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Resumo
O lixiviado de aterro sanitário (LAS) é um resíduo com elevada carga de poluentes recalcitrantes, altos níveis 

de nitrogênio amoniacal, sólidos, metais pesados, fósforo e baixa relação DBO
5
/DQO. O presente estudo foi 

desenvolvido em sistemas alimentados em regime de batelada. O lixiviado foi coletado no Aterro Sanitário 

Metropolitano de João Pessoa (ASMJP-PB) e apresentou concentração média de 2514 mg.L-1 de N-amoniacal. 

A Cepa de Chlorella sp. foi isolada do lixiviado. O sistema constituiu-se de 7 biorreatores alimentados com li-

xiviado in natura diluído em água destilada em diferentes percentuais (10, 20, 30, 40, 50 e 100%), tendo Meio 

Basal de Bolds (MBB) como controle positivo. Cada biorreator foi alimentado com 500mL de substrato e 10 

mL de cultivo de Chlorella sp. em fase estacionária, densidade celular de 5,47×104 cel.mL-1, TDH de 336h com 

amostragens de 50 mL a cada 48h para avaliação do pH, oxigênio dissolvido, turbidez, nitrogênio amonia-

cal e contagem de células. As análises foram conduzidas em duplicata. A estatística dos dados foi realizada 

por meio de um planejamento full fatorial de três níveis Box-Behnken 3(2-0) design (BBD) combinado com a 

metodologia de superfície de resposta e (ANOVA), por meio dos softwares Microsoft Excel 2013, Statistic 8,0 

e Minitab 17. Foi registrado crescimento celular em todos os tratamentos, com remoções de N- amoniacal 

variando entre 6 e 44%, e incrementos celulares variando entre 27 e 178% até 96h de monitoração. Os resul-

tados deste estudo são indicativos de que a Chlorella sp. consegue crescer em lixiviado, podendo ser aplicada 

na fitorremediação de LAS. 

Palavras-chave: Crescimento celular. Toxicidade. Chorume. Nutrientes. Microalgas.

Abstract
Landfill leachate (LAS) is a waste with a high load of recalcitrant pollutants, high levels of ammoniacal nitrogen, 

solids, heavy metals, phosphorus and a low DBO5
/DQO. The present study was developed in batch fed systems. The 

leachate was collected at the João Pessoa Metropolitan Landfill (ASMJP-PB) and had an average concentration of 
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1 INTRODUÇÃO
O aterro sanitário é o método mais adequado 

de disposição de resíduos sólidos urbanos (RSU) 

nos países em desenvolvimento, devido aos bai-

xos custos e à simples operação (ABOOD et al., 

2014). Uma implicação é que a degradação quí-

mica dos resíduos aterrados, associada à preci-

pitação, gera uma quantidade substancial de li-

xiviado, água residuária com ampla variedade de 

contaminantes (MOJIRI et al., 2017). O lixiviado 

de aterro apresenta alta concentração de com-

postos orgânicos e inorgânicos dissolvidos, amô-

nia e compostos orgânicos xenobióticos (COX), 

que são altamente tóxicos para os organismos 

vivos e o meio ambiente (KJELDSEN et al., 2002). 

Apresenta baixa relação C/N, bem como signifi-

cativas concentrações de metais pesados tóxicos 

(OULEGO et al., 2016).

A presença de todos os componentes elencados 

dificulta o tratamento deste resíduo líquido. No 

entanto, o uso potencial das microalgas para tra-

tar lixiviado, denominado fitorremediação, tem 

sido avaliado de maneira satisfatória, embora em 

menor grau se comparado ao número de estudos 

que avaliaram o tratamento de águas residuárias 

domésticas. A elevada magnitude de nutrientes 

e o maior custo de tratamento do lixiviado, em 

comparação com as águas residuárias domésti-

cas, justifica o investimento em pesquisas desta 

natureza (EDMUNDSON & WILKIE, 2013). 

Neste sentido, a assimilação de nutrientes por 

algas, especificamente nitrogênio e fósfo-

ro, seria altamente benéfico, já que a remoção  

de nutrientes das águas residuárias é um  

processo caro em instalações de tratamen-

to de água bruta, custando aproximadamente  

US$ 4,4/ kg-nitrogênio e 3$ 3,05/kg-fósforo 

para remoção (RAWAT et al., 2013). 

O principal desafio de pesquisas no tratamento 

de lixiviados com algas é o alto teor de nitrogênio 

amoniacal do lixiviado. A amônia é a fonte pre-

ferida de nitrogênio para muitas espécies de al-

gas, mas altas concentrações podem ter efeitos 

tóxicos nas algas. O lixiviado deverá ser diluído 

em água destilada ou águas residuárias, a fim de 

reduzir a concentração de amônia para uma con-

centração não-inibitória. (MUNOZ & GUIEYSSE, 

2006; PAVASANT et al., 2006). 

El Ouaer et al. (2017), obtiveram remoção de 

90% de NH4
+-com Chlorella sp. em lixiviado diluí-

do a 10% em MBB. Paskualikova et al. (2016), re-

gistraram 90% de remoção de N- amoniacal por 
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2514 mg.L-1 of N-ammonia. The Chlorella sp. was isolated from the leachate. The system consisted of 7 bioreactors 

fed with leachate in natura diluted in distilled water in different percentages (10, 20, 30, 40, 50 and 100%), with 

Bolds Basal Medium (MBB) as a positive control. Each bioreactor was fed 500mL of substrate and 10 mL of Chlorella 

sp. in stationary phase, cell density of 5.47 × 104 cel. mL-1, 336h TDH, 50 mL sampling every 48h to evaluate pH, 

dissolved oxygen, turbidity, ammonia nitrogen and cell count. The analysis were conducted in duplicate. The sta-

tistics of the data were performed through a full factorial planning of three levels Box-Behnken 3 (2-0) design (BBD) 

combined with the response surface methodology and (ANOVA), using Microsoft Excel 2013, Statistic 8.0 software, 

and Minitab 17. Cell growth was recorded in all treatments, with N-ammoniacal removals ranging from 6 to 44%, 

and cell increments ranging from 27 to 178% up to 96h of monitoring. The results of this study are indicative that 

Chlorella sp. can grow in leachate and can be applied in phytoremediation of LAS.

Keywords: Bioremediation. Domestic sewage. Limiting factor. Phytoremediation. Phosphorus limitation. Leachate 

from landfill. Microalgae.
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Chlamydomonas sp.  a partir de 10% de lixiviado 

bruto diluído em água deionizada com TDH de 30 

dias de cultivo. Zhao et al. (2014) investigaram 

lixiviado de aterro sanitário diluído com esgoto 

doméstico em diferentes proporções e observa-

ram 90% de remoção total de nitrogênio.

Diante do exposto, o presente estudo teve como 

objetivo investigar qual é a concentração de 

N-amoniacal de lixiviado de aterro sanitário mais 

adequada do ponto de vista fisiológico para o 

crescimento da Chlorella sp. e para a remoção de 

nitrogênio amoniacal em sistemas livres alimen-

tados em regime de batelada.

2 MATERIAL E MÉTODOS  
2.1 Considerações Gerais 

A pesquisa foi realizada nas dependências físicas 

da Estação Experimental de Tratamentos Bioló-

gicos de Esgotos Sanitários (EXTRABES), perten-

cente à Universidade Estadual da Paraíba, situ-

ada no bairro do Tambor, na cidade de Campina 

Grande - PB. O LAS (Lixiviado de Aterro Sanitá-

rio) estudado foi coletado na entrada da lagoa de 

decantação do sistema de lagoas de tratamento 

de lixiviado de Aterro Sanitário Metropolitano 

de João Pessoa (ASMJP - PB, (7º13’00’’ S e 34º 

57’11’’ W), transportado em reservatórios de 

polietileno de 50L até as dependências da EX-

TRABES, para subsequente caracterização físi-

co-química. 

 

2.2 Identificação do Fitoplâncton

Para identificação do fitoplâncton, 5 mL de LAS 

foram transportados para cinco frascos erlen-

meyers de 250 mL, contendo cada um 100 mL de 

meio ASM-1 estéril, (Modificado de GORHAM et 

al. 1964 & ZAGATTO e ARAGÃO, 1992). As amos-

tras foram colocadas em mesa rotatória com ro-

tação 80 rpm, temperatura de 30°C e fotoperío-

do de 24 horas. Transcorrido o período de 14 dias, 

procedeu-se a identificação do fitoplâncton. O 

sistema de classificação para classes e gêneros 

seguiu recomendações de Bicudo e Menezes 

(2006). A contagem do fitoplâncton foi realizada 

por câmara de Utermöhl capacidade de 2 ml da 

marca CIENLAB, pelo método da sedimentação 

de Utermöhl (1958). 

2.3 Isolamento e Cultivo

O isolamento da Chlorella sp. foi realizado pelo 

método de ágar em placa preconizado por Guer-

rero III e Villegas (1982). As cepas de Chlorella sp. 

foram inoculadas em placas de Petri, pré-este-

rilizadas contendo Meio Basal Bold’s-MBB (BIS-

CHOFF e BOLD, 1963; BOROWITZKA, 1988) com 

1,5% de ágar. 

As amostras foram mantidas em câmara de cul-

tivo com temperatura de 27°C em fotoperíodo 

de 24 horas, sob iluminação de 4 lâmpadas flu-

orescentes, intensidade de fótons de 85 µE-1.m-2. 

Após 21 dias, foi realizado o isolamento usando 

pipeta de Pasteur. A observação do gênero algal 

foi procedida em microscópios Invertido NIB-100 

INF e óptico Binocular N 107 da marca Coleman 

em objetiva de 400x, sendo essa cepa unialgal 

dominante na amostra, inoculada em frascos er-

lenmeyers contendo 50 ml de MBB. 

2.4 Monitoramento e métodos  
analíticos aplicados

Os parâmetros analíticos determinados durante 

a operação foram balizadores para determinar 

qual é o melhor tratamento para o crescimen-

to da cepa e determinar sua eficiência.  O mo-

nitoramento dos biorreatores foi realizado sob 

temperatura controlada de 27°C e intensida-

de luminosa de 85 µE.s-1.m-2. Os parâmetros de 

caracterização do lixiviado e seus respectivos 

métodos analíticos seguiram o que está preconi-
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zado em APHA (2012), exceto para alcalinidade 

total (BUCHAUER, 1998). Para análise iônica, as 

amostras foram tratadas em membrana de fi-

bra de vidro de 0,45 e 0,22µm para subsequente 

análise em cromatógrafo iônico Dionex ICS-1100 

da marca Thermo Scientific. Os equipamentos e 

métodos empregados na avaliação dos parâme-

tros estão apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parâmetros monitorados, métodos e equipamentos.

Parâmetro Método (APHA, 2012) Equipamento (marca/modelo)

pH Eletrométrico 4500 B HANNA Instrumentos/HI2300

Turbidez Nefelométrico 2130 B QUIMIS/Q279P

Fósforo total 4500-P-C FEMTO 700 Plus- 

Amônia 4500-NH3 TECNAL- TE-0363

NTK 4500-Norg TECNAL/TE-0364

Temperatura Eletrométrico 4500 G HANNA Instrumentos/HI2221

Oxigênio Dissolvido Método Eletrométrico ALFAKIT- AT 155

2.5 Monitoramento dos Sistemas

Foram montados 7 biorreatores, alimentados em re-

gime de batelada. Destes, 1 foi o controle positivo, 

tendo MBB como substrato, e 6 biorreatores recebe-

ram LAS in natura diluído com diferentes concentra-

ções afluentes de N-amoniacal. O volume de traba-

lho foi 500 ml de substrato, obtido pela diluição do 

lixiviado bruto com água destilada até atingir as di-

luições de 10, 20, 30, 40, 50 e lixiviado bruto a 100% 

v/v, sendo respectivamente 239, 511, 798, 970, 

1142 e 2175 mg. L-1, mais o controle positivo. Por 

exemplo, o lixiviado a 10% v / v foi obtido misturan-

do 10 mL de lixiviado com 90 mL de água destilada.

Os biorreatores foram inoculados com  

10 mL de meio de cultivo com Chlorella sp. em  

fase estacionária com densidade celular de  

5,47x104 cel. mL-1, sendo estes mantidos em am-

biente com fotoperíodo de 24 horas, temperatura 

controlada a 27°C e TDH de 336 horas. No inter-

valo de cada 48 horas, foi coletada uma amostra 

de 50 mL, para determinação do pH, nitrogênio 

amoniacal, Oxigênio Dissolvido, Turbidez e densi-

dade celular.  Para contagem de células em câmara 

de Neubauer, uma alíquota de 5 mL, fixada com 10 

gotas de lugol acético em concentração final de 

4%, aguardou-se por 10 minutos e foi procedida 

a leitura.  Para determinar a concentração celular, 

foram contadas todas as células dos blocos indivi-

duais maiores da câmara de Neubauer aplicados na 

Eq.1, segundo Tavares e Rocha (2003).

 C (célula. mL-1) = contagem total × 104 / n0 de blocos contados �  (1)

2.6 Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada por 

meio de um planejamento full fatorial de três 

níveis Box-Behnken 3(2-0) design (BBD) em com-

binação com metodologia de superfície de res-

posta (RSM) e análise de variância (ANOVA), 

utilizando os softwares Microsoft Excel 2013, 

Statistic 8.0 e Minitab 17.

Dentro dos diferentes de níveis de TDH e % de li-

xiviado testados na fase experimental, foram se-

lecionados apenas os níveis baixo, médio e alto 

para composição do BBD. No estudo da remoção 
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de nitrogênio amoniacal, os níveis para TDH fo-

ram baixo: 0, médio: 6 e alto: 14 dias, enquanto 

o % de lixiviado presente do substrato de culti-

vo variou em baixo: 10, médio: 40 e alto: 100%. 

Na análise dos dados para turbidez, os níveis de 

tempo foram os mesmos utilizados na análise de 

nitrogênio amoniacal; contudo, o % de lixiviado 

variou em baixo: 10%, médio: 20% e alto: 40%, 

devido a limitações da técnica turbidimétrica 

para soluções concentradas de lixiviado. Os ex-

perimentos foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
Analisando os dados de caracterização físico- 

química do lixiviado, registraram-se  os sólidos 

totais, com valor médio de 16003 mg.L-1, sendo 

10573 para sólidos totais fixos e 5430 mg. L-1 

para sólidos totais voláteis, este último represen-

tando cerca de 34% dos sólidos totais, indicando 

uma quantidade pequena de matéria orgânica 

presente na massa de resíduo.  Segundo Jordão 

e Pessoa (1995), valores típicos, entre os sólidos 

totais voláteis e os sólidos totais (STV/ST), para 

lodo gerado em estações de tratamento de es-

gotos domésticos estão na faixa de 75% a 85%. 

A expressiva disponibilidade de macronutrientes 

a exemplo do fósforo e do nitrogênio no lixiviado 

pode favorecer o crescimento da biomassa; con-

tudo, para a magnitude do nitrogênio amoniacal, 

é recomendável fazer a diluição do resíduo antes 

do tratamento. Segundo Procházková et al. (2014), 

para o crescimento ótimo das microalgas é neces-

sária uma série de nutrientes, a exemplo de macro-

nutrientes tais como, carbono (C), nitrogênio (N), 

oxigênio (O), hidrogênio (H) e fósforo (P), além de 

cálcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e potássio 

(K).  Na Tabela 2 está apresentada a caracterização 

física e química do LAS aplicado na pesquisa.

Tabela 2 - Caracterização físico-química do lixiviado 
do ASMJP.

PARÂMETROS Magnitude

pH 8,0

Alcalinidade Total (mg.CaCO
3
L-1) 8150

NTK (mg.L-1) 2710

Nitrogênio Amoniacal (mg.L-1) 2514

Nitrogênio Orgânico (mg.L-1) 196

Sólidos Totais (mg.L-1) 16003

Sólidos Suspensos Voláteis (mg.L-1) 5430

Sólidos Totais Fixos (mg.L-1) 10573

Sólidos Suspensos Totais (mg.L-1) 210

Sólidos Suspensos Voláteis (mg.L-1) 193

Sólidos Suspensos Fixos (mg.L-1) 17

Fósforo Total (mg.P.L-1) 18

Ortofosfato (mg.P-PO
4

3-.L-1) 14

Ácidos graxos Voláteis(HACL-1) 472

DQO total (mg.O
2
.L-1) 3648

DQO solúvel (mg.O
2
.L-1) 2271

DBO
5
 (mg. O

2
. L-1) 1163

Cl- (mg.L-1) 3620

Na+ (mg.L-1) 2310

Mg2+ (mg.L-1) 275

Ca2+ (mg.L-1) 626

K+ (mg.L-1) 2000

Fonte: Autor (2020).

3.1 Crescimento de Chlorella sp. em diferentes 
diluições de LAS

No biorreator controle, em concentração de 

N-amoniacal afluente de 5,0 mg. L-1, a Chlo-

rella sp. apresentou um incremento de cresci-

mento de 357% em 96h de monitoração, ini-

ciando com 5,47 × 104 e atingindo 1,95 ×105 

células. mL-1. A partir de 144 horas, a cultura 

entrou em fase de declínio progressivo até a 

densidade celular de 1,94×104 cél. mL-1 ao final 

do experimento. No biorreator controle, todo 

o nitrogênio amoniacal presente na amostra 

foi removido em até 48 horas de monitoração. 

Não foi registrado incremento significativo no 

pH em nenhum dos tratamentos contendo lixi-

viado. Os valores, que iniciaram em torno 8,6, 

atingiram 8,9 unidades.
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3.2 Oxigênio Dissolvido

A concentração de oxigênio dissolvido sofreu uma 

redução progressiva nos sistemas com lixivia-

do in natura (100%) e nas diluições (50, 40, 30 e 

20%), com recuperação gradativa a partir de 240 

horas de monitoração, sem, contudo, atingir a 

concentração de entrada (que variou entre 1,7 e  

5,1 mg.L-1) até o término do ensaio. No sistema 

com lixiviado em diluição de 10%, a concentra-

ção inicial de oxigênio dissolvido foi de 5,7 mg.L -1, 

atingindo 10,6 mg.L-1 em 144h de monitoramen-

to, sofrendo decréscimo progressivo até as 336 h, 

atingindo ao final  6 mg.O
2
.L-1. 

O acréscimo de oxigênio no sistema pode ser 

explicado pois, durante a fotossíntese, as al-

gas, na presença de luz, assimilam CO
2
 e H

2
O, 

e sintetizam CH
2
O e O

2
. Esse comportamento 

temporal do oxigênio no sistema pode também 

ser relacionado com o incremento de turbidez 

registrado no biorreator com lixiviado a 10% e 

a DCM (Densidade Celular Máxima), que foram 

mais amplas do que nos demais tratamen-

tos. Esse resultado nos permite inferir que na 

concentração de N-amoniacal de 239 mg.L-1 

afluente e nas condições de cultivo descritas, 

a Chlorella sp. consegue  realizar sua atividade 

metabólica de forma eficiente.

3.3 N-amoniacal

Foram obtidas remoções de nitrogênio amonia-

cal em todos os tratamentos, destacando que 

nas concentrações maiores foram obtidas re-

moções menores. Nas diluições de 20, 30 e 50% 

registraram-se as remoções respectivas de 26, 

22 e 11%, O resultado do planejamento experi-

mental Box-Behnken para as diluições de 10, 40 

e 100%, avaliando a   influência do tempo e do 

% de lixiviado na remoção de N-amoniacal está 

apresentado na Fig. 1.

Figura 1 -  MSR para N-amoniacal sob influência do tempo e do % de lixiviado na composição do substrato.

Conforme indica a MSR, a remoção de N-amo-

niacal estabelece relações predominantemente 

lineares com o efeito do tempo e do percentual 

de lixiviado no substrato de cultivo. A superfície 

também indicou que o aumento no % de lixivia-

do diminui a eficiência de remoção de nitrogê-
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nio. Esses dados indicam que o aumento no teor 

de nitrogênio amoniacal no meio de cultivo pode 

apresentar inibição sobre a biomassa algal, ate-

nuando sua atividade metabólica.  A MSR sugere 

ainda que o tempo é menos expressivo na remo-

ção de nitrogênio, quando comparado à influên-

cia exercida pelo % de lixiviado. 

O gráfico de estimativa dos efeitos padroniza-

dos apresentado na Fig. 2 indicou que os efeitos 

estatisticamente importantes no modelo mate-

mático estão relacionados com o % de lixiviado, 

que exerceu maior influência sobre a remoção 

de nitrogênio em comparação ao tempo. Isso 

pode ser explicado pois a mudança nos níveis 

de nitrogênio amoniacal na entrada do sistema 

pode ter causado prejuízo ao metabolismo algal. 

Tanto o tempo como o % de lixiviado exerceram 

influência, em termos lineares, sob a remoção de 

nitrogênio. Apenas o % de lixiviado apresentou 

influência em termos quadráticos; contudo, essa 

influência não foi tão expressiva, o que explica o 

perfil plano para a superfície de resposta. Na Fig. 

2 está apresentado o Diagrama de Pareto com os 

resultados acerca do efeito do tempo e do % de 

lixiviado na remoção de nitrogênio amoniacal.

O modelo matemático gerado no presente estudo é 

apresentado na Eq. 2, na qual é possível estimar os 

níveis de nitrogênio a partir das condições de tem-

po e % de lixiviado de um sistema experimental. 

Figura 2 - Diagrama de Pareto para interferência do tempo e % de lixiviado na remoção de N- amoniacal.

N-amoniacal (mg L-1) = 66,561 - 16,699*tempo + 0,4360*tempo² + 23,911*(% lixiviado) - 0,0256*(% lixiviado) ².                                                                                                                                     � (2)

Conforme apresentado na Fig. 2, os efeitos que 

são estatisticamente importantes no modelo 

matemático, portanto, estão à direita da linha 

(p=0,05) e estão relacionados com o % de lixi-

viado que exerceu maior influência sobre a re-

moção de nitrogênio em comparação ao tem-

po. Isso pode ser explicado pois a mudança nos 

níveis de nitrogênio amoniacal na entrada do 

sistema pode ter causado prejuízo ao metabo-

lismo algal. Tanto o tempo como o % de lixiviado 

exerceram influência, em termos lineares, sob a 

remoção de nitrogênio. Apenas o % de lixiviado 

apresentou influência em termos quadráticos; 

contudo, essa influência não foi tão expressiva, 
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o que explica o perfil plano para a superfície de 

resposta. O modelo matemático gerado no pre-

sente estudo é apresentado na Eq. 2, na qual é 

possível estimar os níveis de nitrogênio a partir 

das condições de tempo e % de lixiviado de um 

sistema experimental. 

N-amoniacal (mg L-1) = 66,561 - 16,699*tempo + 0,4360*tempo² + 23,911*(% lixiviado) - 0,0256*(% lixiviado) ².                                                                                                                                     � (2)

A viabilidade deste modelo experimental pode 

ser constatada a partir da análise do gráfico de 

valores preditos versus observados apresentado 

na Fig. 3, que demonstra por meio da localização 

dos resultados obtidos (pontos sobre a reta de 

valores preditos) que o modelo matemático obti-

do pode ser empregado no dimensionamento de 

sistemas de tratamento, apresentando: R múlti-

plo = 0,9997; R² múltiplo = 0,9994; R² ajustado = 

0,9993; F 27051,91 e p < 0,00. 

Figura 3 - Valores preditos versus observados do modelo matemático aplicado.

3.4 Turbidez

A turbidez nos sistemas com lixiviado diluído a 

20, 30, 40 e 50% teve incrementos respectivos 

de 11, 27, 26 e 16%, atingindo os valores de 47, 

50, 82 e 70 NTU em 336 h. Esse aumento na tur-

bidez pode estar relacionado com o aumento da 

densidade celular nas amostras. No tratamento 

com diluição a 10%, a turbidez apresentou maior 

incremento, aproximando-se do resultado ob-

servado no controle, com incrementos respecti-

vos de 64 e 57%. Corroborando este resultado de 

crescimento, Khanzada et al. (2018) obtiveram 

resposta similar para cultivo de Chlorella vulgaris 

e Chlamydomonas reinhardii, cultivadas em LAS 

puro e diluído a 10, 30,50,70 e 90%, tendo como 

controle positivo o meio BG11 para cultivo de al-

gas. Na Fig. 4 está apresentada metodologia de 

superfície de resposta para a turbidez sob influ-

ência do tempo (0, 6 e 14 dias) e do % de lixiviado 

nas proporções de 10, 20 e 40%.
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Conforme observado nas curvas de nível obtidas 

na RSM da Fig. 4, a qual fornece uma análise da 

tendência de resposta da variável dependente 

(nível de turbidez no sistema), o aumento do % 

de lixiviado e do tempo amplia os níveis de tur-

bidez no sistema experimental. No caso do % de 

lixiviado, essa influência sobre a turbidez está 

relacionada aos níveis de turbidez de entrada 

que são uma consequência do aumento do % de 

lixiviado no substrato de cultivo. Em relação ao 

tempo, é possível verificar que, do instante 0 ao 

6o dia, os níveis de turbidez permanecem prati-

camente constantes, aumentando a partir do 7o 

em função do crescimento celular no meio rea-

cional. O gráfico dos efeitos padronizados está 

apresentado na Fig. 5 a seguir. 

Figura 4 - MSR para turbidez sob influência do tempo e do % de lixiviado na composição do substrato.

Figura 5 - Gráfico de Pareto para tempo e % de lixiviado na remoção de N-amoniacal.
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Conforme análise, o diagrama de Pareto indica que 

o tempo e o % de lixiviado foram significativos, tan-

to em termos lineares como quadráticos; todavia, 

os termos lineares foram mais expressivos, o que 

explica a tendência da superfície de resposta para 

um perfil plano. Diferentemente dos resultados 

obtidos para N-amoniacal, a turbidez sofre uma in-

fluência expressiva do tempo e do % de lixiviado. O 

modelo matemático gerado no presente estudo é 

apresentado na Eq. 3, na qual é possível estimar os 

níveis de turbidez a partir das condições de tempo e 

% de lixiviado de um sistema experimental. 

Turbidez = 11.055 – 0.1696*tempo + 0.1116*tempo2 + 1.85*(% lixiviado) – 0.0155*(% lixiviado)2    

 
� (3)

A acurácia desta modelagem pode ser constata-

da a partir do gráfico de valores preditos versus 

observados, que demonstrou que os valores dos 

desvios-padrão são muito próximos dos resulta-

dos obtidos, portanto o modelo matemático obti-

do na análise destes ensaios pode ser empregado 

no dimensionamento de sistemas de tratamento, 

apresentando: R múltiplo = 0,9962; R² múltiplo = 

0,9925; R² ajustado = 0,9921; F 2145,44 e p < 0,00. 

Na Fig. 6 está apresentado o gráfico dos valores 

preditos versus observados para a interferência da 

turbidez na remoção de N- amoniacal.

Figura 6 -   Valores preditos versus observados para do modelo matemático aplicado.

3.5 Densidade celular

O crescimento celular no substrato controle po-

sitivo atingiu maior DCM de 1,95×105 cél. mL -1 

em 96h de TDH. Contudo, durante todo o perí-

odo, as células apresentaram volume de apro-

ximadamente 50% das células que receberam 

tratamento com lixiviado diluído. Resultado 

semelhante foi revelado em achados microscó-

picos desenvolvidos por El Quaer et al. (2019): 

cultivando Chlorella sp. em lixiviado de aterro 

sanitário, identificaram que as células cultivadas 

em lixiviado em diluição de 10% eram maiores e 

de cor mais intensa do que as células do controle 

positivo usado que foi o MBB. Identificaram ain-

da que neste substrato com concentração média 

de N-amoniacal de 257 mg.L-1, o crescimento 

celular de Chlorella sp. foi aproximadamente 10 
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vezes maior em termos de teor de Clorofila em 

comparação com o resultado obtido para o pa-

drão meio de cultura, Meio Basal de Bold. 

Foram registrados crescimento celular em to-

dos os tratamentos, inclusive no LAS in natura 

(100%), que apresentou a menor remoção de 

N-amoniacal (6%). Esse fato pode ser explica-

do pois a elevada turbidez média da amostra de 

aproximadamente 50 NTU pode ter dificultado 

a passagem luz, comprometendo a fotossínte-

se. Esse resultado pode estar relacionado, ainda, 

com a inibição do nitrogênio amoniacal no meio 

reacional quando este se encontra em elevadas 

magnitudes a exemplo das testadas. Em estu-

do de Franco Martinez et al. (2017), a Chlorella 

vulgaris não apresentou inibição em concentra-

ções de amônio menores que 110 mg. L-1. Na Fig. 

7 está apresentada a MSR para a densidade da 

Chlorella sp. sob influência de 3 tempos (mínimo, 

médio e máximo, respectivamente 0, 6 e 14 dias) 

e do % de lixiviado (10, 40 e 100%) na composi-

ção do substrato.

Figura 7 - MSR para densidade celular sob influência do tempo e do % de lixiviado na composição do substrato.

De acordo com a superfície de resposta, o cres-

cimento celular ocorre do instante zero até o 

60 dia, no qual é obtida a DCM (densidade ce-

lular máxima). A partir desse período, é obser-

vado um declínio acentuado na densidade de 

Chlorella sp. El Quaer et al. (2019), cultivando 

Chlorella sp.  e Scenedesmus sp.  em lixiviado 

com magnitude de  N-amoniacal afluente de  

2570 mg.L-1, concluíram que apenas a cepa de 

Chlorella sp. adaptou-se ao meio e apresentou 

densidades importantes, exercendo todavia,  

inibição completa para Scenedesmus sp. 

No presente estudo, foi possível verificar que o au-

mento no % de lixiviado atenua o crescimento ce-

lular, o que corrobora a discussão prévia de que os 

aumentos nos níveis de nitrogênio podem acarretar 

efeitos inibitórios no metabolismo celular. Contu-

do, o efeito do % de lixiviado não foi tão expressivo 

quanto o efeito do tempo. Apesar do declínio celular 
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identificado a partir do 6o dia, os níveis de turbidez 

aumentam gradativamente. Esse comportamento é 

explicado pelo fato de que, mesmo ocorrendo mor-

te celular, as estruturas biológicas permanecem no 

meio promovendo espalhamento de luz. 

A análise do diagrama de Pareto (Fig. 8) revelou 

que apenas o tempo possui efeito significativo 

em termos quadráticos e lineares. O efeito em 

termos quadráticos apresenta sinal positivo e 

está relacionado à fase de crescimento celular do 

instante 0 até o limiar da fase de declínio (mea-

dos do 7º dia). Nesse intervalo de tempo é pos-

sível observar um perfil parabólico na superfície 

de resposta.

Figura 8 - Diagrama de Pareto para tempo e % de LAS no estudo da densidade celular.

O efeito em termos lineares tem sinal negati-

vo e está relacionado à fase de declínio celu-

lar que inicia em torno do 7° dia. O efeito do 

% de lixiviado não foi significativo; contudo, 

influencia negativamente o crescimento celu-

lar, conforme discutido previamente. O modelo 

matemático obtido neste estudo está apresen-

tado na Eq. 4. 

DC= (log10 cel. ml-1) = 4.845 + 0.0766*tempo - 0.0092*tempo² - 0.0019*(% lixiviado) - 0.000002*(% lixiviado) ².                                                                                                                                     � (4)

No resultado do teste de validação deste modelo 

por meio da análise do gráfico de valores preditos 

versus observados (apresentado na Fig. 9), é im-

portante ressaltar que a marcha analítica para de-

terminação da densidade celular envolve procedi-

mentos que podem conferir incerteza ao método. 

Isso se dá principalmente pela ausência de uni-

formidade na distribuição das células nos campos 

de visão para contagem em câmera de Neubauer, 

o que pode acarretar em valores aproximados de 

contagem. O modelo matemático apresentou ní-

veis aceitáveis para os parâmetros de validação: R 

múltiplo = 0,9775; R² múltiplo = 0,9557; R² ajusta-

do = 0,9493; F = 151,01 e (f tabelado:) e p < 0,00.
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Os maiores crescimentos registrados até 96h de 

monitoração foram em diluição a 10 e 40%, com 

valores iniciais de 5,47×104 cél. mL-1 atingindo 

respectivamente 1,26×105 cél. mL-1  e 1,52×105 

célula. mL-1, com incrementos percentuais res-

pectivos de 230 e 278 % e remoção de 33 mg-N 

para o biorreator com lixiviado a 10%.  Taglia-

ferro et al. (2019) registraram que houve uma 

diminuição inicial na concentração de biomas-

sa de Chlorella minutissima cultivada em lixivia-

do em diluição de 10% em um fotobiorreator de 

transporte aéreo de tubos concêntricos, indican-

do que as células precisavam de um período de 

adaptação a essa nova condição. 

No presente trabalho, a diminuição da biomassa 

identificada em elevadas concentrações de lixi-

viado pode estar relacionada com os componen-

tes tóxicos da complexa matriz da água residu-

ária em estudo. Corroborando esses resultados, 

Oliveira (2019), caracterizou o lixiviado in natura 

proveniente do ASMJP a partir do emprego de 

ELL (Extração Líquido Líquido), seguida de CG-

-EM (Cromatografia gasosa-Espectrometria de 

massa), e identificou 27 compostos orgânicos 

recalcitrantes, dos quais 6 podem provocar mu-

tação no DNA. Ainda, Ghosh et al. (2017) defen-

dem que a diminuição da biomassa ocorre em 

decorrência da resposta das células ao aumen-

to de componentes tóxicos no meio quando se 

utiliza lixiviado em alta concentração.  O lixivia-

do de aterro sanitário possui compostos tóxicos 

para os microrganismos, como fenol, benzeno, 

tolueno, acetona, nitrogênio amoniacal, fosfato, 

metais pesados (Pb, Cd, Cu, Zn, Cr, Ni e outros), 

sulfatos, ácidos, álcalis e sais inorgânicos (NA-

VEEN et al. 2016; CHEAH et al. 2016). Na Fig. 10 

estão apresentadas as curvas de crescimento da 

Chlorella sp. nos diferentes tratamentos.

Figura 9 - Valores preditos versus observados do modelo matemático de crescimento da Chlorella sp.  
em percentuais de 10, 40 e 100% de lixiviado.
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Segundo Sforza et al. (2015), a cor escura do li-

xiviado pode reduzir significativamente a pene-

tração da luz na solução, o que pode prejudicar a 

fotossíntese da microalga e a consequente produ-

ção de biomassa. Além disso, uma alta concentra-

ção de NH4
+-N em função do pH em faixas acima 

de 8,0 unidades característico do lixiviado pode 

conferir um efeito comprometedor da fisiologia 

algácea; contudo, defendem os autores que é vi-

ável o cultivo de microalgas em lixiviado de aterro 

sanitário com concentrações de nitrogênio amo-

niacal afluente variando entre 100 a 200 mg. L-1.  

Figura 10 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em diferentes diluições de lixiviado.
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4 CONCLUSÃO
Os resultados obtidos neste estudo permitem 

verificar que o aumento no % de lixiviado atenua 

o crescimento celular, o que corrobora a discus-

são prévia de outros estudos que sugerem que 

aumentos nos níveis de nitrogênio podem acar-

retar efeitos inibitórios no metabolismo micro-

algáceo. Em baixas concentrações ocorreu um 

efeito benéfico no crescimento da Chlorella sp.; 

contudo, quanto maior a concentração de expo-

sição, foi maior o efeito inibitório.

A cepa de Chlorella sp. Isolada do lixiviado de 

aterro sanitário apresentou resistência, cresci-

mento e remoção de N-amoniacal em todas as 

concentrações  testadas, podendo ser aplicada 

na remoção de nutrientes de águas residuárias;

Na conjuntura brasileira atual e em regiões ou 

cidades em que existem já instalados e em ope-

ração os aterros sanitários, a escolha da fitor-

remediação do lixiviado residuária proveniente 

da degradação dos resíduos sólidos a partir da 

Chlorella sp. se apresenta como uma biotecno-

logia viável e eficiente na recuperação de recur-

sos. Ressalta-se ainda que são sistemas de fácil 

monitoramento, baixo custo, com alto poder de 

sequestro de gás de e efeito estufa e potencial 

produção de biomassa útil.
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