UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA CIVIL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
SANITARIA

ALEXANDRE ENDRES MARCON

REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS
(Chlorella) IMOBILIZADAS EM MATRIZ DE ALGINATO DE
CALCIO.

Prof. Dr. Henio Normando de Souza Melo (PPgES/UFRN - orientador)
Prof. Dr. Howard William Pearson (PPgES/UFRN — co-orientador)

Natal
2005



Diviséo de Servi¢cos Técnicos

Catalogacdo da Publicacdo na Fonte. UFRN / Biblioteca Central Zila Mamede

Marcon, Alexandre Endres.

Remogdo de coliformes fecais com microalgas (Chlorella)
imobilizadas em matriz de Alginato de célcio / Alexandre Endres
Marcon. - Natal, RN, 2005.

62 f. :il

Orientador: Henio Normando de Souza Melo.
Co-orientador: Howard William Pearson.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. Centro de Tecnologia. Departamento de Engenharia Civil.
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Sanitaria.

1. Agua — Tratamento — Tese. 2. Remog&o de coliformes fecais —
Microalgas — Tese. 3. Microalgas (Chorella) — Tese. 4. Alginato de
célcio — Tese. I. Melo, Henio Normando de Souza. 1l. Pearson, Howard
William. 111. Remoc&o de Coliformes Fecais com Microalgas
(Chlorella) Imobilizadas em Matriz de Alginato de Calcio.

RN/UF/BCZM CDU 628.1 (043.2)




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA CIVIL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
SANITARIA

DISSERTACAO DE MESTRADO

REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella)
IMOBILIZADAS EM MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pesquisa e
Pbés-Graduacdo em Engenharia Sanitaria, da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
como requisito para obtencdo do titulo de Mestre
em Engenharia Sanitéria.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Henio Normando de Souza Melo (PPgES/UFRN — orientador)

Prof. Dr. Howard William Pearson (PPgES/UFRN — co-orientador)

Profa. Dra. Silvia Regina Batistuzzo de Medeiros (PPgGBM/UFRN — examinadora interna)
Prof. Dr. Saloméao Anselmo Silva (PPgES/UFCG — examinador externo)

2005



Avaliar é criar. O proprio avaliar constitui o grande valor e a preciosidade das coisas avaliadas.

F. W. Nietzsche



AGRADECIMENTOS

A minha esposa Paula Stein,
A minha m&e Nina Rosa Becker Endres por toda ajuda,
Aos meus orientadores Prof. Henio Normando de Souza Melo,
e Prof. Howard William Pearson,
Ao Prof. Duncan Mara,
A Ana Lia Pujato e ao Prof. Sebastido Ribeiro pela colaboracéo, e

A todos os meus colegas do Larhisa que colaboraram para realizacao deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS
RESUMO
ABSTRACT
L INTRODUGAOD ...ttt n sttt ettt 8
1.1 JUSTIFICATIVAS E RELEVANCIAS ..ot en s 11
2 OBUIETIVOS ..ottt bbb bbb e et b bbbt nne 12
2.1 OBIETIVO PRINCIPAL ..ottt e e 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot ses st 12
3REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 13
L CHORELLA. ..ot bbb bttt bbb ne e 13
3.2 MICROALGAS IMOBILIZADAS EM MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO ...... 13
3.2.1 POlISSACAITUROS .....c.veviiisiieiceie ettt bbbttt bbb 15
3.3 COLIFORMES FECALIS.... ..ottt sne e nae e 16
3.4 REMOGCAOQO DE COLIFORMES FECAIS.......coooiieieeeereeeesseeessieee s sesisses s, 17
3.5 TRATAMENTO CONVENCIONAL COM CLORO.....ccccccvieitiie e 19
TR T80 O [ - o Lo SRRSO 20
3.5.2 Métodos de AplicaGao de ClOr0.........ccuiiieieiiiieee e e 21
3.6 TRATAMENTO COM IRRADIACAO ULTRAVIOLETA (UV) w.oovvveeeeeceereeean, 22
3.6.1 Desinfeccdo e Esterilizagido COM UV ... 23
3.6.2 Parametros da Qualidade da Agua para Tratamento com UV .........cccccevveverervenrennen. 23
3.6.3 Transmissdo da 1rradiaGao UV ... e 24
3.6.4 Projeto de DesinfeCGa0 COM UV .....c..oiiiiiiiece et 24
3.6.5 Outras aplicagdes da Irradiaglo UV ... s 25
4 MATERIAIS E METODOS ..o eeieses s st sssesss s asnes s nessesssnsssnssnensanes 27
4.1 MANUTEN(;AO DA CULTURA Lttt 27
4.2 IMOBILIZACAO CELULAR ..ot ses s senses s 31
4.3 DESCRICAO DO BIORREATOR E DO EXPERIMENTO ....ccccooiieiiieeeciee e 34
4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DAS ALGAS ......ooveveeeeees e, 38
4.5 DETERMINACAO DA REMOQAO DE COLIFORMES FECAIS ..., 39
4.5.1 DETERMINACAO DO COEFICENTE DE DECAIMENTO DE COLIFORMES 40
0 S () TR
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coouiietieeieesiieessesiirssesissesseessssssnessesessessenssssssnensenes 42
5.1 TRATAMENTO SOB LUZ ARTIFICIAL. ..o 42
5.2 TRATAMENTO SOB LUZ SOLAR.......oooiitiieiee ettt 48
6 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES .......ooooieeeveeeveeeteeeeesesess s, 54
REFERENCIAS ...ttt 56
APENDICE ..ottt 59

ANEXO



AHA
ANOVA
APHA
CF

ETE

Kb

IMP
nm

oD
OMS
rev./min
RNS
ROS
SPD
UFC
THM

LISTA DE SIGLAS

Acido Haloacéticos

Analise de Variacao

American Public Health Association
Coliformes Fecais

Estacdo de Tratamento de Esgotos
Coeficiente Decaimento de Coliformes Fecais
Indicador Microbioldgico de Patégenos
Nandmetro

Oxigénio Dissolvido

Organizacdo Mundial da Saude
Reviravoltas por minuto

Espécies Reativas de Nitrogénio
Espécies Reativas de Oxigénio
Subproduto de Desinfecgdo

Unidade de Col6nia Filtrada

Trihalometanos



RESUMO

A contaminacgdo das &guas subterréneas por efluentes domésticos e industriais é a principal causa de
poluicdo ambiental e reducdo na qualidade dos recursos hidricos. Escherichia coli (coliformes fecais) é
atualmente o melhor indicador bioldgico de contaminacdo microbioldgica fecal da dgua de consumo humano e
indica uma ameaca direta a satde publica. Os processos convencionais de desinfeccdo geram subprodutos
guimicos perigosos e/ou carcinogénicos (ex. organoclorados). A tecnologia da imobilizacdo de microalgas
(Chlorella.) em matrizes de alginato de calcio (“beads”) aumenta a longevidade fotossintética, viabilidade,
durabilidade e atividade biocatalizadora celular. Redugdes significantes (>99%) ocorreram apds 3h de contato
dos afluentes (concentracdo média de 10" UFC/100mL) com as colunas com microalgas (3,5ug. bead™) em
relacdo aos reatores sem algas (controle). Desinfeccdo completa de CF (remogdo superior a 10 log) foi
observada apds 12h de tratamento nos bioreatores (luz artificial) contendo microalgas (44 beads. mL™ efluente).
O coeficiente de decaimento de CF foi correlacionado com o tempo de contato superior a 3h (Kb=3,5) no
modelo de fluxo pistdo. Os dezesseis experimentos sob luz artificial (85 pE. m?.s™), solar (1,0 kcal.cm™?.d™) e
escuro (n=16) foram realizados entre 01/12/2004 a 27/02/2005. Os principais processos envolvidos na reducéao
das concentragdes dos indicadores de contaminagdo fecal foram & atividade metabolica e de fotossintese das
microalgas. Remogdes quimicas e fisicas por absor¢do dos geéis de alginato de calcio foram insignificantes.

Palavras-chave: Alginato, Chlorella, imobilizagdo, reducao de indicador microbiolégico de patégenos.

ABSTRACT

The contamination of groundwater by domestic and industrial effluents is a principal cause of the
reduction in the quality of water resources. The presence of Escherichia coli (faecal coliforms) is still the best
indicator of faecal contamination of water used for human consumption and indicates a direct risk to public
health. The conventional chemical disinfection processes (e.g. chlorination) generate potentially dangerous by-
products some of which are carcinogenic (e.g. organo-chlorides). Immobilization of micro-algal cells of the
genus Chlorella in a matrix of calcium alginate to form beads increased their photosynthetic longevity, viability,
durability and rate of cellular uptake. Significant reductions in FC concentrations (>99%) occurred after 3h
contact time between a culture of FC (originally isolated from waste stabilization pond effluent) and columns of
algal beads. Control columns of alginate beads without algae showed no such reduction. Sixteen experiments
were performed using artificial light (85 PE. m?.s™), solar radiation (1,0 kcal.cm™.d™) light and dark conditions
(n=16) between 01/12/2004 and 27/02/2005. Complete removal of FC (in this case the removal of >10 logs) was
observed after 12h of treatment in the bioreactors of algal beads (44 beads mL™ of liquid phase) illuminated with
fluorescent tubes. A coliform die-off coefficient (Kb) of 3,5 was calculated using a plug flow model. The
principal processes involved in the removal of FC were attributed to increased metabolic activity and
photosynthetic activity by the algae immobilized in the alginate beads. Chemical and physical removal of FC by
absorption on to the calcium alginate beads (i.e. control beads without Chlorella) was insignificant.

Key-boards: Alginate, Chlorella, immobilization, reduction of the indicator microbiologic pathogens.

* Contato com autores: Tel.: (84) 8817-2464, fax (84) 215-3770.

Endereco eletronico: endresbio@yahoo.com.br (A.E. Marcon).
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REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 8
MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

1. INTRODUCAO

A contaminagdo dos mananciais por efluentes domésticos e industriais é uma das
principais causas da poluicdo ambiental e degradacdo dos recursos hidricos. O
desenvolvimento urbano e o consequiente adensamento populacional trouxeram a necessidade
da eliminacdo das aguas residuais provenientes das atividades socio-econémicas.
Inicialmente, estes efluentes eram langados, sob a forma bruta, nos corpos de &gua (rios, lagos
e mares) e no solo através das fossas sépticas e sumidouros. O langamento in natura acarretou
altos custos ambientais, sanitarios e econdmicos; decorrendo na mortalidade humana,
diminuicdo da expectativa de vida, aumento nos gastos médicos, degradacdo ambiental,
flagelo dos ecossistemas e queda da renda proveniente do turismo numa regido degradada,
entre muitos outros.

Os coliformes fecais, como a Echerichia coli, sdo reconhecidamente os melhores
indicadores da contaminagdo por microorganismos patogénicos resultantes, principalmente,
da poluicdo fecal (Baudisova, 1997). Os processos convencionais de remocdo para
desinfeccdo ou diminuicdo da concentracdo de patdgenos e conseqlientemente seus
indicadores, sdo efetivos, porém seus produtos quimicos sdo perigosos e em alguns casos
carcinogénicos, como o subproduto da reacdo do cloro (CI") combinado com aminas residuais
resultando em organoclorados (Sussuana, 2000).

Com a finalidade de minimizar estes impactos foram desenvolvidas formas de
tratamentos para essas aguas residuais, eliminando sua carga poluidora, principalmente
através da utilizacdo de microorganismos que se proliferam naturalmente no solo e na agua,
digerindo as matérias organicas e inorganicas existentes nos dejetos e contaminantes,
objetivando otimizar a eficiéncia e minimizar os custos. Neste sentido, o tratamento de &guas
residudrias provenientes de esgotos domesticos, através do sistema de lagoas de estabilizacao,
¢ considerado uma das técnicas mais simples e eficientes, aliado ao baixo custo de
implantacéo, operagdo e manutengdo. Dependendo do tipo de lagoa do sistema, ou das séries
de lagoas utilizadas, a remocao de microorganismos patogénicos pode ser de até 99,9999%,
que corresponde a uma reducgdo logaritmica de 10° na concentragdo desses patdgenos e 0s
coeficientes de decaimento (Kb) também sdo significativos.

As algas séo um dos grupos mais diversificados de microorganismos existentes nas

lagoas de estabilizacdo, onde se verifica a predominancia de algas verdes (Chlorophyta),
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REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 9
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destacando-se as microalgas do género Chlorella sp., que sdo microorganismos unicelulares,
clorofilados, sem flagelos e autotroficos (fotossintese).
As algas desempenham um papel fundamental no funcionamento do sistema de
lagoas, ou seja:
- Aumentam a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) através da fotossintese,
que é necessario ao metabolismo das bactérias aerdbias heterotroficas;
- Consomem o didxido de carbono (CO,) produzido pela oxidacdo bacteriana da
matéria organica, elevando o pH do meio;

- Removem nutrientes da agua através de seu metabolismo e crescimento celular.

Os esgotos domésticos caracterizam-se por concentraces de coliformes fecais de
aproximadamente 10"*? células/100mL. Num sistema composto por trés lagoas em série
existe reducdo de até 99,999% (log.10*°) na concentracdo de coliformes fecais e relevante
coeficiente decaimento.

O efluente final tratado secundariamente permanece com concentracdo elevada de
microorganismos patogénicos (aprox. 107 células/100mL). Em sistemas de filtros biolégicos
e lodos ativados a reducdo é de até 99% (Pearson et al., 1987a; Davies-Colley, 1997; Mara &
Pearson, 1999).

Ja a filtracdo bioldgica com bioreatores com microalgas e Cianobactérias
imobilizadas alginato de célcio é uma técnica de tratamento terciario que capaz de reduzir
significativamente o0s riscos de contaminacdo microbioldgica e doencas vinculadas a
patdgenos do meio hidrico. Através desse tratamento com algas imobilizadas em
concentracdo ideal de células e matriz de alginato obtém-se reducdo significativa nas
concentracdes de microorganismos patogénicos (Megharaj et al., 1992; Forrest, 1998; Page,
2000; Tam e Wong, 2000).

As bactérias patogénicas, bem como, os coliformes fecais, sdo removidos em
sistemas biologicos, principalmente pelo biofilme das algas e a irradiagéo solar. Isto ocorre
através de varios mecanismos, tais como: temperatura alta, luz ultravioleta, foto-oxidacéo,
altos niveis de pH, lise e aderéncia a superficie celular das algas (Pearson, 1986).

A imobilizacdo de microalgas em matrizes de alginato ¢ uma tecnologia que
oferece grande flexibilidade operacional e eficiéncia, pois impede que a biomassa algal seja

levada para fora do biorreator, facilitando a sua remocéao do sistema. Com a imobilizagéo, as

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 1
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algas distribuem-se aleatoriamente nas esferas da matriz de alginato (“beads”) e esta fixagdo
aumenta a viabilidade celular por maiores periodos de tempo, quando comparados aos
sistemas de tratamento de células ndo imobilizadas. Varios trabalhos (Robinson et al., 1985;
Megharaj et al., 1992; Forrest, 1998; Page, 2000; Tam & Wong, 2000; de-Bashan et al., 2002)
tém demostrado que esta técnica remove significativamente os coliformes fecais, virus e
nutrientes de &guas residudrias provenientes de esgotos, sendo ainda inédita a sua aplicacdo
no Brasil. Contudo, neste sistema biologico, a alta concentragao de biomassa por “beads”
prejudica o tratamento, ao contrario do que acontece em sistemas livres (lagoas de
estabilizagdo), onde altas concentracfes de algas no meio aumentam a eficiéncia do

tratamento.

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 1
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1.1 JUSTIFICATIVAS E RELEVANCIAS

De acordo com a OMS (1989), 25 milhGes de pessoas morrem por ano devido a
falta de agua potavel e saneamento béasico. No Brasil, a contaminacdo das aguas por
microorganismos patogénicos € um dos principais causadores das altas taxas de mortalidade
infantil, acima de 100 mortes para cada 1000 nascimentos.

Devido ao crescente aumento demogréfico, a cidade do Natal tem urgéncia em
adotar politicas de preservacdo e uso racional dos seus recursos hidricos, para isto se faz
necessario o uso de técnicas alternativas, como o tratamento biologico terciario com
microalgas imobilizadas das aguas residuais e esgotos, que ainda ndo foram utilizadas na
regiéo.

A desinfeccdo hidrica com cloro utiliza altas doses do produto (10 a 30mg/L de
Cly), exige alto tempo de contato (30 a 60 minutos), é cara (aproximadamente 12 mil dolares
para cada 1000 pessoas) e leva a bioacumulacdo de cloroaminas (organoclorados), que séo
substancias potencialmente cancerigenas. Desta forma, o tratamento bioldgico terciario pode
ser uma tecnica mais eficiente, com menores custos e riscos a salde humana e ao meio
ambiente.

Este método € ideal para regifes de clima quente e com altas taxas de insolacdo. As
temperaturas elevadas aceleram o metabolismo dos microorganismos patogénicos (CF),
tornando-os mais suscetiveis, proporcionando maiores taxas de desinfeccdo em menores
tempos de detencdo.

O tratamento bioldgico terciario de efluentes infectados reduzira os riscos de
contaminacdo dos aquiferos e mananciais da regido de Natal, onde deve ser priorizada a
preservacéo dos recursos hidricos e do meio ambiente. E consenso entre os microbiologistas,
gue muitos microorganismos patogénicos tém sua sobrevivéncia aumentada nos solos, mesmo
guando comparado ao cultivo em laboratorio. Além disto, este tratamento terciario biologico

aumentara as possibilidades de retso dos recursos hidricos contaminados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Promover a reducdo de indicadores de bactérias patogénicas entéricas (CF) de
efluentes contaminados, através do tratamento biologico terciario com biorreatores de

microalgas-verdes (Chlorella sp.) imobilizadas em matriz de alginato de célcio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comprovar a eficacia do tratamento bioldgico terciario na desinfeccdo de aguas
residuais através de microalgas imobilizadas.

- Determinar o percentual de remoc¢do de coliformes fecais (CF) no efluente
tratado nos reatores contendo microalgas verdes (género Chlorella sp.), em

relacdo aos controles, e ap0s os diferentes tempos de contato.

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 2
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CHLORELLA

O género Chlorella é composto por microalgas verdes, unicelulares, que possuem
clorofila e realizam fotossintese, sendo uma das primeiras algas a serem isoladas como uma
cultura pura (realizado por Beijerinck na década de 1890). Otto Warburg (1919) introduziu o
uso de Chlorella sp. nos estudos da fotossintese, onde as células eram cultivadas numa
solugdo similar a solugdo Knop’s, que era utilizada no cultivo hidropbnico de plantas
superiores. Essa solucdo continha Ca (NOs),, MgSO,4, KH,PO4, KNO;3; (ou KCI) e FeCl;
diluidos em agua da torneira.

No final de 1940, aumentou-se a atencdo cientifica sobre o potencial das
microalgas na producdo de biomassa. As algas, principalmente do género Chlorella, foram
cultivadas em meio mineral definido, e ap6s eram determinados os requerimentos ambientais
e nutricionais das diversas espécies (Krauss, 1958; Bowen et al., 1965).

O género Chlorella apresenta 5% de eficiéncia média na conversdo de energia
luminosa em material celular, correspondendo a uma producdo de biomassa de 3,5g de (peso
seco) m>.dia™ (Myers, 1980). Quando fornecida concentracéo de 1g de KNO3.L™ é possivel a
producdo de 2g.L™ de peso celular seco. Mesmo sob meio pobre em nitrogénio, esse género
apresenta uma boa producdo de biomassa, desde que em ambientes com temperatura elevada

e boa luminosidade (Megharaj et al., 1992).

3.2 MICROALGAS IMOBILIZADAS EM MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO

A tecnologia do processo de imobilizagcdo de microalgas em matrizes de alginato
surgiu como uma importante técnica para aumentar a longevidade fotossintética e
biocatalizadora celular (Robinson et al., 1985; Megharaj et al., 1992). Esta tecnologia nédo

previne apenas gque a biomassa seja levada para fora dos biorreatores, mas também oferece um

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 3



REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 14
MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

grande avanco na flexibilidade operacional e na facil separacdo das algas dos efluentes
tratados (Mallick & Rai, 1993). Vaérios trabalhos indicam remocdo de bactérias entéricas
patogénicas, coliformes fecais, virus, nitrogénio, fésforo, metais, biocidas e outros compostos
quimicos de afluentes contaminados através de culturas de microalgas submetidas ao fluxo
continuo ou ndo, bem como, demonstraram uma significativa reducdo dos patdgenos e
nutrientes nos biorreatores sob condicdes ideais (Sian, 1984; Meghharaj et al., 1992, Lau et
al., 1997; Page, 2000; Tam & Wong, 2000; de-Bashan et al., 2002).

O alginato é um polissacarideo bioativo produzido por algas marinhas marrons,
principalmente as espécies do género Fucus, Macrocystis e Laminaria. Trata-se de um
ficocoloide com é&cido alginico como principio ativo, que contém ferro e célcio na sua
estrutura. Em 1880, foi isolado por lixiviagdo por E. Stanford e apds comecou a ser
comercializado em 1929. Desde entdo, prosperam, por exemplo, com utilizacbes médicas,
farmacéuticas, alimenticias e odontoldgicas (Srivastava & Kulshreshtha, 1989).

O sucesso no empreendimento de imobilizar microalgas para o tratamento de aguas
residuais depende de muitos fatores, incluindo a espécie algal, a matriz de imobilizacao, a
concentracdo de células e esferas da matriz, morfologia das esferas (“beads”), aeracdo, tempo
de retencdo, e outros (Lau et al., 1997; Tam & Wong, 2000; de-Bashan et al., 2002).

De todas as espécies de microalgas unicelulares, o género Chlorella é o0 mais
comum e efetivo na imobilizacdo para a remocédo de coliformes, nutrientes e metais, sendo
também, tolerante a amplas variacGes de pH e concentracdo de sais. As células de Chlorella
suportam concentracdes de Mg e K até 10 vezes mais elevadas que as concentragdes criticas,
e de P, S e Mn até 100 vezes. Quando imobilizadas na matriz de alginato de calcio (“beads”),
as viabilidades celulares mantém-se por um longo periodo de tempo e ao contrario do que
acontece nos sistemas de tratamento com algas livres suspensas, concentragcdo muita elevada
de algas na matriz diminui a eficiéncia do tratamento (Sian, 1984; Robison et al., 1985;
Megharaj et al., 1992; Mallick & Rai, 1993; Laliberté, et. al. 1994; Rangeby, 1996; Lau et al.,
1997; Tam et al., 2000; Tien, 2002;).
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O fosforo e o nitrogénio sdo alguns dos nutrientes mais utilizados pelas plantas e
sdo também um dos principais poluentes eutréficos. Muitos estudos tém mostrado a eficiéncia
da cultura de microalgas imobilizadas na remocdo destes nutrientes das aguas residuais
poluidas e ricas em compostos nitrogenados e fosfatados (Megharaj et. al., 1992; Robinson et
al. 1988). Os tratamentos de aguas residuais e esgotos por microalgas tém sido usados
também para remover coliformes, matéria organica e os nutrientes inorganicos em muitas
comunidades pequenas, isto devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia.

E importante ressaltar, que muitas vezes os sistemas de tratamento secundarios nio
sdo totalmente eficazes na remoc¢do de nutrientes e coliformes, principalmente, em aguas
muito eutrofizadas e poluidas. Por ndo alcancarem os padrbes de qualidade exigidos pelas
entidades fiscalizadoras, muitas vezes ndo é possivel o descarte e nem mesmo relso de seus
efluentes finais (Pearson, 1986, 1987 a,b; Mara & Pearson, 1999). Logo, para a diminuicdo
dos riscos a saude humana e ao meio ambiente sdo necessarios processos de tratamento
terciario, como por exemplo, sistemas microbioldgicos de biorreatores com microalgas

imobilizadas (Forrest, 1998; Page, 2000; Tam & Wong, 2000).

3.2.1 Polissacarideos

O alginato é um polissacarideo de algas. Esses polimeros sdo de alto peso
molecular resultantes da condensacdo de um grande nimero de moléculas de aldoses e
cetoses. Cada molécula de acucar é ligada a vizinha por intermédio de uma ligacéo osidica,
formada pela ligacdo da hidroxila hemi-acetalica em C-1 com qualquer das hidroxilas da outra
molécula glicidica, e com eliminacdo de uma molécula de &gua. Esses produtos tém uma
ampla distribuicdo na natureza e sdo constituintes essenciais de todos 0s organismos Vivos.
Ocorrem em bactérias e fungos (dextranos e goma Xxantana), em algas (alginatos,
carragenanos e agar-agar) e em vegetais superiores (amido, celulose, gomas, mucilagens e
pectinas). Nas Ultimas décadas, polissacarideos de origem vegetal surgiram como um

significante grupo de produtos naturais bioativos, com diversas atividades bioldgicas relatadas
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(Brunenton, 1993; Srivastava & Kulshresta, 1989).

Os polissacarideos vegetais podem ser classificados e divididos em homogéneos ou
homoglicanos, que séo resultantes da condensacdo de um grande nimero de moléculas de um
mesmo aclcar (amido e celulose), e heterogéneos ou heteroglicanos quando formados pela
condensacéo de agucares diferentes (gomas, mucilagens e pectinas). Os produtos resultantes
dessas condensacgdes sdo macromoléculas lineares ou ramificadas, esses agucares podem ser
classificados ainda pela solubilidade em agua (Brunenton, 1993).

Os é&cidos alginico e alginatos sdo polissacarideos de algas (ficocoldide) obtidos,
principalmente, da espécie Fucus visiculosus. O &cido alginico é um polimero linear
constituido por dois tipos de acidos urénicos: os acidos manurénico e gulurénico, unidos
através de ligacdo beta. O acido alginico é insollavel em &agua, possui carater anidnico
acentuado que permite a formacéo de sais sollveis de sodio, potassio, amonio e insollveis de
calcio. O acido alginico e os alginatos formam géis viscosos, que atuam como protetores da
mucosa gastrica, sendo recomendado ao tratamento sintomatico de problemas de refluxo
gastrico-exofagico, hérnias de hiato e exofagites. Alguns alginatos sdo empregados como
adjuvantes em regimes hipocaldricos e como anti-hemorragicos de uso externo, pois formam
géis fibrilares, que provocam rapida homeostase. Atuam, também, como espessantes e

estabilizantes em produtos farmacéuticos e alimenticios (Brunenton, 1993).

3.3 COLIFORMES FECAIS

Ingram (1977) definiu, para o monitoramento microbiologico de aguas, o termo
marcador biologico ou indicador microbiolégico de patégenos (IMP), como sendo um
organismo que, estando presente numa amostra, indica a presenga de um patdgeno similar
ecologicamente. Logo a presenca deste organismo marcador indica um potencial risco a salde
USEPA (1999).

A Escherichia coli é atualmente o melhor indicador biolégico de contaminacgdo

fecal da &gua de consumo humano e indica uma ameaca direta a satde publica (Elberg et al.,
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2000). Baudisova (1997) demonstrou que E. coli € mais estavel em rios que outros coliformes.
Davis-Colley et al. (1997) também mostraram que, para sistemas de fluxo ndo continuo, a E.
coli pode ser melhor indicador em lagoas de estabilizacdo que enterococos. Avangos nas
pesquisas bacterioldgicas do grupo dos coliformes confirmam a sua eficiéncia como
marcadores microbioldgicos de seguranca hidrica e os estudos dos seus habitats dividem o
grupo em trés subgrupos:

- Termotroficos e fecais verdadeiros (E. coli);

- Termotroficos e coliformes onipresentes, podem fazer parte da flora intestinal

humana e animais de sangue quente, bem como em ambiente naturais
(Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae);

- Psicotroficos, puramente coliformes ambientais (Rahnalla aquatilis), que se

proliferam em &guas poluidas e primitivas.

Segundo Leclerc et al .(2001) as controvérsias entre os valores de coliformes fecais
(CF) ou termotolerantes como indicadores fecais, associado com a heterogeneidade dos
grupos, tem sugerido a redefinicdo dos termos pelo seu sinénimo E. coli.

Atualmente, é de geral reconhecimento que o teste de coliformes utilizando E. coli
aplicado em agua de abastecimento tratada, ndo € apenas uma medida sanitaria significante,
mas também um 6timo indicador da eficiéncia do tratamento. Este fato se da porque bactérias
coliformes, como outros indicadores bacterioldgicos, sdo mais facilmente capturadas que
inativados nos convencionais processos de tratamento, ocorrendo o contrdrio com 0S
resistentes virus entéricos e protozodarios patogénicos. Logo, o uso de E. coli pode ser mais
apropriado para indicar a presenca de bactérias entéricas patogénicas. Os virus e protozoarios

patogénicos devem ser analisados separadamente (Gleeson & Gray, 1997).

3.4 REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS

Em vérios trabalhos, o cultivo de algas tem sido utilizado e descrito na remogéo de

microorganismos patogénicos, através de diferentes mecanismos, demonstraram que existe
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um aumento na desinfeccdo em lagoas de estabilizacdo sob condigdes de pH elevado
(Pearson, 1986; Pearson et. al., 1987 a; Dixo et al. (1995); Rangeby et al., 1996; Davis-Colley
et al., 1997). De acordo com Curtis & Mara (1994) o cultivo de algas torna 0 ambiente mais
alcalino (com pH acima de 8,5), propiciando uma maior formacéo de bicarbonato (HCO3).
Nestas condicdes, os coliformes fecais morrem rapidamente (Smallman, 1986). Estes fatos
aliados as altas temperaturas do ambiente (acima de 25 °C) tornam-se a principal explicacéo
para a reducao de CF.

Inicialmente, Parhad & Rao (1974) e posteriormente, Dixo et al. (1995) e Rangeby
et al. (1996) correlacionaram a alta remoc¢do de CF ao pH basico (alcalino). O pH é elevado
nas culturas de algas devido ao consumo de dioxido de carbono (CO2) e producdo de
oxigénio (O2) durante a fotossintese:

CO; + H,0 — (CH;0) + O,

Este balango natural € desordenado no sistema pelo tamponamento do bicarbonato
(HCOg3) da agua:

3 CO, <> HCO3 «»> 2 CO5

Conforme Curtis & Mara (1994) quando o CO, aumenta devido a respiracdo das
bactérias, este aumento da concentracdo desloca a reacdo para a esquerda, e apenas as
oxidrilas (OH") sdo reduzidas para 2 HCOj3; (bicarbonatos) promovendo um ambiente
alcalino. Quando o pH ocorre acima de 8,5, os patdgenos e coliformes fecais morrem
rapidamente pois ndo toleram estes niveis de alcalinidade (Davies-Colley et al., 1997).

Conforme Davis-Colley et al., (1997) o namero de coliformes fecais podem ser
afetados pela luz e a luz visivel azul-verde (555nm de comprimento de onda) inativa
enterococos e 0 mecanismo de foto-oxidagdo é causador disto. O mecanismo de morte dos
CF, por foto-oxidagdo, ocorre através da luz capturada por sensores dentro (endogenos) e fora
(exdgenos) das células. Os sensores transferem a energia destes fétons, criando formas
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) que podem inativar lipidios, proteinas e

lesar o DNA e outras estruturas celulares bacterianas, como por exemplo, membranas. Estes
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sensores incluem compostos moleculares com as riboflavinas, clorofila e outros.

As E. coli sdo também inativadas por UV-A, UV-B e UV-C. Entretanto,
comprimentos de onda maiores sdo praticamente incapazes de inativar esta bactéria. A energia
eletro-magnética da UV lisa o microorganismo atraves de danos causados durante a passagem
pela membrana e parede celular, e também pela geracdo de compostos reativos (radicais
livres) que inativam os processos celulares e danificam o material genético (DNA). As algas
promovem um ambiente oxigenado que aumenta o estresse oxidativo. Outras teorias para a
remocao de CF, pelas algas, incluem a rapida absorcdo dos nutrientes e a adesdo das bactérias

pela superficie das algas (Halliwell & Guttenrigde, 1999).

3.5 TRATAMENTO CONVENCIONAL COM CLORO

O método convencional de tratamento hidrico com cloro (cloracdo) resulta em
aumentos significativos nos indices de cloro residual dissolvidos nas aguas de abastecimento,
O tempo de contato para o tratamento hidrico é de 30min, contudo tem elevado custo anual.

As reacOes do cloro residual com aminas e amidas, contidas na matéria organica
dissolvida e particulada, formam os organoclorados, que também sdo constituintes basicos de
muitos pesticidas. Os organoclorados sdo compostos de carbono com cadeias aliciclicas e,
alguns com anel aromatico contendo cloro. As restricdes quanto ao uso do cloro se devem a
diversos fatores, dentre os quais: a sua elevada persisténcia no meio ambiente; a sua
capacidade de se incorporar na cadeia alimentar; a sua a¢do como indutor enzimatico e,
principalmente, por comprovada acdo carcinogénica (Suassuna, 2001).

Os danos celulares causados pelos organoclorados resultantes do tratamento hidrico
convencional séo gerados, principalmente, devido ao aumento do estresse oxidativo. Esses
danos oxidativos lesam diversas biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios), e sdo responsaveis
por doencas gastro-intestinais e degenerativas (Halliwell & Guttenridge, 1999). O termo
estresse oxidativo é muito usado na literatura de radicais livres e refere-se a situagdes de um

sério desbalanco entre a produgdo de ROS e RNS (espécies reativas de oxigénio e nitrogénio)
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e a producdo de defesas antioxidantes celulares. Os principais efeitos do estresse oxidativo
sdo a diminuicdo ou alteracdo nas enzimas de defesa antioxidante (superdxido desmutases;
glutationa peroxidase) e aumento significativo de ROS e RNS. As lesdes causadas no DNA,
em conseqiiéncia da elevacdo dos radicas livres, sdo mecanismos potencialmente pré-
mutagénicos e podem contribuir para a carcinogénese. As cloronitrosaminas sdo espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e tem acdo danificadora comprovada (Halliwell & Guttenridge,
1999; Komulainen, 2004; Buschini et al. 2004).

As concentragcdes de organoclorados em mulheres contaminadas, e ndo expostas
ocasionalmente e seus recém nascidos, sdo avaliadas como fator de risco de parto prematuro,
provavelmente pela acdo estrogénica de alguns organoclorados, aos quais a populacdo esta
exposta principalmente pela cadeia alimentar. Estudos epidemioldgicos demonstraram
associacdo entre os niveis desses compostos com baixo peso ao nascer, diminuicdo da duragédo

da lactacéo e prematuridade (Suassuna, 2001).

3.5.1 Cloragéo

A cloracdo € usada no tratamento de aguas e esgotos para efetuar a desinfec¢éo
com objetivo de destruir organismos patogénicos, controlar os microrganismos, retirar 0s
agentes causadores de odor e sabor, eliminar o nitrogénio amoniacal e remover ferro e
manganés por oxidacao.

Geralmente, nas desinfec¢cdes convencionais com este halogénio é utilizado cloro
residual combinado (hiploclorito de soédio ou didxido de cloro) para garantir menor
quantidade de cloro livre. Porém, sempre ocorre a formacdo de subprodutos de desinfeccao
(SPD), com predominio de trihalometanos (THM) e acido haloacéticos, que aumentam com a
elevacdo dos teores de matéria orgénica dissolvida. A quantidade total de organoclorados é
igual aos halogénicos organico total (TOX) e representa efeitos adversos a saude (EPA,
2001).

Os derivados clorados sdo adicionados a agua, e sua reacéo de oxidacdo da matéria
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organica recebe o nome de “demanda de cloro”. Demanda de cloro ¢ a diferenca entre o cloro
aplicado e a quantidade de cloro livre, combinado ou total remanescente no final do periodo
de contato. O derivado de cloro reage com a amdnia, formando as cloraminas, que sao
denominadas de “cloro residual combinado” Apds a formagdo das cloraminas, tem-se a
presenca do chamado “cloro livre”, que ¢ constituido do acido hipocloroso e do ion
hipoclorito. Contudo, a desinfec¢do usando cloro nos efluentes contendo amonia é menos

agressiva, pois ocorre menor formacéo de subprodutos de desinfeccéo (SPD).

3.5.2 Métodos de Aplicacéo de Cloro

1 — Cloracao simples:

Neste método ndo existe a preocupacdo de satisfazer a demanda, simplesmente
aplica-se o derivado clorado, de forma que ao fim de determinado tempo de contato o cloro
residual esteja entre 0,1 e 0,2 mg/L-1, que é suficiente para garantia da qualidade

microbioldgica da dgua.

2 —Cloracdo com amoénia

Corresponde a adicdo de aménia e do derivado clorado simultaneamente. E o
processo utilizado em &guas que contém matéria organica na forma de fendis, evitando a
formacdo dos chamados clorofendis, que sdo responsaveis pelos odores e sabores. A relacdo

deve ser de 1:1.

3 — Cloracao ao “break-point”

Ocorre sob condicbes controladas, adicionando cloro até que a demanda seja
satisfeita. O cloro continua a ser adicionado até que os compostos cloro-nitrogenados
(cloraminas), também sejam oxidados, pois estes compostos sdo 0s responsaveis por sabor e
odor caracteristicos dos derivados clorados, bem do céncer. A cloragdo break point, ocorre

quando a cloracdo da 4gua chega ao ponto em que a amdnia é convertida a tricloroaminas ou
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oxidada a nitrogénio ou outros gases.

Tabela 3.1 — Dosagem de cloro para diferentes tipos de efluentes. *

Tipo de Efluente Domestico Dosagem (mg/L)

Esgoto Bruto 6als

Esgoto Bruto Séptico 12a30
Efluente Decantado 8a20

Efluente de Precipitacdo Quimica 3al0
Efluente de Filtracdo Bioldgica 3al5
Efluente de Processos de Lodo Ativado 2a8
Efluente Secundario Filtrado laé6

NOTA: * Valores tipicos, adaptados de WEF (1996).

3.6 TRATAMENTO COM IRRADIACAO ULTRAVIOLETA (UV)

Os meios de desinfeccdo mundialmente utilizados sédo cloro, luz ultravioleta e
ozonio. As varias formas de desinfeccdo com cloro e derivados sdo as mais utilizadas
atualmente. Entretanto, a irradiacdo com ultravioleta tem avancado fortemente como meio de
desinfeccéo.

A luz ultravioleta faz parte do espectro eletromagnético com comprimentos de
onda entre 100 e 400 nandmetros (nm). Quanto menor o comprimento de onda, maior a
energia produzida. As lampadas mais usadas de baixa pressdo de vapor de mercurio tém
comprimento de onda de 253.7 nm. Portanto, a faixa do UV-C é a mais apropriada para a
eliminacdo de microbios. A faixa de UV vacuo (UV-V), especificamente com comprimento
de onda de 185 nm, é propria para a producdo de 0zonio (Og).

As lampadas de ultravioleta e fluorescente sdo similares. A luz ultravioleta é
produzida como resultado de fluxo de corrente através do vapor de mercario entre 0S
eletrodos da lampada. As lampadas de baixa pressdao de mercurio produzem a maioria dos
raios com comprimento de 253,7 nm. Esse comprimento é muito préximo do comprimento de

260 a 265 nm, que é o mais eficiente para matar microbios. A principal diferenga entre a
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lampada germicida e a fluorescente é que a germicida é construida com quartzo, ao passo que
a fluorescente é com vidro, com camada interna de fésforo que converte a luz UV para luz
visivel. ColisGes entre elétrons e atomos de mercurio provocam emissdes de radiacdo
ultravioleta, que ndo € visivel ao olho humano. Quando esses raios colidem com o fésforo,
eles “fluorescem” e se convertem em luz visivel. O tubo de quartzo transmite 93% dos raios

UV da lampada ao passo que o vidro (vidro macio) emite muito pouco.

3.6.1 Desinfeccéo e Esterilizagdo com UV

Os microorganismos sdo inativados pela luz UV principalmente como resultado de
um dano fotoquimico ao acido nucléico. A alta energia associada ao pequeno comprimento de
onda (240 — 280 nm) ¢ absorvida pelo RNA e pelo DNA das células. A méxima absorcéo da
luz ultravioleta pelo DNA ocorre com um comprimento de onda de 260 nm (Halliwell &
Guttenridge, 1999).

Esterilizacdo é quando se da total eliminacdo de patogénios abaixo de um nivel de
medicdo especificado. A esterilizacdo é definida como uma reducdo de contaminantes igual
ou superior a 99,999999% (8 logs). A desinfec¢do é a reducdo na concentracdo de patogénios
para niveis ndo infecciosos. A desinfeccdo atinge varios niveis de reducdo de patégenos (90 a
99,999%).

3.6.2 Parametros de Qualidade da Agua para Tratamento com UV

Para efetuar a desinfeccdo de agua potavel e industrial sdo necessarias certas
condicBes para a gua:

1)Filtro de particulas de 5 micra, pois virus ou bactérias podem deixar de ser
atingidos quando houver particulas; 2)Dependendo da qualidade da &gua, filtros de carvao
poderdo ser necessarios para retirada de material organico, que interfere na transmissao da luz
ultravioleta 3)Deve-se reduzir niveis de ferro e de manganés para 0,3 partes por milhdes
(ppm) e 0,05 ppm, respetivamente, e dureza abaixo de 100 ppm. O Ferro, 0 manganés e a
dureza (célcio e magnésio) podem precipitar-se no tubo de quartzo prejudicando a

transmissdo da luz. Como filtros de carvdo e resinas podem agir como aceleradores de
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multiplicacdo de bactérias, os reatores de ultravioleta devem ser instalados no final da linha,
Ou seja, apos esses.

Os principais fatores que afetam a desinfeccdo eficaz com UV sdo a qualidade da
agua, a transmissao da irradiacdo UV, os solidos suspensos, o nivel de organicos dissolvidos,
a dureza total, as condicOes da lampada, a limpeza do tubo de quartzo, o tempo de uso da
lampada, o tratamento da agua antes da aplica¢do da UV, a vazdo e o projeto do reator. Esses
fatores estdo relacionados principalmente com a exposicdo dos contaminantes na agua e a
transmissdo eficiente de UV para uma ativagdo adequada. Os problemas incluem o
sombreamento (em que 0s contaminantes pequenos sdo ofuscados por outros contaminantes
presentes na agua), incrustacdo ou descoloracdo do tubo de quartzo, intensidade da lampada e

fluxos inadequados.

3.6.3 Transmissao da Irradiagdo UV

A transmissdo de UV é definida como porcentagem da luz UV com comprimento
de 254 nm ndo absorvida apds passar através de uma espessura de agua de 1 cm. A
transmissao depende de materiais dissolvidos e suspensos na agua. As transmissdes reduzidas
diminuem a intensidade da luz na &gua, requerendo, portanto, maior tempo de exposicao a fim
de que a 4gua receba uma dose apropriada de irradiacao.

A claridade visual da agua ndao ¢ um bom indicador de sua transmissao, uma vez
que a agua que é clara para luz visivel pode absorver o comprimento de onda da luz
ultravioleta. A melhor forma de medir a transmissdo de luz ultravioleta na adgua é fazer a
medicdo com uma pequena amostra em um aparelho chamado espectrofotdmetro, que mede
especificamente a transmissdo do comprimento de onda de 254 nm na agua. O

espectrofotdmetro informa o resultado em termos de porcentagem.

3.6.4 Projetos de Desinfec¢do com UV

A camara de 4gua ou reator deve ser projetada de tal forma que assegure que todos
microbios recebam uma dose suficiente de exposicdo a luz ultravioleta. Quando néo
projetados visando a esse padrdo, alguns raios ultravioletas sofrem o que se chama “curto-

circuito”, ou seja, microbios passam pela camara sem receber dose suficiente de luz
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ultravioleta. Atualmente essas cAmaras séo projetadas da mesma forma que avides e carros, ou
seja, testadas em tlneis com fluxo de ar. No caso de reatores, no projeto utilizam-se os
sistemas CFD (computacional fluid dynamics - dindmica de fluido computacional), ou seja,
programas que mostram como se processa 0 fluxo de &gua através da camara, mostrando
inclusive a trajetoria de particulas, para se otimizar o projeto. Sem duvida o teste final com
andlises de &gua antes e ap0s o ultravioleta, variando-se vazdo, quantidade de contaminagéo
antes e apos o ultravioleta, € que garantira a indicacédo final do produto.

Basicamente, existem dois tipos de lampadas que sdo utilizados em projetos de
desinfeccdo com ultravioleta.

1) Baixa pressdo de mercurio;

2) Meédia pressdo de mercurio.

Atualmente uma nova versdao de lampadas com baixa pressdo de mercurio esta
sendo utilizada, as lampadas de baixa pressao e grande poténcia (LPHO*). A vantagem é na
reducdo do numero de lampadas, aumentando a poténcia do sistema e diminuindo os custos.
A grande vantagem do uso de ultravioleta em efluentes é que nada é acrescentado a mesma,
ou seja, quando o efluente é despejado em um corpo aquatico, a agua esta praticamente isenta
ou de acordo com os limites de microorganismos e sem subprodutos nocivos ao meio

ambiente

3.6.5 QOutras Aplicacdes de Irradiagdo UV

1) Quebra de ozb6nio: O ultravioleta com dosagem apropriada transforma o
0z06nio em oxigénio: 203 + UV®* = 30,;

2) Uso de UV para descloragdo: Dosagens elevadas de ultravioleta, utilizando-se
ldmpadas de média pressdo, reduzem os niveis de cloro na agua. Essa solucéo é utilizada
guando ndo se deseja o uso de filtros de carvao ativado ou metabissulfito de sodio;

3) Processos de oxidagao avancada para efluentes: Reducdo de COT (Carbono
Organico Total) é outra importante aplicacdo da irradiacdo ultravioleta, sendo que € utilizado
em processos de oxidagdo avangada, utilizando-se, por exemplo, UV + H,0, (peroxido de
hidrogénio), UV + O3 (0zbnio) e UV + TiO, (diéxido de titanio). Esses processos sao

utilizados para a oxidacdo de efluentes de industrias quimicas, farmacéuticas ou cosméticas e

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 3



REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 26
MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

ocorre principalmente através da producdo da espécie reativa de oxigénio hidroxila (radical
livre OH®) que quebra cadeias complexas dos contaminantes, transformando-os em
subprodutos mais simples, ou mesmo em CO, + H,O (WEF, 1996 e Gongalves, 2003).

O sistema de desinfec¢do com irradiacéo ultravioleta (UV) é uma técnica eficiente
de tratamento hidrico, contudo tem custo elevado e requer afluentes com qualidade bem
definida e restrita. Desta forma, o sistema bioldgico com microalgas imobilizadas demonstra

ser mais adequado para o tratamento de esgotos e aguas residuais em regides de clima quente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MANUTENCAO DA CULTURA

As cepas de Chlorella sp. isoladas do solo, em trabalhos anteriores (Sian, 1984;
Megharaj et al., 1992), foram isoladas dos efluentes das lagoas de estabilizacdo da ETE de
Ponta Negra-Natal/RN, cultivadas em frascos Erlenmeyer de 2L com 500mL de meio basal
Bold’s (Bischoff & Bold, 1963; Borowitzka, 1988). Os frascos com 500mL deste meio basal
(anexo) foram inoculados com 10mL de microalgas na fase estacionaria, abaixo de lampadas
fluorescentes brancas de 40W e com intensidade de fétons de aproximadamente 85uE.s™*.m™
ou com luz solar por 3h e incidéncia de aproximadamente. 0,9 kcal.cm™?.d™, a temperatura
ambiente média foi de 28°C + 3.

Os frascos de cultivo foram agitados manualmente a cada 8h. As culturas
utilizadas nos experimentos tinham 90 dias de cultivo, que garantiu a eficiente concentragédo
de células do experimento (Figuras 4.1 a 4.4). Quinzenalmente durante o periodo de cultivo

as células das microalgas eram isoladas e ressuspendidas em S00mL de meio basal Bold’s.
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Figura 4.1 - Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) em microscépio optico (Nikon
eclipse E-200) das microalgas (Chlorella) cultivadas apds 90 dias. (A=100X)
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Figura 4.2 - Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) em microscopio 6ptico (Nikon
eclipse E-200) com microalgas-verdes (Chlorella). (A=400X)
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Figura 4.3 - Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) em microscopio éptico (Nikon eclipse
E-200) com microalgas do género Chlorella. (A=1000X)
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Figura 4.4 - Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) em microscopio éptico (Nikon
eclipse E-200) com microalgas (Chlorella). (A=2500X)

4.2 IMOBILIZACAO CELULAR

As células das microalgas (Chlorella sp.) apds o cultivo foram centrifugadas a
3000g por 10min, lavadas e ressuspendidas na concentragdo de 7X10’ células/mL em &gua
destilada com pH neutro ajustado. A suspensdo algal foi misturada com roto-misturador em
4% de alginato de sodio autoclavado, numa proporcao de volume de 1:1 para produzir uma
mistura de 2% de alga-alginato em suspenséo.

Posteriormente esta mistura foi vertida através de baldo volumétrico numa solucéo
de 0.4M de CaCl,, que esteve sujeita a constante agitacdo, para a formacdo dos beads
(esferas) da matriz (Figuras 4.5 a e b). As matrizes de alginato de calcio possuiam esferas
(“beads”) com didmetro médio de 4mm e nos biorreatores a concentracdo de estoque de
microalgas foi de 10° células/beads (Figura 4.6).

O volume da matriz de alginato foi de 22cm® que continham aproximadamente
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400 esferas (“beads”) formadas, correspondendo a cada 65mL da mistura alga-alginato. O
reator controle (branco) construido e preparado da mesma forma que os biorreatores
(Chlorella), porém sem algas (Megharaj et al., 1992; Forrest, 1998; Page, 2000; Tam &
Wong, 2000).
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Figura 4.5 - Fotografias digitais (Nikon coolpix E-950) dos “beads” (esferas)
de alginato de célcio com microalgas (Chlorella) imobilizadas
(a) e sem algas (b). Escala milimétrica.

33
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Figura 4.6 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da estrutura interna do “bead”
da matriz de alginato de sddio com microalgas do género Chlorella
imobilizadas (Sian, 1984).

4.3 DESCRICAO DO BIORREATOR E DO EXPERIMENTO

Os reatores (colunas) de fluxo gravitacional foram construidos com buretas de
vidro de transparente de 50mL (60cm de comprimento, 0,5cm de didmetro externo, 3mm de
espessura) e o sistema de tratamento foi por batelada (Figuras 4.7 e 4.8). A capacidade de
retencdo média dos reatores foi de 10mL de afluente contaminado. As colunas, antes da
fixacdo das matrizes, foram esterilizadas na superficie com etanol 70%, lavadas internamente
com agua destilada e posteriormente, conectada aos recipientes com o efluente contaminado
com CF na concentragdo média de 10 células/(100mL).

A concentragdo dos nutrientes fornecidos para cultivo e imobilizacdo celular
esteve dentro dos niveis medios contidos em aguas residuais resultantes de tratamento

secundarios. As colunas sob irradiacdo artificial foram mantidas a 28°C + 3, com uma
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densidade de fluxo de fotons continuo de aproximadamente 85uE. s*.m™, por 24h e provido
por uma lampada branca fluorescente de 40W, distante de 15cm. As colunas sob irradiacdo
solar de 6h (11:00 as 17:00) e com sombrite de 25% (aprox. 1,0 kcal.cm™?.d™) foram
mantidas com temperatura ambiente de 30°C + 3,5. As amostras dos efluentes tratados nas
colunas sob luz artificial e solar foram coletadas para a analise da concentragdo de CF
(UFC/100mL) com intervalos de 1 a 3 dias e apds os tempos de contato respectivos nas
matrizes de 0,05h, 3h, 6h, 9h, 12h e 24 h e 0,05h, 0,5h, 1h, 3h, 6h. Na auséncia de luz foram
realizados dois experimentos com tempo de contato de 12h.

Todos os tratamentos bioldgicos realizados através dos biorreatores com as
microalgas imobilizadas, do género Chlorella, continham matrizes com concentracdo média
de 3,7ug de clorofila “a”. bead™. Ambas colunas (Chlorella e controle) possuiam
aproximadamente 4,4x10° beads fixados num volume total aproximado de 22cm® de matriz
(Fig. 4.8 e 4.9). Durante todo o periodo de analise, a capacidade média de retencdo das
colunas foi de aproximadamente 10mL de afluente contaminado (44 beads. mL™ efluente).

Os afluentes contaminados em laboratério por coliformes fecais (CF) foram
submetidos a tratamento bioldgico terciario em coluna (biorreator) contendo microalgas do
género Chlorella sp. imobilizadas em matriz de alginato de calcio. O controle desse biorreator
foi construido numa coluna idéntica, porém, composta apenas por matriz de alginato de célcio
sem algas. As colunas com ¢ sem algas denominadas, respectivamente, de “Chlorella e

controle” foram submetidas a duas condi¢des de tratamento (tabela 5.1):

1- Sob irradiacéo artificial (luz elétrica) constate por 24h (aprox. 85pE. s*.m?),
no periodo de 21/11/2004 a 25/01/2005, inicialmente, foram realizados seis experimentos
laboratoriais com as microalgas imobilizadas na matriz do biorreator entre 10 e 40 dias.

Posteriormente, dois outros experimentos foram realizados utilizando o mesmo
biorreator, com o intuito de testar a viabilidade e durabilidade das microalgas apds um
periodo de, aproximadamente, dois meses (63 dias) de imobilizacdo na matriz. Durante todas
as analises de CF as colunas receberam irradiacdo constante por 24h atraves da fonte artificial
de fotons (luz elétrica) distante 15cm dos reatores. Os tempos de contato do afluente
contaminado por CF com essas matrizes foram de 0,05h, 3h, 6h, 9h, 12h e 24h. A temperatura
do ambiente e dos efluentes tratados variou, respectivamente, entre 27,5 e 30,5°C e 28,0 e
29,5°C,.
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2- Sob irradiacéo solar foram realizados seis experimentos no periodo de 27/01 a
25/02/2005, nos quais a luz natural incidiu através do sombrite por 6h nas colunas, no horério
das 11:00 as 17:00 A incidéncia solar na regido durante estes meses variou entre 0,8 e 1,2
kcal.cm.d™. O sombrite foi de 25%, e esta protecdo impediu que a temperatura ultrapassasse
os 37°C. Para essa condicdo de tratamento foram geradas colunas idénticas as anteriores, com
a mesma concentracdo de matriz e de microalgas (10 dias de imobilizagdo). Os tempos de
contato dos afluentes tratados com as matrizes foram de 0,05h, 0,5h, 1h, 3h, 6h. A
temperatura ambiente oscilou entre 27,0 e 34,5°C e dos efluentes tratados variou entre 30,5 e
33,5°C.

Posteriormente, dois experimentos com estes reatores foram realizados, porém na
auséncia de fonte de fétons (escuro), com tempo de contato de 12h (periodo noturno), que
iniciaram as 18:00 do dia anterior e terminaram as 6:00 do dia posterior. A temperatura do

ambiente oscilou entre 27,5 e 29,0°C e dos efluentes entre 28,5 e 30,0°C.

Tabela 5.1 - Detalhes dos experimentos (n) sob luz artificial, solar e na auséncia de fotons

(n=16).
Experimento Tempo de contato do  Variacédo da temperatura
(n) efluente na coluna (h) ambiente ("C)
1
2
3
Irradiacéo 4 S RO 19
Artificial 5 0.05; 3; 6;9; 12; 24 27,5a30,5
6
7
8
9
10
Irradiagao ’ 0.05; 0,5; L: 3; 6 28,02 34,5
13
14
15
Escuro 16 12 27,5e29,0

Os afluentes contaminados (10 UFC/100mL) foram vertidos por gravidade nas
colunas & 25°C (Chlorella e controle) e apés os determinados tempos de contato 10mL de

efluentes tratados foram coletados para anélise em triplicata da concentracdo de coliformes
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fecais (CF). O sistema de batelada foi utilizado durante esse tratamento bioldgico terciéario
com biorreatores. A concentracdo dos CF foi expressa em CF/100mL e determinada pelo
método de anélise das membranas filtrantes de celulose (Millipore®, 0,45um). O efluente
tratado foi submetido a analise da concentracdo de CF logo ap6s a coleta ou mantido
refrigerado (4°C) por até 4 horas para posterior determinacao bacteriolégica.

Os dados obtidos durante o tratamento foram analisados estatisticamente em
relacdo aos tempos de contato (ANOVA — fator Unico), através do software Microsoft Excel
para p<0,05, e foram expressos na escala logaritmica (UFC/100mL) para ambos reatores

(Chlorella e controle).

Entrada do Efluente Secundario

Detalhe da estrutura interna do “bead”

Vedante ——
Microalga verde
(Chlorella sp.)
Cilindro
Acrilico —
Transparente

s
“Beads”
(esferas de alginato)

Microalgas verdes
imobilizadas na matriz
de Alginato-Na
("beads”)

5]
o
Cano ——>

Saida do Efluente Terciario

Figura 4.7 - Representacdo esquematica dos biorreator com detalhe das microalgas

imobilizadas na estrutura dos “beads” da matriz de alginato de célcio.
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Figura 4.8 - Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) dos reatores
(Chlorella e controle) com microalgas imobilizadas
(esquerda) e sem algas (direita).

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DAS ALGAS

A concentragcdo de microalgas nas esferas (beads) foi avaliada pela extragdo de

clorofila “a” com metanol, sendo que a concentracdo deste pigmento fotossintetizante tem
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relacdo direta com a densidade de microalgas (Figura 4.9), conforme método descrito por
Pearson (1986).

Figura 4.9: Fotografia digital (Nikon coolpix E-950) em microscépio optico
(Nikon eclipse E-200) de microalga-verde do género Chlorella
com para-amido caracteristico do género em forma de Xicara. (A=
2500X)

4.5 DETERMINACAO DA REMOCAO DOS COLIFORMES FECAIS

As concentracdes de coliformes fecais (CF) foram determinadas pelo método de
microfiltracdo com membranas de celulose (Millipore®) de 0,45pum e 47mm de didmetro e
expressa em unidades de coldnias filtradas (UFC/100mL).

Os resultados foram analisados através de amostras em triplicatas de oito
experimentos laboratoriais sob luz artificial e seis experimentos sob luz solar, conforme os
métodos do APHA (American Public Health Association, 1995). Os valores das reducfes de
todos os experimentos foram expressos em triplicatas na escala logaritmica e em relacdo a
reducdo dos controles, e submetidos & analise estatistica ANOVA — fator Unico através do
software Microsoft Excel (Megharaj et al., 1992; Tam & Wong, 1994; Tam et al., 2000; De-
Bashan et al., 2002).
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Todos os afluentes contaminados submetidos a esses tratamentos bioldgicos
terciarios foram gerados em laboratério e continham concentracdo média de CF de 10*
UCF/100mL nos afluentes. Esses afluentes contaminados foram obtidos através da
inoculagdo de coldnias isoladas de CF em 100mL de meio seletivo liquido para CF (Difco® -
sem 4gar), que foram cultivados em estufa & 44°C por 24h, posteriormente, 1mL deste meio
seletivo liquido, foi diluido em 100mL de &gua destilada com pH ajustado para 7,0, para a

formacéo do afluente contaminado com concentracdo média de 10** CF/100mL.

451 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DECAIMENTO DE
COLIFORMES FECAIS (Kb)

O modelamento da razdo de decaimento bacteriano é importante para estimar a
concentracdo de coliformes no efluente de sistemas de tratamento hidrico. O decaimento de
coliformes geralmente é modelado através do célculo da constante de degradacdo de primeira
ordem (Kb). A concentracdo de coliformes nos efluentes é funcéo direta da configuracédo e
do fluxo hidraulico do sistema. Dependendo do regime hidraulicos utilizados diferentes
férmulas podem ser empregadas para avaliar a concentracdo de CF no sistema. Neste estudo
foi utilizado o modelo de fluxo pistdo para determinar o decaimento bacteriano. Neste

modelo, os valores de Kb séo calculado pela equacédo 1 e 2:
N = No " (1)

Isolando Kb obtém-se:

N |1
Kb = In(ij (2)

Onde: N é a concentracdo de coliformes fecais no efluente (CF/100mL); No é a
concentracdo de coliformes fecais no afluente (UFC/100mL); t é o tempo de detencéo

hidraulica em dias (von Sperling, 1999 e Gongalves, 2003).
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A eficiéncia (E%) deste sistema de tratamento bioldgico tercidrio com microalgas

imobilizadas foi estimada pela equacgéo 3:

No—-N
No

E =

x100 3)

Pearson et al. (1987-a) analisando em laboratério os efeitos da temperatura sobre o
decaimento de CF a pH=9, concluiram que aumenta o decaimento em esgotos brutos e
efluentes de lagoas de maturagdo com o aumento da temperatura dos efluentes. Porém,
outros experimentos laboratoriais com pH=7,6 decaimentos significativos ocorrem apenas
com temperaturas de 35°C. Os autores indicam que os valores de pH>9 representam papel
crucial no aumento do decaimento e que o valor Kb é dependente da temperatura do efluente.
Nas lagoas de estabilizacdo o regime hidraulico, a concentracdo de algas e a temperatura tém

significativa influéncia na remocéo de CF.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

No intuito de verificar a capacidade de remocao bacterioldgica realizou-se analise
da concentracdo de CF, ap6s o tratamento biolégico no reator contendo microalgas
imobilizadas.

No apéndice encontram-se as tabelas com as médias das triplicatas em escala
logaritmica da concentracdo de CF obtida apds os experimentos realizados sob luz artificial,
solar e no escuro, em relagéo tempos de contato com as matrizes (Chlorella e controle), bem
como, 0s respectivos erros padrbes () para nivel de confianga de p<0,05 (ANOVA - fator

unico).

5.1 TRATAMENTO SOB LUZ ARTIFICIAL

As figuras 5.1 a 5.4 foram geradas a partir da analise estatistica dos valores de
reducdo da concentracdo de CF, observados em oito experimentos sob irradiacdo artificial.

1,00E+13 @ Chlorella
1,00E+12 T 1 1
1,00E+11 +
1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04 +—
1,00E+03
1,00E+02 +—
1,00E+01
1,00E+00 T T T T L T L

0,05 3 6 9 12 24
Tempo de contato (horas)

W Controle

Concentragdo CF
(UFC/100 ml)

Figura 5.1 - Concentracdo CF (UFC/100mL) em relacdo aos tempos de contato (h) no
biorreator (verde) com microalgas (Chlorella) e no controle (preto) sem algas.
Os valores correspondem as médias de triplicatas de seis primeiros
experimentos com luz artificial constante e com algas imobilizadas na matriz
entre 10 e 40 dias. O maximo desvio padrdo () obtido em cada coluna foi
representado para p<0,05.
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De acordo com a figura 5.1 nos seis primeiros experimentos laboratoriais com luz
artificial observou-se reducdo significativa na concentragdo bacterioldgica fecal, em relagdo
ao controle, para os tempos de contato de 3h (99%), 6h (99,99%) e 9h (99,9999%). Esses
valores obtidos indicaram reducdo meédia da concentracdo de CF superior a 99% (2 log) a
cada 3 horas de contato dos afluentes contaminados com a matriz de alginato de célcio
contendo microalgas-verdes imobilizadas e irradiadas com luz artificial por 24h. A
desinfeccdo completa foi observada no efluente tratado, ap6s os tempos de contato de 12 e
24h na coluna de matriz com microalgas, representando reducées superiores a 99,99999999%

(11 log) em relagéo ao controle.

1,00E+12
—
1,00E+11 o\ Y = 411602 -0 Chlorella
1,00E+10 2
\ R™=0,4432 —— Controle

1,00E+09
n e R=0,63
O~ 1,00E+08 \ — Expon.
3 E 1,00E+07 \ (Controle)
£ S 1,00E+06 — Expon.
= -5,8633x \
SO y = 4E+13e™ (Chlorella)
8 L 1,00E+05 ;
5= R®=0,9725 N e
O 1,00E+04

R=-0,71 \

1,00E+03 \

1,00E+02 \

1,00E+01 \:‘

1,00E+00 T T T T l

0,05 3 6 9 12

tempo de contato (h)

Figura 5.2 - Correlagdo entre a concentragdo de CF (UFC/100mL) ap6s os respectivos
tempos de contato (h) no biorreator (Chlorella sp.) e no controle (sem algas),
com representacdo dos coeficientes correlacéo (R) e regressdo (R?), linhas de
tendéncia (exponencial) e médias das triplicatas dos seis experimentos sob luz
artificial constante e com algas imobilizadas na matriz entre 10 e 40 dias.

Para essa condicdo de tratamento terciério (luz artificial e imobilizacdo recente) os
tempos de contato de 3 minutos e todos os controles (reator sem algas) ndo apresentaram
remogdo e nem decréscimo significativo nas concentrages de CF para p<0,05 (ANOVA —
fator Unico) com o0 aumento do tempo de contato.

A figura 5.2 mostra a relacao entre a reducdo da concentracdo de CF (UFC/100mL)

e 0s respectivos tempos de contato nos reatores (Chlorella e controle), as linhas de tendéncia,
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os coeficientes de correlagéo, regressdo e as equagdes da reta para p<0,05 (ANOVA - fator
unico). A correlacdo (R) entre as concentracdes de CF e o tempo de contato (h) na coluna com
microalgas imobilizadas foi negativa (inversamente proporcional, R=-0,71), com coeficiente
de regresséo significativo (R°=0,97).

Esses coeficientes (R e R?) confirmam a existéncia de relaco entre o decréscimo
das concentracdes de CF e o aumento do tempo de contato (h) do afluente na coluna com
microalgas irradiadas com luz elétrica por 24h (para p<0,05). O reator sem algas (controle)
apresentou correlacdo insignificante e baixa capacidade de desinfec¢éo no periodo.

Apos essa etapa de tratamento, ambas as colunas foram mantidas a constante
irradiacdo artificial por 24h durante mais de 2 meses, sendo neste periodo, semanalmente
adicionado alternadamente 10mL de Meio Basal Bold e 10mL de &gua destilada. Posterior a
este procedimento, iniciou-se uma nova etapa de tratamento, que objetivou avaliar a
capacidade de desinfeccdo das microalgas na matriz apds longo periodo de imobilizagdo. A
figura 5.3 apresenta o gréafico representativo de dois experimentos laboratoriais realizados
com luz artificial e microalgas imobilizadas entre 63 e 72 dias na matriz. Observa-se que
houve reducéo significativa na concentracdo bacteriologica fecal, em relacdo ao controle, para
0s tempos de contato de 3h de 99,9% (3 log), 6h de 99,9999 (6 log) e 9h de 99,99999% (7

log).
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Figura 5.3 - Concentra¢bes CF (UFC/100mL) em relagdo aos tempos de contato (h) no
biorreator (verde) com microalgas (Chlorella) e no controle (preto) sem
algas. Os valores correspondem as médias de triplicatas de dois
experimentos com luz artificial constante por 24h e com algas imobilizadas
na matriz entre 63 e 72 dias. O maximo desvio padréo (%) obtido em cada
coluna foi representado para p<0,05.

Esses dados obtidos indicaram reducdo media da concentracdo de CF superior a
99% (2 log) a cada 3 horas de contato dos afluentes tratados com microalgas imobilizadas
apos 2 meses (72 dias). O aumento observado na eficiéncia depurativa do sistema deve-se,
provavelmente, ao aumento da concentragdo de microalgas-verdes (clorofila “a”) na matriz de
alginato de calcio do biorreator, niveis de pH alcalino (acima de 8), bem como, a constante e
direta incidéncia de fotons artificial. O aumento da concentrac¢do de clorofila “a” na matriz no
decorrer do tempo de imobilizacdo, ja foi observado e reportado por outros autores que
utilizaram este género de microalgas em biorreatores semelhantes para tratamento hidrico
(Forrest, 1998; Page, 2000; Tam & Wong, 2000).
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Figura5.4 - Correlacdo entre a concentracdo de CF (UFC/100mL) e os respectivos tempos
de contato (h) no biorreator (Chlorella sp.) e no controle (sem algas), com
representacdo dos coeficientes correlagdo (R), regressdo (R?), linhas de
tendéncia (exponencial) e médias das triplicatas de dois experimentos sob luz
artificial constante e com tempo de imobilizacdo na matriz entre 63 e 72 dias.

A desinfeccdo completa dos afluentes contaminados foi observada nos tempos
superiores a 12h de contato na matriz com microalgas. Para os experimentos submetidos a
essa condicdo de tratamento (apds 63 dias de imobilizacdo e luz artificial) o tempo de contato
de 3min e o controle (reator sem algas) ndao apresentaram desinfeccdo e nem decréscimo
significativo nas concentracGes de CF para p<0,05 (ANOVA - fator Unico) com o aumento do
tempo de contato.

A figura 5.4 mostra a relacdo entre a reducdo das concentracdes de CF
(UFC/100mL) e os respectivos tempos de contato nos reatores (Chlorella e controle), as
linhas de tendéncia, os coeficientes de correlacéo, regresséo e as equagdes da reta para p<0,05
(ANOVA - fator Unico). A correlacdo (R) entre as concentra¢bes de CF e os tempos de
contato (h) na coluna com microalgas imobilizadas foi negativa (inversamente proporcional,
R=-0,70), com coeficiente de regresséo significativo (R?=0,95).

Esses coeficientes (R e R?) confirmam a existéncia de relacdo entre o decréscimo
das concentracOes de CF e o aumento do tempo de contato (h) do afluente com a matriz
contendo microalgas imobilizadas por 63 dias (para p<0,05). O reator sem algas (controle)

apresentou nestas anéalises, novamente, correlagdo insignificante entre a concentracéo de CF e
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0 aumento do tempo de contato.

Nos experimentos realizados sob luz artificial (n=8), observou-se reducédo
significativa a partir de 3h de contato do afluente com a matriz de microalgas imobilizadas. A
desinfeccdo completa dos efluentes tratados no biorreator (Chlorella sp.) ocorreu novamente
apo6s o tempo de contato de 12 horas, onde também, observaram-se redugdes superiores a
99,999999999% (11 log) em relagéo ao efluente tratado pelo controle (sem algas).

Comparando-se os graficos das figuras 5.2 e 5.4, obtém-se a figura 5.5 que
relaciona as duas correlacbes observadas nestes oito experimentos sob luz artificial. O
biorreator (Chlorella) continuou eficiente na reducdo da concentracdo de CF nos efluentes,
apos dois meses (72 dias) de imobilizacdo, em relacdo ao controle. Demonstrando, desta
forma, que as microalgas imobilizadas tém durabilidade e viabilidade para a desinfeccédo de

afluentes contaminados. O reator sem algas (controle) continuou ndo apresentando capacidade

de reducéo de CF.
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Figura 5.5 - Correlacdo entre a concentracdo de CF (UFC/100mL) e os tempos de contato
(h) no biorreator (Chlorella sp.) e no controle (sem algas) para os tratamentos
com luz artificial, com representacdo dos coeficientes regresséo (R?), linhas
de tendéncia (exponencial) e medias das triplicatas dos experimentos, e com
tempo de imobilizagdo na matriz de 10 a 40 dias (vermelho) e 63 a 72 dias

(preto).
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Conforme a figura 5.5, as linhas de tendéncia exponenciais de reducdo das
concentragdes de CF, em relagdo aos tempos de contato, praticamente, foram idénticas
durante os diferentes experimentos sob luz artificial, indicando que as células continuaram
viaveis e ndo perderam a capacidade desinfetar os afluentes contaminados. Demonstrando que
esses biorreatores sob fonte de fdtons artificial podem continuar eficientes por mais de 2
meses de uso, mesmo com variagdo da carga de nutrientes e da concentracdo de
microorganismos fecais.

Os valores do coeficiente de decaimento (Kb) de CF nestes experimentos com
irradiagdo artificial por 24h, demonstraram correlagdo com o aumento do tempo de contato

durante o tratamento e estdo representados na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Valores do coeficiente de decaimento (Kb), do percentual de eficiéncia (%E)
dos experimentos (10-72 dias de imobilizacdo) com luz artificial em relacéo
aos tempos de contato (d).

Tempo de contato (d) 0,125 0,25 0,375 0,5
Kb 7,21 14,52 17,11 22,51
%E 99,950000% 99,999800% 99,9999996% 100%

Conforme se observa na tabela 5.2 os valores de Kb variaram entre 7,21 e 22,51d™,
e apresentaram relacdo significativa com o aumento do tempo de contato igual ou superior a
3h (0,125d). Os valores obtidos com esse coeficiente de degradacéo bacteriana indicam que o
tempo de contato € fator essencial para obtengdo de depuracgdes significativas, pois tempos de

contato reduzidos ndo demonstraram eficiéncia na remocdo de CF.

5.2 TRATAMENTO SOB LUZ SOLAR

Apbs os experimentos sob luz artificial as microalgas (Chlorella) foram
imobilizadas nas mesmas condi¢fes dos experimentos anteriores. Os afluentes contaminados
foram tratados, coletados e analisados as concentracfes de CF (UFC/100mL) para os tempos
de contato 0,05h, 0,5h, 1h, 3h e 6h. As figuras 5.6 e 5.7 foram geradas a partir da analise
estatistica dos valores de reducdo da concentragdo de CF, observados em seis experimentos

sob irradiacéo solar.
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Figura 5.6 - Gréfico das concentragbes CF (UFC/100mL) em relagdo aos tempos de contato
(h) no biorreator (verde) com microalgas (Chlorella) e no controle (preto) sem
algas. Os valores correspondem as médias de triplicatas de seis experimentos
com irradiacdo solar direta por 6h e com algas imobilizadas na matriz entre 10
e 30 dias. O maximo desvio padrdo (+) obtido em cada coluna foi representado
para p<0,05. O tempo de contato 12* (azul) corresponde a 12h na auséncia de
fétons (periodo noturno) e € representativo de dois experimentos.

De acordo com a figura 5.6 nos seis experimentos laboratoriais com luz solar
observou-se reducdo na concentracdo bacteriologica fecal, em relacdo ao controle, para 0s
tempos de contato de 0,05 (33%), 0,5h (55%), 1h (98%), 3h (99,95%) e 6h (99,999%). Esses
valores obtidos indicaram reducdo significativa média de 99,9% (3 log) na concentracdo de
CF a partir de 3h de contato dos afluentes contaminados com a matriz de microalgas
imobilizadas.

O controle (sem algas) que foi submetido a luz solar, também, apresentou alguma
reducdo na concentracdo CF (90%) do afluente contaminado para p<0,05 (ANOVA - fator
unico), porém apenas apos o tempo de contato de 6h.

O tempo de contato de 12h* sem incidéncia de fotons (escuro) apresentou baixa
eficiéncia na reducdo de CF em relacdo ao controle (figura 5.6). Convém ressaltar, que esta
baixa remocao de CF ocorreu devido a auséncia de incidéncia luminosa, que provavelmente,

reduziu a atividade fotossintética (concentragdo de OD) e metabdlica das algas, bem como, 0s
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valores de pH no sistema.
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Figura 5.7 - Grafico da correlagdo entre a concentracdo de CF (UFC/100mL) ap06s 0s
respectivos tempos de contato (h) no biorreator (Chlorella sp.) e no controle
(sem algas), com representacdo dos coeficientes correlacdo (R) e regressao
(R?), linhas de tendéncia (exponencial) e médias das triplicatas de seis
experimentos irradiados por 6h com luz solar e com tempo de imobilizagédo
na matriz entre 10 e 30 dias.

Os valores do coeficiente de decaimento (Kb) destes experimentos sob irradiacdo

solar por até 6h demonstraram correlacdo com o aumento do tempo de contato, e estdo

representados na tabela 5.3.

Tabela 5.3: Valores do coeficiente de decaimento (Kb), do percentual de eficiéncia (%E)
dos experimentos (10-30 dias de imobilizacdo) com luz natural em relacdo

aos tempos de contato (d).

Tempo de contato (d) 0,021 0,04 0,125 0,25
Kb -3,06 0,68 6,69 9,27
%E 55% 98% 99,995% 99,998%

Os valores do coeficiente de degradacgdo de CF (Kb) nos tratamentos sob luz solar

variaram entre 0,68 e 9,27 d™. A partir do tempo de contato de 1h (0,04d) obteve-se um

eficiente decaimento bacteriano e esses valores indicam que o tempo de contato foi fator

determinante na desinfeccdo, pois tempos menores que 1lh apresentaram valores de Kb

negativos e pequenos percentuais de remogéo de CF.

A figura 5.8 demonstra o grafico da correlagdo dos valores de Kb com o tempo de
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contato (d), sendo que os coeficientes de morte bacteriana representados para os contatos de 3
e 6 horas sdo a média de todos os experimentos realizados sob luz artificial e solar com os

biorreatores de microalgas imobilizadas.
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Figura 5.8 - Grafico da correlacdo entre o coeficiente médio de decaimento de
coliformes fecais e o tempo de contato em dias, com o coeficiente
de regressdo e linha de tendéncia (regressao linear).

Conforme a figura 5.8 as médias do coeficiente de degradacdo de CF (Kb) de todos
0s experimentos irradiados (n=14) demonstrou significativa correlacdo (R=0,98) com o
aumento do tempo de contato (d). Indicando que, com a elevacao do tempo se obtém maiores
desinfec¢des nos efluentes tratados com esses biorreatores.

Os valores de pH variaram pouco durante os diferentes experimentos realizados sob
irradiacdo solar e artificial (tabela 5.4). Os valores alcalinos (acima de 8) foram obtidos nos
biorreatores apds os tempos de contato de 3h.

Nos controles os valores de pH mantiveram-se préximos ao neutro. Estes dados
indicam que a elevacao do pH foi essencial a desinfec¢do e € consequiéncia direta da atividade
das algas no sistema. A eficiente capacidade de reducdo deste IMP no biorreator e os demais
dados indicam que a alcalinidade, a temperatura acima de 30°C, a atividade celular das
microalgas e a irradiagdo de fétons sob os efluentes atuaram em conjunto para elevar a acdo
bactericida deste sistema bioldgico de tratamento.

A interpretacdo dos resultados demonstra que ambas fontes luminosas, que
incidiram diretamente sobre as colunas, foram eficientes no fornecimento de fétons para a

desinfeccdo, bem como, para gerar pH basico nos efluentes tratados pelas matrizes com
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microalgas-verdes imobilizadas.
Conforme a tabela 5.4, os tempos de contato 0,05 e 0,5h nos biorreatores foram os
que apresentaram 0s mais baixos valores de pH (préximo ao neutro), durante todos os

experimentos irradiados com luz.

Tabela 5.4. Valores de pH nos efluentes tratados nos
reatores (Chlorella e controle) apds os
diferentes tempos de contato.

Tempo de contato (h) Chlorella Controle
0,05 7,23 £0,1 7,35 0,2

0,5 7,25 +0,5 7,20 0,3

1 7,73 20,3 7,15 +0,2

3 8,35 0,2 7,41 0,3

6 8,33 0,1 7,22 0,2

9 8,59 +0,4 7,57 0,1

12 8,90 0,5 7,75 0,5

Nota: Médias e erro padrdo (x) representativos de triplicatas
de oito experimentos com luz artificial e seis com luz natural
para p<0,05 (ANOVA — fator Unico).
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18,00 —0— Kb

T
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3,00 e
0,00 Lo . .
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Coeficiente de decaimento

Figura 5.9 - Grafico da correlagdo entre o coeficiente médio de decaimento de
coliformes fecais e os valores de pH, com o coeficiente de
correlagéo, regressao e linha de tendéncia (regressao linear).

Conforme demonstrado na figura 5.9 o coeficiente de decaimento de CF

apresentou correlacdo com ao aumento do pH (R=0,94). Indicando que a degradacéo
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bacteriana obtida tem relacéo direta com os valores de pH alcalinos que foram obtidos apds
3h de tempo de contato.

Nos tempos de contato de acima de 3 horas, confirmou-se a eficaz capacidade de
desinfeccao dos biorreatores com “beads” integros e uniformes de tamanho médio de 4 mm,
contendo concentracdo média de microalgas de 10° células.beads™ e na concentracdo de 40
beads.mL™ de efluente contaminado.

De acordo com a interpretacdo dos dados observados nesses experimentos sob luz
artificial e solar, demonstram-se irrelevantes e insignificantes as reducdes de CF no reator
sem algas (controle). Sugerindo, que durante esses experimentos, 0s mecanismos fisicos
(absorcdo) e quimicos dos géis de alginato de célcio foram incapazes de reduzir a
concentracdo desses indicadores de bactérias entéricas patogénicas (IMP). Logo, a matriz de
alginato de calcio (“beads”) sem algas imobilizadas, demonstrou ineficaz na desinfec¢do
bacterioldgica de efluentes contaminados com CF. As avaliagdes indicaram e ressaltaram,
também, que pequenos tempos de contato sdo incapazes de promover remocdo significativa
de CF para p<0,05, mesmo com elevadas concentracdes de algas e sob irradiacéo solar.

Através da andlise dos resultados obtidos com esses dezesseis experimentos
laboratoriais de tratamento bioldgico terciario, observa-se que a incidéncia luminosa sob 0s
biorreatores, bem como, a consequente atividade fotossintetizante realizada pelas microalgas-
verdes, foi essencial ao decaimento desses IMP (CF) nos efluentes tratados com tempos de
contato iguais ou superiores a 3h, tendo em vista que, tempos de contato menores que 1h e o
tempo de 12h* sem incidéncia direta de fétons ndo apresentaram reducGes logaritmicas

significativas.

As concentragdes de microalgas (3,7ug. bead™) e matriz (44 beads.mL™) com
volume total aproximado de 22cm® de matriz de alginato de calcio e 10mL de efluente tratado
pelo sistema de batelada foram eficientes na desinfec¢do de aguas residuais contaminadas
com CF, desde que, os reatores com microalgas sejam irradiados por mais de 3h com fonte de

fétons natural ou artificial.

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN Capitulo 5



REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 54
MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os oito tratamentos terciario sob luz artificial e os seis sob luz solar demonstraram
reducdes médias de 99% (2 log) na concentracdo de CF a cada 3 horas de contato do afluente
com a matriz contendo microalgas imobilizadas (Chlorella), em relacdo a matriz sem algas
(controle). A partir do tempo de contato de 12h obteve-se remocdo completa das bactérias
indicativas de contaminagéo fecal durante esses experimentos com incidéncia luminosa.

A obtencéo de valores de pH alcalino colaborou para a desinfeccdo eficiente desses
efluentes contaminados com CF, provavelmente, devido ao metabolismo das microalgas-
verdes. Confirmando assim, a eficiéncia significativa desse tratamento terciario com
microalgas imobilizadas sob condicéo de clima quente.

As desinfeccdes observadas nestes experimentos indicam que sob essa condigéo
favoravel de fotons, os sistemas com microalgas séo eficazes na reducdo da concentracdo de
CF. Os valores basicos de pH e as temperaturas acima de 28°C desempenharam papel
fundamental na eficiéncia bactericida (CF) deste sistema, bem como, a provavel a atividade
metabdlica e fotossintetizante das microalgas, e seu conseqiiente aumento da concentracdo de
OD.

Desta forma, recomenda-se a utilizacdo e avaliacdo desses biorreatores com
microalgas (Chlorella sp.) imobilizadas, em escala-piloto e sob fluxo continuo, em regibes de
clima quente do pais. Pois além da eficiente desinfecgdo, este sistema possibilita menores
perdas hidricas por evaporacao, menor produc¢do de subprodutos de desinfec¢do e reducéo dos
riscos a saude publica e a0 meio ambiente. Esse tratamento bioldgico aumentando as
possibilidades de redsos dos efluentes tratados.

Comparando a eficiéncia do sistema de microalgas imobilizadas com o sistema de
lagoas de maturacdo, onde as algas encontram-se dispersas (livres) e sdo necessarios até 5 dias
de retencdo para reducdo de até 99.9% (3 log) na concentracdo de CF. Estes biorreatores tem
eficiéncia tdo elevada quanto as lagoas, porém com tempo de contato 40 vezes menor.
Convém destacar, que para o sistema de lagoas de estabilizacdo s@o necessarias grandes areas
para instalagdo e construcdo e devem ser bem estabelecidas as condicOes ideais de
configuracdo para obtencdo de desinfec¢éo satisfatoria.

Para a desinfeccdo com cloro, necessita-se tempo de contato de 30min para

significativas reducGes, porem as doses utilizadas e os custos sdo elevados, e sempre existe 0
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risco de contaminagéo humana e do meio ambiente com residuos deste elemento.

Conforme os dados obtidos neste trabalho, os indicativos de poluicdo
microbiologica fecal (CF) foram significativamente reduzidos nos efluentes submetidos ao
tratamento bioldgico com microalgas imobilizadas em relacdo ao controle (sem algas). Desta
forma, confirma-se e ressalta-se o dindmico e importante papel das microalgas verdes
imobilizadas na remocdo de microrganismos patogénicos de efluentes contaminados. Bem
como, a eficiente 0 aumento viabilidade celular e durabilidade quando imobilizadas em matriz
de alginato de calcio.

O tratamento de efluentes eutrofizados e/ou contaminado por bactérias entéricas
patogénicas através deste sistema bioldgico de tratamento hidrico demonstrou ser vidvel para
regido nordeste do Brasil.

Recomenda-se a ampliacdo deste sistema em escala piloto no regime hidraulico de
fluxo continuo, com avaliacdo da remocdo dos principais IMP (virus, protozoarios e
helmintos) e a aplicacdo constante de fétons com luz solar no periodo diurno e artificial no
periodo noturno, para aumentar a eficiéncia fotossintetizante das microalgas e a capacidade

bactericida do biorreator.
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APENDICE — TABELAS DAS CONCENTRATACOES DE COLIFORMES
FECAIS NOS REATORES CHLORELLA E CONTROLE SOB LUZ ARTIFICIAL
(N=8), SOLAR (N=6) E ESCURO (N=2)
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Concentracao de coliformes fecais (CF/100mL) nos reatores Chlorella e controle sob luz artificial (n=8)

N Tratamento

Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle
Chlorella sp.
Controle

0,05
3,50E+10 £0,5
4,03E+10 0,1
5,00E+10 £1,0
5,30E+10 1,7
7,80E+10 +0,1
3,00E+11 +1,0
4,70E+10 +1,7
8,90E+11 +1,8
8,60E+10 £2,0
5,10E+11 +0,2
9,70E+10 1,7
5,50E+11 +0,5
3,60E+11 +0,5
3,60E+11+0,4
3,70E+11 +0,5
4,10E+11 0,4

3
1,00E+08 1,0
4,70E+10 £1,7
1,50E+09 +1,0
6,80E+10 +0,8
1,00E+08 +1,6
1,40E+11 +0,2
1,30E+08 +0,3
8,90E+11 +1,8
1,00E+08 +1,0
5,10E+11 +0,2
1,30E+08 +0,3
5,50E+11 +0,5
3,10E+06 +1,4
3,60E+11 +0,4
1,40E+06 +0,3
4,10E+11+0,4

Tempo de contato (h)

6
1,00E+06 £1,0
5,50E+11 +0,4
1,00E+06 +1,0
1,80E+11 +0,6
1,00E+06 +1,0
4,50E+Q9 +0,6
2,60E+06 +0,9
8,90E+11 +1,8
2,00E+06 +0,3
5,10E+11 0,2
1,60E+06 +0,3
5,50E+11 +0,5
1,60E+04 +0,7
3,60E+11+0,4
2,00E+04 +0,5
4,10E+11 +0,4

9
1,00E+04 £1,2
3,70E+11 +0,3
1,00E+04 +1,0
1,16E+11 +0,2
3,00E+04 +2,0
2,90E+10 +0,4
3,30E+04 +0,9
1,80E+11 +0,3
1,60E+04 +0,3
7,20E+11 +0,5
2,00E+04 +0,2
6,90E+11 +0,6
1,20E+02 £0,1
2,90E+11 +0,4
1,00E+02 +0,3
2,00E+11 £0,1

12
0,00 +0,4
3,50E+11 0,2
0,00 +0,6
1,40E+11 0,5
0,00 £1,0
2,60E+10 £0,3
0,00 +0,2
1,80E+11 £0,3
0,00 £3,0
7,20E+11 +0,5
0,00 £2,3
6,90E+11 0,6
0,00 +2,7
2,90E+11 +0,4
0,00 +2,9
2,00E+11 £0,1

24
0,00 +2,7
5,40E+11 +0,8
0,00 +2,0
1,90E+11 +0,4
0,00 +0,5
4,60E+10 +1,0
0,00 +1,7
1,80E+11 £0,3
0,00 +0,9
7,20E+11 +0,5
0,00 +2,4
6,90E+11 +0,6
0,00 1,6
2,90E+11 +0,4
0,00 +1,2
2,00E+11 +0,1

Imobilizacéo
(dias)

10a 40

63a72

NOTA: Nos cinco ultimos experimentos os valores representados nos controles para os tempos de contato de 0,05h e 3h séo representativos do controle com

tempo de contato de 6h, e os valores dos controles tempos de contato 9h e 12h sdo representativos do tempo de contato de 24h.
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Concentracao de coliformes fecais (CF/100mL) nos reatores Clorela e controle sob luz solar (n=6)

N Tratamento/Tempo Tempo de contato (h)
0,05 0,5 1 3 6
Chlorella sp. 3,00E+11 +0,7 | 9,50E+10 1,5 | 7,30E+09 £0,5 | 7,50E+09 +0,5 | 2,00E+08 +0,3
1 Controle 4,20E+11 +0,3 | 3,70E+11 +0,1 | 2,00E+11 +0,5 | 5,50E+11 0,4 | 9,50E+10 0,3
Chlorella sp. 3,90E+11 +0,7 | 8,40E+10 +0,9 8,00E+09 +0,5 | 9,00E+09 +0,6 | 1,50E+08 +0,1
2 Controle 4,60E+11 +0,5 | 2,40E+11 +0,4 | 6,50E+11 +0,4 | 1,50E+11 +0,1 | 7,80E+10 +0,2
Chlorella sp. 2,20E+11 +0,7 | 8,80E+10 £1,5 | 6,30E+09 +0,2 | 1,30E+09 +0,5 | 2,60E+08 + 0,4
3 Controle 1,70E+11 +0,3 | 4,10E+11 £0,8 | 9,50E+11 +0,1 | 5,10E+11 +1,2 | 7,00E+10 +0,3
Chlorella sp. 3,90E+11 +0,3 | 1,50E+10+ 0,6 | 1,60E+09 +0,2 | 3,50E+09 +0,4 | 2,00E+06 +0,3
4 Controle 2,50E+11 +0,6 | 2,50E+11 +0,6 | 2,50E+11 £0,6 | 2,50E+11 +0,6 | 1,50E+10 +0,3
Chlorella sp. 3,90E+11 +0,3 | 3,50E+10+ 0,1 | 7,80E+09 +0,5 | 3,00E+09 +0,2 | 2,60E+06 +0,3
S Controle 4,30E+11 +0,2 | 4,30E+11 +0,2 | 4,30E+11 +0,2 | 4,30E+11 +0,2 | 1,70E+10 +0,5
Chlorella sp. 2,00E+11 +0,7 | 1,50E+10+0,1 | 7,70E+09 +0,2 | 1,90E+09 +0,7 | 1,20E+06 0,2
6 Controle 5,10E+11+2,0 | 5,10E+11 +2,0 | 5,10E+11 £2,0 | 5,10E+11+2,0 | 1,60E+10 +0,3

Imobilizacéo
(dias)

10a30

NOTA: Nos trés ultimos experimentos os valores representados nos controles para os tempos de contato de 0,05h, 0,5h e 1h foram os obtidos nos

controles de 3h.

62

Alexandre Endres Marcon — PPgES/CT/UFRN



REMOCAO DE COLIFORMES FECAIS COM MICROALGAS (Chlorella sp.)IMOBILIZADAS EM 63
MATRIZ DE ALGINATO DE CALCIO.

Concentracao de coliformes fecais (CF/100mL) nos reatores Chlorella e controle na auséncia
de fétons (n=2)

N Tratamento Tempo de contato (12h) Imobilizacéo (dias)
1 Chlorella sp. 8,10E+10 +0,1

Controle 4,10E+11 +0,7 20 223
) Chlorella sp. 7,60E+10 +0,5

Controle 5,70E+11 +2,6
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ANEXOS - INGREDIENTES DO MEIO BASAL BOLD’S




Meio Basal “Bold’s”: conveniente para algas azuis e verdes de aguas naturais (Bischoff & Bold,

1963).

Seis solucdes estoque de macronutrientes foram preparadas em &gua destilada, cada uma

contendo um dos seguintes sais por 400ml:
NaNO3
CaC|2 . 2H,0

MgSO4 . 7H20

K,HPO,
KH,PO,
NaCl

10g
19
39
39
9
19

(290 mM)
(17 mM)
(30 mm)
(43 mM)
(129 mM)
(27 mM)

Para cada 940ml de &gua destilada, 10ml de cada solucdo estoque de macronutrientes foi

adicionado e 1ml de cada solucdo estoque de micronutrientes (elementos traco), que foram preparados

conforme abaixo:

1. 50g de Na;EDTA (134 mM) e 31g de KOH (553 mM) foram dissolvidos em 1 litro de agua

destilada;

2. 4,98¢g de FeSO, . 7TH,0 (18 mM) foram dissolvidos em 1 litro de agua acidificada (agua acidificada:

1,0 ml de H,SO, dissolvido em 1 litro de agua destilada);
3. 11,429 de H3BO,4 (184 mM) foram dissolvidos em 1 litro de dgua destilada.
4. Posteriormente foram dissolvidas em 1 litro de agua destiladas as seguintes quantidades de

elementos traco:
ZnSO, . 7TH,0
MnCl; . 4H,0
MoO;
CuSOy, . 5H,0

Co(NO3), . 6H,0

8,829
1,449
0,71g
1,579
0,499

(31 mM)
(7 mM)
(0,05 mM)
(6 mM)

(2 mM)

Ap0s o meio foi autoclavado e o pH ajustado para 7,0.




