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Eixo Tematico: Gerenciamento de Residuos Sdlidos e Liquidos

RESUMO — O objetivo deste estudo foi avaliar a potencialidade e a eficiéncia do
efluente agroindustrial de um pequeno laticinio em Toledo-PR, como meio
alternativo de cultivo de Chlorella sp., por meio da sua produtividade e da curva de
crescimento. O experimento foi constituido de trés tratamentos, em erlenmeyers de
1000 mL, em triplicata, contendo 900 mL de solu¢cdo agua destilada + efluente e 100
mL de inéculo de Chlorella sp.: T1: com 30% efluente; T2: 50% efluente; T3: 70%
efluente e o T4, com 100% de efluente, em bancadas com iluminagéo artificial, sem
fotoperiodo, com temperatura média de 27°C. O crescimento celular foi
acompanhado por contagem em camara de Neubauer diariamente e analisadas as
densidades celulares maximas (DCM). Foram realizados calculos de produtividade
(P), taxa de crescimento (k) e taxa de duplicacdo celular (r). Em todos os
tratamentos houve crescimento celular com maior duracdo, cerca de 6 dias,
caracterizando uma fase de adaptagcdo ao crescimento, com subsequente
crescimento exponencial. O pH permaneceu levemente alcalino durante todo o
periodo, com faixa ideal para o crescimento observada entre 8,20 a 8,54. A maior
produtividade observada foi no tratamento T2, entre o sétimo e o nono dia. O
aumento de “k” foi diretamente proporcional ao aumento de “r’. O efluente de
laticinio pode ser utilizado como meio alternativo para cultivo de microalgas
cloroficeas, sendo a diluicdo de 50% a recomendada por apresentar a maior DCM
observada dentre os demais tratamentos, assim como 0s maiores valores de
produtividade e das taxas de crescimento e duplicacdo celular.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Nutrientes. Microalgas. Agroindustria.

ABSTRACT — The aim of this study was to evaluate the potential and the agro-
industrial effluent efficiency of a small dairy in Toledo-PR, as an alternative means of
Chlorella sp. cultivation. Through its productivity and growth curve. The experiment
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was conducted three times in 1000 ml Erlenmeyer flasks in triplicate containing 900
ml of distilled water and the effluent solution + 100 ml of inoculum Chlorella sp .: Q1:
30% effluent; T2: 50% effluent; T3: 70% effluent and T4, with 100% effluent,
countertops floodlit without photoperiod, with an average temperature of 27°C. Cell
growth it was monitor by counting in a Neubauer chamber and analyzed daily
maximum cell densities (MCD). It was realize the calculations of Productivity (P),
growth rate (k) and cell duplication rate (r). In all treatments, there was more cell
growth duration, about 6 days, featuring an adaptation phase growth, and
subsequent exponential growth. The remained slightly alkaline pH throughout the
period, with the ideal range for growth observed between 8.20 to 8.54. The greatest
yield was observe in the treatment T2, between the seventh and ninth day. The
increase "k" is directly proportional to the increase of "r". Effluent from dairy products
could be use as alternative means for microalgae Chlorophyceae cultivation, and the
dilution 50% of the recommended has the highest MCD observed among the other
treatments, as well as the greatest yields and growth rates and cell replication
Key words: Bioremediation. Nutrients. Microalgae. Agrobusiness.

Introducéo

As microalgas compreendem um grupo heterogéneo de seres, geralmente
microscopicos, autrotrofos ou heterétrofos, unicelulares, formadores de colbnias, e
com reduzida ou nenhuma diferenciacdo nas suas células (SCHMITZ; MAGRO;
COLLA, 2012). S&o organismos cosmopolitas, encontrados em praticamente todos
os ambientes aquéaticos, tanto continentais quanto marinhos e com tolerancia
significativa quanto a temperatura, radiagéo, turbidez, oxigénio e didxido de carbono
(ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a). Mesmo nao tendo valoracdo taxondmica,
envolve diversos microorganismos fotossintéticos com presenca de clorofila ou
outros pigmentos (DERNER et al., 2006).

As microalgas possuem fundamental importancia ambiental por serem base
da cadeia alimentar aquatica, sendo essenciais ao equilibrio do ecossistema e por
serem altamente sensiveis a distdrbios ambientais provocados por atividades
antropicas (CHELLAPPA; LIMA; CAMARA, 2007). Além disso, apresentam
potencialidades significativas de aplicacdo econdmica na alimentacdo humana e
animal, potenciais terapéuticos, no tratamento de efluentes, na producdo de
bioenergia e, em ensaios ecotoxicologicos (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN;
IBRAHEEM, 2012; BRENNAN; OWENDE, 2010; GONZALEZ; CANIZARES; BAENA,
1997; HU, 2004; OLIVEIRA, M. M.; BASTOS; NEVES, 2011; PRIYADARSHANI;
RATH, 2012).

Segundo Andrade e Colozzi Filho (2014a), o alto custo dos reagentes
quimicos sintéticos na produgdo de microalgas se torna onerosa, o qual restringe o
processo de cultivo. Diante de tal problema, os meios alternativos surgem como uma
solucéo substitutiva aos meios sintéticos, procurando encontrar condi¢des favoraveis
ao crescimento das algas para tornar o substrato eficiente e minimizar os custos do
processo (MOREIRA, 2007).
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Diversos estudos vém sendo realizados nos ultimos anos para potencializar a
utilizacdo de meios alternativos para cultivo de microalgas. Dentre eles, podem ser
citados o adubo organico (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 1993), efluentes de
laticinio (GONZALEZ; CANIZARES; BAENA, 1997), efluentes de suinocultura
naturais (FIORESI; SIPAUBA-TAVARES, 2008; TRAVIESO et al., 2006) e sintéticos
(BERTOLIN et al., 2005), efluentes de bovinocultura biodigerido (OLIVEIRA, A. C.
DE, 2013), aguas residuarias de aterro sanitario e vinhaca (ANDRADE; COLOZZI
FILHO, 2014b).
Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a potencialidade e
a eficiéncia do efluente agroindustrial de um pequeno laticinio como meio alternativo
de cultivo de Chlorella sp. no municipio de Toledo-PR, por meio da produtividade e
da curva de crescimento desta microalga.

Material e Métodos

A cepa isolada da microalga Chlorella sp. foi obtida do Laboratorio de
Limnologia, Ecotoxicologia e Biomanipulagdo — LEB, da Universidade Estadual do
Oeste do Parana — UNIOESTE, campus de Toledo, Parana, Brasil. A alga foi
originalmente isolada do Rio Toledo, no mesmo municipio e o efluente obtido da
lagoa de polimento de uma pequena agroinddstria do ramo de laticinios, localizada
no municipio de Toledo.

O delineamento experimental foi constituido de trés tratamentos, em
erlenmeyers de 1000 mL, em triplicata, contendo 900 mL de solucdo agua destilada
+ efluente e 100 mL de inéculo de Chlorella sp.: T1: com 30% de efluente e 70% de
agua destilada; T2: 50% de efluente e 50% de agua destilada; T3: 70% de efluente e
30% de agua destilada e; T4: 100% de efluente.

O estudo foi realizado no LEB/UNIOESTE, em estruturas com duas
bancadas, com sistemas de iluminacdo artificiais, sem fotoperiodo, por meio de
lampadas fluorescentes de 20W e temperatura controlada entre 25 e 30°C, com
média de 27°C. O crescimento da referida microalga, por meio da sua densidade
celular (DC), foi acompanhada por contagem direta em camara de Neubauer
(SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

A cinética de crescimento microalgal foi acompanhado cineticamente pelas
equacdes de taxa de crescimento descritas por Lourenco (2006): (r, dia™): r = (In
(N/No))/(t-to), na qual N é a densidade celular (x10* cel.mL™) no tempo t (dia) e NO a
densidade celular (x10* cel.mL™) no tempo to (dia), e; as duplicacbes diarias (k, dia’
1y, obtidas através da raz&o do r pelo logaritmo natural de 2,0.

A andlise estatistica foi realizada por meio de analise de variancia pelo teste
de Tukey, a nivel de 5% de significancia, no programa estatistico Sisvar®.

Resultados e Discusséo
A fase exponencial da cultura de Chlorella sp. iniciou-se entre 4 a 5 dias apés
0 inicio do experimento. No tratamento T1, com 30% de efluente, o &pice de
crescimento foi verificado com 9 dias, com DC de 87 x 10* células.mL™. No T2,
contendo volume de 50% de efluente, foi verificado o maximo crescimento algal de
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todos os tratamentos, com 116 x 10* células.mL™ aos 12 dias de experimento. J& no
T3 e no T4, ndo houve crescimento significativo, com densidades celulares maximas
(DCM) de 31 x 10* células.mL™ em 13 dias e 43 x 10* células.mL™ em 11 dias,
respectivamente (Figura 1).
Figura 1: curvas de crescimento de Chlorella sp. nos diferentes tratamentos.
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Na curva de crescimento acima, em todos os tratamentos, verificou-se
crescimento celular com duracdo um pouco mais longa, cerca de 6 dias,
caracterizando uma fase de adaptacdo ao crescimento. Este comportamento foi
semelhante ao encontrado por Min et al. (2011), no cultivo de Chlorella sp. em
esgotos sanitarios, nos quais encontraram fase de adaptacdo da alga ao efluente
doméstico. Segundo Lourenco (2006), esta fase na qual as algas estdo se
adaptando ao novo meio de cultura, pode durar de alguns dias, horas ou até mesmo
nao apresentar esta fase, como verificado por Macagnan (2011) em experimento
com Scenedesmus sp. em efluentes de cervejaria, nos quais nao foi verificada esta
etapa. Segundo Sebastien e Granja (2006), a duracdo desta etapa de inducéo esta
sujeita a algumas condi¢cdes como a idade do inéculo, concentracéo celular do meio
de cultura e fatores abioticos, como pH, temperatura e CO,. A fase exponencial,
observada a partir do 7° dia, teve duracdo de 5 dias, considerando uma fase
estacionaria entre o 9° e o 10° dia e, no dia seguinte ocorrendo a DCM
principalmente no T1 e no T2.

Com relacdo ao pH, os resultados apresentaram carater levemente alcalino
em todos os tratamentos durante todo o tempo de experimento, sendo o menor valor
em 7,54 no T1 em 15 dias e, o maior de 8,74, no T3 no primeiro dia, sendo o pH
ideal encontrado na fase exponencial de crescimento entre 8,20 a 8,57 no T2,
tratamento com a maior DC observada, permanecendo na faixa de crescimento ideal
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para a maioria das algas elencada por Becker (1994) e por Richmond (1986), de 6,5
a 10. Este aumento verificado pode estar relacionado com o consumo de gas
carbbénico no meio de cultivo pois, na medida que o fornecimento de CO, faz
acidificar o meio, seu consumo tende a alcaliniza-lo, ocorrendo desequilibrio entre as
formas de carbonato e hidrogeno carbonato no sistema tampéao, influenciando
diretamente na forma de carbono disponivel no meio de cultivo (CO,, COs* ou
HCO3) (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a).

Nas analises estatisticas mostradas na Tabela 2, houve efeito significativo
dos resultados de pH sobre as diferentes diluicdbes de efluente de laticinio. As
médias de pH dos meios com 80% (T3) e 100% (T4) de efluente foram
estatisticamente semelhantes entre si, porém, diferentes quando comparadas com
0s tratamentos com os meios com 50% (T2) e 30% (T1) de efluente, por meio do
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2: Analise estatistica das médias de pH do meio de cultivo de Chlorella sp.
em relacdo aos tratamentos.

Tratamento Médias®
1 7,88 a
2 8,19b
3 8,45 c
4 8,54 c

Tonz 4 . ~ . . . .
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando o valor nominal de
5% de significancia.

As maiores produtividades observadas no presente trabalho foram
observadas nos tratamentos T2 e no T4, entre o sétimo e o nono dia, variando entre
10,05 x 10* cel.mL™ a 11,11 x 10* cel.mL™ e, 10,01 x 10* cel.mL™* a 11,07 x 10*
cel.mL?, respectivamente (Tabela 3).

A Tabela 3 também mostra as taxas de crescimento (r) e de duplicacdes
diarias (k) de Chlorella sp. ao longo dos dias de experimento. Pode-se observar que,
em todos os tratamentos, esta alga duplicou-se mais de uma vez ao dia durante o
primeiro dia de experimento e reduzindo sua duplicacdo nos dias subsequentes até
o final da fase de adaptacéo, entre o quarto e quinto dia. A partir disso, com a fase
exponencial, observou-se a duplicacdo das células entre o sétimo e o décimo
segundo dia, com consequente aumento da densidade celular. Para a taxa de
crescimento, ela acompanha a tendéncia de variacdo das taxas de duplicacéo
celular da microalga, flutuando amplamente ao longo do tempo (LOURENCO, 2006),
ou seja, conforme aumenta a taxa de duplicacdo celular, aumenta também a taxa
diaria de crescimento da microalga.
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Tabela 3: Resultados de produtividade (P), Taxa de crescimento diario (r) e, taxa de
duplicac6es diérias (k)

P (x10" cel.ml™) r (dia™) k (dia™)

Tempo 1) T2 T3 C TL T2 T3 C T1I T2 T3 C

(Dias)
1 1,85 149 225 332 126 121 1,30 145 182 1,75 1,88 2,10
2 134 1,73 039 155 069 075 055 071 099 1,08 0,80 1,03
3 2,04 077 -128 065 062 044 016 042 089 064 023 061
4 210 108 -092 099 055 040 013 038 079 058 0,18 0,56
5 2,06 1,96 -040 1,89 049 048 015 046 071 070 021 0,66
6 204 221 006 215 045 048 018 046 066 0,70 0,25 0,66
7 590 10,39 237 1034 097 164 046 156 1,40 2,36 0,67 225
8 7,35 11,11 2,02 11,07 1,16 1,72 040 164 1,67 249 057 236
9 800 1005 108 1001 136 156 026 148 197 225 0,37 214
10 59 881 215 877 094 1,37 039 130 1,35 1,97 056 1,88
11 549 7,63 160 7,60 086 1,19 031 1,13 124 1,72 044 1,63
12 796 906 179 903 120 1,39 032 1,32 1,73 200 047 1,90
13 512 660 179 657 080 1,03 032 098 1,15 1,48 046 141
14 489 570 092 567 076 089 020 085 1,09 129 028 122
15 413 344 067 342 065 056 016 053 093 081 023 077

Os resultados mostram que, no tratamento T2 e no T4, uma célula de
Chlorella sp. se duplicou quase trés vezes durante a fase exponencial. Esse
comportamento pode ser explicado pela alta velocidade de duplicacdo celular de
Chlorella em condicdes favoraveis de cultivo pois, uma célula-méae pode originar 4, 8
ou, raramente, 16 células-filhas assexuadamente e, o formato circular ou ovoide da
célula facilita a reproducao, podendo completar este ciclo em menos de 24 horas, o
gue pode ter acontecido (BECKER, 1994; RICHMOND, 2004; BICUDO; MENEZES,
2006).

Conclusdes
De acordo com os resultados apresentados, o efluente de laticinio pode ser
utilizado como meio alternativo para cultivo de microalgas cloroficeas, incluindo a
Chlorella sp. sendo indicada a diluicdo de 50% deste efluente como a que
apresentou maior densidade celular durante o periodo do experimento, assim como
nas taxas de crescimento e de duplicagéo celular.
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