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Resumo

As microalgas se multiplicam rapidamente em aguas ricas em nutri-
entes ou eutrofizadas, principalmente com altas cargas de fosforo e
nitrogénio. Algumas pesquisas tém buscado por espécies capazes
de crescer em efluentes industriais explorando as vantagens das
microalgas em remover os nutrientes dos efluentes e gerar biomas-
sa com valores agregados. O presente trabalho teve como o objetivo
testar um consorcio de microalga no tratamento de efluente de cur-
tume. Foi acompanhado o crescimento das microalgas no efluente e
a remogao de nutrientes associada a este processo. O consdrcio se

mostrou eficiente acarretando remocgées de Nitrogénio e Fésforo de
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88,61% e 92,58%, respectivamente e foi possivel isolar uma cultura

unialgal do microrganismo mais representativo.

Palavras-chave: Biotecnologia. Microrganismos. Biomassa.

Introducao

O cenario atual tem mostrado amplo interesse nas pesquisas
sobre biotecnologia, focando os estudos em microrganismos como
microalgas, cianobactérias e fungos, nas mais diversas areas. As
microalgas apresentam uma vasta diversidade de aplicagédo, sendo
sua biomassa utilizada como suplementos alimentares, biofertilizan-
tes agricolas, obtengcédo de farmacos, produgédo de biocombustiveis,
além de aplicagbes no tratamento de aguas residuais (ANGELIS et
al.,, 2012; DERNER et al., 2006). Conhecidas por converterem
energia solar em energia quimica, as microalgas sdo microrganis-
mos autotréficos, unicelulares microscoépicos, que se reproduzem de
forma assexuada, podendo ser procariéticos ou eucariéticos, que se
diferenciarem quanto a origem, composi¢cao quimica e morfologia
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013; LOURENCO, 2006).

Os trabalhos desenvolvidos com microalgas s&o influenciados
pelas diversas vantagens que apresentam, tal como, facil cultivo,
adaptacdo em meios sintéticos, rapido crescimento, além de apre-
sentarem alta capacidade de armazenamento de substancias de
reserva, como lipidios, proteinas e carboidratos que podem gerar
compostos biotecnolégicos com valores agregados
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013). Além disso, as microalgas tém a
capacidade de se adaptar em diferentes meios, sdo de crescimento
eficaz, eco-amigaveis e econémico (GUO; ZHANG; LI, 2017).
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Uma etapa elementar dos estudos com microalgas € o isola-
mento das linhagens de interesse. Existem varias técnicas para
obtengdo de uma Unica espécie, descrita por diversos autores
(GONZALEZ et al., 1995; ANDERSEN; KAWACHI, 2005; LOUREN-
GO, 2006), no entanto, trata-se de uma etapa trabalhosa e lenta.

O processo de isolamento por pipetagem e diluicdes sucessi-
va pregado em microalgas com tamanho superior a 10 ym. Consiste
na localizagdo da microalga de interesse por um microscopio este-
reoscopico, seguida de coleta com pipeta Pasteur e transferéncia
para meios de cultura adequados. Este método deve ser realizado
sucessivamente até a obtengdo de uma Unica célula. O método de
isolamento em meio solido é aplicado para microalgas pequenas de
nanoplancton e picoplancton, no qual, sdo feitas estrias com uma
alga bacterioldgica em placas de Petri com meio Agar utilizando uma
amostra da cultura. Outra alternativa é o isolamento por diluicdo em
série, onde sao realizadas diluigbes sucessivas da amostra em meio
de cultivo. Este método é mais utilizado quando a espécie desejada
é abundante no meio (LOURENCO, 2006).

Especulacdes sobre o emprego de culturas mistas de micro-
algas vém sendo realizadas para obtengdo de melhores resultados.
KOREIVIENE et al., 2014 relataram que o consércio de microalgas
contendo Chlorella sp. e Scenedesmus sp., se mostrou mais eficien-
te na remocgéo de nitrogénio e fésforo de aguas residuais, quando
comparado a cultura individual destes microrganismos. Pode-se
encontrar alguns estudos sobre o tratamento de aguas residuais da
industria de curtumes sem pré-tratamento, empregando diferentes
concentracdes e etapas distintas do processo, utilizando microalgas,
como por exemplo, efluente de ribeira (FONTOURA et al., 2016),
efluente de acabamento (couro wet-blue até produto final) (PENA et
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al., 2017) e efluente de todo o processamento do couro (AJAYAN et
al., 2015).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi testar o crescimento
de microalgas em efluentes liquidos gerados nas etapas de acaba-
mento (molhado e acabamento final) de curtume, bem como verificar
a remocgao (aproveitamento) de nitrogénio e fosforo do efluente. E
por fim, isolar uma cultura unialgal da microalga predominante para
uma posterior identificagao.

Materiais e Métodos

Cultivo das microalgas

A coleta do um consoércio de microalgas foi realizada em um
decantador de tratamento de efluentes desativada, localizado em
Montenegro/RS. Neste decantador eram tratados efluentes de cur-
tume de ribeira, curtimento e acabamento. A amostra foi acondicio-
nada em frascos com capacidade para 5000 mL.

Para manutengao da cultura foi usado 180 mL do meio de cul-
tivo Tris-Acetate-Phosphate (TAP) (GORMAN; LEVINE, 1965),
apresentado na Tabela 1, e 20 mL do consoércio de microalgas, em
erlenmeyers de 250 mL a cada 10 dias.
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Tabela 1 - Composigao do meio de cultivo Tris-Acetate-Phosphate - TAP.

Solugao
estoque

Base Tris 2,429

Quantidade* Componentes

HoNC(CH,0OH); Tris (hidroximetil-
aminometano)

TAP 25mL NH,CI,MgSO, 7H,0,CaCl, 2H,0
‘Solugaode ., . o~ vuom )
fosfato mbo o KeHPOsKRPO,

Na,EDTA 2H,0, ZnSO, 7H,0,

Elementos 1mL H3;BO3;, MnCl, 4H,0, FeSO, 7H,0,

traco CoCl, 6H,O CuSO,4 5H,0
R (NH4)MoOs_ i}

Acndo aceé- 1mL CH,COOH

tico conc.

*valores para preparo de 1L de meio de cultura.

O consorcio foi mantido sob aeracéo constante com vazao de
1L min" de ar comprimido, temperatura ambiente, em regime de luz
continua 3910 lux. Todos os procedimentos de inoculagdo e manu-
tencédo da cultura foram realizados com vidraria e meio de cultura
estéril dentro de uma capela de fluxo laminar vertical com sistema
de filtragdo de ar e lampadas com radiagao UV.

Cultivo em efluente de curtume

O consorcio foi cultivado em efluente cedido por um cur-
tume de Novo Hamburgo/RS que processa couros nas etapas de
acabamento molhado e acabamento final. A amostra foi coletada
sem qualquer tipo de tratamento prévio.

O cultivo foi realizado durante 13 dias em frascos de 5000 mL.
Foram adicionados 1.350 mL do efluente na concentracdo de 75%
(e 25% de agua tratada da propria planta do curtume) e 150 mL do
consércio de microalgas em sua fase de crescimento exponencial,
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totalizando 1500 mL. Os cultivos foram realizados sob aeragdo
constante com vazdo de 1 L min” de ar comprimido, temperatura
ambiente, em regime de luz continua 3910 lux (em duplicata).

Analises

Durante todos os dias do cultivo foram realizadas analises da
densidade optica pelo espectrofotdmetro (T80-UV/vis, PG Instru-
ments no comprimento de onda 570 nm), com as devidas diluigbes.
Antes e ao final dos 13 dias o nitrogénio total foi quantificado por
(model TOC-L TNM, Shimadzu) e o fésforo pela NBR 12772 (ABNT,
1992).

Isolamento de uma cultura unialgal

O isolamento da espécie predominante foi realizado utilizan-
do-se o método de diluigbes sucessivas no meio TAP, seguida de
plaqueamento em meio Agar, conforme proposto por LOURENCO
(2006). Esses métodos foram realizados sob condi¢des fotoautotro-
ficas de crescimento.

Resultados e Discussao

O crescimento da cultura de microalgas foi avaliado pela den-
sidade 6ptica, no qual uma maior absorbancia indica maior concen-
tracao de células, segundo a Lei de Lambert-Beer. A Figura 1, apre-
senta o grafico de crescimento da biomassa ao longo do cultivo do
consoércio de microalgas no efluente bruto.

Observou-se que 0 consorcio conseguiu se desenvolver no
efluente analisado. As fases de crescimento do consoércio ficaram
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bem claras no grafico, sendo identifica a fase lag, onde houve uma
adaptacdo (com um dia de cultivo), seguida da fase exponencial
com um crescimento até o 11° dia e por fim a fase de declinio.
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Figura 1 - Crescimento do consércio de microalgas durante 13 dias de cultivo no
efluente de curtume.

A Tabela 2 apresenta os valores das concentragdes de Nitro-
génio e Foésforo iniciais e finais (antes e apos 13 dias de cultivo).

Tabela 2 - Composigao Inicial e final de Nitrogénio e Fésforo.

Nitrogénio Fésforo
Inicial (mg/L) 48,12 3,409
Final (mg/L) 0,548 0,251

Obteve-se uma remocéo de 88,61% para o Nitrogénio e
92,58% para o Fésforo apds os 13 dias de tratamento. E importante
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que o meio tenha fésforo e nitrogénio, pois estes nutrientes sdo um
fator limitante do crescimento de microalgas. Uma vez que, o fésforo
participa de processos energéticos como a fotossintese, a respira-
¢ao e o transporte de ATP, além da estrutura dos fosfolipidios e
outras biomoléculas, e o nitrogénio é fundamental no metabolismo
da célula, pois esta presente nos nucleotideos, aminoacidos e pig-
mentos (GORMAN; LEVINE, 1965). Os resultados obtidos estdo
proximos dos valores obtidos por Koreiviené et al., 2014, apos trés
semanas de cultivo, (88,6-96,4% e 99,7-99,9%, de nitrogénio e fos-
foro, respectivamente). A Figura 2A, mostra uma imagem do con-
sorcio de microalgas coletado.

O plagueamento e as diluigbes sucessivas mostraram-se efi-
cientes para o isolamento do microrganismo predominante. A Figura
2B, mostra uma imagem microscopica da microalga predominante
isolada que apresenta semelhanga com a microalgas Tetraselmis
sp., pelo formato, facilidade de adaptagdo em diversos meios e na
facilidade de locomocao (KLEIN; GONZALEZ, 1993). Para compro-
vacao é preciso realizar mais testes que garantam o género da mi-
croalga isolada.

A

Figura 2 - A) Consorcio de microalgas (aumento de 10x); B) Microalga isolada (au-
mento microscopico de 40x).
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Conclusao

Este estudo mostrou que o consoércio de microalgas foi capaz
de crescer no efluente de curtume bruto com 75% de concentragéo.
O cultivo apresentou alta eficiéncia de remogéo de nitrogénio e fos-
foro (88,61% e 92,58%, respectivamente). As técnicas de plaquea-
mento e diluicbes sucessivas foram eficazes para o isolamento de
uma cultura unialgal. Desta forma, o estudo demonstrou que efluen-
te de curtume pode ser usado como uma fonte alternativa de nutri-
entes para a produc¢ao de microalgas.
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