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Resumo

O lixiviado de aterro sanitario (LAS) é um residuo com elevada carga de poluentes recalcitrantes, altos niveis
de nitrogénio amoniacal, sélidos, metais pesados, fésforo e baixa relagdo DBO,/DQO. O presente estudo foi
desenvolvido em sistemas alimentados em regime de batelada. O lixiviado foi coletado no Aterro Sanitario
Metropolitano de Joao Pessoa (ASMJP-PB) e apresentou concentracdo média de 2514 mg.L™' 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 diluido em agua 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 estacionaria, densidade celular de 5,47x10* cel.mL™", TDH de 336h com
amostragens de 50 mL a cada 48h para avaliacdo do pH, oxigénio dissolvido, turbidez, nitrogénio amonia-
cal e contagem de células. As andlises foram conduzidas em duplicata. A estatistica dos dados foi realizada
por meio de um planejamento full fatorial de trés niveis Box-Behnken 329 design (BBD) combinado com a
metodologia de superficie 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 remog¢des de N- amoniacal
variando entre 6 e 44%, e incrementos celulares variando entre 27 e 178% até 96h de monitoracdo. Os resul-
tados deste estudo sdo indicativos de que a Chlorella sp. consegue crescer em lixiviado, podendo ser aplicada
na fitorremediagdo 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 DBO,/DQO. The present study was developed in batch fed systems. The
leachate was collected at the Jodo Pessoa Metropolitan Landfill (ASMJP-PB) and had an average concentration of
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2514 mg.L" 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 x 10* cel. mL’", 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 %% 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.

1 INTRODUCAO

O aterro sanitario é o método mais adequado
de disposicdo de residuos sélidos urbanos (RSU)
nos paises em desenvolvimento, devido aos bai-
x0s custos e a simples operagcdo (ABOOD et al,,
2014). Uma implicacéo é que a degradagao qui-
mica dos residuos aterrados, associada a preci-
pitacdo, gera uma quantidade substancial de li-
xiviado, dgua residuaria com ampla variedade de
contaminantes (MOJIRI et al., 2017). O lixiviado
de aterro apresenta alta concentracdo de com-
postos organicos e inorganicos dissolvidos, amé-
nia e compostos organicos xenobidticos (COX),
que sdo altamente téxicos para os organismos
vivos e o meio ambiente (KJELDSEN et al., 2002).
Apresenta baixa relacdo C/N, bem como signifi-
cativas concentracdes de metais pesados téxicos
(OULEGO et al., 2016).

A presenca de todos os componentes elencados
dificulta o tratamento deste residuo liquido. No
entanto, o uso potencial das microalgas para tra-
tar lixiviado, denominado fitorremediagéo, tem
sido avaliado de maneira satisfatéria, embora em
menor grau se comparado ao nimero de estudos
que avaliaram o tratamento de dguas residuérias
domésticas. A elevada magnitude de nutrientes
e 0 maior custo de tratamento do lixiviado, em
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comparagao com as aguas residuérias domésti-
cas, justifica o investimento em pesquisas desta
natureza (EDMUNDSON & WILKIE, 2013).

Neste sentido, a assimilacdo de nutrientes por
algas, especificamente nitrogénio e fésfo-
ro, seria altamente benéfico, ja que a remocgéao
de nutrientes das &guas residuarias é um
processo caro em instalacdes de tratamen-
to de 4dgua bruta, custando aproximadamente
US$ 4,4/ kg-nitrogénio e 3% 3,05/kg-fésforo
para remocao (RAWAT et al., 2013).

O principal desafio de pesquisas no tratamento
de lixiviados com algas é o alto teor de nitrogénio
amoniacal do lixiviado. A amdnia é a fonte pre-
ferida de nitrogénio para muitas espécies de al-
gas, mas altas concentragdes podem ter efeitos
téxicos nas algas. O lixiviado devera ser diluido
em agua destilada ou aguas residuarias, a fim de
reduzir a concentra¢do de amoénia para uma con-
centracdo nao-inibitéria. (MUNOZ & GUIEYSSE,
2006; PAVASANT et al., 2006).

El Ouaer et al. (2017), obtiveram remocao de
90% de NH,*-com Chlorella sp. em lixiviado dilui-
do a 10% em MBB. Paskualikova et al. (2016), re-
gistraram 90% de remocao de N- amoniacal por
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Chlamydomonas sp. a partir de 10% de lixiviado
bruto diluido em dgua deionizada com TDH de 30
dias de cultivo. Zhao et al. (2014) investigaram
lixiviado de aterro sanitério diluido com esgoto
doméstico em diferentes propor¢des e observa-
ram 90% de remocdo total de nitrogénio.

Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo investigar qual é a concentragdo de
N-amoniacal de lixiviado de aterro sanitario mais
adequada do ponto de vista fisiolégico para o
crescimento da Chlorella sp. e para a remogao de
nitrogénio amoniacal em sistemas livres alimen-
tados em regime de batelada.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Consideragoes Gerais

A pesquisa foi realizada nas dependéncias fisicas
da Estacdo Experimental de Tratamentos Biolé-
gicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), perten-
cente a Universidade Estadual da Paraiba, situ-
ada no bairro do Tambor, na cidade de Campina
Grande - PB. O LAS (Lixiviado de Aterro Sanita-
rio) estudado foi coletado na entrada da lagoa de
decantacgao do sistema de lagoas de tratamento
de lixiviado de Aterro Sanitario Metropolitano
de Jodo Pessoa (ASMJP - PB, (7°13°00” S e 34°
57’117 W), transportado em reservatérios de
polietileno de 50L até as dependéncias da EX-
TRABES, para subsequente caracterizagao fisi-
co-quimica.

2.2 Identificacao do Fitoplancton

Para identificacao do fitoplancton, 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 ARAGAO, 1992). As amos-
tras foram colocadas em mesa rotatéria com ro-
tacdo 80 rpm, temperatura de 30°C e fotoperio-
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do de 24 horas. Transcorrido o periodo de 14 dias,
procedeu-se a identificacdo do fitoplancton. O
sistema de classificacdo para classes e géneros
seguiu recomendacdes de Bicudo e Menezes
(2006). A contagem do fitoplancton foi realizada
por camara de Utermohl capacidade de 2 ml da
marca CIENLAB, pelo método da sedimentacéo
de Utermohl (1958).

2.3 Isolamento e Cultivo

O isolamento da Chlorella sp. foi realizado pelo
método de dgar em placa preconizado por Guer-
rero lll 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 agar.

As amostras foram mantidas em camara de cul-
tivo com temperatura de 27°C em fotoperiodo
de 24 horas, sob iluminac¢do de 4 lampadas flu-
orescentes, intensidade de fétons de 85 pE'.m™2.
Apés 21 dias, fol realizado o isolamento usando
pipeta de Pasteur. A observagao do género algal
foi procedida em microscépios Invertido NIB-100
INF e éptico 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
analiticos aplicados

Os parametros analiticos determinados durante
a operacao foram balizadores para determinar
qual é o melhor tratamento para o crescimen-
to da cepa e determinar sua eficiéncia. O mo-
nitoramento dos biorreatores foi realizado sob
temperatura controlada de 27°C e intensida-
de luminosa de 85 pE.s™.m™ Os parametros de
caracterizacdo do lixiviado e seus respectivos
métodos analiticos seguiram o que esta preconi-
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zado em APHA (2012), exceto para alcalinidade
total (BUCHAUER, 1998). Para analise i6nica, as
amostras foram tratadas em membrana de fi-

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

andlise em cromatégrafo ionico Dionex1CS-1100
da marca Thermo Scientific. Os equipamentos e
métodos empregados na avaliagdo dos parame-

tros estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros monitorados, métodos e equipamentos.

Parametro Método (APHA, 2012) Equipamento (marca/modelo)
pH Eletrométrico 4500 B HANNA Instrumentos/HI2300
Turbidez Nefelométrico 2130 B QUIMIS/Q279P
Fésforo total 4500-P-C FEMTO 700 Plus-
Amonia 4500-NH3 TECNAL- TE-0363
NTK 4500-Norg TECNAL/TE-0364
Temperatura Eletrométrico 4500 G HANNA Instrumentos/HI2221

Oxigénio 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 diluido com diferentes concentra-
¢oes afluentes de N-amoniacal. O volume de traba-
lho foi 500 ml de substrato, obtido pela diluicao do
lixiviado bruto com dgua destilada até atingir as di-
luicdes de 10, 20, 30, 40, 50 e lixiviado bruto a 100%
v/v, sendo respectivamente 239, 511, 798, 970,
1142 e 2175 mg. L, mais o controle positivo. Por
exemplo, o lixiviado a 10% v / v foi obtido misturan-
do 10 mL de lixiviado com 90 mL de &gua destilada.

Os biorreatores foram inoculados com
10 mL de meio de cultivo com Chlorella sp. em

fase estaciondria com densidade celular de
5,47x10* cel. mL", sendo estes mantidos em am-
biente com fotoperiodo 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 determinagao do pH, nitrogénio
amoniacal, Oxigénio Dissolvido, Turbidez e densi-
dade celular. Para contagem de células em camara
de Neubauer, uma aliquota de 5 mL, fixada com 10
gotas de lugol acético em concentracéo final de
4%, aguardou-se por 10 minutos e foi procedida
a leitura. Para determinar a concentragéo celular,
foram contadas todas as células dos blocos indivi-
duais maiores da camara de Neubauer aplicados na
Eq.1, segundo Tavares e Rocha (2003).

C (célula. mL™') = contagem total x 10* / n’ de blocos contados (1)

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por
meio de um planejamento full fatorial de trés
niveis Box-Behnken 3@ design (BBD) em com-
binagdo com metodologia de superficie de res-
posta (RSM) e anélise de variancia (ANOVA),
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utilizando os softwares Microsoft Excel 2013,
Statistic 8.0 e Minitab 17.

Dentro dos diferentes de niveis de TDH e % de li-
xiviado testados na fase experimental, foram se-
lecionados apenas os niveis baixo, médio e alto
para composicao do BBD. No estudo da remogéao
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de nitrogénio amoniacal, os niveis para TDH fo-
ram baixo: 0, médio: 6 e alto: 14 dias, enquanto
0 % de lixiviado presente do substrato de culti-
vo variou em baixo: 10, médio: 40 e alto: 100%.
Na andlise dos dados para turbidez, os niveis de
tempo foram os mesmos utilizados na analise de
nitrogénio amoniacal; contudo, o % de lixiviado
variou em baixo: 10%, médio: 20% e alto: 40%,
devido a limitacdes da técnica turbidimétrica
para solugdes concentradas de lixiviado. Os ex-
perimentos foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados de caracterizagao fisico-
quimica do lixiviado, registraram-se os sélidos
totais, com valor médio de 16003 mg.L-1, sendo
10573 para sélidos totais fixos e 5430 mg. L-1
parasélidos totais volateis, este Gltimo represen-
tando cerca de 34% dos sélidos totais, indicando
uma quantidade pequena de matéria organica
presente na massa de residuo. Segundo Jorddo
e Pessoa (1995), valores tipicos, entre os sélidos
totais volateis e os sdlidos totais (STV/ST), para
lodo gerado em estacdes de tratamento de es-
gotos domésticos estdo na faixa de 75% a 85%.

A expressiva disponibilidade de macronutrientes
a exemplo do fésforo e do nitrogénio no lixiviado
pode favorecer o crescimento da biomassa; con-
tudo, para a magnitude do nitrogénio amoniacal,
é recomendavel fazer a diluicdo do residuo antes
do tratamento. Segundo Prochazkova et al. (2014),
para o crescimento étimo das microalgas é neces-
saria uma série de nutrientes, a exemplo de macro-
nutrientes tais como, carbono (C), nitrogénio (N),
oxigénio (0), hidrogénio (H) e fésforo (P), além de
calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e potassio
(K). Na Tabela 2 estd apresentada a caracterizacéo
fisica e quimica do LAS aplicado na pesquisa.
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Tabela 2 - Caracterizagao fisico-quimica do lixiviado

do ASMJP.
PARAMETROS Magnitude
pH 8,0
Alcalinidade Total (mg.CaCO3L") 8150
NTK (mg.L™") 2710
Nitrogénio Amoniacal (mg.L™") 2514
Nitrogénio Organico (mg.L") 196
Sélidos Totais (mg.L") 16003
Sélidos Suspensos Volateis (mg.L™") 5430
Sélidos Totais Fixos (mg.L™") 10573
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™") 210
Sélidos Suspensos Volateis (mg.L") 193
Sélidos Suspensos Fixos (mg.L™") 17
Fésforo Total (mg.P.L™") 18
Ortofosfato (mg.P-PO *.L") 14
Acidos graxos Volateis(HACL™") 472
DQO total (mg.0, L") 3648
DQO soldvel (mg.0,.L"") 2271
DBO, (mg. 0,.L") 1163
Cl (mg.L") 3620
Na*(mg.L") 2310
Mg?* (mg.L") 275
Ca? (mg.L") 626
K*(mg.L") 2000

Fonte: Autor (2020).

3.1 Crescimento de Chlorella sp. em diferentes
diluicbes de LAS

No biorreator controle, em concentracédo de
N-amoniacal afluente de 5,0 mg. L', a Chlo-
rella sp. apresentou um incremento de cresci-
mento de 357% em 96h de monitoracao, ini-
ciando com 5,47 x 10* e atingindo 1,95 %105
células. mL". A partir de 144 horas, a cultura
entrou em fase de declinio progressivo até a
densidade celular de 1,94x10* cél. mL" ao final
do experimento. No biorreator controle, todo
0 nitrogénio amoniacal presente na amostra
foi removido em até 48 horas de monitoragéao.
N&o 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 Oxigénio Dissolvido

A concentragao de oxigénio dissolvido sofreu uma
reducdo progressiva nos sistemas com lixivia-
do in natura (100%) e nas dilui¢ées (50, 40, 30 e
20%), com recuperacgdo gradativa a partir de 240
horas de monitoragdo, sem, contudo, atingir a
concentracdo de entrada (que variou entre 1,7 e
5,1 mg.L'") até o término do ensaio. No sistema
com lixiviado em diluicdo de 10%, a concentra-
¢ao inicial de oxigénio dissolvido foide 5,7 mg.L ",
atingindo 10,6 mg.L"" em 144h de monitoramen-
to, sofrendo decréscimo progressivo até as 336 h,
atingindo ao final 6 mg.0_.L"".

O acréscimo de oxigénio no sistema pode ser
explicado pois, durante a fotossintese, as al-
gas, na presenca de luz, assimilam CO, e H,0,
e sintetizam CH,O e O,. Esse comportamento
temporal do oxigénio no sistema pode também
ser relacionado com o incremento de turbidez
registrado no biorreator com lixiviado a 10% e

R R

\\__\%\m@mmm‘b\
h w R

a DCM (Densidade Celular Maxima), que foram
mais amplas do que nos demais tratamen-
tos. Esse resultado nos permite inferir que na
concentracdo de N-amoniacal de 239 mg.L"
afluente e nas condi¢des de cultivo descritas,
a Chlorella sp. consegue realizar sua atividade
metabélica de forma eficiente.

3.3 N-amoniacal

Foram obtidas remogdes de nitrogénio amonia-
cal em todos os tratamentos, destacando que
nas concentragbes maiores foram obtidas re-
mo¢Ges menores. Nas diluigdes de 20, 30 e 50%
registraram-se as remocoes respectivas de 26,
22 e 11%, O resultado do planejamento experi-
mental Box-Behnken para as dilui¢ées de 10, 40
e 100%, avaliando a influéncia do tempo e do
% de lixiviado na remocdo de N-amoniacal esta
apresentado na Fig. 1.

Bl > 2500
B <2100
[ < 1600
<1100
B3 < 600
B < 100

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

Conforme indica a MSR, a remoc¢édo de N-amo-
niacal estabelece relagdes predominantemente
lineares com o efeito do tempo e do percentual
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de lixiviado no substrato de cultivo. A superficie
também indicou que o aumento no % de lixivia-
do diminui a eficiéncia de remocao de nitrogé-
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nio. Esses dados indicam que o aumento no teor
de nitrogénio amoniacal no meio de cultivo pode
apresentar inibicdo sobre a biomassa algal, ate-
nuando sua atividade metabélica. A MSR sugere
ainda que o tempo é menos expressivo na remo-
¢do de nitrogénio, quando comparado a influén-
cia exercida pelo % de lixiviado.

O gréfico de estimativa dos efeitos padroniza-
dos apresentado na Fig. 2 indicou que os efeitos
estatisticamente importantes no modelo mate-
matico estdo relacionados com o % de lixiviado,
que exerceu maior influéncia sobre a remocéao

de nitrogénio em comparagdo ao tempo. Isso
pode ser explicado pois a mudanga nos niveis
de nitrogénio amoniacal na entrada do sistema
pode ter causado prejuizo ao metabolismo algal.
Tanto o tempo como o % de lixiviado exerceram
influéncia, em termos lineares, sob a remocao de
nitrogénio. Apenas o % de lixiviado apresentou
influéncia em termos quadraticos; contudo, essa
influéncia néao foi tao expressiva, o que explica o
perfil plano para a superficie de resposta. Na Fig.
2 estd apresentado o Diagrama de Pareto com os
resultados acerca do efeito do tempo e do % de
lixiviado na remocao de nitrogénio amoniacal.

145.857 4

(2)% leachate (L)

{(1)Time (days)(L) -11.400
% leachate (Q) 4.028
Time (days)(Q) -1.851

p=b.05 |

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

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

O modelo matematico gerado no presente estudo é
apresentado na Eq. 2, na qual é possivel estimar os

niveis de nitrogénio a partir das condi¢des de tem-
po e % de lixiviado de um sistema experimental.

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

Conforme apresentado na Fig. 2, os efeitos que
sdo estatisticamente importantes no modelo
matematico, portanto, estdo a direita da linha
(p=0,05) e estédo relacionados com o % de lixi-
viado que exerceu maior influéncia sobre a re-
mocao de nitrogénio em comparagao ao tem-
po. Isso pode ser explicado pois a mudanca nos
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niveis de nitrogénio amoniacal na entrada do
sistema pode ter causado prejuizo ao metabo-
lismo algal. Tanto o tempo como 0 % de lixiviado
exerceram influéncia, em termos lineares, sob a
remocao de nitrogénio. Apenas o % de lixiviado
apresentou influéncia em termos quadraticos;
contudo, essa influéncia ndo foi tdo expressiva,
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o que explica o perfil plano para a superficie de
resposta. O modelo matemético gerado no pre-
sente estudo é apresentado na Eq. 2, na qual é

possivel estimar os niveis de nitrogénio a partir
das condi¢des de tempo e % de lixiviado de um

sistema experimental.

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

A viabilidade deste modelo experimental pode
ser constatada a partir da andlise do grafico de
valores preditos versus observados apresentado
na Fig. 3, que demonstra por meio da localizagéao
dos resultados obtidos (pontos sobre a reta de

2500

valores preditos) que o modelo matematico obti-
do pode ser empregado no dimensionamento de
sistemas de tratamento, apresentando: R multi-
plo =0,9997; R miltiplo = 0,9994; R? ajustado =
0,9993;F27051,91 e p < 0,00.

2000 ¢

1500 ¢

1000

Predicted Values

500

0 500 1000

1500 2000 2500

Observed Values

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

3.4 Turbidez

A turbidez nos sistemas com lixiviado diluido 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 diluicdo a 10%, a turbidez apresentou maior
incremento, aproximando-se do resultado ob-
servado no controle, com incrementos respecti-
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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 diluido a 10, 30,50,70 e 90%, tendo como
controle positivo o meio BG11 para cultivo de al-
gas. Na Fig. 4 esta apresentada metodologia de
superficie de resposta para a turbidez sob influ-
éncia do tempo (0, 6 e 14 dias) e do % de lixiviado
nas propor¢des de 10, 20 e 40%.
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Figura 4 - MSR para turbidez sob influéncia do tempo e do % de lixiviado na composicao do substrato.

Conforme observado nas curvas de nivel obtidas
na RSM da Fig. 4, a qual fornece uma anélise da
tendéncia de resposta da variavel dependente
(nivel de turbidez no sistema), o aumento do %
de lixiviado e do tempo amplia os niveis de tur-
bidez no sistema experimental. No caso do % de
lixiviado, essa influéncia sobre a turbidez esta
relacionada aos niveis de turbidez de entrada

que sdo uma consequéncia do aumento do % de
lixiviado no substrato de cultivo. Em relacdo ao
tempo, é possivel verificar que, do instante 0 ao
60 dia, os niveis de turbidez permanecem prati-
camente constantes, aumentando a partir do 7°
em funcdo do crescimento celular no meio rea-
cional. O gréfico dos efeitos padronizados esta
apresentado na Fig. 5 a seguir.

(2)% leachate(L)

34.88

(1)time (days)(L)

21145

time (days)(Q) - -6.685

% leachate(Q) t 3.825

p=0.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5 - Gréfico de Pareto para tempo e % de lixiviado na remog¢&do de N-amoniacal.
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Conforme andlise, o diagrama de Pareto indica que
o tempo e 0 % de lixiviado foram significativos, tan-
to em termos lineares como quadraticos; todavia,
os termos lineares foram mais expressivos, o que
explica a tendéncia da superficie de resposta para
um perfil plano. Diferentemente dos resultados

obtidos para N-amoniacal, a turbidez sofre umain-
fluéncia expressiva do tempo e do % de lixiviado. O
modelo matemdtico gerado no presente estudo é
apresentado na Eq. 3, na qual é possivel estimar os
niveis de turbidez a partir das condi¢ées de tempo e
% de lixiviado de um sistema experimental.

Turbidez = 11.055 — 0.1696*tempo + 0.1116*tempo® + 1.85%(% lixiviado) — 0.0155%(% lixiviado)* 3)

A acuracia desta modelagem pode ser constata-
da a partir do grafico de valores preditos versus
observados, que demonstrou que os valores dos
desvios-padrao sdao muito préximos dos resulta-
dos obtidos, portanto o modelo matematico obti-
do na analise destes ensaios pode ser empregado

no dimensionamento de sistemas de tratamento,
apresentando: R multiplo = 0,9962; R? multiplo =
0,9925; R? ajustado = 0,9921; F2145,44 e p < 0,00.
Na Fig. 6 estd apresentado o grafico dos valores
preditos versus observados para a interferéncia da
turbidez na remocéao de N- amoniacal.
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60 70 80 90
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Figura 6 - Valores preditos versus observados para do modelo matematico aplicado.

3.5 Densidade celular

O crescimento celular no substrato controle po-
sitivo atingiu maior DCM de 1,95%x10° cél. mL
em 96h de TDH. Contudo, durante todo o peri-
odo, as células apresentaram volume de apro-
ximadamente 50% das células que receberam
tratamento com lixiviado diluido. Resultado

semelhante foi revelado em achados microsco-
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picos desenvolvidos por El Quaer et al. (2019):
cultivando Chlorella sp. em lixiviado de aterro
sanitario, identificaram que as células cultivadas
em lixiviado em diluicdo 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 concentragdo média
de N-amoniacal de 257 mg.L", o crescimento
celular de Chlorella sp. foi aproximadamente 10
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vezes maior em termos de teor de Clorofila em
comparagao com o resultado obtido para o pa-
drdao 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 remocgao 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 fotossinte-
se. Esse resultado pode estar relacionado, ainda,

' m%‘fbh\m by D
3

com a inibicdo do nitrogénio 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 ndo apresentou inibicdo em concentra-
¢c6es de amonio menores que 110 mg. L™". Na Fig.
7 estd apresentada a MSR para a densidade da
Chlorella sp. sob influéncia de 3 tempos (minimo,
médio e maximo, respectivamente 0, 6 e 14 dias)
e do % de lixiviado (10, 40 e 100%) na composi-
¢do do substrato.

| EXS
<49
<47
B <45
[1<43
<41
B < 3,9
<37
<35

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

De acordo com a superficie de resposta, o cres-
cimento celular ocorre do instante zero até o
60 dia, no qual é obtida a DCM (densidade ce-
lular maxima). A partir desse periodo, é obser-
vado um declinio 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", concluiram que apenas a cepa de
Chlorella sp. adaptou-se ao meio e apresentou
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densidades importantes, exercendo todavia,

inibicdo completa para Scenedesmus sp.

No presente estudo, foi possivel verificar que o au-
mento no % de lixiviado atenua o crescimento ce-
lular, o que corrobora a discussao prévia de que os
aumentos nos niveis de nitrogénio podem acarretar
efeitos inibitérios no metabolismo celular. Contu-
do, o efeito do % de lixiviado n&o foi tdo expressivo
quanto o efeito do tempo. Apesar do declinio celular
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identificado a partir do 60 dia, os niveis de turbidez em termos quadraticos e lineares. O efeito em
aumentam gradativamente. Esse comportamento € termos quadraticos apresenta sinal positivo e
explicado pelo fato de que, mesmo ocorrendo mor- esta relacionado a fase de crescimento celulardo

te celular, as estruturas biolégicas permanecem no instante O até o limiar da Fase de declinio (mea-

meio promovendo espalhamento de luz dos do 7° dia). Nesse intervalo de tempo é pos-

A andlise do diagrama de Pareto (Fig. 8) revelou sivel observar um perfil parabdlico na superficie
que apenas o tempo possui efeito significativo de resposta.

(1)time (days)(L) --?.18-
time (days)(Q) 4.937
(2)% leachate(L) -1.924
% leachate(Q) 0.0456
‘ p=0.£]5

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

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

O efeito em termos lineares tem sinal negati- influencia negativamente o crescimento celu-
vo e estéa relacionado a fase de declinio celu- lar, conforme discutido previamente. O modelo
lar que inicia em torno do 7° dia. O efeito do matematico obtido neste estudo esta apresen-
% de lixiviado ndo foi significativo; contudo, tado na Eq. 4.

DC= (logl0 cel. ml') = 4.845 + 0.0766*tempo - 0.0092*tempo? - 0.0019*(% lixiviado) - 0.000002%(% lixiviado) . (4)

No resultado do teste de validagdo deste modelo formidade na distribuicédo das células nos campos
por meio da andlise do gréfico de valores preditos de visdo para contagem em camera de Neubauer,
versus observados (apresentado na Fig. 9), é im- o que pode acarretar em valores aproximados de
portante ressaltar que a marcha analitica para de- contagem. O modelo matematico apresentou ni-
terminacdo da densidade celular envolve procedi- veis aceitdveis para os parametros de validagdo: R
mentos que podem conferir incerteza ao método. multiplo = 0,9775; R multiplo = 0,9557; R? ajusta-
Isso se da principalmente pela auséncia de uni- do =0,9493; F= 151,01 e (Ftabelado:) e p < 0,00.
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Predicted Values (Cell dens. log10 cel mI")

3.6 3,8 4,0 4,2

46 4,8 50 52

Observed Values (Cell dens. log10 cel mi)

Figura 9 - Valores preditos versus observados do modelo matematico de crescimento da Chlorella sp.
em percentuais de 10, 40 e 100% de lixiviado.

Os maiores crescimentos registrados até 96h de
monitorac¢do foram em diluicdo a 10 e 40%, com
valores iniciais de 5,47x10* cél. mL" atingindo
respectivamente 1,26x10° cél. mL" e 1,52x10°
célula. mL™", com incrementos percentuais res-
pectivos de 230 e 278 % e remoc¢do de 33 mg-N
para o biorreator com lixiviado a 10%. Taglia-
ferro et al. (2019) registraram que houve uma
diminuicdo inicial na concentracdo de biomas-
sa de Chlorella minutissima cultivada em lixivia-
do em diluicdo de 10% em um fotobiorreator de
transporte aéreo de tubos concéntricos, indican-
do que as células precisavam de um periodo de
adaptacdo a essa nova condicéo.

No presente trabalho, a diminuicdo da biomassa
identificada em elevadas concentragdes de lixi-
viado pode estar relacionada com os componen-
tes toxicos da complexa matriz da dgua residu-
aria em estudo. Corroborando esses resultados,
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Oliveira (2019), caracterizou o lixiviado in natura
proveniente do ASMJP a partir do emprego de
ELL (Extragdo Liquido Liquido), seguida de CG-
-EM (Cromatografia gasosa-Espectrometria de
massa), e identificou 27 compostos orgénicos
recalcitrantes, dos quais 6 podem provocar mu-
tacdo no DNA. Ainda, Ghosh et al. (2017) defen-
dem que a diminuicdo da biomassa ocorre em
decorréncia da resposta das células ao aumen-
to de componentes téxicos no meio quando se
utiliza lixiviado em alta concentracéo. O lixivia-
do de aterro sanitario possui compostos téxicos
para os microrganismos, como fenol, benzeno,
tolueno, acetona, nitrogénio amoniacal, fosfato,
metais pesados (Pb, Cd, Cu, Zn, Cr, Ni e outros),
sulfatos, acidos, alcalis e sais inorganicos (NA-
VEEN et al. 2016; CHEAH et al. 2016). Na Fig. 10
estdo apresentadas as curvas de crescimento da
Chlorella sp. nos diferentes tratamentos.
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Figura 10 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em diferentes dilui¢cdes de lixiviado.

Segundo Sforza et al. (2015), a cor escura do li-
xiviado pode reduzir significativamente a pene-
tracdo da luz na solugdo, o que pode prejudicar a
fotossintese da microalga e a consequente produ-
¢do de biomassa. Além disso, uma alta concentra-
¢do de NH,"-N em func¢&o do pH em faixas acima
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de 8,0 unidades caracteristico do lixiviado pode
conferir um efeito comprometedor da fisiologia
algacea; contudo, defendem os autores que é vi-
avel o cultivo de microalgas em lixiviado de aterro
sanitario com concentrac¢des de nitrogénio amo-
niacal afluente variando entre 100 a 200 mg. L™
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem
verificar que o aumento no % de lixiviado atenua
o crescimento celular, o que corrobora a discus-
sdo prévia de outros estudos que sugerem que
aumentos nos niveis de nitrogénio podem acar-
retar efeitos inibitérios no metabolismo micro-
algéceo. Em baixas concentra¢ées ocorreu um
efeito benéfico no crescimento da Chlorella sp.;
contudo, quanto maior a concentragao de expo-
sicdo, foi maior o efeito inibitério.

A cepa de Chlorella sp. Isolada do lixiviado de
aterro sanitdrio apresentou resisténcia, cresci-
mento e remocdo de N-amoniacal em todas as
concentragdes testadas, podendo ser aplicada
na remocao de nutrientes de dguas residudrias;

Na conjuntura brasileira atual e em regides ou
cidades em que existem ja instalados e em ope-
racdo os aterros sanitarios, a escolha da fitor-
remediacdo do lixiviado residudria proveniente
da degradacao dos residuos sélidos a partir da
Chlorella sp. se apresenta como uma biotecno-
logia viavel e eficiente na recuperacao de recur-
sos. Ressalta-se ainda que sao sistemas de facil
monitoramento, baixo custo, com alto poder de
sequestro de gas de e efeito estufa e potencial
producdo de biomassa util.

5 CONTRIBUICAO DOS AUTORES
Conceitualizagao: Silva MCCP; Metodologia:
Silva MCCP e Leite VD; Investigacgao: Silva MCCP
e Leite VD; Redagado - Primeira versao: Silva
MCCP e Leite VD; Redagéo, Revisdo & Edicao: Al-
buquerque MVC, Cartaxo ASB, Ramos RO, Dantas
GD e Lopes WS; Supervisao: Leite VD.

6 REFERENCIAS
ABOOD, AR, BAO, J, DU, J, ZHENG, D, LUO, Y. Non-biodegradable
landfill leachate treatment by combined process of agitation,

Revista DAE | Sao Paulo | v. 70, n 236 / pp 107-122 | Abr a Jun, 2022

coagulation, SBR and filtration, Waste Management. v. 34, p.
439-447.2014. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2013.10.025

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION -APHA, AWWA, WEF.
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
22th ed. Washington, D.C. 2012.

BICUDO, C.E.M.; MENEZES, M. Géneros de Algas de Aguas
Continentais do Brasil: Chave para identificacdo e descri¢des.
Rima. 508p. 2006.

BISCHOFF, H. W.; BOLD, H. C. Physiologic studies. IV. Some algae
from Enchanted Rock and related algae species. University of
Texas Publications, v. 6318. p. 1- 5.1963.

BOROWITZKA, M. A. Micro-algal Biotechnology Cambridge.
University Press. Cambridge. 1988.

BUCHAUER, K. A comparison of two simple titration procedures
to determine volatile fatty acids in influents to wastewater and
sludge treatment process. Water SA, v.24,n0 1, p. 49-56. 1998.

EDMUNDSON, S.J] AND WILKIE, A.C. Landfill leachate - a water
and nutrient resource for algae-based biofuels. Environmental
Technology, v. 34, p. 1849-1857.2013. https://doi.org/10.1080
/09593330.2013.826256

EL QUAER, M, TURKI, N, KALLEL, A, HALAOUI, M, TRABELSI, |,
HASSEN, A. Recovery of landfill leachate as culture medium for
two microalgae: Chlorella sp. and Scenedesmus sp. Environment,
Development and Sustainnability. Springer Nature. p.1- 21.
2019. https://doi.org/10.1007/s10668-019-00314

GORHAM, P.R.; MCLACHLAN, J.; HAMMER, UT.; KIM, W.K. Isolation
and culture of toxic strains of Anabaena flos-aquae (lyng) de
Breb. Verh. Int. Verein. Limnol. v. 15, p.796-804, 1964. https://
doi.org/10.1080/03680770.1962.11895606

GHOSH, P.; THAKUR, I.S.; KAUSHIK, A. Bioassays for toxicological
riskassessment oflandfill leachate: areview, Ecotoxicol. Environ.
Saf. , v. 141, p.259-270, 2017. https://doi.org/10.1016/j.
ecoenv.2017.03.023

GUERRERO I, R.D; VILLEGAS, C, T. Report of the training course
on growing food organism for fish hatcheries. Phillipinnes,
South China. Sea Fisheries Development/Coordinating
Programam- 1982.

JORDAO, E. P, PESSOA, C, A. e. Tratamento de Esgoto Domésticos.
32 Edicao — ABES. Rio de Janeiro, 681p. 1995.

KJELDSEN, P, BARLAZ M.A, ROOKER A.P, BAUN, A, LEDIN,
A, CHRISTENSEN T.H. Present and long-term composition
of MSW landfill leachate: a review, Crit. Rev. Environ.
Sci. Technology. v. 32, p. 297-336, 2002. https://doi.
org/10.1080/10643380290813462

KHANZADA, ZT., OVEZ, S. Growing Fresh Water microalgae
in High Ammonium Landfill Leachate. American Journal of
Mechanics and Applications. v.6, p. 50-61.2018.

121


https://doi.org/10.1016/j.wasman.2013.10.025
https://doi.org/10.1080
https://doi.org/10.1007/s10668-019-00314
https://doi.org/10.1080/03680770.1962.11895606
https://doi.org/10.1080/03680770.1962.11895606
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2017.03.023
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2017.03.023
https://doi.org/10.1080/10643380290813462
https://doi.org/10.1080/10643380290813462

Silva MCCP, Leite VD, Albuquerque MVC, Cartaxo ASB, Ramos RO, Dantas GD, Lopes WS

MARTINEZ, F, RODRIGUES M.L.,, ROSALES, M.D.F, MEDINA, M,
MARTINEZ, C.U.,ROLDAN, A ). Tolerance and nutrients consumption
of Chlorella vulgaris growing in mineral medium and real wastewater
under laboratory conditions. Open agriculture. v.2 no.1 p. 394-
400.2017. https://doi.org/10.1515/0pag-2017-0042

MOJIRI, A, ZIYANG, L, HUI, W, AHMAD, Z, TAJUDDIN, R.M, ABU, S.S,
AMR, KINDAICHI, T, AZIZ, H.A, FARRAJI, H. Concentrated landfill
leachate treatment with a combined system including electro-
ozonation and composite adsorbent augmented sequencing
batch reactorprocess, Process Saf. Environ. v. 111, p. 253-262.
2017. https://doi.org/10.1016/j.psep.2017.07.013

MUNOZ, R., & GUIEYSSE, B. Algal-bacterial processes for
the treatment of hazardous contaminants: a review. Water
Resource, v.40, p. 2799-2815. 2006. https://doi.org/10.1016/j.
watres.2006.06.011

NAVEEN, B.P; MAHAPATRA, D.M. SITHARAM, TG,
SIVAPULLAIAH, PV.; RAMACHANDRA, TV. Physico-chemical
and biological characterization of urban municipal landfill
leachate, Environ. Pollut., v. 220, p. 1-12, 2016. https://doi.
org/10.1016/j.envpol.2016.

OLIVEIRA, E.G. Identificacdo de compostos organicos e avaliagdo
da toxicidade de lixiviado de aterro sanitario tratado por Fenton.
Tese de Doutorado. UEPB- Programa de Pdés-Gradua¢do em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental, 2019.

OULEGO, P; COLLADO, S.; LACA, A.; DIAZ, M. Impact of leachate
composition on the advanced oxidation treatment. Water
Research, no 8, p. 389-402, 2016. https://doi.org/10.1016/j.
watres.2015.09.048

PASKULIAKOVA, A, TONRY, S, TOUZET, N. Phycoremediation of
landfill leachate with chlorophytes: phosphate alimiting factor
on ammonia nitrogen removal, Water Resource. v. 99 p.180-
187.2016. https://doi.org/10.1016 / j.watres.2016.04.029

PAVASANT, P., APIRATIKUL, R.,  SUNGKHUM, 'V,
SUTHIPARINYANONT, P., WATTANACHIRA, S., & MARHABA, T.

122

F. Biosorption of Cu?, Cd?, Pb?*, and Zn?' using dried marine
green macroalga Caulerpa lentillifera. Bioresource technology,
v. 97, p. 2321-2329. 2006. https://doi.org/10.1016/j.
biortech.2005.10.032

PROCHAZKOVA, G.; BRANYIKOVA, I.; ZACHLEDER, V.; BRANYIK,
T. Effect of nutrient supply status on biomass composition of
eukaryotic green microalgae. Journal Applied Phycology, v. 26,
p. 1359-1377, 2014. https://doi.org/10.1007/s10811-013-
0154-9

RAWAT, I., RANJITH KUMAR, R., MUTANDA, T., & BUX, F. Biodiesel
from microalgae: A critical evaluation from laboratory to large-
scale production. Applied Energy, v.103, p. 444-467.2013.

SFORZA, E, KHAIRALLAHALEMARA, M.H., SHARIF, A., BERTUCCO,
A. Exploitation of urban landfill leachate as nutrient source for
microalgal biomass production. Chem. Eng. Trans. v. 43, p.373-
37.2015. https://doi.org/10.3303/CET1543063

TAVARES, L. H. S.; ROCHA. O. Producéo de Plancton (Fitoplacton
e Zooplancton) para Alimentacédo de Organismos Aquaticos. Sao
Carlos. Rima. 2003 105p.

UTERMOHL, H. Zur Vervollkommung der quantitativen
phytoplankton  methodik. Mitteilungeninternationale
Vereinigung Fur Theoretische und Angewandte Limnologie v.

9,p.1-38.1958.

ZAGATTO, P.A. & ARAGAO, M.A. 1992. Implantacdo de métodos
para avaliacdo de algas tdxicas. Sao Paulo. Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB). Relatério

Técnico. 23p.

ZHAO, X, ZHOU, Y, HUANG, S, QIU, D, SCHIDEMAN, L, CHAI, X,
ZHAO, Y. Characterization of microalgae-bacteria consortium
cultured in landfill leachate for carbon fixation and lipid
production, Bioresource Technology.v. 156, p.322-328,2014.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.12.112.

Revista DAE | Sdo Paulo | v. 70, n 236 / pp 107-122 | Abr a Jun, 2022


https://doi.org/10.1515/opag-2017-0042
https://doi.org/10.1016/j.psep.2017.07.013
https://doi.org/10.1016/j.watres.2006.06.011
https://doi.org/10.1016/j.watres.2006.06.011
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2016
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2016
https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.09.048
https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.09.048
https://doi.org/10.1016
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2005.10.032
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2005.10.032
https://doi.org/10.1007/s10811-013-0154-9
https://doi.org/10.1007/s10811-013-0154-9
https://doi.org/10.3303/CET1543063
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.12.112

