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RESUMO

A polui¢ao ambiental aquatica ¢ um problema mundial que afeta os ecossistemas € organismos
que vivem nos mesmos. Metais pesados como o zinco ndo sdao degradaveis e acabam acumulando
no ambiente e na cadeia trofica, podendo chegar aos seres humanos através do comércio de
organismos aquaticos para o consumo. Os efeitos do zinco nos organismos sdo extensos dada sua
importancia em diversas vias metabolicas. A biossorcao utilizando biomassa de algas ¢ um método
recente e ainda em desenvolvimento, onde o principal mecanismo de biorremediagdo € a troca
ionica. Os efeitos do zinco no crescimento celular da microalga Desmodesmus subspicatus foi
avaliada em teste ecotoxicologico. A inibigao do crescimento foi determinada com a exposicao da
microalga em diferentes concentragdes de zinco (2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg/ L de Zn) em
solugdes aquosas por 96 h. Para avaliagdo do potencial uso da biomassa de Ulva sp. para adsor¢ao
do metal zinco, as mesmas concentra¢des de zinco em solugdes aquosas foram tratadas com a
biomassa e entdo realizado o teste ecotoxicoldgico nas mesmas condigdes experimentais. O teste
ecotoxicologico sem tratamento de biomassa mostrou baixissima taxa de crescimento de todas as
concentragdes quando comparadas com o controle. J& o teste ecotoxicologico com tratamento de
biomassa mostrou que o crescimento celular do controle e das trés primeiras concentragdes de
zinco ndo diferiram de forma significativa. Assim, a biomassa de Ulva sp. mostrou-se efetiva na

diminuicao de toxicidade das solugdes de zinco.

Palavras-chave: Desmodesmus subspicatus. Biorremediagdo. Metais pesados. Microalgas.



ABSTRACT

Aquatic pollution is a worldwide problem that affects the ecosystems and living organisms in it.
Heavy metals like zinc are not degradable and end up accumulating in the environment and trophic
chain, being able to affect human beings through trade and consumption of aquatic organisms. The
effects of zinc in the organisms are extensive due their importance in various metabolic pathway.
Biosorption by algal biomass is still a recent and under development method. The main
bioremediation mechanism in this case is ion. The Zinc effects upon cell growth of microalgae
Desmodesmus subspicatus were evaluated through ecotoxicological test. Growth inhibition were
determined by exposing D. subspicatus to different concentrations of aqueous solutions (2,0; 4,0;
8,0; 16,0 e 32,0 mg/ L of Zn) of zinc metal for 96 h. Potential use of dry Ulva sp. biomass for zinc
ions removal were evaluated treating the same different concentrations of aqueous solutions of
zinc metal and performing ecotoxicological test. Ecotoxicological test without biomass treatment
showed a major reduction in cell density in all the concentrations when compared to control. On
the other hand, ecotoxicological test were the biomass treatment was applied showed no significant
difference between cell density of control and concentrations 2,0, 4,0 and 8,0. Therefore, dry Ulva

sp. biomass was found to successfully reduce toxicity from zinc aqueous solution.

Keywords: Desmodesmus subspicatus. Biorremediation. Heavy metals. Microalgae.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho ¢ uma abordagem integrada das ciéncias ambientais unindo conceitos
e metodologias da ecotoxicologia e da biorremediacdo. Como foi desenvolvido no Laboratorio de
Ficologia, as plataformas bioldgicas foram algas, sendo uma espécie de microalga (Desmodesmus
subspicatus) e uma espécie de macroalga (Ulva sp.). A ideia foi verificar se a biomassa seca e
pulverizada de Ulva sp. tem capacidade de reduzir a toxicidade do zinco através de processos de
adsorcao do metal nessa matriz algal. Para tanto, solugdes com concentragdes conhecidas de zinco
foram testadas quanto a toxicidade em experimentos de inibi¢do do crescimento microalgal (ICM)
com D. subspicatus. Essas mesmas solu¢des foram depois submetidas a tratamento com biomassa
seca de Ulva sp., sendo posteriormente utilizadas novamente em testes ICM. A redugdo da
toxicidade apos o tratamento foi utilizada como parametro indicativo da capacidade de adsor¢do

de zinco pela biomassa de Ulva sp.

A seguir, os temas correlatos ao trabalho sdo revisados para fornecer uma fundamentacao

teodrica.

1.1 POLUICAO AMBIENTAL AQUATICA

A contaminacdo de corpos aquaticos devido as descargas de quimicos toxicos e metais
pesados ¢ um problema mundial que causa efeitos danosos aos organismos vivos € seus processos
biologicos, ameagcando a funcionalidade de diversos ecossistemas. Diferente dos compostos
organicos toxicos, os metais ndo sdo degradaveis e assim sdo acumulados no ambiente e nos

organismos onde estao presentes (BAIRD, 2002).

As fontes poluidoras podem ser classificadas como pontuais e ndo pontuais. Dentre as
fontes poluidoras pontuais se encontram: redes de esgoto doméstico, efluentes industriais e
mineragdo (COSTA et al., 2008). Ja a utilizagdo de pesticidas no solo é um exemplo de fonte ndo
pontual. Entre as principais industrias que liberam efluentes de metais traco nos seus arredores
estdo: industrias de papel e pesticidas, metalurgicas, processamento de couro, chapeamento de

metal e operacdes de mineragdo (CAROLIN et al., 2017; CRISTIAN et al., 2015).

As propriedades dos ecossistemas aquaticos afetam de forma significativa a atividade

bioldgica e o impacto dos agentes quimicos (COSTA et al., 2008). Nota-se que, ao adentrar em
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um corpo aquatico, o contaminante e o ambiente afetam um ao outro. As propriedades fisicas e
quimicas dos corpos aquaticos podem influenciar o impacto dos agentes poluidores no ambiente.
Processos de transformac¢dao como a hidrolise, fotdlise, complexacdo e biodegradagao podem

modificar a estrutura, biodisponibilidade e toxicidade de um contaminante (TONIETTO, 2006).

1.2 ESPECIACAO DE METAIS E BIODISPONIBILIDADE

O termo “especiacdo”, quando utilizado em um contexto quimico relacionado a metais,
geralmente se refere a distribui¢do do metal em questdo as suas diversas formas quimicas possiveis
ou “espécies” (TWISS et al,2001). O conhecimento sobre a especiacido de metais traz informagdes
indispensaveis do ponto de vista ecotoxicologico, permitindo uma avaliagao mais acurada sobre a
biodisponibilidade e toxicidade do metal alvo (TWISS et al/, 2001). H& muitos anos sabe-se que a
concentragdo total de metal ndo ¢ um pardmetro seguro para inferir a biodisponibilidade do mesmo,
ja que sua especiacdo afeta substancialmente a sua disponibilidade para os organismos
(CAMPBELL, 1996; FLORENCE, 1983). Entre os principais parametros que influenciam a
especiagdo de metais estao: pH, Oz, CO2, temperatura e nutrientes (MACEK; MACKOVA, 2011).
De forma geral, a biodisponibilidade de metais aumenta com a diminui¢do de pH, isso porque os
metais em alto pH estdo predominantemente em forma de carbonatos e fosfatos minerais
insoluveis, enquanto em baixo pH estdo em sua espécie ionica livre (MACEK; MACKOVA,

2011).

1.3 METODOS TRADICIONAIS DE TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS: PONTOS
POSITIVOS E NEGATIVOS

As tecnologias tradicionais de tratamento sdo sobretudo baseadas em processos fisico-
quimicos, eletroquimicos e de oxidagdo (MACEK; MACKOVA, 2011). Processos bioldgicos sdo
amplamente utilizados no tratamento de &aguas residuais municipais e industriais, sendo
considerados mais baratos que os processos quimicos ¢ fisicos. Entretanto, os processos bioldgicos
sao utilizados para remog¢do de demanda quimica de oxigénio biodegradavel (COD) e substancias
relativamente hidrolisaveis, ndo sendo especificas para metais traco (AZIMI et al.,2017). A seguir,

os principais métodos serdo brevemente descritos, assim como suas vantagens e limitacdes.

Os tratamentos eletroquimicos sdo considerados mais eficientes e compactos que outros

métodos, porém possuem um alto custo e necessitam de alto fornecimento de energia elétrica
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(AZIMI et al., 2017). A eletrocoagulacdo, eletroflotacdo e eletrodeposi¢ao se encaixam nessa
categoria. A eletrocoagulacdo ¢ um processo em que se aplica uma baixa corrente elétrica na
solucao residual. O poluente ¢ retido pelas cargas elétricas da superficie da solugdo ou por ligagdes
de hidrogénio e depois hé a neutraliza¢do das cargas eletrostaticas que estdo retendo o poluente,
fazendo com que este seja coagulado da fase liquida (AZIMI et al., 2017). O processo de
eletrocoagulacdo ¢ considerado environment-friendly, pois ndo necessita a adicdo de reagentes
quimicos, os flocos produzidos podem ser facilmente removidos da solugdo através de filtracao, e
¢ facilmente operado. Eletrodeposi¢do ¢ um método de apenas um passo, onde condutores i0nicos
reduzem e oxidam os ions de metal dissolvidos na solugdo em particulas soélidas (CHEN; LIM,
2005). Entre as vantagens se destacam: ndo necessita adicao de reagentes, ¢ altamente seletivo e

possui baixo custo (AZIMI et al., 2017).

Processos fisico-quimicos incluem: precipitacdo quimica, troca idnica e adsor¢do. A
precipitagdo quimica ¢ um processo extremamente difundido no tratamento de aguas residuais
(KU; JUNG, 2001). Neste processo, reagentes quimicos sao utilizados para reagir com os ions de
metal pesado e precipita-los em particulas s6lidas insoliveis. Os solidos da solugdo sdo separados
pelo processo de sedimentacdo ou filtragdo (FU; WANG, 2011). Um grande problema dessa
técnica ¢ o uso de grandes quantidades de agentes precipitantes quimicos necessarios para reduzir
os ions metalicos as particulas sélidas insoluveis, que geram poluigdo posteriormente (AZIMI et

al., 2017).

Um outro processo fisico-quimico de remog¢ao de metais ¢ a Osmose Reversa (OR). De
acordo com Bhattacharya et al. (2002) a remog¢do de metais por osmose reversa (OR) requer
pressdo externa para reverter o fluxo osmoético natural. Conforme a pressdo ¢ aplicada a solugao
salina, a dgua flui de uma solugao salina mais concentrada através da membrana semipermeavel.
A membrana OR tem uma superficie microporosa fina que rejeita impurezas, mas permite a
passagem de dgua. A membrana rejeita bactérias, pirogénios e 85-95% dos solidos inorgénicos,
especialmente os ions polivalentes, que sdo rejeitados com mais eficiéncia do que os ions
monovalentes. A efetividade do processo de OR depende da quimica da 4gua de entrada. A eficacia

do OR foi observada para uma ampla faixa de pH (3—11), sendo bastante versatil, mas muito cara.
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1.4 BIOSSORCAO

Um tratamento alternativo de dguas residuais € o processo de biossor¢do, que utiliza o
mecanismo de sor¢ao, processo de transferéncia de massa onde uma substancia em fase liquida se
adere a superficie de um solido através de interacdes quimicas e/ou fisicas (MACEK;
MACKOVA, 2011). Os principais fendmenos no processo de biossor¢do sdo a adsorcao, troca
idnica, complexacao e precipitacdo (CAROLIN et al., 2017). Diferente da bioacumulacio, onde
ha um sequestro ativo e mediado por transporte metabdlico, a biossor¢do ¢ um processo
completamente passivo. Entre os materiais empregados como biosorventes estdo microrganismos
mortos como bactérias, algas, leveduras, plantas e residuos industriais e agricolas (MACEK;
MACKOVA, 2011; CAROLIN et al., 2017). A troca idnica ¢ o intercambio de ions pela perda ou
ganho de elétrons, e ¢ predominantemente envolvido na biossor¢do de metais em biomassa algal
(NAJA; VOLESKY, 2011). A capacidade e afinidade de um biomaterial em adsorver metais ¢
influenciada pelas cargas positivas e negativas dos grupos funcionais da sua composi¢ao.
Constituintes proteicos, compostos fenolicos e carboidratos contém grupos funcionais variados,

fazendo com que a atragcdo quimico-fisica pela substancia-alvo seja alterada (VOLESKY, 2001).

Como pode ser visto no trabalho de Carolin et al. (2017), ao contrario das técnicas
convencionais de tratamento de dguas residuais, a biossor¢do continua sendo efetiva mesmo
quando as concentragdes de metal sdo baixas. Além disso, o biomaterial juntamente com a
substancia adsorvida podem ser facilmente removidos da solucdo através de separagdes solido-
liquido, como filtracdo, centrifugacdo e decantagdo. Posteriormente o biomaterial e metal podem
ser separados também, possibilitando sua recuperacdo (NAJA; VOLESKY, 2011). Apesar de ser
um processo amplamente estudado, a biossor¢cdo nao ¢ utilizada de forma significativa em escala
industrial. Isso ¢ provavelmente devido a falta de conhecimento sobre os diversos fatores que

influenciam os mecanismos no processo de biossor¢ao.

1.5 ZINCO

O zinco ¢ um elemento-traco essencial para o funcionamento de diversos processos
bioquimicos (XUE; KISTLER; SIGG, 1995, ENNIGROU; ALI; DHAHBI, 2014). Isso porque ele
age como um importante cofator enzimatico de proteinas como a anidrase carbonica, superoxido
dismutase ¢ RNA polimerase, além de ser um estabilizador estrutural para proteinas, membranas

e proteinas ligantes de DNA (VALLEE; AULD, 1990). Apesar disso, também ¢ um metal pesado,
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podendo, em altas concentragdes, tornar-se toxico (BARROS, 2001; GAAD, 1993). As industrias
que mais emitem este metal s3o as industrias petroquimicas, galvanicas, de fertilizantes e usinas

sidertrgicas (CRISTIAN et al., 2015; ENNIGROU; ALI; DHAHBI, 2014).

Nota-se que metais-trago sdo geralmente, persistentes, toxicos e bioacumulativos,
causando impacto em toda a cadeia alimentar, e podendo afetar os seres humanos negativamente
através do consumo de organismos aquaticos (AMIARD et al., 1987). Em seres humanos o excesso
de zinco pode causar dor, vomito, inflamacao cutanea, febre e anemia (CRISTIAN et al., 2015).
Em algas, o excesso de zinco ocasiona redugdo na divisdo e mobilidade celular, no teor total de

clorofila, na atividade da ATPase e na razao clorofila/carotendides em microalgas (OMAR, 2002).

1.6 Ulva sp.

Figura 1 - Ulva sp.

Fonte: M.D. Guiry.

O género Ulva (Figura 1) ¢ cosmopolita, possuindo representantes em todos os oceanos e
estuarios do mundo. O talo maduro ¢ uma lamina lisa formada por duas camadas celulares
independentes, porém aderidas muito proximamente. As laminas podem variar entre espécies e
fases da vida do organismo, desde laminas lobadas irregularmente, lineares, lanceoladas a
amplamente expandidas. Estdo usualmente aderidas ao substrato através de células rizoidais na
porcao final da lamina. A reproducdo vegetativa ¢ realizada através de fragmentacdo ou por

crescimento de novos talos a partir de células basais. Com excegao das células rizoidais e algumas
15



células basais, todas as outras células da lamina sdo capazes de se tornarem reprodutivas. A historia
da vida ¢ tipicamente alternada entre isomorfica, gamet6fitos haploides unissexuais e esporofito

diploide (GUIRY, 2021).

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Sub-reino Viridiplantae
Infra-reino Chlorophyta

Filo Chlorophyta

Sub-filo Chlorophytina

Classe Ulvophyceae

Ordem Ulvales

Familia Ulvaceae

Género Ulva

1.7 Desmodesmus subspicatus

algaeBASE

\

Figura 2 - Desmodesmus subspicatus
Fonte: Howard Matcham.
O género de microalga verde Desmodesmus (Figura 2) ¢ de comum ocorréncia em aguas
continentais, especialmente em ambientes ricos em nutrientes. Sao importantes componentes da
comunidade fitoplanctonica, pois sdo muito representativos em sua composi¢ao. Muitas espécies

crescem facilmente em cultivo, sendo por esse motivo usadas em estudos quimicos e fisiologicos
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(HENTSCHKE; TORGAN, 2010). Desmodesmus subspicatus é uma das principais espécies
utilizadas e padronizadas para testes ecotoxicoldgicos, onde se avalia a inibi¢do de seu crescimento

por toxicos.

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Sub-reino Viridiplantae
Infra-reino Chlorophyta
Filo Chlorophyta
Sub-filo Chlorophytina
Classe Chlorophyceae
Ordem Sphaeropleales
Familia Scenedesmaceae
Subfamilia Desmodesmoideae

Género Desmodesmus

1.8 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

Levando em conta que andlises quimicas ndo permitem a avaliagdo dos efeitos das
substancias sobre os seres vivos, testes ecotoxicoldgicos se tornam indispensaveis. Isso porque
muitas vezes os sistemas bioldgicos reagem a concentragcdes bem abaixo dos limites de detecgao
por métodos de andlise quimica (KNIE; LOPES, 2004). A ecotoxicologia revela, através de
ensaios com organismos ¢ matéria viva, efeitos agudos ou cronicos, produzidos por substincias
quimicas. Testes de toxicidade sdo ensaios realizados em laboratdrio sob condi¢des experimentais
especificas e controladas, e possuem como objetivo estimar a toxicidade de substancias. Os
organismos-teste utilizados nesses ensaios sdo expostos a diferentes concentracdes de amostra e
os efeitos toxicos produzidos sobre eles sdo observados e quantificados (COSTA et al., 2008).
Apesar de os resultados de experimentos laboratoriais ndo poderem ser extrapolados de forma
direta aos ecossistemas, esses testes fornecem informagoes e indicacdes sobre possiveis riscos e
efeitos prejudiciais a0 meio ambiente, servindo, assim, como sistemas preventivos de protecao e

alerta (KNIE; LOPES, 2004).

17



Considerando que a sobrevivéncia humana depende do bem-estar de outras espécies e da
disponibilidade de ar, agua, solo e alimentos limpos, e que a polui¢do ambiental aquatica afeta de
forma danosa os organismos vivos e processos biologicos, torna-se essencial o estudo dos impactos
causados por essas substancias e maneiras de mitiga-los. Assim, a busca por novas tecnologias

para o tratamento de 4guas contaminadas ¢ cada vez mais importante.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da utilizagao da biomassa seca de algas do género Ulva para a remogao
do zinco em solu¢do aquosa, através da reducdo da toxicidade dessas solucdes para a microalga

Desmodesmus subspicatus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade de solugdo aquosa com zinco para a cepa de Desmodesmus
subspicatus do LAFIC;
e Avaliar a capacidade de remocao da toxicidade de Zn para D. subspicatus em solucdes

aquosas através da adsor¢do em biomassa de Ulva spp.
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3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 3 ilustra a metodologia utilizada no presente trabalho.

v
i

l l l
| Deosidadecprica (@85 um)  p Conduividade

Figura 3 — Infografico do delineamento experimental.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.1 COLETA E TRATAMENTO DA BIOMASSA DE Ulva

A biomassa de Ulva sp. utilizada para este estudo foi coletada na lagoa de decantagdo do
Laboratorio de Moluscos Marinhos localizada na Universidade Federal de Santa Catarina nos
meses de junho e julho de 2019 (Figura 4). Apds a coleta, as algas foram lavadas varias vezes com
agua doce para remog¢ao de impurezas e sal. A biomassa foi seca em estufa a 60° por 72 horas.
Apobs secagem a biomassa foi triturada em liquidificador e peneirada para obtengdo de particulas

no tamanho entre 0.0425-2.0 cm (Figura 5). A biomassa obtida foi armazenada em freezer (-20°C).

20



s

Figura 4 - Local de coleta da macroalga Ulva sp. Lagoa de decantagdo localizada na Estagdo de Maricultura
da Barra da Lagoa (UFSC). A lagoa faz parte de um complexo de lagoas adjacentes a Lagoa da Conceigao,
Florianopolis.

Fonte: Eduardo de Oliveira Bastos.
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Figura 5 — Compilado do processo de coleta e tratamento da Ulva sp. Coleta (a), lavagem e pesagem (b),

secagem (c), trituracdo (d) e peneiramento (e) da alga. Comparagdo da alga seca ¢ da biomassa peneirada
(f). Biomassa em solugdo com metal (g).

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2 SOLUCAO ESTOQUE DE ZINCO

Para realizacdo dos testes foi feita solugdo estoque de Cloreto de Zinco (ZnClz) (Vetec) em
concentragdo de 500 mg L. A solucdo estoque foi preparada diluindo o sal em 4gua ultrapura
(Mili-Q) a 25 °C. Ap6s a dissolugdo do sal o pH da solugdo estoque foi ajustado para 4.5 para
garantir total solubilizacdo do sal e obten¢do de uma solug¢do de metal com fons (Zn*") (Figura 6)
e forca idnica de 0,01224 mol L', A solucdo foi mantida em recipiente de plastico para evitar a

aderéncia do metal nas paredes do mesmo.

100 — —
Zn ) \"'- l.-'.f’(f
£n(OH), -:_x.:*-=——|'I /
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| Zn(OH); =
;‘E |
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Figura 6 — Distribuigdo das espécies de zinco em fun¢do do pH da solugdo aquosa.

Fonte: Mazur et al. (2018)
3.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA UTILIZANDO Desmodesmus subspicatus

3.3.1 Cepa, manutencio de culturas e inoculo

Microalgas da espécie Desmodesmus subspicatus, considerada organismo modelo para
testes ecotoxicoldgicos, foram obtidas do banco de cepas do Laboratério de Ficologia,
Universidade Federal de Santa Catarina. Os cultivos foram mantidos em meio de cultivo BBM

(composi¢ao em anexo A) sob condi¢do de fotoperiodo 12:12, temperatura de 22 + 2 °C e

irradiancia de 65 = 5 umol fétons m? s,
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3.3.2 Procedimentos para realizacio dos testes ecotoxicologicos

Os testes ecotoxicologicos foram realizados seguindo o protocolo de Knie e Lopes (2004)
para avaliar os efeitos agudos do metal zinco em Desmodesmus subspicatus apds 72 e 96 horas de
exposi¢do ao metal. Os frascos foram agitados em mesa orbital a 120 rpm e ficaram sob as mesmas
condi¢des descritas acima. Os Erlenmeyer foram distribuidos de forma aleatdria no shaker para

minimizar eventuais diferencas espaciais de luminosidade e temperatura.

Foram utilizados Erlenmeyer de boca larga de 250 mL. Previamente a realizagao dos testes
de ecotoxicologicos, todas as vidrarias foram lavadas com acido nitrico 10% para remocao de
resquicios de metal. Durante os experimentos os recipientes foram vedados com filme plastico

para evitar a evaporagdo durante os ensaios e foram preenchidos até 200 mL.

Seguindo o protocolo, para os testes de toxicidade a solu¢do nutriente (Tabela 1) foi
preparada a partir de solugdes estoque (Tabela 2) e autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Depois
de esfriar a solugio nutriente, eram adicionados 3 g L™! de bicarbonato de sddio. Essa solugdo era

utilizada como controle e como branco nas amostras testadas.

Tabela 1 - Solu¢ao nutriente preparada a partir da solucao estoque de meios

Solug¢ao-estoque Volume
I 10 mL
II 1 mL
II 1 mL
Bicarbonato de s6dio 3g

Tabela 2 - Solugdes estoque do meio nutriente modificado

Reagente Formula Concentracio por litro

Solucio I (sais nutrientes)

Cloreto de amdnia NHa4Cl 1,5¢
Cloreto de magnésio MgCl 0,562 ¢
Cloreto de calcio di-hidratado CaCly. 2H20O 1.8¢g
Sulfato de magnésio hepta- MgSOs4. TH20 1,5¢
hidratado

Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 0,16 g
Solucio II (complexo de ferro)

Cloreto férrico hexa-hidratado FeCl3 . 6H20 80 mg
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Solugio III (microelementos)

Acido bérico H3;BO3 185 mg
Cloreto de manganés tetra- MnClz. 4H20 415 mg
hidratado

Cloreto de cobalto hexa-hidratado  CoClz . 6H20 1,5 mg
Cloreto de cobre di-hidratado CuCL . 2H20 0,01 mg
Molibdato de sodio di-hidratado Na:MoOs4. 2H,0 7 mg

Fonte: Knie e Lopes (2004).

A solugdo estoque de zinco foi diluida no meio nutriente, obtendo as seguintes
concentracoes: 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg L' de Zn (Figura 7). As concentragdes foram
determinadas baseadas em concentracdes limitantes de crescimento de D. subspicatus em metal
zinco segundo os trabalhos de Guclu e Ertan (2012), Monteiro ef al. (2010) e Kumar, King ¢ Prasad
(2007). Para o experimento testando a biomassa de Ulva sp. como agente biorremediador, a
solucdo estoque de zinco foi diluida no meio nutriente dentro de garrafas PET nas concentragdes
previamente descritas e adicionou-se 1 g L' de biomassa seca de Ulva sp as solucdes. As garrafas
foram entdo colocadas em mesa agitadora por 2 h. Apds, as solugdes foram filtradas com

membrana de fibra de vidro GF/A com 1,6 um de porosidade para retirada da biomassa e entdao

distribuidas nos Erlenmeyer.

Figura 7 - Frascos de Erlenmeyer com as concentra¢des limitantes durante o experimento. A linha preta
delimita os frascos sem o tratamento com biomassa de Ulva sp. enquanto a linha verde delimita os frascos
que receberam o tratamento.

Fonte: LAFIC.
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3.3.3 Concentracio efetiva mediana (-CEs)

A inibicdo do crescimento microalgal foi medido através do pardmetro bidtico de
densidade optica (Espectrofotometro UV- visivel Global Analyzer) em comprimento de onda de
685 nm. Esse parametro biotico foi medido nos tempos de 0, 48, 72 e 96 horas, sendo 0 a medida
no tempo inicial apo6s a inoculagio das algas nos diferentes tratamentos. Parametros abioticos de
pH (Orion Star A211 - Thermo Scientific) e condutividade (NI CVP — Nova Instruments) foram

medidos nos tempos de 0, 72 e 96 horas.

Utilizando-se os dados iniciais e finais de cada amostragem, calculou-se as taxas de

crescimento algal através da equagdo de crescimento exponencial (Equagao 1).

u=InN,—1InN,

(1)

tn
Onde:
u: taxa de crescimento celular;
Nn: densidade optica final;
No: densidade optica inicial,
ta: tempo medido final (=72 ou 96h).

As taxas de crescimento das amostras foram comparadas com as taxas de crescimento do
controle, gerando, para cada amostra, um valor de percentual de inibi¢do em relacdo ao controle

(Equacao 2).

L, = 25 %100 )

H Hc

Onde:

l,;: percentagem de inibi¢do para o teste na concentracao i;
ui

ui: taxa de crescimento médio para o teste na concentragao i,

Le: taxa de crescimento para o controle.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para andlise estatistica foi utilizado o programa SigmaPlot, versdo 14.0, aplicando-se o
teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia, e a andlise de variancia
(ANOVA) de acordo com os tratamentos analisados. Também foram realizadas multiplas
comparagdes dos tratamentos com o grupo controle utilizando o método de Holm-Sidak com

significancia de 5%.

Os dados de inibi¢do foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA para verificar
a significancia dos valores. A maior concentragdo do efluente que se apresentou significativamente
igual ao controle foi considerada o CENO (concentracao de efeito nao observado). Concentragdes
maiores, ou seja, diluicdes menores, foram consideradas efetivas. A menor concentracdo do
efluente que se apresentou efetiva foi considerada o CEO (concentragdo de efeito observavel).
Utilizando os dados de inibi¢do foi calculada a Concentracdo Efetiva Mediana (CEso), que € a
concentragdo percentual que inibe 50% da taxa de crescimento das algas, considerando-se os
controles como referéncia. Esse calculo foi realizado através do método Trimmed Spearman-

Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de crescimento dos testes de toxicidade com e sem a utiliza¢do do tratamento de
biomassa seca de Ulva (Tabela 3 e 4) foram calculadas e as curvas de crescimento (Figura &)
delineadas. Elas demonstraram que no experimento em que foi utilizado o tratamento de biomassa
de Ulva, o crescimento celular do controle e das trés primeiras concentragoes de zinco (C1, C2 e
C3) ndo diferem de forma significativa, podendo indicar uma efetividade do tratamento em
sequestrar ions de zinco livres na solucdo. Na curva de crescimento sem o tratamento, todas as

concentragdes possuem crescimento celular significativamente diferente do controle.

Tabela 3 - Taxas de crescimento no teste de toxicidade com tratamento para Desmodesmus subspicatus.

Concentragao Taxa de T estatistico Taxa de T estatistico Taxa de T estatistico
original crescimento crescimento crescimento
(mg L) 48 h 72h 96 h
0 (controle) 0,770 £+ 0,099 0,642 + 0,060 0,561 + 0,042
2(C1) 1,027 £ 0,141 1,827 0,790 £ 0,107 1,645 0,647 + 0,086 1,541
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4(C2) 0,832 + 0,098 0,443 0,692 £ 0,065 0,554 0,618 £ 0,041 1,026
8(C3) 0,675 + 0,058 0,674 0,556 £ 0,055 0,961 0,516 £ 0,040 0,799
16 (C4) 0,227 + 0,154 3,861%* 0,076 + 0,116 6,320%* -0,027 £ 0,113 10,539*
32 (CY) 0,102 + 0,333 4,745% -0,122 £ 0,190 8,532%* -0,223 + 0,050 14,048*

Os dados estdo expressos em média = DP (n=3). * demonstram taxas de crescimento significativamente menores em

relacdo ao controle.

Tabela 4 - Taxas de crescimento no teste de toxicidade sem tratamento para Desmodesmus subspicatus.

Concentragdo Taxa de T estatistico Taxa de T estatistico Taxa de T estatistico
(mg LY crescimento crescimento crescimento
48 h 72 h 96 h
0 (controle) 0,621 £0,061 0,553 +£0,041 0,524 £ 0,036

2(C1) 0,308 = 0,034 4,077* 0,260 = 0,008 6,168%* 0,230 = 0,007 7,434%*
4(C2) -0,022 + 0,168 8,372% -0,028 £ 0,100 12,245% -0,007 + 0,088 13,436*

8 (C3) -0,099 + 0,035 9,377* -0,059 + 0,038 12,904* -0,036 + 0,031 14,170*
16 (C4) -0,116 £ 0,102 9,593* -0,089 £ 0,079 13,525%* -0,066 + 0,059 14,940*
32 (C5) -0,161 + 0,090 10,177* -0,124 + 0,026 14,261* -0,067 £ 0,019 14,960*

Os dados estao expressos em média = DP (n=3). * demonstram taxas de crescimento significativamente menores em

relagdo ao controle.
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Curvas de crescimento microalgal com tratamento
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Curvas de crescimento microalgal sem tratamento
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Figura 8 - Curvas de crescimento microalgal de Desmodesmus subspicatus em diferentes concentra¢des de zinco com e sem o tratamento prévio
utilizando biomassa de Ulva através do método de leitura da turbidez em espectrofotometro (685 nm). As barras de erro indicam o desvio padréo
das médias (n=3).
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Assim, pode-se notar que o crescimento algal foi inibido com o aumento das concentragdes
de zinco nas solug¢des. Isto ja foi reportado em trabalhos como dos autores Monteiro et al. (2010)
e Dinesh ef al. (2014). Esse efeito inibitdrio ocorre, pois, como pode ser visto em Nalimova et al.
(2005), o zinco afeta praticamente todos os processos fisiologicos, como a divisdo celular,
funcionamento da membrana, fotossintese e respiracdo. Além disso, esse micronutriente quando
em excesso causa a competicao para captagdo de outros ions metalicos, gerando uma deficiéncia
de metais essenciais como cobre, ferro e magnésio. Isso gera o distirbio na fotossintese e
consequentemente reduz a fixa¢do de carbono e produgdo de energia. Como efeito final dessa
cascata temos a reducdo do crescimento e multiplicacdo celular. O distirbio na fotossintese gera
indiretamente espécies reativas de oxigénio, € com o aumento dessas espécies dentro das células,
ocorre a peroxidacao de lipideos, novamente levando a reducgdo de fixagao de carbono e producao

de energia, ou seja, reduzindo o crescimento celular (KUPPER; ANDRESEN, 2016).

Foi observado um aumento aparente no valor de CEso no teste em que o tratamento foi
aplicado (Figura 9). Nao houve um processo de reducgdo efetiva de toxicidade da solugdao aquosa
com zinco, esse resultado apenas demonstrou que a concentracao tdxica no teste sem tratamento
deixou de ser toxica ap0s o tratamento, ou seja o toxicante Zn teve sua concentragao reduzida pelo
tratamento. Assim, esse aumento aparente pode ser utilizada como indicativo da remog¢ao de zinco

da solugao.
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Figura 9 - Grafico de barras com a Concentracdo Efetiva Mediana (CEso) em mg L™ de zinco para o teste
ecotoxicologico com e sem tratamento da biomassa de Ulva nos tempos de 72 h e 96 h.
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O teste de toxicidade onde nao se utilizou a biomassa de Ulva como tratamento resultou
numa CEO de 2 mg L' (C1) para o tempo de 72 h e 96 h, e nio foi encontrado CENO pois este
seria menor que a menor concentragao de zinco testada. O valor de CEso calculado pelo método
Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977) foi de 1,43 mg L' no
tempo de 72 h e de 1,64 mg L' no tempo 96 h. Assim, em ambos casos a toxicidade ou efeito

toxico diminuem com o tempo.

O teste utilizando biomassa de Ulva resultou numa CEO de 16 mg L! (C4) e CENO de 8
mg L' (C3) para o tempo de 72 h e 96 h; o valor de CEso calculado foi de 11,56 mg L' no tempo
de 72h e 12,23 mg L' no tempo 96h. Esses aumentos de CEso indicam que o tratamento reduziu

em cerca de 7 a 8 vezes a toxicidade das solugdes, o que ¢ um resultado altamente relevante.

Monteiro et al. (2010) encontrou valores de ECso de 16,99 e 4,87 mg/ L™ para Zn em 96h
para as espécies Scenedesmus obliquus e Desmodesmus pleiomorphus, respectivamente, e
considerou as linhagens utilizadas mais tolerantes que outras descritas na literatura. Em seu
trabalho, Tripathi e Gaur (2006) obtiveram 50% de reduc¢ao no ntimero de células depois de expor
Scenedesmus sp. a 1,64 mg L™! de Zn por 48 h. No trabalho de Roji¢kova e Marsalek (1999), D.
subspicatus apresentou ECso de 0,767 mg L', Entretanto, Guclu e Ertan (2012) encontraram o
valor de ECs0 2,257 mg L! para a mesma alga. Assim, a linhagem de D. subspicatus utilizada
neste trabalho aparenta ser mais sensivel que as microalgas utilizadas por Monteiro et al. (2010) e
que a D. subspicatus do trabalho de Guclu e Ertan (2012), porém, mais tolerantes que a
Scenedesmus sp. utilizada por Tripathi e Gaur (2006) e D. subspicatus de de Rojickova e Marsalek
(1999).

O pH ¢ um dos parametros mais importantes pois influencia na disponibilidade dos metais
trago, tanto no contexto de seu sequestro quanto na sua biodisponibilidade e também o crescimento
algal. Sua varia¢do durante os experimentos pode ser visualizada na Figura 10. O aumento de pH
em ambos graficos pode ter sido causado, entre outros fatores, pelo crescimento celular das
microalgas, que reduz o teor de CO:2 e por consequéncia aumenta o pH. O dioxido de carbono
dissolvido em solucdo pode existir em trés espécies, € sua especiacao ¢ dependente do pH. A
espécie dioxido de carbono (CO2) ¢ econtrada em abundancia quando o pH € menor que 5. Do pH
6 a9, a espécie mais comum dissolvida ¢ o bicarbonato (HCO3"). J4 em alto pH, a partir de 9, a
espécie mais encontrada é o carbonato (CO3*), o qual ndo ¢ utilizado pelas algas. Assim, o alto
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pH registrado nas tltimas horas no teste pode ter também contribuido para uma menor taxa de

crescimento algal.

Nos frascos sem o tratamento com biomassa de Ulva a elevagao de pH so foi verificada em
96h. Para o controle e a C1 essa elevagao pode estar relacionada a um pulso de crescimento, apds
uma fase lag mais longa induzida pela maior presenca de zinco no meio. Entretanto, o aumento se

deu também nas concentragdes onde, pelos dados de densidade Optica, houve baixo crescimento.

A partir das medi¢des de condutividade (Figura 11), notam-se, desde o tempo zero, maiores
valores nos frascos em que houve utilizagdo da biomassa de Ulva como tratamento. Tal
discrepancia pode estar vinculada a liberacao de sais residuais, inclusive cloreto de sddio, presentes
na biomassa. Isso chama a atengdo para um possivel problema osmético sobre as microalgas como
resultado dessa liberacdo de sais da biomassa, sendo importante aprimorar o processo de lavagem
da biomassa com agua doce antes do processamento. A redugdao da condutividade ao longo do
tempo estd relacionada tanto ao processo gradual de biossor¢do como a absor¢do de ions nutrientes
pelas microalgas (NAJA; VOLESKY, 2006). Assim, pode-se inferir que, houve adsor¢do ndo so
de zinco da solug@o, mas tambem de outros ions. Nos frascos sem o tratamento com biomassa de
Ulva o incremento de condutividade no tempo final (96h) pode estar relacionado a liberacao de

sais pela mortalidade celular.
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Figura 10 - Variacdo de pH durante os experimentos nas diferentes concentragdes de zinco com e sem o tratamento prévio utilizando biomassa de
Ulva. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3).
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Condutividade com tratamento

420

410 4

400 ~

390 ~

380 -

Condutividade

370 +

360 -

350 ~

340

Figura 11 - Variagao de condutividade durante os experimentos nas diferentes concentragdes de zinco com e sem o tratamento prévio utilizando
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5 CONCLUSAO

A cepa de Desmodesmus subspicatus estudada demonstrou uma tolerancia intermediaria

ao zinco quando comparada a outras cepas e outras microalgas testadas.

O tratamento das solugdes de zinco com biomassa seca de Ulva resultou em diminui¢ao da

toxicidade dessas solucdes, indicando processo de adsor¢do desse metal com o tratamento.

O tratamento de solugdes de zinco com biomassa seca de Ulva mostrou-se um processo
efetivo para adsor¢do do metal e diminuicao da toxicidade do meio aquoso, podendo ser aplicado

testes para outros metais.
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ANEXO A

MEIO DE CULTIVO BBM

Tabela A1 - Meio de cultivo (Meio BBM) para Desmodesmus subspicatus.

Solucio Reagente Formula Concentracao Volume
estoque por 200 mL  transferido
de solucio (mL L)
1 Nitrato de so6dio NaNO; 9,0 ¢g 10
2 Sulfato de magnésio hepta-hidratado ~ MgS04.7H,O 15¢g 10
3 Cloreto de sodio NaCl 0,5¢g 10
4 Fosfato de potéssio dibasico KoHPO,4 1,5¢g 10
5 Fosfato de potassio monobdasico KH>PO4 35¢g 10
6 Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,. 2H,0 0,5¢g 10
7 Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0s. 7TH,0 1,764 ¢ 1
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl.4 H,O 0,288 g 1
Molibdato de sodio hidratado Na,MoO0;. H,O 0,078 g 1
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS0Os. 5 H,O 0,314 ¢ 1
Nitrato de Cobalto hexa-hidratado Co(NO3),.6 H,O 0,098 g 1
8 Acido Bérico H;BO; 2,284 ¢ 1
9 Acido etilenodiamino tetra-acético EDTA 10g 1
Hidréxido de potéssio KOH 6,2¢g 1
10 Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS04.7 H,0 0,996 g 1
Acido sulfurico H,SO.4 0,2 mL 1
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