e C.
vulgaris respectivamente.

As curvas dos valores de nitrogénio amoniacal determinados
durante o experimento podem ser visualizadas na Figura 21.

Figura 21- Remoc&o do nutriente amdnio em funcdo do tempo de cultivo para
as microalgas C. wvulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis avaliadas no
experimento com efluente suino real.
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A partir das curvas de remoc¢do do nutriente, é possivel verificar
que a microalga S. quadricauda, embora ndo tenha crescido, reduziu
cerca de 13% o valor final de NH," Para explicar este dado, vamos
relacionar com o pH do cultivo ao longo do tempo, conforme a Figura
22. Quando as microalgas foram inoculadas, o pH estava préximo de 10,
nesta faixa, o equilibrio das formas de nitrogénio é em 9,3, abaixo deste,
o equilibrio favorece a formagdo de NH," e acima a formacéo de NHs.
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Considerando que a temperatura ao longo do sistema permaneceu
constante (GERRARDI, 2002), acredita-se que ocorreu a volatilizacdo
de NH3 em funcéo do pH do efluente.

Figura 22- Acompanhamento do pH no meio de cultivo ao longo do tempo para
as microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis avaliadas no
experimento com efluente real.
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Para que ndo houvesse aumento do pH, no quarto dia foi
adicionado acido em concentracfes baixas para reduzi-lo. Entretanto, as
microalgas sdo conhecidas pela producdo de ions hidroxila (OH),
guando o ion bicarbonato é consumido para a fotossintese, segundo a
reacdo: HCO'— CO + OH (PRINS et al., 1980; AZOR, 1982). Assim, 0
aumento de pH ao longo do experimento pode ser indicativo do
consumo de carbono por parte das microalgas, segundo Lee (2006) e por
essa razdo ocorreu 0 aumento do pH novamente.

N&o podemos considerar a remog¢do deste nutriente apenas em
fungdo do pH, haja vista a realizagdo de andlises diarias. Desta forma, a
microalga S. quadricauda que ndo apresentou crescimento neste
efluente manteve alta a concentracdo de amonio, considerando também
que os valores de pH estdo de acordo com o trabalho de Wang et al.
(2012) e de Rodrigues (2000).

Comparando os valores de remocédo ao longo do cultivo para as
microalgas usadas no experimento, verificou-se que C. vulgaris e H.
pluvialis foram diferentes estatisticamente para p > 0,05, a partir do
terceiro dia de cultivo e esta se manteve até o fim do mesmo, conforme
apresentado nos Anexos 12 e 30.
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5.5.4. Avaliacdo da Remocao de Nutrientes (NO3s e NO,)

Os resultados das concentragdes dos ions nitrito e nitrato ao longo
do tempo nos experimentos utilizando o efluente real estdo apresentados
nas Figuras 23 e 24, respectivamente. Avaliando o comportamento das
microalgas utilizadas para o experimento, frente aos nutrientes nitrato e
nitrito, verifica-se que aquelas que apresentaram as maiores remocdes
foram: H. pluvialis para o nitrato, com 83 % (7,8 mg.L™), seguido de C.
vulgaris com 77 % (7,2 mg.L™) e para o nitrito C. vulgaris removeu 30
% (31,9 mg.L™), enquanto H. pluvialis removeu 10 % (9,2 mg.L™).

Figura 23- Avaliagéo da remogao do nutriente nitrato (mg.L™) pelas microalgas
C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcdo do tempo de cultivo em
efluente suino real.
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Devido & baixa concentracdo inicial de nitrato no efluente,
acreditava-se que o mesmo seria removido por completo. Entretanto,
neste efluente encontramos uma elevada concentracdo de nitrito, o que
pode ter promovido uma inibicdo na assimilagdo de nitrato. Esta
observacdo foi feita por Garbayo et al. (2000) que verificou em
Chlamydomonas reinhardtii a inibicdo do consumo de nitrato, perante a
concentracao de nitrito. Przytocka-Jusiak et al. (1984), observaram que a
microalga C. vulgaris possui preferéncia por formas reduzidas de
nitrogénio, criando assim uma tendéncia para que as formas oxidadas
permanegam meio. Assim, esta pode ser outra hipdtese encontrada para
a permanéncia de 2,2 mg de nitrato no meio para C. vulgaris e 1,6 mg
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para H. pluvialis, j& que o0 amdnio ndo foi 100% removido do efluente,
além da falta de fosforo no efluente, j4 que as microalgas ja o haviam
consumido.

Figura 24- Avaliacdo da remocao do nutriente nitrito (mg.L™) pelas microalgas
C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcdo do tempo de cultivo em
efluente suino real.
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Conforme foi possivel verificar ao longo dos resultados
demonstrados, a microalga S. quadricauda ndo apresentou crescimento
no efluente real suino, e por essa razdo ndo houve remogdo dos
nutrientes presentes no meio. A explicacdo encontrada para este fato é a
concentracdo de nitrito, que pode provocar a inibi¢cdo do crescimento
algal (ABE et al.,, 2002; YANG et al.,2004), além de inibir o
funcionamento de algumas enzimas e reagdes fotossintéticas (CHEN et
al., 2010). Porém, a referida concentracéo ndo foi suficiente para inibir o
crescimento das microalgas C. vulgaris e H. pluvialis, embora ndo tenha
ocorrido uma alta remoc¢éo, comparada aos outros nutrientes. Este fato
pode ser atribuido a preferéncia por fontes de nitrogénio ja relatadas e
guando estas estdo presentes no mesmo meio, a maioria das espécies de
micro-organismos segue a ordem: amonio > nitrato > nitrito > uréia
(PEREZ-GARCIA et al., 2010).

A preferéncia relatada por Perez-Garcia (2010), ndo foi observada
no teste com diferentes fontes de nitrogénio, pois estas foram avaliadas
individualmente e ndo no mesmo meio. Para o mesmo teste, houve o
crescimento de S. quadricauda utilizando NO, como fonte de
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nitrogénio, entretanto foram utilizadas concentragdes inferiores do
nutriente, ndo provocando desta forma a inibicdo do crescimento.

A partir da analise estatistica dos resultados obtidos para o nitrato,
verifica-se C. vulgaris e H. pluvialis diferiram estatisticamente (p >
0,05) de S. quadricauda a partir do quarto dia de cultivo. Porém, nao
apresentaram diferenca entre si até o fim do experimento como
mostrado nos Anexos 14 e 31. Comportamento diferente foi verificado
na analise estatistica do nitrito, em que foi constatada diferenca entre as
trés microalgas testadas a partir do décimo dia, como apresentado nos
Anexos 16 e 32.

5.5.5. Avaliacdo da Remocéo de Nutrientes (PO,”)

Os resultados das concentrages do ion fosfato ao longo do tempo
nos experimentos utilizando o efluente real estdo apresentados na
Figuras 25. Os resultados indicam que as microalgas C. vulgaris e H.
pluvialis conseguiram remover de maneira eficiente todo o fosfato
presente no meio, representando uma remocdo de 100% para este
nutriente. Fato este que pode justificar a permanéncia de nutrientes
nitrogenados no meio, ja que ndo havia mais a relagdo adequada de N:P
no efluente, para que fossem completamente removidos.

Figura 25- Avaliagdo da remogéo do nutriente fosfato (mg.L™) pelas microalgas
C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcdo do tempo de cultivo em
efluente suino real.
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Os resultados encontrados estdo de acordo com o trabalho de
Kang et al. (2006), em que a microalga H. pluvialis removeu 100 % do
fosfato presente no meio com concentragdo inicial de 10 mg.L™ no
efluente suino diluido. J& no trabalho de Wang (2012) a remocéo
méaxima atingida foi de 77% de fosforo total, obtido com o crescimento
mixotréfico da microalga C. pyrenosa com efluente suino diluido. No
trabalho desenvolvido por Li (2011) com C. vulgaris foi removido 89 %
do fosfato presente no efluente, porém, o efluente era de esgoto
doméstico.

Andlise estatistica realizada a partir dos resultados obtidos
demonstra que houve diferenca estatistica entre C. vulgaris e H.
pluvialis e a microalga S. quadricauda. Esta foi significativa (p>0,05) a
partir do dia 7. Porém, foi verificada uma variacdo de significancia,
sendo que ao fim do cultivo as microalgas C. vulgaris e H. pluvialis
apresentam remocdo significativa e igual, ja que ambas consumiram
todo o fosfato. A visualizagdo deste teste pode ser feita a partir dos
valores encontrados nos Anexos 18 e 33.

5.5.6. Velocidades de Crescimento e de Consumo de Nutrientes

Com os valores obtidos a partir dos calculos dos balangos de
massa e da velocidade de consumo de substrato, foi construida a Tabela
10. Nesta, € possivel observar algumas caracteristicas do
comportamento cinéticos destas microalgas frente aos desenvolvimentos
em substrato real da suinocultura. Apesar de H. pluvialis ter obtido a
maior concentracdo de biomassa, assim como a maior remogdo de
amoénio e nitrato, as velocidades de crescimento e de consumo de
substrato para todos os nutrientes avaliados neste experimento foram
maiores para C. vulgaris. Com estes dados é possivel inferir que a
remocdo ndo esta necessariamente relacionada com a velocidade de
consumo dos substratos e com o crescimento da microalga. Entretanto, a
produtividade foi um pouco maior para H. pluvialis, ja que existe a
relacdo deste com a producdo de biomassa, ou seja, representa 0 quanto
de biomassa foi gerada por litro de cultivo em apenas um dia.
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Tabela 10- Resultados obtidos a partir dos calculos da velocidade de
crescimento (K) e velocidade de consumo de substrato (Us) cada uma das
microalgas avaliadas.

Microalgas s P (d™h) usN (dh) | K (divisdes.dia™)
C. vulgaris 0,0008 0,05 0,35
S. quadricauda 0,0000 0,00 0,00
H. pluvialis 0,0007 0,04 0,19

Os valores dos fatores de conversdo (Tabela 11) demonstraram
mesma tendéncia indicada acima, ou seja, C. vulgaris aproveitou melhor
0s nutrientes, tanto o fésforo como o nitrogénio, transformando-os em
células. Desta forma, € possivel perceber que os valores de conversao
dos nutrientes em células ndo condizem com as remocgdes obtidas no
experimento, pois H. pluvialis removeu aproximadamente 10 % de
nitrito, enquanto C. vulgaris removeu 30 %, conforme visualizado na
Tabela 11. Os valores apresentados na Tabela 10 estdo relacionados com
as condicBes impostas as microalgas durante o cultivo, bem como o
tempo de retencdo hidraulica (TRH), j& que estes calculos levam em
consideragdo o tempo em que as células ficaram em contato com os
nutrientes presentes no efluente (MACGINN et al., 2012).

Tabela 11- Resultados dos fatores de conversdo obtidos através do célculo do
consumo de substrato para cada composto inorgdnico avaliado para as
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis no efluente real.

Yxp (m% XY s (mg X.

Microalgas mg P™) mg N™) P, (mgX.L™d™"
C. vulgaris 89,3 1,58 5,45
S. quadricauda 0,00 0,00 0,00

H. pluvialis 97,1 1,97 5,01
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Tabela 12- Resultados encontrados para a remogdo dos nutrientes (%) e a
concentragdo de biomassa (mg.L™) das microalgas avaliadas no experimento
com efluente real.

Remocé&o | Remogéo Remocéo
Biomassa| Fosfato | Amoénio | Remocgdo Nitrato
Microalgas (mg.L™h (%) (%) Nitrito (%) (%)
C. vulgaris 65,21 100 93 31 77
S. quadricauda 0,0 0 13 5 3
H. pluvialis 70,9 100 97 9 83

Com os resultados do presente trabalho, observa-se uma boa
alternativa para o tratamento tercidrio de efluente suino o uso de
microalgas das espécies C. vulgaris e H. pluvialis. Segundo Przytocka-
Jusiak (1984) estes micro-organismos apresentam vantagens quando
comparados as bactérias nitrificantes, ja que sdo mais resistentes a
presenca de diferentes compostos quimicos, incluindo metais pesados.
Assim, € preciso considerar as caracteristicas do efluente, para entdo ser
escolhida de maneira adequada a microalga capaz de realizar o
tratamento de acordo com a exigéncia da planta da estacdo de
tratamento e segundo os interesses relacionados apds a colheita das
microalgas. Para promover a separacdo das microalgas do efluente é
mais interessante o uso de células maiores e que possam ser removidas
com maior facilidade do sistema, além de poderem agregar valor ao
processo através da producdo de biomassa. A eficiente remocéo dos
nutrientes e as baixas produgdes de biomassa sdo conhecidas para as
aguas residuarias de alta resisténcia (SU et al.,, 2012). A baixa
concentracdo de biomassa obtida pode ser vista como uma vantagem do
sistema, pois facilita a separacdo das células e do efluente final.



6. CONCLUSOES

e O teste de toxicidade permitiu identificar a concentracdo
de 100% para o experimento com o efluente sintético,
ndo sendo observada a inibicdo do crescimento
microalgal.

e As microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis
cresceram em efluente sintético e promoveram a remogdo
dos nutrientes presentes no meio.

e As microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis
produzem pouca biomassa algal (mg.L™") sob as
condi¢des estipuladas de 25°C, 24h de fotoperiodo, 56
pmol de fétons. m?. s™ de intensidade luminosa com de
11 dias de cultivo.

e As microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis
conseguem utilizar diferentes fontes nitrogenadas (NH,",
NO,’, NO3’) como Unica fonte de nitrogénio.

e S. quadricauda ndo apresentou crescimento no efluente
da suinocultura.

e As microalgas C. vulgaris e H. pluvialis sdo passiveis de
realizarem o tratamento de efluentes de dejetos suinos,
promovendo a remocdo dos nutrientes NH," (93% e
97%), NO, (31% e 9%), NO; (77% e 83%), PO,>(100%
e 100%). Assim H. pluvialis promoveu a maior remogéo
dos nutrientes amonio e nitrato, C. vulgaris removeu
mais nitrito e ambas removeram igualmente o fosfato.

e As microalgas C. vulgaris e H. pluvialis produzem pouca
biomassa algal (mg.L™) sob as condicdes estipuladas de
25°C, 24h de fotoperiodo, 56 pmol de fétons. m2 s™* de
intensidade luminosa com 13 dias de cultivo.

e C. vulgaris obteve os melhores as melhores velocidades
de crescimento (K) e também a melhor velocidade de
consumo de substrato (l4s) no experimento com efluente
real.






7. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Realizar o cultivo com as microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H.
pluvialis no efluente de saida do biodigestor (UASB) da ETDS da
EMBRAPA para verificar as remog0es de nutrientes sem que haja uma
concentracdo alta de nitrito.

Avaliar e quantificar o carotendide Astaxantina produzido pela
microalga H. pluvialis ao longo do tratamento dos efluentes aerdbio e
anaerdbio ETDS da EMBRAPA .

Realizar o cultivo destas microalgas em reator tipo air lift e verificar as
remocdes dos nutrientes presentes nos efluentes efluentes aerébio e
anaerébio ETDS da EMBRAPA .
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Anexo2- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a biomassa das microalgas C. vulgaris,
S. quadricauda e H. pluvialis no experimento com efluente sintético

Resultado ANOVA

Fator de | Somados | Grausde | Quadrado | F Calculado P
Variacdo | quadrados | Liberdade Médio
Intercept 5,909173 1 5,909173 154534,7 0,000000
"Varl" 0,008361 2 0,004181 | 109,300000 | 0,000323
Error 0,000153 4 0,000038
Rl 0,104057 10 0,010406 | 465,800000 | 0,000000
R1*'Varl" | 0,010534 20 0,000527 | 23,600000 | 0,000000
Error 0,000894 40 0,000022
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Anexo 4- Resultado da analise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remogéo de fosfato das microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis no experimento com efluente

sintético.
Resultado ANOVA
Fator de | Somados | Grausde |Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade | Médio | Calculado
Intercept | 211,0163 1 211,0163 | 9094607 | 0,000000
"Varl" 0,5551 2 0,2775 11962 0,000000
Error 0,0001 6 0,0000
R1 47,0531 12 3,9211 52810 0,000000
R1*"Varl" 2,5180 24 0,1049 1413 0,000000
Error 0,0053 72 0,0001
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Anexo 6- Resultado da analise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remoc¢ado de amonio das microalgas
C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis no experimento com
efluente sintético

Resultado
ANOVA
Fator de Somados | Grausde | Quadrado | F Calculado p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Médio
Intercept 381,5545 1 381,5545 244713257 | 0,000000
"Varl" 0,0221 2 0,0111 709 0,000000
Error 0,0001 6 0,0000
R1 10,4463 10 1,0446 103411 0,000000
R1*"Varl" 0,2995 20 0,0150 1483 0,000000
Error 0,0006 60 0,0000
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Anexo 8- Resultado da analise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a concentracéo de clorofila a das
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis no experimento

com efluente sintético

Resultado ANOVA
Fator de Soma dos Graus de | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Médio Calculado
Intercept 3459,739 1 3459,739 1412,882 | 0,000000
"Varl" 6,057 2 3,028 1,237 0,366117
Error 12,244 5 2,449
R1 401,981 11 36,544 15,593 0,000000
R1*"Varl" 40,609 22 1,846 0,788 0,726265
Error 128,898 55 2,344
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Anexo 10- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a concentracdo de biomassa das
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do
tempo no experimento com efluente real.

Fator de | Soma dos Grausde | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Médio | Calculado
Intercept | 72,65136 1 72,65136 | 28415,41 | 0,000000
"Varl" 5,53076 2 2,76538 1081,60 | 0,000003
Error 0,01023 4 0,00256
R1 1,60450 13 0,12342 67,37 | 0,000000
R1*"Varl"| 1,27157 26 0,04891 26,70 | 0,000000
Error 0,09526 52 0,00183
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Anexo 12- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remoc¢ado de amonio das microalgas
C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do tempo no
experimento com efluente real

Fator de | Somados | Graus de | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade | Médio | Calculado
Intercept | 27424,73 1 27424,73 | 4842,566 |0,009148
Trat 1587,23 2 793,62 140,134 |0,059627
Error 5,66 1 5,66
R1 2214,78 10 221,48 108,390 |0,000000
R1*trat 855,93 20 42,80 20,944 |0,000012
Error 20,43 10 2,04
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Anexo 14- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remogao de nitrato das microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em fungéo do tempo no
experimento com efluente real.

Fator de | Somados | Graus de | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade| Médio | Calculado
Intercept | 2153,028 1 2153,028 | 1158,321 |0,000862
Trat 126,321 2 63,161 33,980 |0,028588
Error 3,717 2 1,859
R1 87,517 10 8,752 14,398 |0,000000
R1*trat 53,678 20 2,684 4,415 |0,000825
Error 12,157 20 0,608
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Anexo 16- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remogao de nitrito das microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em fungéo do tempo no
experimento com efluente real.

Fator de | Soma dos Grausde | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Médio | Calculado
Intercept | 421458,0 1 421458,0 | 245908,3 | 0,000004
"Varl" 90,4 2 45,2 26,4 0,036517
Error 3,4 2 1,7
R1 256,1 8 32,0 43,1 0,000000
R1*"Varl" 2654 16 16,6 22,3 0,000000
Error 11,9 16 0,7
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Anexo 18- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a remogao de fosfato das microalgas C.
vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do tempo no
experimento com efluente real.

Fator de | Soma dos Graus de | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Meédio Calculado
Intercept 131,2075 1 131,2075 401,1767 | 0,000272
"Varl" 13,5511 2 6,7756 20,7168 0,017543
Error 0,9812 3 0,3271
R1 17,5000 9 1,9444 14,0076 0,000000
R1*"Varl" 12,7576 18 0,7088 5,1058 0,000079
Error 3,7480 27 0,1388
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Anex020- Resultado da analise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a concentracéo de clorofila a das
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do
tempo no experimento com efluente real.

Fator de | Soma dos Graus de | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Médio Calculado
Intercept | 53,52550 1 53,52550 | 6834,355 |0,000004
"Varl" 3,13672 2 1,56836 200,254 | 0,000641
Error 0,02350 3 0,00783
R1 2,10241 6 0,35040 28,212 | 0,000000
R1*"Varl"| 2,03495 12 0,16958 13,653 | 0,000001
Error 0,22356 18 0,01242
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Anexo 22- Resultado da andlise de variancia (ANOVA) obtida pelo
programa Statistica 7.0 para a concentracdo de carotendides das
microalgas C. vulgaris, S. quadricauda e H. pluvialis em funcéo do

tempo no experimento com efluente real.

Fator de | Soma dos Grausde | Quadrado F p
Variacdo | Quadrados | Liberdade Meédio Calculado
Intercept 12,59878 1 12,59878 | 74,75747 |0,013114
"Varl" 4,61724 2 2,30862 13,69868 |0,068033
Error 0,33706 2 0,16853
R1 1,92715 6 0,32119 4,51632 |0,012744
R1*"Varl"| 2,13941 12 0,17828 2,50687 |0,062589
Error 0,85342 12 0,07112




Anexo 23- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a concentracgdo de biomassa (mg.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo com efluente sintético.
Letras iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.
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Tempo

(Dias) C. vulgaris S. quadricauda H. pluvialis
0 9,70 a 9,40 a 10,30 a
1 12,05a 12,15 a 12,95 a
2 13,15a 13,85a 13,40 a
3 1425a 13,85a 14,00 a
4 13,95 a 15,05 a 13,15 a
5 12,75a 13,80 a 15,05a
6 13,50 a 13,70 a 15,80 a
7 13,75 a 13,80 a 1590 a
8 1475 a 14,80 a 16,15a
9 15,35 a 1545 a 16,60 a
10 15,80 a 17,20 a 19,60 a
11 16,60 a 18,60 a 20,55a
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Anexo 24- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a concentracéo de clorofila a (ug.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo com efluente sintético.
Letras iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05

Tempo (Dias) C. vulgaris |S. quadricauda H. pluvialis
0 0,03a 0,03 a 0,02 a
1 0,04 a 0,04 a 0,03 a
2 0,06 a 0,05 a 0,03 a
3 0,06 a 0,05 a 0,04 a
4 0,07 a 0,06 a 0,06 a
5 0,09 a 0,06 a 0,06 a
6 0,10 a 0,06 a 0,06 a
7 0,14 a 0,07 a 0,06 a
8 0,16 a 0,09 a 0,07 a
9 0,18 a 0,11a 0,07 a
10 0,18 a 0,12 a 0,07 a
11 0,19a 0,12 a 0,10 a
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Anexo 25- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remocéo de aménio (mg.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo com efluente sintético.
Letras iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) C.vulgaris |S. quadricauda | H. pluvialis
0 223,7a 2242 a 2242 a
1 2246 a 2135b 201,0c
2 200,8 a 1926 b 195,5¢
3 198,8a 190,7 b 1834 ¢
4 189,2a 1859b 1819¢
5 160,0 a 180,5b 168,8 ¢
6 70,8 a 160,4 b 78,2¢C
7 61,3a 732b 709¢
8 58,6 a 659Db 62,4 ¢
9 539a 56,9 b 52,2¢
10 329a 314b 495¢
11 32,7a 296Db 32,0c
12 32,1la 29,3b 319c
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Anexo 26- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remocéo de fosfato (mg.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo com efluente sintético.
Letras iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) | C.vulgaris | S. quadricauda | H. pluvialis
0 1134 a 113,3a 1135a
1 834a 74,1b 79,7¢
2 76,5a 72,1b 76,7 ¢
3 74,4 a 68,6 b 66,8 c
4 68,2 a 63,3b 629c
5 59,1a 522b 56,0 a
6 329a 470b 32,8¢
7 295a 358D 29,2¢
8 25,3a 234b 251a
9 35a 199b 35¢
10 41la 26b 19c¢
11 43a 19b 08¢
12 44a 19b 08¢




157

Anexo 27- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a concentracdo de biomassa das
microalgas diariamente ao longo do cultivo em efluente real. Letras
iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) C.vulgaris | S. quadricauda H. pluvialis
0 6,00 a 0,50 a 16,00 b
1 0,00 b 0,00 a 13,00 b
2 3,00 b 0,00 a 24,50 b
3 16,50 b 0,00 a 28,50 b
4 32,50 b 0,00 a 38,50 b
5 34,00 b 0,00 a 38,50 b
6 25,00 b 0,00 a 4750 b
7 49,00 b 0,00 a 24,00 b
8 51,50 b 0,00 a 4750 b
9 51,00 b 0,00 a 66,50 b
10 48,75 b 0,00 a 73,50 b
11 61,00 b 0,00 a 79,00 b
12 66,50 b 0,00 a 86,00 b
13 68,00 b 0,00 a 92,00 b
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Anexo 28- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a concentracéo de clorofila a das
microalgas diariamente ao longo do cultivo com efluente real.
Letras iguais indicam p > 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) | C. vulgaris S. quadricauda H. pluvialis
0 0,03 a 0,17a 0,12a
1 0,08 a 0,31a 0,29 a
2 0,38 b 0,41a 0,25 ab
3 0,51b 0,19 a 0,64 ab
4 0,54 b 0,44 a 0,71b
5 0,52 b 0,09 a 0,75b
6 0,42b 0,04 a 1,02b
7 091b 0,11a 1,04 b
8 0,86 b 0,28 a 1,04 b
9 0,89 b 0,15a 1,16 b
10 1,12b 0,17 a 1,59 ¢
11 1,20b 0,31a 1,83 b
12 1,36 b 0,30 a 2,09b
13 141b 0,23 a 243b
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Anexo 29- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a concentracéo de carotendides das
microalgas diariamente ao longo do cultivo. Letras iguais indicam p
> 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) C. vulgaris S. quadricauda | H. pluvialis
0 0,34a 0,02 a 0,26 a
1 0,46 a 0,03 a 0,38 a
2 0,74a 0,02 a 0,60 a
3 0,97 a 0,02 a 0,51a
4 1,06 a 0,03 a 0,89a
5 1,46 a 0,04 a 0,89a
6 1,06 a 0,03 a 1,00 a
7 0,90 a 0,02 a 155a
8 1,37a 0,03 a 1,73 a
9 1,37 ab 0,03 a 1,63b
10 1,82 ab 0,02 a 154b
11 1,47 ab 0,04 a 1,35b
12 1,54 ab 0,04 a 140b
13 1,81 ab 0,04 a 1,41b
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Anexo 30- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remoc&o de aménio (mg.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo. Letras iguais indicam p
> 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) C. vulgaris S. quadricauda H. pluvialis
0 41,37 a 43,52 a 38,66 a
1 40,24 a 35,55a 39,30 a
2 29,68 a 34,83 a 28,66 a
3 20,86 b 34,79 a 25,16 b
4 18,64 b 3194 a 22,71b
5 18,39 b 3541a 23,18b
6 16,42 b 3394 a 2192b
7 14,83 b 36,09 a 9,92b
8 13,50 b 37,10 a 9,71b
9 13,68 b 35,06 a 9,55b
10 11,28 b 34,83 a 7,78 b
11 7,63b 33,0a 5,08b
12 8,01lb 3149a 2,24b
13 3,00b 3192 a 124b
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Anexo 31- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remocéo de nitrato (mg.L*)das
microalgas diariamente ao longo do cultivo. Letras iguais indicam p
> 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) C.vulgaris | S.quadricauda | H. pluvialis
0 8,98a 9,58 a 9,21a
1 9,62 a 9,63a 10,64 a
2 743 a 9,36 a 8,65a
3 597 a 9,53 a 517a
4 5,25 ab 9,36 a 443b
5 435D 9,00 a 5,20 ab
6 490b 9,83a 470b
7 3,85Db 8,96 a 5,64 b
8 431b 9,54 a 431lb
9 357D 9,72 a 456b
10 4,02b 10,00 a 496 b
11 2,89b 9,47 a 1,93b
12 2,85b 9,76 a 1,63 b
13 221b 9,89a 1,62b
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Anexo 32- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remocéo de nitrito (mg.L™) das
microalgas diariamente ao longo do cultivo. Letras iguais indicam p

> 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) |C.vu|garis S. quadricauda | H. pluvialis

0

coO~NO Ol WN P

T
W PRk OoO©

102,16 a
103,04 a
107,90 a
107,93 b
102,01 a
105,85 a
103,78 a
101,04 a
98,66 b
97,02b
83,57 ¢
83,33 ¢C
77,64 c
70,24 ¢

105,29 a
104,16 a
102,77 a
102,25 a
102,82 a
101,95 a
102,57 a
103,58 a
103,96 a
103,22 a
103,10 a
103,24 a
102,81 a
103,33 a

105,86 a
105,95 a
104,95 ab
104,10 ab
102,49 a
103,02 a
101,15a
94,14 b
95,42 b
94,28 b
93,81b
94,38 b
82,14 b
96,99 b
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Anexo 33- Resultado da analise estatistica do teste de Tukey,
realizada para comparar a remocéo de fosfato (mg.L™")das
microalgas diariamente ao longo do cultivo. Letras iguais indicam p
> 0,05 e letras diferentes indicam p < 0,05.

Tempo (Dias) | C.vulgaris S. quadricauda H. pluvialis
0 2,85a 2,59a 2,88a
1 225a 2,05a 242 a
2 2,30a 2,29a 1,76 a
3 192a 2,36 a 1,33a
4 0,96 a 2,25a 1,77 a
5 0,76 a 2,35a 0,82 a
6 0,89a 2,14a 0,30 a
7 0,22 b 2,59a 0,25b
8 0,47 ab 2,24 a 0,24b
9 0,14 b 2,20a 0,13b
10 0,56 ab 2,19a 0,16 b
11 0,00 b 2,40 a 0,00b
12 0,00 b 2,17a 0,00b
13 0,00 b 2,56a 0,00 b
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