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Aldous Huxley
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antes”.
Marthin Luther King

“Opte por aquilo que faz o seu coracio
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Osho
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minha professora Luciane Maria Colla.
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RESUMO

A contaminagdo das dguas por poluentes emergentes (PEs) vem se tornando uma preocupagao
ambiental, devido aos efeitos de toxicidade ao meio aquatico e na satide humana. Em sua grande
maioria, estes micropoluentes ndo sdo removidos ou degradados em esta¢des de tratamentos
convencionais de &agua, persistindo mesmo apds o tratamento. Nesse contexto, que a
biorremedi¢cdo de PEs via metabolismo microalgal torna-se uma alternativa promissora. Os
processos pelos quais as microalgas removem os PEs de dguas ou efluentes residuais incluem
mecanismos de bioacumulagdo, bioadsor¢do e biodegradacdo. Apods os cultivos de
biorremediacdo, a biomassa gerada e as dguas residuais destes cultivos podem ser utilizadas em
outras aplicagdes, como por exemplo na produg¢do de biocombustiveis ou em uso de
fertirrigagdo, respectivamente. Objetivou-se realizar a biorremedia¢ao dos farmacos fluoxetina,
paracetamol, diazepam, acido acetilsalicilico e cafeina através das microalgas Spirulina
platensis, Scenedesmus obliquus e Chlorella homosphaera, e avaliar os possiveis usos das
biomassas e aguas residuais apds cultivo. Este trabalho foi dividido em 3 etapas. Na primeira
etapa, o crescimento microalgal e os efeitos na composicao das biomassas foram avaliados em
meios com presenca dos fArmacos separadamente, em diferentes concentracdes (100, 70, 50,
30, 10, 5 ¢ 1 mg.L"). Na segunda etapa, os farmacos foram inseridos em conjunto, considerando
os resultados de resisténcia observados na primeira etapa. Os parametros de crescimento foram
monitorados durante 20 d, e a ecotoxicidade em bioindicadores vegetais com o sobrenadante
dos cultivos foram avaliados a cada 5 d de cultivo. Na terceira etapa, a cada 5 d foi adicionado20
ug.L! de cada farmaco no meio de cultivo contendo 10% (v/v) de efluente oriundo do pds
tratamento convencional de esgoto sanitario. Foram analisados parametros de crescimento das
microalgas durante 30 d, e as analises cromatograficas foram avaliadas a cada 5 d . Na primeira
etapa, a concentragdo maxima testada dos farmacos cafeina e acido acetilsalicilico nao
apresentaram efeito toxico nas trés cepas testadas. A exposicdo a fluoxetina, paracetamol e
diazepam resultaram em morte celular ou redugdes da velocidade especifica maxima de
crescimento e concentragdo de biomassa nos cultivos, principalmente em concentragcdes acima
de 30 mg.L!. A microalga menos resistente foi a Spirulina platensis, seguida da Chlorella
homosphaera, sendo a Scenedesmus obliquus a cepa mais resistente. Os testes de hidrolise
enzimatica das biomassas cultivadas na presenca dos farmacos apresentaram eficiéncia de
hidrolise iguais a biomassa cultivada em meio padrdo sem os farmacos. Na etapa dois, os
ensaios com fluoxetina e paracetamol ocasionaram redugdes no crescimento das microalgas.
Nao houve efeito toxico nos testes de ecotoxicidade do sobrenadante dos cultivos da microalga
Scenedesmus, obtendo indices de germinagdo acima de 80%. O sobrenadante dos cultivos de
Spirulina obtiveram indices de germinacao abaixo de 10%, fator este relacionado a toxicidade
do meio de cultivo. Na etapa 3 a biodegradacio dos farmacos foi observada, com redugdes de
39% das concentracdes de cafeina e quase 80% das concentragdes de fluoxetina, além disso
quantificou-se a presen¢a de subprodutos da degradacdo dos farmacos. Sendo assim, ¢ possivel
verificar que a microalga pode realizar a degradacdo de poluentes emergentes via mecanismo
de biodegradacdo. Ainda, as biomassas cultivas podem ser utilizadas para a producdo de
biocombustiveis, principalmente bioetanol e as aguas residuais dos cultivos podem ser
utilizadas em processos de fertirrigagao.

Palavras chave: poluentes emergentes; biorremediagdo; microalgas; efluentes domésticos;
biocombustiveis; fertirrigacao.



ABSTRACT

The contamination of water by emerging pollutants (EPs) has become an environmental
concern, due to the toxicity effects on the aquatic environment and on human health. For the
most part, these micropollutants are not removed or degraded in conventional water treatment
plants, persisting even after treatment. In this context, the bioremediation of PEs via microalgal
metabolism becomes a promising alternative. The processes by which microalgae remove PEs
from water or wastewater include mechanisms of bioaccumulation, bioadsorption and
biodegradation. After the bioremediation crops, the generated biomass and the wastewater from
these crops can be used in other applications, such as in the production of biofuels or in the use
of fertigation, respectively. The objective was to carry out the bioremediation of the drugs
fluoxetine, paracetamol, diazepam, acetylsalicylic acid, and caffeine through the microalgae
Spirulina platensis, Scenedesmus obliquus and Chlorella homosphaera, and to evaluate the
possible uses of biomass and wastewater after cultivation. This work was divided into 3 stages.
In the first step, the microalgal growth and the effects on the composition of the biomass were
evaluated in media with the presence of the drugs separately, at different concentrations (100,
70, 50, 30, 10, 5 and 1 mg.L"). In the second stage, the drugs were inserted together, considering
the resistance results observed in the first stage. Growth parameters were monitored for 20 d,
and ecotoxicity on plant bioindicators with the culture supernatant were evaluated every 5 d of
cultivation. In the third step, every 5 d, 20 g.L! of each drug was added to the culture medium
containing 10% (v/v) of effluent from the conventional post-treatment of sanitary sewage.
Microalgae growth parameters were analyzed for 30 d, and chromatographic analyzes were
evaluated every 5 d. In the first stage, the maximum tested concentration of the drugs caffeine
and acetylsalicylic acid did not present a toxic effect in the three tested strains. Exposure to
fluoxetine, paracetamol and diazepam resulted in cell death or reductions in the maximum
specific growth rate and biomass concentration in the cultures, mainly at concentrations above
30 mg.L!. The least resistant microalgae was Spirulina platensis, followed by Chlorella
homosphaera, with Scenedesmus obliquus being the most resistant strain. The enzymatic
hydrolysis tests of the biomass cultivated in the presence of the drugs showed hydrolysis
efficiency equal to the biomass cultivated in standard medium without the drugs. In step two,
the tests with fluoxetine and paracetamol caused reductions in the growth of microalgae. There
was no toxic effect in the ecotoxicity tests of the supernatant of Scenedesmus microalgae
cultures, obtaining germination rates above 80%. The supernatant of Spirulina cultures obtained
germination rates below 10%, a factor related to the toxicity of the culture medium. In step 3,
drug biodegradation was observed, with reductions of 39% in caffeine concentrations and
almost 80% in fluoxetine concentrations, in addition to quantifying the presence of drug
degradation by-products. Therefore, it is possible to verify that the microalgae can perform the
degradation of emerging pollutants via biodegradation mechanism. Also, cultivated biomass
can be used to produce biofuels, mainly bioethanol, and wastewater from crops can be used in
fertigation processes.

Keywords: emerging pollutants; bioremediation; microalgae; domestic effluents; biofuels;
fertigation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os poluentes emergentes (PEs) sdo definidos como substincias quimicas ou materiais
sintetizados, os quais sdo encontrados em ambientes aquaticos, cuja toxicidades e persisténcias
afetam de maneira significativa o metabolismo de um organismo vivo (WU et al., 2012;
SIMAZAKI et al., 2015; LENG et al., 2020). De maneira geral, estes poluentes incluem
metabolitos ativos de véarios setores industriais, como de farmacos, pesticidas, inseticidas,
hormdnios, nanoparticulas, retardadores de chama, entre outros (BILAL et al., 2019;
RASHEED et al., 2019). Devido aos seus efeitos adversos ja relatados, a sua deteccdo e
eliminagdo foram incorporadas nas Metas da Agenda 2030 para os Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (UNESCO, 2020; RAMIREZ-MENDOZA et al., 2020).

Dentre estes poluentes destacam-se os provenientes da industria farmacéutica,
denominados fAirmacos, cada vez mais presentes em aguas residudrias, principalmente devido
a descartes irregulares, a automedicagao, uso de altas dosagens e baixas eficiéncia no tratamento
efluentes gerados apos o consumo (BOLLMANN et al., 2016; TOLBOOM et al., 2019).
Segundo dados publicados pelo site Portal Farmacéutico, um dos maiores canais de
informagdes do mercado e da industria farmacéutica, no ano de 2020 o Brasil concentrou 42%
do consumo de medicamento de toda a América Latina, sendo as classes mais utilizadas os
antiflamatorios e antidepressivos. Os farmacos fluoxetina e paracetamol, diazepam e acido
acetilsalicilico, pertencentes a estas classes, sdo amplamente utilizados. Além destes, outra
substancia amplamente utilizada ¢ a cafeina, que estd presente junto a formulagdo destes
medicamentos, além de fazer parte na composicdo de energéticos e estimulantes, além de chés
e café (KOREKAR et al., 2020).

O consumo sem prescricdo médica e o uso em alta dosagens destas substincias acarreta
metaboliza¢do incompleta pelo organismo humano, fazendo com que parte destes metabolitos
ainda ativos sejam excretados via fezes e urina (BOLLMANN et al., 2016; TOLBOOM et al.,
2019). Apos langados em redes de esgotamento sanitério, estes poluentes sdo encaminhados
para estacdes de tratamentos de efluentes, que sdo projetadas com o objetivo de reducdo de
carga organica, nitrogénio, foésforo e redug¢ao de patdégenos. Desta forma, estes micropoluentes
ndo sdo eficientemente removidos pelas técnicas convencionais de tratamento, principalmente
em funcdo de suas caracteristicas hidrofobicas e altas persisténcias. Sendo assim, o nao
tratamento destes PEs ocasionam um grave problema ao ecossistema e a satde publica. A
exposicao as baixas dosagens por longos periodos pode prejudicar diversos organismos vivos,

como bactérias, peixes e plantas, além de contribuir para o surgimento de microrganismos com
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altas resisténcia a antibioticos (PUCKOWSKI et al., 2016; WANG; WANG, 2016; GOJKOVIC
et al., 2019). Varios pesquisadores de diferentes paises detectaram PEs em altas e baixas
concentragdes (nas ordens de ng.L ™! a mg.L ™!, respectivamente) (SILVA et al., 2015; BUSTO
et al., 2020).

Os principais problemas ocasionados pela exposicao aos PEs provenientes de farmacos
sdo: mudangas de comportamento, acimulos em tecidos, danos ao sistema reprodutivo e
inibigdes celular. Desta forma, ¢ extremamente importante o desenvolvimento de tecnologias e
sistemas para realizar a deteccdo, tratamento e a remocdo destes PEs das dguas residuais
(FABBRI; FRANZELLITTI, 2016; TENORIO-CHAVEZ et al., 2020; XIANG et al., 2022).

Tecnologias de tratamento avancados vem sendo desenvolvidas e relatadas como
eficientes na remoc¢ao destes poluentes em ambientes aquosos. Dentre estas, destacam-se os
tratamentos por adsor¢do e sorcdo em diferentes matrizes, processos oxidativos avangados e
separa¢do por membranas. Entretanto, estes podem ser considerados onerosos em larga escala,
ou ainda gerar novos residuos ou a gera¢ao de novos subprodutos, que devem ser dispostos
corretamente, aumentando os custos de aplicacdo destas técnicas (TOLBOOM et al., 2019;
KHAN et al., 2020; GORITO et al., 2022).

Sendo assim, o aprimoramento destas técnicas e novas opgdes de tratamento devem ser
investigados, entre elas a remocdo de PEs via metabolismo microalgal. A degradagdo via
microalgas surge como uma estratégia sustentavel por apresentar uma série de vantagens, sendo
a principal a capacidade das microalgas crescerem em efluentes com cargas de nutrientes como
nitrogénio e fosforo, condig@o caracteristica de efluentes domésticos, sendo que € neste tipo de
efluente que as maiores concentragdes destes PEs sdo encontradas (GEIGER et al., 2016;
GENTILI; FICK, 2017; GOJKOVIC et al., 2019).

As microalgas possuem a capacidade de remogdo destes poluentes através de trés
mecanismos: bioacumulagdo, biodegradacdo e bioadsor¢do. Suas eficiéncias de remocgao
podem alcangar faixas de 100% dependendo da espécie da microalga e das caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante. As cepas mais citadas na literatura com potencial para realizara
remocao ou degradacdo destes PEs sdo Scenedesmus sp. e Chlorella sp. (ESCAPA et al., 2016;
ESCAPA et al., 20172 ESCAPA et al., 2017°).

Ap6s a remocgao ou degradagdo deste PEs a biomassa resultante pode ser utilizada para
a producdo de bioprodutos, como biocombustiveis e biofertilizantes. Ainda, as aguas residuais
dos cultivos podem ser utilizadas como fertirrigacdo, devido a presenca de nutrientes residuais,

como nitrogénio e fosforo, elementos estes essenciais para o desenvolvimento de plantas. Isto
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pode agregar sustentabilidade ao processo podendo contribuir para criagdo de estratégias de
biorrefinarias e bioeconomia circular (XIONG et al., 2018; GOJKOVIC et al., 2019).

Contudo, em altas concentracdes, os poluentes podem apresentar efeitos toxicos e letais
para as microalgas e plantas. A composi¢do quimica das microalgas deve ser avaliada a fim de
verificar as possiveis aplicagdes das biomassas de diferentes cepas de microalgais. Ainda, que
ha poucos relatos sobre os efeitos ecotoxicoldgico em plantas das aguas residuais dos cultivos
algais na presenga de farmacos.

A tematica desta tese estd inserida na linha de pesquisa em Infraestrutura Sustentavel
do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Civil e Ambiental (PPGENG), buscando
reduzir os danos ao meio ambiente e a satide publica devido a exposi¢do destes fArmacos em
aguas de uso doméstico. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratorio de Bioquimica e
Bioprocessos da Universidade de Passo Fundo, buscando a aplicacdo das biomassas algais
concomitante ao tratamento ou pos-tratamento de efluentes, contribui para os conhecimentos
na area de biorrefinarias integradas e para caracterizar os cultivos microalgais no contexto de

bioeconomia circular.

1.1 Objetivos

Objetivou-se avaliar a biorremediacdo de efluente doméstico e de poluentes emergentes
proveniente de farmacos através do metabolismo microalgal e possiveis uso de biomassa e

sobrenadantes ap6s cultivo.

Os objetivos especificos foram:
a) Avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de poluentes emergentes
separadamente e em conjunto sobre o crescimento celular de microalgas em meios de cultivo
padrao;
b) Avaliar a influéncia dos poluentes emergentes sobre a composi¢ao celular das biomassas
apos cultivo;
c) Realizar hidrélise enzimatica em biomassas cultivadas com e sem a presenca dos PEs;
d) Avaliar possiveis efeitos ecotoxicologico dos sobrenadantes apos os cultivos na
germinacdo de sementes;
e) Estudar o crescimento das microalgas em meios compostos por efluentes domésticos

contendo PEs associados;



12

f) Quantificar as eficiéncias de remocao ou degradagdo dos PEs e avaliar a possiveis
geragdes de subprodutos apos a biorremediagdo via metabolismo microalgal da Spirulina

platensis.

Esta tese de doutorado foi organizada iniciando por uma introducdo geral, que apresenta
a problematica, justificativas e os objetivos, sendo este o capitulo atual. Apds, a tese foi
desenvolvida em capitulos de acordo com a Figura 1. Cada capitulo corresponde a um artigo
cientifico, contendo o resumo grafico, resumo, introdugdo, materiais e métodos, resultados e
discussdes, conclusdes e referéncias bibliograficas. Por fim, apresenta-se as consideragdes
finais da tese. Até o momento da defesa dessa tese, trés artigos foram publicados em periddicos

internacionais e um se encontra em processo de submissao.

Figura 1: Fluxograma da organizacdo da apresentacdo dos capitulos desta tese de doutorado.

- W Science of The Total Environment
Current advances in mlcroalgae—

based bioremediation and other
technologies for emerging
contaminants treatment

Fator de impacto: 7,963

Enviado: 3 de outubro de 2020
Publicado: 28 de dezembro de 2020
doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.1449
18

Capitulo I
Artigo de
revisao

Cultivation of Microalgae in
Media Added of Emergent
Pollutants and Effect on Growth,
Chemical Composition, and Use
of Biomass to Enzymatic
Hydrolysis

' BioEnergy Research
Fator de impacto: 2,814
Enviado: 08 de maio de 2020
Publicado: 29 de julho de 2020
doi.org/10.1007 /s12155-020-10177-w

Capitulo II
Artigo
experimental

Capitulo III
Artigo
experimental

Capitulo IV
Artigo
experimental

Microalgae growth with a high
concentration of emerging
pollutants and phytotoxicity
evaluation of cultivation
wastewater

Uso de Microalgas no tratamento
de efluente doméstico contendo
poluentes emergentes:
mecanismo de degradacio e
geracgdo de subprodutos

Journal of Water Process
Engineering
Fator de impacto: 5,485
Enviado: 04 de novembro de 2021
Publicado: 26 de janeiro de 2022
doi.org/10.1016/j.jwpe.2022.102616

% Processo de submissio
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2 CAPITULOI

O Capitulo I refere-se a um artigo de revisdo, intitulado “Current advances in
microalgae-based bioremediation and other technologies for emerging contaminants
treatment”( https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144918). Esse trabalho foi publicado na
revista “Science of The Total Environment”, a qual possui Qualis Al (Engenharias I) e Fator

de Impacto de 7,963.

Abstract

Emerging contaminants (EC) have been detected in effluents and drinking water in
concentrations that can harm to a variety of organisms. Therefore, several technologies are
developed to treat these compounds, either for their complete removal or degradation in less
toxic by-products. Some technologies applied to the treatment of EC, such as adsorption,
advanced oxidative processes, membrane separation processes, and bioremediation through
microalgal metabolism, were identified by thematic maps. In this review, we used a bibliometric
software from >1000 articles. These manuscripts, in general, present removals from 0% to
100% for different ECs. This efficiency varies between treatment technologies and the
contaminants' physical-chemical properties and their concentra- tion and operational
parameters. This review explored the bioremediation of EC through microalgae with greater
emphasis. The main mechanisms of action of microalgae in the bioremediation of ECs are
biodegradation bioadsorption, and bioaccumulation. Also, physicochemical properties and
removal efficiencies of >50 emerging contaminants are presented. Although there are
challenges related to the generation of more toxic by-products and economic and environmental
viability, these can be minimized with advances in the development of treat- ment technologies
and even through the integration of different techniques to make the treatment of contami- nants

emerging from environmental media more sustainable.
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3 CAPITULOII

O Capitulo II refere-se a um artigo experimental, intitulado “Cultivation of Microalgae
in Media Added of Emergent Pollutants and Effect on Growth, Chemical Composition, and Use
of Biomass to Enzymatic Hydrolysis ”(https://doi.org/10.1007/s12155-020-10177-w). Esse
trabalho foi publicado na revista “BioEnergy Research ”, que possui Qualis B1 (Engenharias I)

e Fator de Impacto de 3,052.

Abstract

The objective of this study was to determine the influence of various concentrations of emerging
pollutants (EPs) on growth, cell composition, and enzymatic hydrolysis of biomass. The
microalgae used were Spirulina platensis LEB-52, Chlorella homosphaera, and Scenedesmus
obliquus. The EPs used were paracetamol, diazepam, fluoxetine, acetylsalicylic acid, and
caffeine, added to the cultures in concentrations ranging from 1 to 100 mg L™!. The tests were
carried out in closed 150 mL Erlenmeyer bioreactors, containing standard medium from each
microalga culture. Cell concentrations were determined every 24 h using optical density.
Culture continued for 20 days. At the end of the growth, biomass was collected and used to
measure carbohydrates, proteins, and enzymatic hydrolysis, to determine possible changes due
to the presence of EPs. In general, microalgae resisted concentrations of up to 100 mg L™! of
paracetamol, acetylsalicylic acid, and caffeine, 30 mg L™! of diazepam, and 1 mg L' of
fluoxetine. S. obliquus was the most resistant strain, followed by C. homosphaera and S.
platensis LEB-52 being less resistant. Acetylsalicylic acid and caffeine influenced the content
of carbohydrates and proteins in biomass, reaching values above 35% of carbohydrates for S.
platensis LEB-52 and above 66% of proteins for S. obliquus. There was no influence of EPs in
the enzymatic hydrolysis processes. Microalgae showed resistance to EP concentrations,
thereby emerging as a promising wastewater bioremediation technology. These high levels of

carbohydrates are of great value because they can be used in the production of bioethanol.
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4 CAPITULO III

O Capitulo III refere-se a um artigo experimental, intitulado “Microalgae growth with
a high concentration of emerging pollutants and phytotoxicity evaluation of cultivation
wastewater ”( https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2022.102616 ). Esse trabalho foi publicado na
revista “Journal of Water Process Engineering” a qual possui Qualis B1 (Engenharias I) e Fator

de Impacto de 5,485.

Abstract

This work aimed to evaluate the influence of different mixtures of emerging pollutants (EPs)
(paracetamol, acetylsalicylic acid, caffeine, fluoxetine and diazepam) in the growth of
Scenedesmus obliquus, Chlorella homosphaera and Spirulina platensis. The cells growth test
was carried out for 20 days, and the mixture of EPs was incorporated in the specific medium
for each microalgae. Phytotoxicity tests were performed based on the germination index of
lettuce and cucumber seeds using the wastewater from microalgae cultures (S. obliguus and S.
platensis) without biomass. S. obliquus was able to grow in all mixtures of EPs. On the other
hand, S. platensis presented cell death in EPs mixtures containing paracetamol. Both seeds
germinated in S. obliquus supernatant with a germination index (GI) of 42.07% when
acetylsalicylic acid and caffeine were added. In the absence of EPs, GI was 61.49%. The
supernatant from S. platensis presented toxicological effects on seeds germination, with no
germination for lettuce seeds. On cucumber seeds, the supernatant of S. platensis cultivated
without EPs or acetylsalicylic acid and caffeine showed a GI of 7.13% and 4.27%, respectively,
showing a negative effect of the culture medium of Spirulina on this parameter. Therefore, it is
possible to use microalgae to EPs bioremediation and use the supernatant to further applications
if the correct microalgae strain is chosen. S. obliquus showed the ability to grow when EPs were
incorporated into the medium, besides reducing the phytotoxicological effects of the

supernatant on the germination of seeds.
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Uso de microalgas no tratamento de efluente doméstico contendo poluentes emergentes:

mecanismo de remocio e geracio de subprodutos’
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e A microalga Spirulina platensis realizou a remog¢ao de 39% de cafeina e 79% de
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surgimento de subprodutos.
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Resumo

Objetivou-se avaliar a remogao de DBO, DQO, N e P e poluentes emergentes (PE’s) de um
efluente doméstico pré tratado, via metabolismo microalgal. Foram utilizadas as microalgas
Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus cultivadas em erlenmeyers com 1,5 L de volume
util. Foram adicionados meio padrdo de cada cepa mais a adicdo de 5 e 10% (v/v) de efluente
doméstico pré tratado a cada 5 dias. Os pardmetros de crescimento foram avaliados durante 30
dias, bem como a composi¢do bioquimica e eficiéncias de remogdo dos parametros fisico-
quimicos dos efluentes. Na sequéncia foi realizado um aumento de escala com a microalga
Spirulina platensis em tanques de 10 L com adi¢des de 10% (v/v) de efluente e 20 ug.L-'dos
PE’s cafeina, fluoxetina, paracetamol e acido acetilsalicilico a cada 5 dias, sendo monitorados
além dos parametros anteriores, as concentracdes dos PE’s e a geracdo de subprodutos da
degradagdo. As microalgas desenvolveram-se nos cultivos em ambas as adi¢des de efluente,
alcangando faixas superiores a 1 g.L'! de biomassa e apds 30 dias de cultivo houve redugdes de
todos os parametros fisico-quimicos do efluente, reducdes <80% para DQO, DBO e N nos
cultivos em erlenmeyers. A microalga Spirulina platensis se desenvolveu nos ensaios em
reatores de 10 L com a presenca do efluente mais as adigdes do PE’s. Ap6s 30 d houve remocgao
de 39% das concentragdes de cafeina e de 80% para as concentracdes de fluoxetina. Além disso,
ao longo dos dias de cultivo houve o surgimento de subprodutos degradagdo dos PE’s, presenca
de teobromina proveniente da degradagdo de cafeina e norfluoxetina proveniente da degradagao
de fluoxetina. Evidenciando assim, que ha um mecanismo de biodegradagao de PE’s pela cepa.
A Spirulina platensis mante-se seu desenvolvimento com as adigdes de efluente quando foi
realizado o aumento de escala para os biorreatores abertos, o que pode auxiliar nos processos
de aplicabilidade industrial, podendo consolidar esta técnica com uma alternativa de pos-
tratamento que atua sobre as cargas residuais ndo removidas pelas técnicas convencias de
tratamento. Ainda, pode atuar sobre as novas fragdes de poluentes presentes em aguas
residuarias, reduzindo o risco aos organismos aquaticos. Além disso, as biomassas com altos
teores de carboidratos e proteinas produzidas apos tratamento, podem ser empregas na produgao

de bioenergia e biofertilizantes.

Palavras-chaves: cargas residuais; Spirulina; biorremediacdo; biodegradagdo; bioadsor¢ao
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5.1 Introducao

Os produtos farmacéuticos amplamente utilizados em nosso dia-dia fazem parte de uma
nova classe de poluentes de dguas residudrias denominados poluentes emergentes (PE’s)
(MUKHOPADHYAY et al., 2022). Sua presenga em recursos hidricos pode representar
potenciais riscos aos ecossistemas e a saide humana (YANG et al., 2021). A presenca destes
PE’s vem aumentando com o passar dos anos, devido ao consumo elevado de medicamentos,
tanto por humanos quanto em clinicas veterinarias (PATEL et al., 2019). As concentragdes
destes PE’s atualmente detectadas em aguas superficiais e subterraneas é na ordem de ng.L! e
u.L(CELIC et al., 2019).

Apesar das baixas concentragdes presentes, pode haver efeitos maléficos aos
organismos aquaticos, com alteracdes em sistemas locomotores e reprodutivos (FRANCO et
al., 2019). Além disso, podem corroborar para o surgimento de fungos e bactérias resistentes
aos antibidticos disponiveis no mercado, o que pode acarretar graves problemas de satde
publica (LEONARD et al., 2022). O principal meio de transporte destes PE’s para os recursos
hidricos sdo as redes de esgoto sanitario, sendo o problema aumentado pelas deficiéncias de
saneamento basico existentes em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Mesmo
quando o tratamento do esgoto ¢ realizado através de estagdes de tratamento de efluentes, estas
muitas vezes ndo sdo eficientes na remog¢ao destes PE’s. Ainda, pode haver o descarte destes
efluentes com concentragdes residuais de DBO, DQO, nitrogénio e fésforo em emissarios, o
que pode ocasionar problemas ambientais de eutrofizacdo, além de prejudicar organismos
aquaticos (DAN et al., 2021; XING et al., 2021; ZOU et al., 2022).

Novas tecnologias de tratamento ou de pos-tratamento destes efluentes devem ser
investigadas, visando a remoc¢ao simultanea de mais de um PE’s e, além disso, o processo deve
ser capaz de reduzir as cargas residuais de DBO, DQO, nitrogénio e fésforo. Alternativas como
separa¢do por membranas, processos oxidativos avancados, adsor¢do em diferentes matrizes,
vem sendo relatados na literatura como eficientes na remog¢ao de PE’s em dguas residudrias.
Porém, a aplicabilidade para remover poluentes em conjunto e os custos operacionais acabam
em sua maioria inviabilizando seus usos (TEODOSIU et al., 2018; FISCHER et al., 2019).

As microalgas surgem como uma alternativa de tratamento ou pds-tratamento de dguas
residuarias, pela capacidade de utilizagdo das fragdes residuais de nitrogénio e fosforo como
nutrientes para o proprio crescimento (ZHANG et al., 2021; RUDE et al., 2022).

Ha relatos da capacidade das microalgas realizarem a remoc¢ao de PE’s isolados, sendo

uma alternativa promissora e sustentdvel. Essas biomassas podem, apds o tratamento, gerar
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biomassas ricas em carboidratos e proteinas, as quais podem ser utilizadas na produgdo de
bioenergia (REMPEL et al., 2019; REMPEL et al., 2021; SHARMA et al., 2022).

As microalgas podem realizar a remocdo dos PE’s através de trés mecanismos:
bioadsorcao: no qual as moléculas de PE’s ndo sofrem nenhum processo de degradacdo, apenas
hé a ligagdo destes poluentes na parede celular das microalgas; bioacumulagdo: no qual os PE’s
sdo carregados para dentro da célula microalgal; ou biodegradacao, que ocorre no interior da
célula microbiana, através de reagdes catalise que ocasionam a biodegradacdo e formagao de
subprodutos, os quais sdo excretados para fora das células (XIONG et al., 2018).

As cepas Scenedesmus sp. Chlorella sp. sdo amplamente citadas na literatura como
capazes de realizar a redugdo de carga organica de efluentes provenientes de esgotamento
doméstico. Também sdo citadas como os géneros mais resistentes a alteragdes nutricionais
conseguindo se desenvolver em meios com a presenca de diferentes contaminantes. Zhou et al.
(2014) empregaram o uso de 4 cepas microalgais, entre elas Scenedesmus obliquus para a
remocao de nutrientes, antibidticos e estimulantes de esgoto sanitario. O estudo demostrou que
as microalgas removeram compostos com fosforo e nitrogénio com eficiéncias acima de 50%,
além de apresentarem eficiéncias acima de 80% na remocgdo dos farmacos. Xie et al. (2020)
demostrou que as microalgas Scenedesmus sp e Chlamydomonas sp foram capazes de remover
diferentes farmacos com eficiéncias variando entre 35-60%. Ainda, relataram que o principal
mecanismo envolvido ¢ a biodegradagdo. Matamoros et al. (2015) avaliou a eficiéncia de
microalgas em remover em conjunto DQO, nitrogénio e fosforo e 26 PE’s de 4guas residuarias.
Entre os PE’s avaliou a remogao de cafeina, paracetamol e acido acetilsalicilico. A remogao de
cargas organica variou de 26-96% ja para os PE’s citados a remogao alcancou faixas de 90%.

Considera-se, desta forma, que emprego de dguas residuarias como meio para cultivar
microalgas apresenta potencial economico e ambiental, gerando biomassa, recuperagdo de
nutrientes e por consequéncia o tratamento destes efluentes. No entanto, a variabilidade de
compostos e alteragdes nas concentragdes podem prejudicar o desenvolvimento das microalgas.
Além disso, o uso dessas d4guas como fontes nutricionais em cultivo em larga escala também se
apresenta como um desafio (ZHAI et al., 2017).

Sendo assim, estudos que reportam a degradacdo das cargas residuais de efluentes
doméstico e ainda a remog¢ao de PE’s com eficiéncia sdo de extrema necessidade. Assim, buscar
desenvolver ensaios em maiores escalas com uso de aguas residuais como fonte alternativas de
nutrientes, elucidar o mecanismo de degradagdo dos PE’s e identificar a geragdo de subprodutos
apos o tratamento podem auxiliar no entendimento e na proposi¢cdo de uma nova tecnologia

integrada de tratamento de efluentes.
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Desta forma, objetivou-se realizar a remocdo de cargas residuais de nutrientes de
efluente domésticos apos tratamento bioldgico em conjunto com a remog¢do de 4 farmacos
(fluoxetina, paracetamol, cafeina e acido acetilsalicilico). As microalgas Spirulina platensis e
Scenedesmus obliquus foram utilizadas, demonstrando o mecanismo de remoc¢ao dos PE’s, bem

como a identificacdo dos possiveis subprodutos de degrada¢cdo dos mesmos.

5.2 Materiais e Métodos
5.2.1 Microalgas

As microalgas utilizadas foram Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus
pertencentes ao banco de cepas do Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos da Universidade
de Passo Fundo (UPF).

A Spirulina platensis foi cultivada em meio Zarrouk com concentracdo de 50%. A
composi¢do do meio Zarrouk padrio (100%, g.L!) é: bicarbonato de sddio: 16,8; fosfato
dipotassico: 0,05; nitrato de sodio: 2,5; sulfato de potassio: 1,0; cloreto de sddio: 1,0; sulfato de
magnésio: 0,2; cloreto de célcio: 0,04; sulfato ferroso: 0,01; e acido etilenodiaminotetracético:
0,08 (ZARROUK, 1966). Solu¢do de micronutrientes As (g.L!'): 2,86 (H3BOs); 1,81
(MnCl2.4H>0); 0,222 (ZnSO4.7H20); 0,079 (CuS04.5H20); 0,015 (Na2MoOs). Solugdo de
micronutrientes Bg (mg.L): 22,86 (NHsVO3); 192 (K2Cr2(SO4)4.24H>0); 44,8 (NiSO4 .6H,0);
17,94 (Na2W04.2H20); 43,98 (CO(NO3)2.6H20).

A microalga Scenedesmus obliquus foi cultivada em meio BG-11 com a seguinte
composi¢do em g.L'!: nitrato de sodio: 1,5; fosfato dipotassico: 0,04; sulfato de magnésio:
0,075; cloreto de calcio: 0,036; sulfato ferroso: 0,006; acido etilenodiaminotetracético: 0,001;
carbonato de sodio: 0,02; e acido citrico: 0,006 (RIPKA et al., 1979). Solucdo de
micronutrientes As (g.L!): 2,86 (H3BO3); 1,81 (MnCl,.4H>0); 0,222 (ZnS0O4.7H,0); 0,079
(CuS04.5H20); 0,015 (NazMoOs).

5.2.2 Poluentes emergentes

Os farmacos utilizados foram paracetamol com 99,46% de pureza (Infinity pharma,
Brasil), fluoxetina com 99,64% de pureza (Purifarma, Brasil), acido acetilsalicilico com pureza
de 99,75% (Valde Quimica, Brasil) e cafeina com pureza de 99,1% (Valde Quimica, Brasil).

Esses farmacos foram adquiridos em farmacia de manipulagao.
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5.2.3 Efluente doméstico

O efluente foi coletado apds o processo de tratamento biologico, composto por lagoa
anaerodbia, lagoa facultativa, lagoa aerdbia e lagoa de maturagdo. O ponto de coleta do efluente
foi na saida da lagoa de maturagdo. Apo6s a coleta o efluente foi armazenado em ultrafeezer (-
70 °C). Visando manter as condigdes, foi coletado um volume de efluente suficiente para se
realizar todas as etapas do trabalho. O efluente foi caracterizado de acordo com os teores de
DBOs e DQO, nitrogénio e fosforo, conforme metodologias de Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater, 1995.

5.2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi conduzido em duas etapas: a Etapa 1 foi realizado
cultivo das cepas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus em reatores fechados em modo
de cultivo descontinuo alimentado, com adi¢cdo de efluente doméstico pré tratado, visando
reducdes de cargas organicas. Na Etapa 2, foi realizado o cultivo da microalga Spirulina
platensis em mini tanques abertos em modo de cultivo descontinuo alimentado, com adicao de
efluente doméstico pré tratado mais adi¢des dos poluentes emergentes, visando avaliar as

reducdes da concentracdo dos PE,s e possiveis geracdes de subprodutos da degradagao.

5.2.4.1 Etapa 1:Cultivo descontinuo alimentado em reatores fechados com alimentagdo de

cargas de efluente

As microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliqguus foram cultivadas em modo
descontinuo alimentado com adi¢des de 5% (ES), 10% (E10) (v/v) de efluente a cada 5 dias,
em biorreatores fechados. Foi testada também a adicao de 20% (v/v) de efluentes, porém houve
morte celular nos ensaios com as duas cepas. Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 2
L com volume qtil de 1,5 L, contendo o meio padrao de cada microalga e uma concentracao
celular inicial de 0,2 g.L!. Ensaios controle foram realizados sem a presenga de efluente. Os
meios de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20 min.

Os ensaios foram realizados em cameras de germinagdo (TE-4020-E, Tecnal,
Piracicaba, SP, Brazil), com temperatura controlada (25 °C+2), iluminagao de lampadas de led

(67.5 uE m2 s!) com fotoperiodo de 12 h claro e 12 h escuro e agitagdo proveniente de bombas
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de diafragma (U-2800, Boyu, China). Os ensaios foram mantidos durante 30 d. Foram
monitorados o crescimento celular a cada 24 h por densidade Optica a 670 nm em
espectrofotometro (UV-1600, Pro-Tools, Porto Alegre, RS, Brasil). As absorbancias foram
correlacionadas com o peso seco através de uma curva padrdo pré-estabelecida para cada

microalga (Equagdes 1 e 2).

Spirulina platensis (gcetutas.L)= 0,6941 X ABSe74 — 0,0371 (R* = 0,99) (1)
Scenedesmus obliquus (Zeetutas L™')= 0,3297 X ABSe74 — 0,0093 (R* = 0,99) (2)

A concentragdo maxima de biomassa (Xf, g.L!) e a velocidade especifica maxima de

crescimento (Wmax, d') foram calculadas pela equagdo 3.

Umax(dO) = )X Ink2 3)

At K1

Onde: X e X> sdo concentragdes de biomassa de microalgas no inicio e no final da fase

de crescimento exponencial, e o tempo At ¢ a duracdo da fase logaritmica.

Ao final dos 30 d, os cultivos foram centrifugados a 3.500 rpm (Eppendorf, 5810,
Hamburgo, Alemanha). A biomassa foi seca em estufa a 50 °C ¢ caracterizada quanto os teores
de carboidratos (DUBOIS et al., 1956) e proteinas (LOWRY et al., 1951). As dguas residudrias
foram caracterizadas quanto aos teores de DBOs, DQO, nitrogénio e fosforo, segundo Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, 1995.

As eficiéncias de remoc¢do de DBOs e DQO, nitrogénio e fosforo foram calculados a
partir da soma das cargas de efluente adicionadas mais a concentragdo dos pardmetros
provenientes do meio de cultivo padrido das microalgas determinadas no ensaio controle. Esta
soma foi divida pela carga determinada nos ensaios com adi¢cdo de efluente mais microalgas

(Equacao 4).

Ef(%) — ;Entrada( Sal’da<X 100 (4)

Entrada
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5.2.4.2 Etapa 2: Cultivo descontinuo alimentado em mini-tanques com adi¢do de efluente

contendo poluentes emergentes

A partir dos melhores resultados da Etapa 1 em relagdo ao percentual de efluente a ser
adicionado em modo descontinuo alimentado, foi realizado um aumento de escala no cultivo,
utilizando-se apenas a microalga Spirulina platensis. Os ensaios foram realizados em tanques
de acrilico, alocados em estufa de hidroponia, com volume 1util de 10 L, com agitacao
proveniente de bombas submersas (SP-500, Boyu, China), ¢ temperatura entre 25+5 °C, ¢
iluminacdo natural, com adicdo de 10% (E10) (v/v) de efluente contaminado com os PE’s
(cafeina, paracetamol, fluoxetina e acido acetilsalicilico) na concentracdo de 20 pg/L. O
efluente foi adicionado a cada 5 d por 30 d. A concentragdo inicial de inoculo de Spirulina foi
de 0,2 gL',

O meio padrao utilizado foi o Zarrouk 50% conforme composi¢@o descrita no item 5.2.1.
Um ensaio controle, sem a presenca de efluente e dos farmacos, foi realizado. O crescimento
celular foi monitorado a cada 24 h por densidade optica a 670 nm em espectrofotometro (UV-
1600, Pro-Tools, Porto Alegre, RS, Brasil). As absorbancias foram correlacionadas com o peso
seco através de uma curva padrio pré-estabelecida para microalga (Equacdo 1). Além do
crescimento celular, foram monitorados também a concentra¢do maxima de biomassa (Xf, g.L-
1) e a velocidade especifica maxima de crescimento, (umax, d!), calculada pela Equagdo 3.
Também foram avaliados a cada 5 d os teores de carboidratos (DUBOIS et al., 1956) e proteinas

(LOWRY et al., 1951) da biomassa microalgal.

52.4.2.1 Avaliacio da degradacdo dos poluentes emergentes e geracio de subprodutos

As eficiéncias de remocdao dos farmacos e a geracdo de possiveis produtos da
degradagdo foram analisadas via cromatografia liquida a cada 5 d de cultivo. Amostras dos
cultivos foram retiradas e centrifugadas a 3.500 rpm (modelo 5810, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). A determinacdo foi realizada no sobrenadantes dos cultivos, visando quantificar a
concentracdo do PE’s e possiveis subprodutos de degradacdo. Além disso, a biomassa separada
também foi analisada com o objetivo de verificar uma possivel presenca dos PE’s bioadsorvidos
na mesma. Foi utilizado o sistema 1290 Infinity, fabricado pela Agilent Technologies
(Waldbronn, Alemanha), acoplado a um espectrometro de massa com ions linear hibrido triplo
quadrupolo 5500 QTrap, fabricado pela Sciex (Framingham, EUA), equipado com ESI

(electrospray ionization).
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A separacdo cromatografica dos produtos farmacéuticos foi realizada utilizando uma
coluna analitica Nucleodur C18 Gravity (3uM, 50 mm % 2 mm), da Macherey-Nagel (Diiren,
Alemanha), que foi acoplada a uma coluna guarda C18 (Phenomenex). A fase moével foi
composta por agua (A) e metanol (B) ambos com 0,1% de 4cido formico e 5 mmol L™! de acetato
de amonio. A taxa de fluxo foi de 0,3 mL min!. O gradiente inicial foi de 95% A (1-4 min),
10% A (4-12 min) e 95% A (12-13 min), mais 2 minutos de equilibrio entre as inje¢des. O
volume de injecdo foi ajustado para 5 puL e a coluna foi mantida a 40 °C.

A andlise de espectrometria de massa foi realizada com fonte de ionizacdo por
eletrospray (ESI) trabalhando em ambos os modos positivo e negativo. Para o modo positivo
(ESI+) os parametros de ionizagdo foram os seguintes: voltagem de ion spray (IS): 5500 V; gas
de cortina: 25 psi; gas nebulizador (GS1): 55 psi; gas auxiliar (GS2): 55 psi; temperatura da
fonte: 400 °C. Ao trabalhar em modo negativo (ESI—), os mesmos pardmetros foram ajustados,
exceto a tensdo IS, ajustada em -4500 V. O nitrogénio foi usado para nebulizacdo e colisdo.
Todos os analitos foram avaliados usando monitoramento de reagdo selecionado (SRM), com
duas transi¢des m/z monitoradas para cada composto. Os softwares Analyst 1.6.2 e MultiQuant
(Sciex, Foster City, CA) foram utilizados para aquisi¢do e processamento dos dados. Os
parametros de espectrometria de massa especificos do analito foram otimizados em relatorios

anteriores e foram confirmados para aplicagdo pelo presente método.

5.2.5 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrdo. Os dados foram tratados e avaliados por analise de variancia com
nivel de confianca de 95%, com posterior analise por meio do teste de Tukey no software

Statsoft (Statistica 10).

5.3 Resultados e discussoes

5.3.1 Etapa 1: Cultivo descontinuo alimentado em reatores fechados com alimentacdo de

cargas de efluente

As microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus foram cultivadas com a
adi¢do de 5% (v/v) (E5) e 10% (v/v) (E10) de efluente doméstico coletado apds tratamento

bioldgico, sendo os cultivos realizados em biorreatores fechados (1,5 L) durante 30 dias. Para
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fins comparativos, foi realizado um ensaio controle sem adi¢do de efluente para cada microalga.
Para avaliar a performance dos cultivos, foram calculadas a velocidade especifica méxima de
crescimento (umax) e a concentracdo maxima de biomassa ([ X]max), além da quantificagdo de
carboidratos e proteinas das biomassas. A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento das
microalgas nos 30 dias de cultivo e a Tabela 1 apresenta os parametros de velocidade especifica

de crescimento, concentragdo maxima de biomassa e a composic¢ao celular das microalgas.

Figura 1: Curvas de crescimento da Spirulina platensis (A) e Scenedesmus obliquus (B) em
meio Zarrouk 50% adicionado de cargas (v/v) de 5, 10% de efluente doméstico coletado apos
o tratamento bioldgico
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Tabela 1: Velocidades e concentragdes maximas de células dos cultivos microalgais em
efluente doméstico, e percentuais de carboidratos e proteinas obtidos nas biomassas
Spirulina platensis
Ensaio Mmax (dT) R*  [Xlmax(gL') CHO* (%) PTN* (%)
Controle 0,077+0,012* 0,987  1,13+£0,263*  11,85+0,008°  43,21+0,002¢

ES* 0,069+0,023* 0,982  1,00+0.001*  8,93+0,001*  41,60+0,003°
E10%* 0,059+0,002* 0,986  1,27+0,051*  16,47+0,009¢ 32,03+0,001*
Scenedesmus obliquus
Ensaio Rmax (d7) R? Xlmix (g L)  CHO* (%) PTN* (%)
Controle  0,048+0,002° 0,980  0,54+0,021°  17,39+0,019° 53,50+0,001?
ES* 0,039+0,003%® 0,991  0,60+0,051%  13,46+0,014* 59,35+0,004°
E10%* 0,036+0,005* 0,971  0,80+0,082°  18,06+0,015¢ 68,32+0,005¢

CHO: carboidratos; PTN: proteinas; ES: ensaio com adigdo de 5% (v/v) de efluente doméstico pos-tratamento
biologico; E10: ensaio com adig¢do de 10% (v/v) de efluente doméstico pos-tratamento biologico. Letras iguais na
coluna, ndo apresentam diferenca estatistica entre os testes em um nivel de 95%. (médiatdesvio padrio).

As adigdes de 5 e 10% (v/v) de efluente doméstico ndo prejudicaram o crescimento
microalgal de ambas as cepas (Figura 1), uma vez que a adi¢ao de 10% de efluente ndo causou
influéncia na concentragdo maxima em comparagdo com o ensaio controle (Tabela 1). Os
efluentes domésticos sdo misturas complexas compostas por matéria fecal humana, detergentes,
farmacos, compostos inorganicos, residuos domésticos, tecidos de animais e plantas, entre
outros. Estes efluentes, sem nenhum tipo de tratamento pode apresentar riscos ao ecossistema
e a saude publica (GOSWAMI et al., 2021). O efluente doméstico utilizado passou por
tratamento bioldgico composto por UASB, lagoa anaerdbia, lagoa aerobia e lagoa de
maturagdo. A alteragdo entre processos anaerdbios e aerdbios ¢ realizada para aumentar a
eficiéncia de remocao de nitrogénio (N), fosforo (P) e matéria organica (GRADY et al., 2011).
Porém, mesmo apos o tratamento, o efluente ainda possuia em sua composicao, residuais de N
e P (Tabela 2). Isso pode ter contribuido para o desenvolvimento das cepas estudadas, estas
cargas residuais foram utilizadas como fonte de nutricional para as microalgas, ja que as
velocidades especificas e o rendimento maximo de biomassa ndo foram afetados ou houve
aumento da concentragdo méaxima de biomassa se comparados aos dados do ensaio controle
para a microalga Scenedesmus obliquus.

SundarRajan et al. (2020) observaram que a microalga Scenedesmus abundans
conseguiu se desenvolver em efluente doméstico pré tratado, com obtengdo de 3,55 g.L! de
biomassa, valor bem superior aos encontrados neste trabalho. O efluente adicionado aos
cultivos, possuia os seguintes parametros: DQO (782 mg.L™"), N (262 mg.L"! NHs" ¢ 48 mg.L-
I'NOs) e P (42 mg.L"), cargas residuais mais elevadas do que as utilizadas em nosso estudo.
A diferenca entre as cepas microalgais e a forma de cultivo podem justificar o maior rendimento

em biomassa. Além disso, de acordo com os autores, o uso de iluminagao de 4.000 lux de forma
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continua pode ter proporcionado maiores taxas fotossintéticas que por consequéncia resultaria
em maiores consumos das cargas residuais e maiores concentracdes de biomassa.

As microalgas metabolizam o N e o P para sintetizar ATP, ADP, aminoéacidos, DNA e
RNA (Zhou et al., 2020; Ahmed et al., 2022). O N entra pela membrana celular das microalgas
por transporte ativo, sendo NH4+, NO3- e NO2- as formas mais comuns. A NH4+ ¢ preferivel
pois ndo necessita de reacdes de reducdo, a qual € convertida em aminoacidos pela sintese do
glutamato a glutamina, uma reacgdo catalisada pela enzima glutamina sintese com formacao de
glutamato e ATP. Da mesma forma que o N, o P entra via membrana celular por transporte
ativo nas formas de H2PO4- e HPO42-. Apos, ocorre a inser¢do de PO43+ em compostos
organicos pela fosforilacdo, com geracdo de um ATP. Fatores como pH, oxigénio dissolvido e
temperatura também podem influenciar na remocao de P (Kong et al., 2021). Os compostos N,
P e C sdo indispensaveis no crescimento microalgal. Integrar o cultivo com o tratamento de
efluentes ¢ uma forma de diminuir as concentragdes desses compostos na dgua e gerar produtos
de interesse com a biomassa restante (MOHSENPOUR et al., 2021; AHMED et al., 2022).

Os cultivos com adi¢do de efluente como mostrado na Figura 1 corrobora com a
possibilidade de acoplar o cultivo microalgal como uma etapa adicional ao tratamento bioldgico
convencional, reduzindo assim as cargas residuais e gerando biomassas com potenciais para a
produgdo de bioprodutos.

Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) para pumsx da Spirulina, enquanto para a
Scenedesmus, o ensaio E10 possuiu a menor umax (0,036 d!) e o ensaio controle, a maior pmax
(0,048 d) (p<0,05). A hipdtese de crescimento mixotrofico, utilizando simultaneamente o
carbono organico e o inorganico. Esse modo de cultivo ¢ preferivel quando se objetiva produzir
biomassa, como constatado por Pereira et al. (2019), que cultivaram Spirulina platensis em
cultivo mixotrofico e obtiveram maiores pmax, [X]max € teores de carboidratos quando
comparado com o cultivo autotrofico.

As Umax da Spirulina foram maiores que as da Scenedesmus, da mesma forma que os
valores de [X]max. Um comportamento contrario foi observado no estudo de Fan et al. (2020).
Os autores cultivaram Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus em efluente doméstico sob
regimes de luz otimizados e observaram que a Scenedesmus apresentou maiores valores de pmax
e de [X]max quando comparados aos valores da Spirulina. A Scenedesmus ¢ uma cepa conhecida
no emprego do tratamento de efluentes por sua resisténcia e adaptabilidade ao meio (Shen et
al., 2017; SundarRajan et al., 2020). O que ter ocasionado um menor rendimento de biomassa
da microalga Scenedesmus obliquus frente a Spirulina platensis em nosso estudo ¢ a

adaptabilidade das microalgas ao meio de cultivo e as condi¢des de cultivo, durante os ensaios
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houve uma troca de fonte de iluminacdo, o que pode ter prejudicado o desenvolvimento da
Scenedesmus.

A Spirulina apresentou a maior porcentagem de carboidratos no ensaio E10 (16,47%)
(p<0,05), e por consequéncia menor porcentagem de proteinas (32,03%) (p<0,05) (Tabela 1).
O stress proveniente da maior adicdo de efluente e a redu¢dao dos nutrientes do meio padrao
podem ter interferido em um maior acimulo de carboidratos neste ensaio. As cianobactérias
possuem valores significativos de proteinas quando cultivadas em um meio com ampla
diversificacdo de nutrientes, mas isso pode ser modificado quando hé restricdo destes. A
composicdo quimica da microalga altera-se, acumulando carboidratos pela conversdao do
conteudo proteico, pois os carboidratos representam o principal nutriente de reserva de energia
(DISMUKES et al., 2008; MAGRO et al., 2018).

Quanto aos compostos intracelulares da Scenedesmus, os maiores resultados tanto de
carboidratos quanto de proteinas sdo observados no ensaio E10 (18,06 e 68,32%,
respectivamente), com diferenga estatistica dos outros ensaios (p<0,05) (Tabela 1). Em estudo
realizado por Afify et al. (2018), a microalga Scenedesmus cultivada em meio padrdo obteve
percentual de 40,7% de proteina. J& em cultivo da Scenedesmus em efluente municipal, Shen et
al. (2015) obtiveram o aciimulo de 22% de proteinas e 65% de carboidratos, comportamento
contrario do obtido no presente estudo. Isso pode ter ocorrido devido ao curto tempo de cultivo
(6 dias). Além disso, os autores suplementaram o meio com 120 mg.L! de carbono organico,
obtendo uma propor¢ao de 4,8 C/N, situa¢do que favorece o acimulo de carboidratos.

Com o crescimento celular, a concentragdo de N no meio de cultivo diminui devido ao
seu consumo pelas microalgas. Essa limitacdo causa uma mudancga na rota fotossintética de
carbono, ou seja, a via metabdlica de sintese da proteina altera-se para a via de sintese de
lipideos ou carboidratos, ocorrendo a acumulagio (PROCHAZKOVA et al., 2014). Entretanto,
esse comportamento ndo foi observado para a Scenedesmus. Os maiores valores de proteinas
podem ser devido @ um mecanismo de defesa ao meio que a microalga desenvolveu durante o
cultivo, acumulando a proteina como um nutriente de reserva. Estes elevados teores deproteinas
¢ um fator benéfico pois esta proteina pode ser utilizada na produgdo de bioenergia ou até para
racdes para animais, desde que seja comprovada a ndo toxicidade apds os cultivos na presenga
de PE’s (CHIA et al., 2019).

Além dos pardmetros de crescimento e composi¢do intracelular obtidos, calculou-se as
eficiéncias de remo¢do da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de

oxigénio (DQO), N e P no fim dos cultivos para as duas microalgas. Foram analisados os
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parametros do efluente utilizado, dos ensaios controle e dos ensaios com adi¢do de 10% do

efluente (v/v) (E10). Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1: Eficiéncias de remog¢ao de DBO, DQO, N e P apos os 30 dias de cultivo

Spirulina platensis

Carga total Spi. Spi. Eficiéncia

Parametros Efluente eil?lrzn(‘ze Controle + efluente de
-1 -1 : : 50 %%

(mg.L™") (mg.L™") adicionado aposé(l)d aposL.jsIOd rem(z;ao

(ma Ly (melh)  (mgL?) (%)

DQO 38,20+6,8 191,00 29,00+6,7 36,10+7,0 84,10

DBO 103,20+8,4 516,00 80,90+8.,4 98,30+8,4 83,53

P 3,46+0,4 17,30 57,85+0,2 39,29+0,2 47,72

N 25,20+0,2 126,00 1,00+0,2 1,00+0,1 99,21

Scenedesmus obliquus

Carga de Sce. Sce. + Eficiéncia

Parametros Efluente efluente Controle  efluente apos de remocio
(mgLl')  (mgLl')  adicionada  apés30d 30d I

(mgL)*  (mglh  (mgLh

DQO 38,20+6,8 191,00 190,80+9,0 54,50+7,9 85,73
DBO 103,20+8,4 516,00 74,40+8.,4 142,60+8.,4 75,85
N 3,46+0,4 17,30 1,03+0,3 1,03+0,2 94,38
P 25,20+0,2 126,00 4,90+0,1 4,90+0,1 99,64

* Ao longo dos 30 d de cultivo, foram realizadas 5 adi¢des de efluente. ** A eficiéncia de remogao foi calculada
a partir da soma das cargas de efluente adicionadas mais a concentragdo dos pardmetros provenientes do meio de
cultivo padrdo das microalgas determinadas no ensaio controle. Esta soma foi divida pela carga determinada nos
ensaios com adi¢do de efluente mais microalgas.

Segundo a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
430/2011, o efluente de qualquer fonte poluidora s6 podera ser lancado no ambiente se
apresentar remog¢do minima de 60% da DBO e maximo de 120 mg.L"! para efluentes
provenientes do tratamento de esgoto sanitario. Para o N amoniacal total, o padrdo para
langamento ¢ de, no maximo, 20 mg.L!. Para o P total, a CONAMA designa que cabe aos
estados do Brasil definir os limites de concentragdo. A resolu¢do do Conselho Estadual do Meio
Ambiente do Rio Grande do Sul (CONSEMA) n° 355/2017 limita a concentracdo de P entre 4
a 1 mg.L!, com eficiéncia de 75%, a qual depende da vazdo do efluente (>100 a 10.000 m?3.d-
1), sendo a maior concentragdo para a menor vazdo. Por fim, para a DQO, o CONSEMA
delimita uma concentragdo maxima de 330 mg.L!.

Ao observar as concentragdes obtidas no ensaio com a Spirulina ap6s os 30 dias de
cultivo, a DQO (36,1 mg.L"), DBO (98,3 mg.L!) e P (1,00 mg.L") estdo de acordo com as
legislagdes, enquanto para a Scenedesmus, a DQO (54,5 mg.L!) e N (1,03 mg.L!) apresentaram

concentragdes dentro do aceitavel. O meio de cultivo padrao da Spirulina ¢ composto por uma
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alta concentragdo de N (20,2 g.L"), o que justifica o valor de N encontrado apos os 30 dias de
cultivo no ensaio Controle (57,85 mg.L!). Em contraste, o valor encontrado no ensaio Controle
da Scenedesmus foi de 1,03 mg.L"!, fator esse que pode ter possibilitado a maior eficiéncia de
remocao do nutriente com essa microalga (Tabela 2).

Os valores de DQO e DBO para ambas as cepas diminuiram apds o tratamento (Tabela
2) o que indica que as cepas utilizadas conseguiram assimilar a matéria organica presente no
meio. Tripathi et al. (2019) relatam eficiéncias de remocgao parecidas para DQO (87,43%) e
DBO (86,74%) em cultivo com a Scenedesmus sp. em efluente municipal. Para assimilar o
carbono organico, as microalgas utilizam do metabolismo heterotrofico de forma parecida com
outros organismos, com a oxidacao dos acucares. A capacidade de utilizar esse tipo de fonte de
carbono estd relacionada a permeabilidade celular diante da fonte, seu transporte ativo e fatores
enzimaticos (Bumbak et al., 2011; Azma et al., 2011).

As duas microalgas obtiveram altas eficiéncias de remog¢ao para o P, com 99,21% no
cultivo com a Spirulina e 99,64% com a Scenedesmus (Tabela 2). Em estudo de Zhai et al.
(2017), ao cultivar Spirulina platensis em efluente municipal sintético, os autores obtiveram
remogao de 80,52% de P. A assimilag¢do de P pelas microalgas ¢ na forma de polifosfato, um
polimero bioldgico composto por residuos de P unidos por ligagdes fosfohidreto de alta energia.
Esses compostos possuem um importante papel no aumento da resisténcia celular em condigdes
desfavoraveis de cultivo (CHU et al., 2013; OTA et al., 2016). As eficiéncias de remog¢ao
observadas para todos os pardmetros indicam que a Spirulina platensis e a Scenedesmus
obliquus sao microalgas promissoras no tratamento ou poés-tratamento de efluentes.

Os rendimentos da biomassa da microalga Scenedesmus obliquus foi baixo, desta forma
apenas a cepa Spirulina platensis foi utilizada na segunda etapa dos ensaios nos mini tanques
abertos, com adi¢des de 10% (v/v), adi¢do esta que ndo prejudicou o desenvolvimento da

Spirulina (Tabela 1).

5.3.2 Etapa 2: Cultivo descontinuo alimentado em mini-tanques com adi¢ao de efluente

contendo poluentes emergentes

A Figura 2 apresenta a curva de crescimento da Spirulina no cultivo em aumento de
escala realizado em tanque de 10L. A velocidade especifica maxima de crescimento ([max), @
concentragdo maxima de biomassa ([X]mix) € o contedo de proteinas e carboidratos da

biomassa estdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 2: Curva de crescimento da Spirulina platensis com efluente doméstico no scale-up
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Tabela 2: ParAmetros cinéticos de crescimento e composi¢ao bioquimica das microalgas
obtidos apoés cultivo microalgal com efluente doméstico no scale-up

Spirulina platensis
Ensaio Wmix (d) R? [X]msx (g.L1)
Controle 0,225+0,009° 0,955 2,18+0,022°
E10%* 0,149+0,0032 0,898 1,494+0,2192
Ensaio Dia CHO* (%) PTN* (%)
Controle 30 41,47+0,0052 30,18+0,005F
10 43,20+0,006° 11,57+0,002?
15 47,49+0,005° 12,13+0,001°
E10 20 49,06+0,010¢ 19,62+0,003¢
25 52,77+0,003¢ 23,87+0,019¢
30 55,19+0,002f 29,18+0,016¢

CHO: carboidratos; PTN: proteinas; E10: ensaio com adigdo de 10% (v/v) de efluente doméstico pos-tratamento
biologico. Letras iguais na coluna, ndo apresentam diferenga estatistica entre os testes em um nivel de 95%.
(médiatdesvio padrao).

Houve diferenga (p<0,05) nos resultados de pmix € [X]max para os cultivos com a
Spirulina realizados em mini-tanques., sendo que o ensaio com a adi¢ao de efluente apresentou
o menor valor em ambos os parametros (Figura 2; Tabela 3). Os valores de CHO nos ensaios
realizados em estufa foram maiores do que os resultados provenientes nos ensaios de em escalas
laboratoriais (Tabela 1). Isto pode estar relacionado as condi¢des de luminosidade, uma vez que
ao contrario das condigdes laboratoriais, o controle de temperatura ¢ menos minucioso € nao ha
controle de intensidade de luz nos cultivos, o que impacta diretamente nos parametros de

crescimento. Gao et al. (2022) investigaram como a intensidade de luz afeta no aciimulo de
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biomassa em cultivo mixotrofico da microalga Chlorella vulgaris e verificaram que em maiores
intensidades de luz (12.000 lux), a microalga apresentou maior concentracao de biomassa.

Um dos maiores desafios em integrar o cultivo microalgal com o tratamento de efluentes
¢ a incerteza na concentracdo de nutrientes presentes no meio. Ao contrario de um meio de
cultivo padrao, como o Zarrouk para a Spirulina, por exemplo, ¢ que os efluentes possuem
maiores concentragdes de N e P, além da possivel presenca de contaminantes emergentes e
outros compostos, como por exemplo metais pesados, que podem apresentar toxicidade e
inibicdo no crescimento microalgal. A fim de mitigar essa problematica, a suplementagdo e
diluicdo dos efluentes pode ser empregada como uma alternativa para viabilizar o cultivo e
baratear o processo (Zhai et al., 2017; Lim et al., 2021). Entretanto, estudos mostram que a
concentracdo maxima de biomassa obtida em cultivos de Spirulina com efluentes ¢ bem menor
(0,2a1,5 g L") se comparada ao meio padrio (0,5 a 6,9 g L") (DINESHKUMAR et al., 2016;
ZHAI et al., 2017; mostafa et al., 2019; MICHAEL et al., 2019), fato esse também observado
no presente estudo (Tabela 3).

O teor de carboidratos e proteinas aumentou ao longo do tempo (p<0,05), com o maior
valor obtido no dia 30 (55,19%) (Tabela 3). O mesmo comportamento ¢ observado para as
proteinas, com 29,18% no dia 30. O teor de carboidratos obtido no fim do cultivo para o
Controle ¢ menor (41,47%), enquanto a porcentagem de proteinas ¢ maior (30,18%) (p<0,05)
quando comparados com o ensaio E10.

O aumento do conteudo de carboidratos observados na Tabela 3 para a Spirulina em
comparac¢do aos ensaios em escala laboratoriais (9 e 16% Tabela 2) pode ter ocorrido devido as
alteracdes de incidéncia luminosa e as variagdes de temperatura durante os cultivos na estufa,
que causam uma situacdo de stress a microalga, além disso hd um aumento da sintese de
carboidratos em funcdo da maior taxa fotossintética. Outro fator relevante ¢ a colheita da
biomassa ser realizada na fase de declinio (Figura 2), cenario que auxilia na acumulacdo de
carboidratos pois, como nessa fase a concentragdo de N ¢ menor que no inicio do cultivo, a
microalga altera seu metabolismo para a sintese de carboidratos, aumentando o contetdo
intracelular desse nutriente (MAGRO et al., 2018; REMPEL et al., 2019).

Ao longo do tempo de cultivo a concentragdo de proteinas também sofre um acréscimo
de 11,57 % no dia 10 para 29,18% no dia 30. Mojiri et al. (2021) relatam que quando hé o
cultivo de microalgas em baixas concentragdes de PE,s (ng.L!; pg.L!') pode haver um
aumentou nos teores de proteinas por duas principais razdes, a primeira que estas baixas

concentragdes causa impacto indutivo aumentando assim a sintese de enzimas e/ou outras
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fragdes produtoras de energia; e um aumento no teor de proteinas pode apoiar as cepas

microalgais a diminuir as espécies reativas de oxigénio.

5.3.2.1 Remogdo de poluentes emergentes e geragdo de subprodutos da degradagdo nos

cultivos com adicdo de efluente em modo batelada alimentada em reatores abertos

A Figura 3 apresenta as curvas de calibrag@o para o PE’s acido acetilsalicilico, realizada

a partir do padrdo analitico do farmaco, a mais a resposta do cromatdgrafo apds a inje¢ao das

amostras.
Figura 3: Curvas de deteccdo do farmaco acido acetilsalicilico
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Analisando a Figura 3 percebe que quando ha a inje¢do de amostras contendo o analito
padrdo do acido acetilsalicilico (curva 1 e curva 2) ha uma resposta com concentragdes que
podem variar de 10-1000 pL, o que representa que o método estaria ajustado para a captagdo
do PE, quando as amostras dos ensaios contendo este farmaco seriam injetadas. Porém, ainda
de acordo com a Figura 3 percebe-se que quando a injecdo das amostras provenientes do ensaio
com a microalga Spirulina platensis ndo ha a deteccao do PE &cido acetilsalicilico, todas as
amostras dos ensaios experimentais, independentes do tempo de adi¢do, ndo foram detectadas.

Devido a quantidade nutrientes utilizados no cultivo da Spirulina pode haver a
transformagdo de alguns compostos, principalmente quando hé variagdes de faixas de pH. O
acido acetilsalicilico apresenta estabilidade dependente do pH em meio aquoso, e conforme ha
variagdes no meio este pode ser transformado em acido salicilico (MOGHISEH; REZAEE,
2021). Desta forma, foi realizado a injecdo de analito padrdo de &cido salicilico. Foram
realizadas duas curvas de calibragdo e apds foi injetada as amostras dos nossos ensaios. A
Figura 4 apresenta as curvas de calibracao do acido salicilico e os picos de repostas apds inje¢ao

das amostras experimentais.
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Figura 4: Curvas de detecc¢do do farmaco 4cido salicilico
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De acordo com a Figura 4 apds a inje¢do das amostras dos ensaios experimentais ha a
deteccdo de concentragdes variando de 10-1000 pL, o que corrobora a hipdtese de que apds a
inser¢do do acido acetilsalicilico nos cultivos, este foi hidrolisado e houve a transformagao para
acido salicilico. Porém, como houve a transformacgao do composto, alteragdes nasconcentragdes
foram detectadas o que impossibilitou realizar a eficiéncia de remogao.

Ainda, a analise do espectro de massas ndo apresentou a geracdo de subprodutos da
degradagdo do acido salicilico, corroborando a hipdtese de que a microalga ndo realizou a
degradacgdo do PE.

A Figura 5 apresenta as curvas de calibracdo da cafeina e os picos de repostas apds

injecdo das amostras experimentais.

Figura 5:Curvas de detec¢@o do farmaco cafeina
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De acordo com a Figura 5, apos a injecao das amostras dos ensaios experimentais hé a
detec¢do de concentracdes variando de 10-1000 pL, o que demonstra a presenca do PE cafeina
nos cultivos. A Figura 6 apresenta o perfil de comportamento das concentracdes de cafeina do

sobrenadante do cultivo ao longo das 6 adigdes durante os 30 d de cultivos.
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Figura 6: Concentracao de cafeina no sobrenadante do cultivo ao longo dos 30 dias
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De acordo com a Figura 6 hd um aumento da concentragdo de cafeina a cada 5 d, fator

este relacionado as adigdes de 20 pg.L'periodicas. A concentragdo de cafeina mensurada no
sobrenadante do cultivo no dia 30 foi de 72,27 pg.L!, apds 6 adigdes o total de cafeina inserida
foi de 120 pg.L!, com isso houve a redugdo de 47,73 pg.L'! obtendo-se uma eficiéncia de
remocao de cafeina foi 39,77%. Hé relatos na literatura de eficiéncias de remogao <90% quando
ha o cultivo das microalgas em consércio com bactérias e fungos (KATAM et al., 2020). Porém
a eficiéncia encontrada em nosso estudo esta superior do que a relatadas na literatura para a
remocao de cafeina a partir apenas de cepas microalgais. Matamoros et al. (2016), utilizou as
microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. para a remog¢ao de cafeina de aguas residudrias
domésticas e estas apresentaram eficiéncia média de remog¢ao 17%. Ainda segundo Matamoros
et al. (2016) a cafeina ¢ um micropoluente que nao sofre fotodegradagao.

Ap6s andlises das biomassas coletadas nos tempos de adicdo dos efluentes ndo se
constatou a presenca de concentragdes de cafeina bioadsorvidas na biomassa, fato este esperado
devido ao baixo log de Kow da cafeina de -0,07 (HANSCH et al., 1995). Segundo Luo et al.
(2014) micropoluentes com Kow<2,5 tendem a ter baixo potencial de sor¢do em sdlidos, além
disso a cafeina apresenta baixa afinidade com a células microalgais (SVORC, 2013; MOJIRI
et al., 2021). Desta forma, ndo havendo fotodegradacdo, nem processos de bioadsor¢do a
cafeina removida passou por mecanismos de biodegradagdo e possivelmente foi utilizada como
uma fonte de carbono para o crescimento da microalga Spirulina platensis.

Como houve biodegradacdo, havia a possibilidade de gera¢do de subprodutos, desta
forma foi analisado via espectrofotometro de massas, que apresentou o surgimento de
subprodutos da degradacdo. Apos a andlise foram identificados dois subprodutos, a teobromina

(138,06 m/z) (LAJIN et al., 2021), e a metilxantina (109,8 m/z) (SENTA et al., 2015)
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subprodutos estes, ja reportados na literatura, como resultados de degradagdao da molécula de

cafeina.

Figura 7: Perfil dos subprodutos de degradagdo da cafeina, teobromina (A) e metilxantina (B)

ao longo do cultivo
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De acordo com a Figura 7, que apresenta a analise em espectrofotometro de massas no

tempo 10 d de cultivo hd uma elevacao no pico da presenca de teobromina, o que reporta que

primeiramente hd a degradagdo da cafeina em teobromina, picos estes que se mantiveram

estaveis até o final do cultivo (Figura 7 (A)). Percebe-se ainda, que ap6s 15 d de cultivo ha a

presenca de picos de metilxantina que alcangam seu pico maximo no vigésimo dia de cultivo

(Figura 7 (B)).

De acordo com Katam et al. (2020) e Algharrwi et al. (2017) que avaliaram a degradacao

de cafeina por microrganismos, primeiro ha a conversdo para teobromina e paraxantina e

posteriormente pode haver a degradagao para metilxantina e xantina, fator este que ocorre em
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nosso estudo, visto que nos primeiros dias de cultivos ha a presenga teobromina e a metilxantina
atinge seu pico maximo apenas com 20 d de cultivo, o que refor¢a a nossa hipdtese que houve
degradagdo da cafeina por mecanismo de biodegradagao.

A Figura 8 apresenta as curvas de calibragdo de fluoxetina e os picos de repostas apos

injecdo das amostras experimentais.
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De acordo com a Figura 8, apos a injecao das amostras dos ensaios experimentais hé a
detecgdo de concentragdes variando de 10-1000 pL, o que corrobora que a ha a presenca do PE
fluoxetina nos cultivos.

A Figura 9 apresenta o perfil de comportamento das concentra¢des de fluoxetina do

sobrenadante do cultivo e das biomassas ao longo das 6 adi¢des durante os 30 d de cultivos

Figura 9: Concentracdo de fluoxetina no sobrenadante e na biomassa do cultivo ao longo dos

30 dias
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De acordo com a Figura 9 pode-se observar que para a fluoxetina houve processo de
bioadsorgdo e biodegradagdo. Durante as adigdes percebe-se que as 20 ug.L! inseridas no
sistema foram detectadas no sobrenadante do cultivo ao longo dos dias. Em relagdo a
bioadsor¢do na biomassa hd um aumento no tempo de 20 d, neste tempo ha a maior taxa de

bioadsor¢do 66,88 pug.L .
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Ao longo das 6 adigdes, foram inseridas no sistema 120 pg.L™! de fluoxetina. No tempo
30 d foi determinado uma concentragdo de 24,94 pg.L!' no sobrenadante e 47,43 pg.L!
adsorvidas na biomassa, o que totalizaria entre as concentracdes do sobrenadante e na biomassa
72,37 ug.L!. Percebe-se assim que houve um processo de biodegradagdo de um valor de 47,63
pg.L! de fluoxetina, esta fragdo de concentragio foi metabolizada pela microalga ao longo dos
30 d de cultivo.

Esta fluoxetina foi biodegradada e transformada em subprodutos. Analisando-se as
eficiéncias de remoc¢do, que levam em consideracdo mecanismos de bioadsor¢do e
biodegradagdo, pode-se afirmar que houve uma remogio de fluoxetina de 95,05 pg.L!, visto
que 47,43 pug.L! ficou adsorvida na biomassa no tempo 30 d e houve uma degradagio de 47,63
ug.L!, ficando apenas a concentragdo residual no sobrenadante de 24,94 pg.L! que néo foi
metabolizada pela microalga. Desta forma a microalga Spirulina platensis teve uma eficiéncia
de remocao de fluoxetina de 79,20%. Garcia-Galan et al. (2017) em um estudo utilizando
microalgas relatam que houve processos de biodegradacdo e bioadsor¢do de diferentes
farmacos, incluindo fluoxetina em reatores abertos com eficiéncias superiores a 60%.

Ainda, de acordo com Luo et al. (2014) componentes com Kow > que 4,0 tendem a
maior potencial de ficar adsorvidos em fracdes solidas. Adlard et al. (1995) relatam que o Kow
da fluoxetina possui um valor de 4,05 o que evidencia que a fluoxetina tem alto potencial de
ficar adsorvida em diferentes matrizes so6lidas. Este fato foi observado em nosso estudo, pois
cerca de 40% da concentracao de fluoxetina inserida no cultivo ficou adsorvida na biomassa de
Spirulina platensis.

Como comentado anteriormente cerca de 47 ug.L! de fluoxetina foi biodegradada
durante os 30 d de cultivo, sendo assim foi avaliado a geracdo de subprodutos via
espectrofotometria de massas, foram avaliados e detectados a presenca de norfluoxetina (296,2

m/z) e para-trifluorometilfenol (161,02 m/z) (LIN et al., 2020; CHOW et al., 2021).
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Figura 10: Perfil dos subprodutos de degradagdo da fluoxetina, norfluoxetina (A) e para-
trifluorometilfenol (B) ao longo do cultivo
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A norfluoxetina (Figura 10 (A)) ¢ o principal metabdlito secundario da fluoxetina,
estima-se que de 20-30% da fluoxetina metabolizada ¢ transformada rapidamente em
norfluoxetina (WHITLOCK et al., 2019). Avaliando a Figura 10 (A) percebe-se que realmente
ha uma transformacao rapida de fluoxetina em norfluoxetina, sendo que ap6s a primeira adi¢ao
entre os dias 5 e 10 ja ha a deteccdo de picos de norfluoxetina, e ha um crescimento dos picos
de detec¢ao ao longo dos dias de cultivo, ap6s cada adi¢do de fluoxetina.

Nalecz-Jawecki (2007) em um estudo que avaliou a biotransformacao da fluoxetina em
testes ecotoxicologico em protozoarios realizou espectro de massas e identificou a presenga de
norfluoxetina e de para-trifluorometilfenol, também identificado em nosso estudo (Figura 10
(B)). O para-trifluorometilfenol ¢ um resultado da desalquilagdo da fluoxetina, através de
reacdes onde se dd a retirada de compostos que possuem vdrias ligagdes de hidrogénio e
carbono (URICHUK et al., 1997). Assim, ha evidéncias para corroborar com a hipotese que
houve processos de biodegradacdo da fluoxetina através do metabolismo da microalga
Spirulina platensis ja que identificamos a geracdo de dois dos principais subprodutos da

degradacdo da fluoxetina.
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Sobre o paracetamol, ndo foi possivel analisar a presenca do farmaco nas amostras, a
hipotese ¢ que pode ter ocorrido um processo de modificagdo da conformagdo da molécula do
paracetamol, provavelmente ocasionada por alguma ligacdo com os compostos presentes no

meio de cultivo da Spirulina platensis, impossibilitando a detec¢do do PE.

5.4 Conclusoes

As microalgas Spirulina platensis e a Scenedesmus obliquus se desenvolveram em
meios contendo concentragdes de até 10% (v/v) de efluente doméstico pré tratado nos reatores
fechados. Ainda, reduziram em mais de 85% os teores residuais de nitrogénio, DBO e DQO
que estavam presentes no efluente antes de ser inserido nos cultivos. Ao final dos cultivos as
microalgas produziram biomassas com altos teores de carboidratos (41,60%) e proteinas
(68,32%). No aumento de escala realizado em tanques abertos a microalga Spirulina platensis
também se desenvolveu com adicao de efluente doméstico pré tratado em 10% (v/v), gerando
biomassa com altos teores de carboidratos (55,19%) e proteinas (29,18%). Além disso, suportou
a adigdo de até 120 pg.L! do conjunto de PE’s. Houve redu¢des de 39% das concentragdes de
cafeina e de aproximadamente 80% da fluoxetina, realcando que houve a geragdo de
subprodutos da degradacdo destes PE,s o que elucida que a Spirulina platensis realiza a
remog¢ao dos PE’s por mecanismo de biodegradagdo e bioadsorcao, ja que parte da fluoxetina
ficou bioadsorvida na biomassa. Portanto, surge assim uma alternativa promissora de pods-
tratamento de efluente, que ¢ capaz de atuar sobre cargas residuais apds tratamento fisico-
quimico ou biologico de efluentes doméstico. Ainda, atuar sobre as concentragdes desta nova
classe de poluentes que ndo sdo removidos ou degradados por processos convencionais de
tratamento. Sendo assim, ¢ possivel reduzir os impactos provenientes destes contaminantes,
reduzindo os efeitos maléficos ao ecossistema e a satide publica e ainda gerando biomassas que

podem ser utilizadas na produgao de bioenergia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os poluentes emergentes apresentaram niveis de toxicidades diferentes para as trés
cepas de microalgas. A fluoxetina foi o poluente com efeito toxico mais elevado para as
microalgas, sendo que a menor concentragio testada, de 1 mg.L!, foi a Gnica em que as trés
cepas conseguiram se desenvolver. O poluente diazepam também apresentou alto efeito toxico
nas trés cepas de microalgas, sendo que houve crescimento em concentragdes inferiores a de 30
mg.L'l. O farmaco paracetamol apresentou efeito toxico mais agudo para as microalgas
Spirulina ¢ Chlorella, houve crescimento celular em concentragdes inferiores a 30 mg/L, ja
para a microalga Scenedesmus nao houve morte celular apds 20 dias de cultivos para todas as
concentragdes testadas, reforgando que a Scenedesmus ¢ mais resistente que outras microalgas.
Os poluentes cafeina e 4cido acetilsalicilico apresentaram baixo efeito toxico para as trés cepas
de microalgas, sendo que houve crescimento em concentragdes de 100 a 1 mg.L !, Os farmacos,
além de apresentarem efeito toxico as microalgas, também ocasionaram stress aos cultivos, que
por consequéncia interferiu na composicao celular das microalgas. Os teores de carboidratos e
proteinas foram alterados, em experimentos chegando a valores préximos 50% de carboidrato
e a 67% de proteinas.

O teste de hidrélise nas biomassas cultivadas com e sem a presen¢a dos farmacos
apresentam resultados iguais de eficiéncia de hidrélise, o que evidencia que a presenga dos
poluentes durante o cultivo das microalgas ndo interferiu no processo de geragdo hidrolise
enzimatica, podendo assim fazer o uso desta biomassa para a producao de bioetanol. Quando
foi realizado o cultivo com a adi¢do conjunta dos farmacos, os ensaios que tinham a presenca
de fluoxetina, paracetamol e diazepam apresentaram mesmo feito toxicologicos observados nos
cultivos com a adi¢do separadamente dos farmacos, refor¢ando assim a toxicidade dos mesmos.

Os testes de ecotoxicidade dos sobrenadantes dos cultivos da microalga Spirulina e
Scenedesmus apresentaram resultados diferentes de indices de germinacao para as duas
sementes testadas. Na presenca do sobrenadante da Spirulina, as sementes de alface ndo
germinaram, enquanto as de pepino apresentaram elevada fitotoxicidade, com indices de

germinagdo (IG) menores que 15%. Houve a germinacao de ambas as sementes com o
sobrenadante da Scenedesmus e os valores de IG foram iguais ao controle de agua destilada, o
que indica que as sementes ndo foram afetadas negativamente com a presenga do sobrenadante.

Sendo assim, as microalgas avaliadas surgem como uma alternativa promissora para o
tratamento de aguas residuais contaminadas com diferentes firmacos e posterior uso do

sobrenadante dos cultivos na fertirriga¢ao de plantas.
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Ainda, a microalga Spirulina apresentou eficiéncia de degradagdo dos poluentes
testados, realizando a transformacdo destes em subprodutos menos téxicos. Fatores como
resisténcia das microalgas, composi¢do celular adequada para produg¢do biocombustiveis no
caso das microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus, uso dos sobrenadantes da
Scenedesmus obliquus como fertirrigacdo e atuacdo do mecanismo de biodegradacdo dos
poluentes testados, demonstram que uso das microalgas como uma alternativa de pos-
tratamento de efluentes sanitdrios visando a remocao e degradagdo destes poluentes emergentes
¢ uma técnica promissora. Podendo assim agregar sustentabilidade ao processo de tratamento,
pois além do tratamento destes efluentes pode haver a geracao de produtos. Porém, € necessario
o aprofundamento dos estudos sobre usos de biomassas e do sobrenadantes dos cultivos,
visando aplicabilidade em maior escala atingindo assim os conceitos de biorrefinarias, tornando
assim o uso das microalgas como alternativa de tratamento e propondo o uso total de todas as

fragdes de biomassa e nutrientes residuais apos cultivo.
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