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RESUMO

A acumulacéo de agrotoxicos no ambiente pode causar problemas aos ecossistemas
aguaticos e causar efeitos adversos para o ser humano e ao meio ambiente. Estes
compostos podem ser encontrados na 4gua devido ao escoamento, quando aplicados
na agricultura e em usos industriais e domésticos. Bifentrina e imidacloprido foram
estudados devido ao seu grau de toxicidade (grau Il) em relacdo aos organismos e
ambiente e ao uso na cultura do tabaco. A ficorremediacdo foi proposta como uma
alternativa ambiental para a remediacdo de recursos de agua contaminados com
esses inseticidas. As microalgas foram reproduzidas a partir do reservatério de agua
doce da cidade de Santa Cruz do Sul (Lago Dourado). Para tanto, foram avaliados
processos de biodegradacéo, biossorcéao, influéncia do pH, percentual de inéculo e
fotoperiodo em experimentos realizados em bancada durante 20 dias de cultivo. Apés
0 processo de ficorremediagao, o inseticida bifentrina (m/z = 181) foi quantificado por
CG-EM e o imidacloprido usando CLAE-DAD (A = 270 nm). As microalgas
reproduzidas a partir da dgua do lago foram capazes de auxiliar a remocdo de
aproximadamente 99% de bifentrina e 26% de imidacloprido, através dos processos
de biodegradacéao e biossorgéo. Para bifentrina a melhor condicéo de ficorremediacao
foi 20% de in6culo e fotoperiodo 18:6 h e para o imidacloprido, 10% de in6culo e

fotoperiodo 12:12 h, ambos sem controle de pH.

Palavras chave: Microalgas, ficorremediacéo, aguas residuais e inseticidas.



ABSTRACT

USAGE OF MICROALGAE FOR REMOVAL OF BIFENTHRIN AND
IMIDACLOPRID IN WATER

The accumulation of pesticides in the environment and can cause problems to aquatic
ecosystems and also cause adverse effects for humans and the environment These
compounds can be found in water due to runoff when used in agriculture, industrial
and domestic applications. Bifenthrin and imidacloprid were studied due to their toxicity
degree (degree Il) in relation to the environment and organisms and also in its use in
tobacco culture. The phycoremediation was proposed as an environmental alternative
for the remediation of water courses contaminated with insecticides. The microalgae
were reproduced from Santa Cruz do Sul’s water reservoir (Lago Dourado). For that,
the biodegradation, biosorption, pH influence, inoculum percentage and photoperiod
were evaluated in experiments carried out on a batch during 20 days of cultivation.
After the phycoremediation process, bifenthrin insecticide (m/z = 181) was quantified
by GC-MS and imidacloprid using HPLC-DAD (A = 270 nm). The microalgae
reproduced from the lake’s water were capable to aid in the removal of approximately
99% of bifenthrin and 26% of imidacloprid through biodegradation and biosorption
processes. For bifenthrin the best phycoremediation condition was 20% of inoculum
and photoperiod 18:6 h and for imidacloprid, 10% of inoculum and photoperiod 12:12

hour, both without pH control.

Keywords: Microalgae, phycoremediation, residual waters and insecticides.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a necessidade do aumento da producdo agricola e da
qualidade dos alimentos fornecidos a populacdo foram propulsoras de novas
tecnologias que ainda dependem fortemente do uso de agrotéxicos. O uso continuo
dessas substancias € preocupacao constante em relacdo ao comportamento, destino
ambiental e potencial adverso ao ecossistema e aos humanos, através da

contaminacéo da agua e solo [1].

Problemas ambientais provenientes da poluicdo geram a necessidade de
encontrar novas alternativas que previnam e controlem essa questdo de forma
eficiente, evitando a degradacdo ambiental. A contaminac¢éo ocorre de forma pontual
ou difusa através do descarte e uso incorreto de produtos téxicos nas atividades

industriais, agricolas e domésticas [2].

A presenca de agrotoxicos em aguas superficiais, que sdo usadas como agua
de abastecimento para animais e humanos, sao alvo de estudo em diferentes bacias
hidrograficas préximas de producgdes agricolas, como da cultura do tabaco, produzido
a jusante da captacao de agua de Santa Cruz do Sul e, portanto, cultura agricola mais
importante para este estudo. Esta cultura, possui aplicacdo intensiva de agrotoxicos,
causando grande preocupacdo, devido aos impactos ambientais, de saude e

socioecondmicos [3].

O tabaco é um produto agricola utilizado na fabricacdo de cigarros. A regido sul
do Brasil é responsavel por aproximadamente 96% do total produzido no pais. A
producédo de tabaco € sazonal e envolve uma producéo anual de ciclos. No Rio Grande

do Sul, a cidade de Santa Cruz do Sul é quinto maior produtor de tabaco [4].

A presenca de ingredientes ativos nos corpos de agua proximos as plantacdes
de tabaco s&o um indicador do uso inadequado e incorreto de agrotoxicos, exploracao
de recursos naturais, como desmatamento perto das fontes, incentivo da criacao de
pequenas fazendas sem devida preocupag¢édo com qualidade de vida dos agricultores
e meio ambiente [5]. Porém, a legislacdo brasileira ndo inclui especificacdes para

todos os agrotoxicos relevantes em relacdo ao padrdo de langcamento em corpos
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hidricos, o que € um problema, devido ao alto grau de toxicidade apresentado por

alguns [6].

A importancia do monitoramento e busca de solu¢gdes ambientalmente corretas
para a remediacdo dos impactos causados com 0 USO excessivo e incorreto desses
compostos € foco de estudos utilizando processos ndo convencionais. Nesse
contexto, processos biolégicos apresentam caracteristicas apropriadas para auxiliar
no combate a poluicdo, tornando os microrganismos objetos de diversas pesquisas
[7-9].

A biorremediacdo € o processo através do qual emprega-se organismos Vivos
para reduzir, remover e/ou remediar contaminantes no ambiente [10], em se tratando

do uso de microalgas, o processo recebe o nome de ficorremediacéo [11, 12].

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos que necessitam de requisitos
simples como agua, luz, fontes de carbono, fontes de nitrogénio, fésforo e potassio
[13-15]. Sdo um dos recursos biolégicos que atualmente estdo recebendo muita
atencao pois sdo matéria-prima para producdo de biocombustiveis com simultaneo
sequestro de carbono [11, 16]. As microalgas que estdo presentes em muitos corpos
de agua doce podem, de maneira natural, ser agentes de remediacdo e remocdao de
compostos inorganicos em aguas residuais domésticas [17] e de outros compostos

organicos [18, 19].

Nesse contexto, a avaliacdo da capacidade de microalgas presentes no
reservatorio de abastecimento da cidade de Santa Cruz do Sul, em biorremediar os
inseticidas bifentrina e imidacloprido, largamente empregados na cultura do tabaco e
em outras culturas, se faz relevante nos contextos ambiental e social da regiao,
podendo servir de base para trabalhos similares em outras regiées do mundo que
utilizam esses produtos. Por dltimo, ressalta-se que o emprego de microalgas para
remediacdo ambiental se caracteriza como uma tecnologia que pode ter resultados
rapidos comparados ao emprego de outros agentes bioldégicos empregados na
remediacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar microalgas nativas do Lago Dourado — Santa Cruz do Sul, RS (LGD) no
processo de ficorremediacdo de aguas contaminadas com os inseticidas bifentrina e

imidacloprido utilizados na cultura do tabaco.

2.2 Objetivos especificos

— Identificar as microalgas predominantes no inéculo;

— Avaliar a presenca e quantidade dos inseticidas bifentrina e imidacloprido na
biomassa das microalgas apés o estudo de ficorremediacéo;

— Determinar a concentracdo de bifentrina e imidacloprido residual no meio
liquido ap6s a ficorremediacéo;

— Verificar a presenca de metabdlitos apds o processo de ficorremediacdo da
bifentrina;

— Avaliar a influéncia do pH, da concentracdo dos inseticidas no meio, do
fotoperiodo e da quantidade de inoculo durante o0 processo de
ficorremediacéo;

— Quantificar fungos e bactérias no inicio e fim do processo de ficorremediacéo;

— Avaliar a toxicidade aguda do meio aquoso apdés 0 processo de

ficorremediacao utilizando Daphnia magna.

Leticia Weis — Dissertacéo de Mestrado em Tecnologia Ambiental - UNISC 2018



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluicdo ambiental por agrotéxicos

Nos paises em desenvolvimento como o Brasil, muitas comunidades e
populacdes residem perto de recursos hidricos, como rios, lagos e reservatorios e sao
diretamente e indiretamente dependentes desse recurso para o seu sustento [20]. A
contaminacgao dos sistemas aquaticos por produtos toxicos provenientes de atividades
industriais, agricolas e domésticas sdo um dos problemas ambientais e sociais mais
graves enfrentados na atualidade [21-23]. O aumento da consciéncia ambiental vem
resultando em estudos e medidas que visam remediar 0 passado e proteger o
ambiente de futuras contaminacdes e exploracdo. Os chamados agrotéxicos séo
compostos organicos muito utilizados e o seu grau de persisténcia é grande. Ha dois
motivos principais que esses compostos persistem no ambiente: a falta de condicdes
necessarias para que a biodegradacdo ocorra, como por exemplo fatores limitantes
como falta de nutrientes, baixa concentracdo do contaminante e auséncia dos
microrganismos e o fato do composto ser recalcitrante, ou resistente a biodegradacao
[24].

A legislacao brasileira através da Lei Federal n° 7.802 de 11 de julho de 1989
[25], que foi regulamentada pelos decretos nimeros: 98.816 de 1990 e 4.074 de 2002,
ordena sobre a pesquisa, a experimentacao, a producéo, a embalagem e rotulagem,
o transporte, o armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a
utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o
registro, a classificacdo, o controle, a inspecéo e a fiscalizacdo de agrotéxicos, seus
componentes e afins. Através desta lei, 0 Unico termo utilizado é agrotéxico e afins e

refere-se aos:

a) Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes

urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora
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ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
Nnocivos;
b) Substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os pesticidas, termo
usado por eles, sdo compostos quimicos que sdo usados para matar pragas, como
insetos, que podem ser vetores de doencas na saude publica e causar danos as
culturas, na agricultura. Eles séo classificados conforme tipo de peste controlada
(Tabela 1). Nas ultimas décadas, a producdo de agrotéxicos aumentou e ndo ha
conhecimento sobre a toxicidade e os efeitos (compostos xenobiéticos) que grande
parte pode causar aos seres humanos e ambientes [26, 27].

Tabela 1 — Tipos de agrotéxicos comumente utilizados [28].

Agrotoxicos Tipo de organismo que é controlado
Inseticida Insetos
Herbicida Plantas indesejaveis
Rodenticida Ratos e outros roedores
Nematicida Nematoides
Fungicida Doencas de fungos
Acaricida Acaros e aranhas
Bactericida Bactérias

Alguns agrotoxicos podem causar varios danos ao meio ambiente, como a
contaminacdo das fontes de agua e solo. A contaminacdo da superficie da agua é
resultante principalmente de descargas agricolas de aguas pluviais. A propagacao
ocorre através da lixiviagado do solo por fortes chuvas e ventos que transportam esses

compostos, depositando-os em lagos, rios, aguas costeiras e zonas humidas [29, 30].

A producéo mundial e a aplicacao de agrotoxicos aumentaram progressivamente
durante as ultimas duas décadas. Apenas uma pequena por¢cdo do agrotoxico
aplicado no campo atinge o alvo biolégico final, sendo uma grande parte lancado no
ambiente. A propagacdo ocorre através da lixiviacdo do solo por chuvas fortes e por

ventos que podem transportar esses compostos até o corpo hidrico, todavia outras
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caracteristicas especificas também podem auxiliar no espalhamento. Problemas
como toxicidade para organismos nédo alvo, acumulagéo, contaminacao do solo e de
mananciais de 4gua, além do risco a saude humana, devido a possiveis exposi¢coes
diretas ou indiretas sdo comuns de ocorréncia. Por esta razao, € necessario monitorar
e avaliar possiveis efeitos adversos de agrotoxicos aplicados em ecossistemas [22,
31].

A produc&o mundial de agrotéxicos totalizou quase 3 bilhées de quilos por ano,
em 2012. Os herbicidas representaram a maior parcela, seguido pelos inseticidas e

fungicidas, conforme apresentado na Tabela 2 [32].

Tabela 2 — Ingrediente ativo usado para producado de agrotdxicos em 2012.

Tipo de agrotéxico Mercado mundial 2012 (%)
Herbicidas 49
Inseticidas 18
Fungicidas 14
Outros 19

A engenharia dos processos de biorremediacdo possuem uma longa histéria de
aplicacdo em restauracdo ambiental, embora haja muitos desafios em relacdo as
estratégias de biorremediacdo para aguas contaminadas com agrotoxicos. Os
processos tradicionais de biorremediacdo visam o0 uso de agentes e produtos
adsorventes como: filtros a base de carvéo, argila, polivinilpolipirrolidona, albumina e
caseina [33, 34]. Por outro lado, a biorremediacéo de recursos hidricos contaminados
com agrotoxicos deve visar os residuos de agrotoxicos solUveis que sao transportados

na fase aquosa até os corpos hidricos [35].

Para minimizar os impactos relativos ao uso dos agrotoxicos, ha primeiramente
a necessidade de reducgéo do uso e em segundo plano, porém ndo menos importante,
0 uso de métodos para remediar ou reduzir o efeito nos diferentes ambientes
contaminados. A ficorremediacdo vem ao encontro da reducédo do impacto desses
compostos devido a capacidade de remocgéo, através do processo de degradacéo e

fixacdo na biomassa [16].
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Além de fatores climaticos e solo apropriado, a producéo do tabaco requer o uso
intensivo de produtos quimicos que inibem o crescimento de pestes que podem
impedir o crescimento da cultura de interesse. Como a cultura é intensiva, tém varios
impactos ambientais atrelados ao seu cultivo e beneficiamento [5]. Devido a
problematica atrelada ao uso indiscriminado de agrotéxicos, de 1991 até 2016,
ocorreu uma reducao significativa no uso destes produtos. Em 1991, 6,6 kg de
ingrediente ativo por hectare era utilizado, sendo essa quantidade reduzida para 1,1
kg ha?, em 2016 [4]. Embora houve uma reducdo significativa, a busca deve ser

constante.

Sequinatto e colaboradores [5] avaliaram a presenca de agrotéxicos em aguas
superficiais de pocos e riachos utilizados para consumo animal e humano, em um
cenario onde ha predominancia do cultivo de tabaco. Do total de sete ingredientes
ativos avaliados em cinco pontos distintos, seis foram detectados. Imidacloprido foi
detectado na concentragdo de 0,13 pug Lt em um dos pocos avaliados, demostrando

que é necessério desenvolver alternativas de mitigagao.

Os agrotéxicos imidacloprido, atrazina e clomazone foram detectados em
amostras de agua coletadas durante o ciclo da cultura do tabaco em uma microbacia
hidrografica na cidade de Agudo, RS, Brasil. O ciclo contemplou o plantio, crescimento
e a colheita do tabaco, entre os meses de outubro a dezembro de 2003. Imidacloprido
e clomazone foram detectados nas maiores concentracées, 2,18 e 1,72 ug L7,

respectivamente, no periodo de crescimento da planta [36].

3.1.1 Bifentrina

Bifentrina (acido 2-metilbifenil-3-ilmetil-(2)-(1RS,3RS)-3(2-cloro-3,3,3-
trifluorprop-1-enil)-2,2-dimetil ciclopropanocarboxilico) € nome comum dado ao
inseticida da terceira geracao de piretroides, utilizado em todo o mundo para controle
de pragas de insetos na agricultura e areas residenciais. Ele € muito utilizado devido
a sua grande atividade inseticida [37]. Na regido sul do Brasil € amplamente utilizado
na cultura do tabaco para o controle dos Epitrix fasciata (pulga do fumo) e Agrotis

ipsilon (lagarta rosca). Estas espécies danificam culturas diversas, como a do tabaco,
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em regides de clima subtropical [38, 39]. Suas principais propriedades estao descritas

na Tabela 3.
Tabela 3 — Propriedades da bifentrina [40].
Propriedades Bifentrina
Formula quimica C23H22CIF302
Massa molecular (g mol?) 4229
Solubilidade em agua (mg L) 0,1
Coeficiente de particdo agua-octanol (Log Kow) 6,0
Constante de Henry (atm m2 mol?) 7,2x103

Segundo a OMS, a bifentrina (Figura 1) é classificada em relacdo ao grau de
toxicidade como moderadamente toxica, classe Il [41]. O seu uso contribui com uma
ameaca de contaminacdo para habitats aquaticos e aguas superficiais através de
irrigacdo e inundacao induzida pelas tempestades [42, 43]. Bifentrina é o piretréide
gue causa maior preocupacao em relacdo a toxicidade da vida aquatica e ocorréncia
generalizada na agua e solo [44-46], sendo geralmente mais toxico do que outros
piretréides para insetos terrestres e aquaticos [47]. Os residuos sdo frequentemente

detectados em diferentes zonas, incluindo especialmente aguas e sedimentos.

Weston e colaboradores [48] encontraram concentracdes toxicas de bifentrina
apos chuvas e ventos fortes, a uma distancia de mais de 20 km da fonte, mostrando
com isso sua toxicidade para vida aquatica da espécie de peixe Hypomesus
transpacificus (do inglés, Delta Smelt).

F O
F

F7ONF 0
Cl

Figura 1 — Estrutura quimica da bifentrina.

Apds contato com 0 meio aquatico, eles se dissipam da fase aquosa e se ligam

ao carbono orgéanico dos sedimentos [49, 50]. Uma vez ligado aos sedimentos, eles
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podem se tornar uma fonte de contaminacédo secundaria, podendo ser liberados nas

aguas superficiais e causar efeitos as espécies que ali vivem [51].

3.1.2 Imidacloprido

Imidacloprido (1-(6-cloro-piridilmetil)-N-nitroimidazolidin-2-ilidaenamima) é parte
da nova geracdo de inseticidas derivado da nicotina, pertencentes ao grupo
neonicotindide [52]. Recomendado no controle dos Faustinus cubae (broca do fumo)
e Myzus persicae (pulgédo verde), na cultura do tabaco. Insetos estes que podem

causar sérios danos [53, 54]. A Tabela 4 apresenta as suas principais propriedades.

Tabela 4 — Propriedades do imidacloprido [55, 56].

Propriedades Imidacloprido
Férmula quimica CoH10CINsO2
Massa molecular (g mol?) 255,86
Solubilidade em agua (g L) 0,61
Coeficiente de particdo agua-octanol (Log Kow) 0,57
Constante de Henry (atm m® mol?) 1,7x1010

Segundo a OMS, o imidacloprido (Figura 2) é classificado em relacdo ao grau
de toxicidade como moderadamente tdxico, classe Il [41]. E um inseticida ndo seletivo
para os insetos e é capaz de matar polinizadores importantes, como as abelhas [52].
Neonicotindides sdo classificados como o grupo de inseticidas mais utilizado na
agricultura nas ultimas décadas [57]. O imidacloprido pode facilmente chegar corpos
de agua através da pulverizacdo ou escoamentos. Devido a sua alta solubilidade

possui um alto potencial de chegar a aguas subterraneas [58].

N/

\
N \ H >\NH
cl—< C-N

— H

Figura 2 — Estrutura quimica do imidacloprido.
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3.2 Microalgas

Microalgas sao microrganismos fotossintéticos que podem crescer com rapidez
e vivem em condig@es dificeis devido a sua estrutura unicelular. Estes organismos sdo
principalmente encontrados em ambientes marinhos e de agua doce, representando
uma grande variedade de espécies, que vivem em uma ampla gama de condicdes
ambientais. Estima-se que existem mais de 100.000 espécies, mas apenas um

namero limitado, cerca de 30.000 foram estudadas e analisadas [59, 60].

Os oceanos séo o verdadeiro pulmdo do mundo, uma vez que 0 nosso planeta
possui aproximadamente 67% de sua superficie recoberta pela agua, a qual é
habitada por uma grande diversidade de microalgas. A fotossintese incorpora o COz,
resultado na liberacdo de O: para a atmosfera [61]. As microalgas fototréficas
convertem energia solar em energia quimica com uma eficiéncia de até 15 vezes
maior que as plantas terrestres e o CO:2 é utilizado como fonte de carbono durante o

processo de fotossintese [62].

As microalgas pertencem a um grupo altamente diversificado de organismos
fotoautotréficos, que sédo importantes para a alimentacédo de animais aquaticos. Estes
microrganismos possuem um papel muito importante, pois sdo produtores primarios,
alimento para consumidores como grupos dos rotiferos, copépodes, dafnias e

camardes [63].

Muitas espécies de microalgas podem acumular polissacarideos extracelulares,
como uma massa gelatinosa que cobre as células, que podem ser chamados de
capsulas. As microalgas contém proteinas, lipidios e acidos graxos como
componentes da membrana. Devido a esta presenca possuem nas paredes de suas
células grupos funcionais como amino, hidroxila, carboxila e sulfato, que podem atuar
como lacais de ligagdo, principalmente de metais. Em termos de producgéo de

biomassa, as microalgas formam o maior grupo de produtores primarios [14].

Esses microrganismos possuem uma vantagem competitiva sobre as plantas,
qgue incluem: alta taxa de crescimento; relacdo superficie/volume alta, que promove
altas taxas de absorcéo e liberacdo; natureza cosmopolita que pode tolerar extremos;
nenhum requerimento para solos agricolas; crescimento em alta densidade em

fotobiorreatores com controle [64].
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As microalgas séo distintas principalmente pela pigmentacao, ciclo de vida e
estrutura celular. As divisdes ou filos das algas pode variar de 4 a 13, com até 24
classes, conforme dados de 2005 [63]. Entre o niumero de divisdes existentes,
algumas possuem potencial para a producédo de biocombustiveis e grande potencial

nos processos de biorremediacdo de compostos organicos e inorganicos.

As algas possuem complexos fotossintéticos constituidos por moléculas de
pigmentos, como: clorofila a, b, ¢, d, e e, bacterioclorofilas, feofitina a e b, carotenoides

a e B e xantofilas [65].

3.3 Fatores que influenciam o crescimento de microalgas

Existem muitos fatores que influenciam o crescimento das algas. A Figura 3
evidencia fatores de crescimento entre eles: fatores abiéticos como luz (qualidade e
qguantidade), temperatura, concentracdo de nutrientes, O2, CO2, pH e salinidade;
outros organismos (fatores bidticos) como fungos, bactérias e virus e a competicao
com outras espécies. Além de fatores operacionais como o cisalhamento produzido
pela mistura, taxa de diluicdo, profundidade e frequéncia de repique. A influéncia dos
fatores pode ser positiva ou negativa. Isso vai depender da quantidade e da qualidade

como ela ocorre [59].

‘ A 4 Energia luminosa Biomassa
- - Metabolitos
O,
Py A
A\ \

Microalgas

/ \
COQ, HCO37

I Agitacao

Nutrientes

Figura 3 — Requerimentos para o crescimento das microalgas [64].
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Um dos métodos que pode ser utilizado para avaliacdo do crescimento de
microalgas, em cultura pura, é o da curva de crescimento. A relacéo pode ser expressa

em numero de células ou biomassa por volume e tempo [66, 67].

O monitoramento do crescimento de cepas puras também pode ser realizado
através concentracao total de clorofila. Uma extracdo na biomassa separada € realiza
usando o solvente metanol. A absorbéncia do sobrenadante é medida em dois
comprimentos de onda, 665 (clorofila a) e 652 nm (clorofila b), utilizando

espectrofotdmetro [68].

Clorofila € um componente essencial para colheita da luz e transducdo de
energia em reagdo de fotossintese. ReagBes como: reacdes da luz, ciclo de Calvin e
sintese do amido estéo atreladas a fotossintese. O total de clorofila aumentou 19% na
espécie Chlamydomonas mexicana com a presenca de 50 mg L de carbamazepina

apo6s 10 dias de incubagéo [69].

3.3.1 Luminosidade

A energia luminosa € essencial para o crescimento fototréfico. Por outro lado, a
exposicao a altas irradiagdes pode causar uma diminui¢ao da eficiéncia fotossintética,
como a fotoinibicdo, causando uma desativacao reversivel do aparelho fotossintético.
A movimentac&o entre as zonas claras e escuras facilita a fotossintese. A intensidade
e o ciclo do fotoperiodo pode influenciar na produtividade e crescimento de lipidios,

biomassa e pigmentos [70].

Na selecdo da fonte de luz, a qualidade espectral da luz utilizada pelas algas é
definida pelo de absorcdo na faixa de 400 a 700 nm para as clorofilas. A outra
eficiéncia fotossintética é a funcdo da qualidade espectral das fontes de luz. Existem
varias fontes de luz disponiveis como: lampadas de descarga (fluorescentes, mercurio
e xenodnio), lampadas incandescentes (tungsténio ou halogénios), diodos emissores

de luz (conhecidos como LEDs e lasers) [71].

Ho e colaboradores [72] utilizaram estratégias para avaliar efeitos relacionados
com a luz (qualidade, fonte e intensidade), para verificar a possibilidade do aumento

do crescimento celular e producdo de luteina. Quatro lampadas de LED com
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diferentes comprimentos onda foram comparados com trés tipos de lampadas
fluorescentes brancas. Todas foram avaliadas com uma intensidade de luz fixa em
150 pmol m2 s, A Lampada fluorescente TL8 (fria) branca apresentou a maior
produtividade de biomassa, 300 mg L' d?. Outra estratégia avaliada foi variar a
intensidade da luz, de 30 a 450 umol m? s, Um acréscimo na produtividade de
biomassa, variando de 107 até aproximadamente 1000 mg L d! foi apresentado.
Resultado este que mostra que a luminosidade € um fator importante no crescimento

de microalgas.

3.3.2 Temperatura

A temperatura € um fator importante para as culturas de microalgas, em sistemas
abertos e fechados, além de ser um fator importante na composicdo bioquimica.
Muitas espécies tém uma temperatura ideal entre 15 e 25 °C, porém outras crescem
bem em outras temperaturas foram deste intervalo. Temperaturas muito acima ou
abaixo desse intervalo, podem afetar negativamente os rendimentos de biomassa
[73].

A temperatura ambiente € um fator relevante, devido as variagbes sazonais e
diurnas. O superaquecimento pode ocorrer em sistema fechados durante periodos de
calor intenso. A temperatura dentro do reator pode variar entre 10 — 30 °C [71]. Em
verdes extremos a temperatura interna pode atingir 55 °C. Nestes casos, sistemas de
refrigeracdo podem ser usados para diminuir a temperatura em torno de 20 — 26 °C
[59].

A temperatura € alvo de estudos para avaliacdo do crescimento de espécies de
microalgas. Zhang e colaboradores [74] avaliaram a densidade celular ap6s 15 dias
de cultivo, nas temperaturas 12, 18, 25 e 38 °C, usando Chlorella sp. Uma curva de
crescimento foi obtida nas diferentes temperaturas. Durante o processo de
crescimento, a densidade celular nas temperaturas 12 a 25 °C ficou extremamente
maior que comparado a 38 °C. Em 18 °C a densidade chegou em 2,8 + 0,37x107 cel

mL-1, sendo que em 38 °C a méaxima foi de apenas 2,1 + 0,24x10° cel mL™.
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A microalga Scenedesmus sp. foi avaliada nas temperaturas 10, 20, 25 e 30 °C.
N&o houve diferenca significativa entre a densidade algal dos cultivos (p > 0,12), ap0s
15 dias de incubacdo. Em relacdo ao teor de biomassa, o resultado ficou 0 mesmo
para as trés temperaturas superiores. Na condi¢cdo 10 °C, a biomassa ficou em torno
de 30% mais baixa [75].

3.3.3 Agitacao

A mistura constante das culturas microbianas pode ser feita através de mistura
mecanica (agitacdo) ou mistura de bolhas de ar (turbuléncia), e é muito importante
para a distribuicdo homogénea de varios paradmetros: células, metabdlitos, calor,

transferéncia de gases através das interfaces gas-liquido e regime de luz [71, 76].

Um certo grau de turbuléncia, especialmente na producdo em larga-escala, é
necessario para promover a circulacao rapida de células de microalgas do lado escuro
para a zona de luz do reator. Por outro lado, elevadas velocidades e graus, de
turbuléncia, podem danificar as microalgas devido ao esfor¢co do cisalhamento. A
turbuléncia muito baixa pode ocasionar assentamento [59].

Quando os requerimentos nutricionais dos cultivos estdo satisfeitos, e outras
condicbes do ambiente ndo sao limitantes do crescimento, a turbuléncia constitui o

requisito mais importante para o0 aumento constante da massa de algas [71].

Estudos em escala menor, utilizando frascos reatores de no maximo 1 L de
volume, empregaram a agitagdo mecanica para a distribuichio homogénea dos
parametros presentes no meio. Nos experimentos realizados por varios autores, a
velocidade de agitacao variou entre 80 e 380 rpm [77, 78]. Todavia a rotacdo média

usual mais utilizada gira em torno de 140 rpm [79-81].

3.3.4 Nutrientes

7

A presenca de nutrientes é um fator importante que controla os niveis de
produtividade priméaria de organismos fotossintéticos. Para um crescimento ideal, a

cultura precisa ser suplementada adequadamente com micro e macronutrientes. Os
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micronutrientes estdo presentes na ordem de grandeza de ug L%, ng L2 ou pg L. Sdo
constituidos de elementos traco como ferro, boro, manganés, cobre, molibdénio,
vanadio, cobalto, niquel, silicio, selénio e vitaminas. Os macronutrientes presentes

séo o carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e potassio [71, 82].

As proporcdes corretas entre estes nutrientes também desempenham um papel
importante no crescimento. A absorcdo varia de acordo com a disponibilidade dos
nutrientes no meio e das espécies. As microalgas tém a capacidade de armazenar
grandes quantidades, mas também podem crescer com menores quantidades de um

nutriente [83].

O carbono é considerado o macronutriente mais importante nos cultivos,
consistindo de 40 a 50% da biomassa obtida [84]. Muitas vezes, os nutrientes N, P e
C séo limitantes, porém o excesso de oferta pode levar ao estresse e ao crescimento
reduzido [64].

As microalgas podem assumir diferentes perfis metabdlicos, devido a
capacidade de adaptacéo a diferentes condi¢cdes ambientais. Estes perfis (Tabela 5)
sdo determinados conforme a forma que a microalgas utiliza a fonte de energia e

carbono disponivel.

Tabela 5 — Perfis metabodlicos das microalgas [85, 86].

Perfil metabdlico Fonte de energia Fonte de carbono
Fotoautotréfico/autotréfico Luz Inorganico
Heterotrofico Orgénica Orgénico
Mixotréfico Luz e organica Inorgénico e organico
Fotoheterotréfico Luz Orgénico

As fontes de carbono organico ou substrato (agucares, proteinas, gorduras ou
outros compostos), vitaminas, sais e outros nutrientes (N e P) sdo vitais para o
crescimento, além do equilibrio entre os parametros operacionais (O2, CO2, pH,
temperatura, intensidade da luz, e remocéao de produtos e subprodutos) [59].

Efluentes e residuos sdo comumente utilizados como fontes de nutrientes para
o crescimento das microalgas. Efluente de cozinha é um potencial meio de cultivo,

pois contém nutrientes em abundancia. Zhang e colaboradores [87] avaliaram esse
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residuo no cultivo das microalgas Chlorella sorokiniana SDEC-18 e Scenedesmus
SDEC-8, que mostram uma producdo de biomassa 6tima de 0,42 e 0,55 g L7,
respectivamente, utilizando uma diluigdo de 1/15 do efluente, em 15 dias de cultivo.
A producdo em larga escala também foi avaliada, com adicdo de K2HPOa4, onde houve
um aumento significativo (fator 2,27) na producdo de biomassa usando a cepa

Scenedesmus sp.

3.35 pH

O pH do meio da cultura pode afetar tanto a quimica dos compostos polares
guanto a disponibilidade de muitos nutrientes, como COg2, ferro e acidos organicos
[71]. O pH de uma cultura diminui quando € aumentada a concentracdo de carbono
inorganico dissolvido como resultado da dissolugéo de COz2, que interfere na faixa de

pH permitida para crescimento de microalgas [88].

Para atingir um crescimento celular e um teor de lipidios maior, um estudo com
diferentes pH foi avaliado por Qiu e coautores [79]. Quatro diferentes valores de pH
(6, 7, 8 e 9), foram avaliados em escala menor, usando frascos de 0,5 L com a
microalga Chlorella sorokiniana. O ajuste foi realizado através da injecdo de uma
mistura de CO2 e ar (5:95, v/v). O pH 7 apresentou uma maior taxa de crescimento e
o pH 6 uma maior acumulacao de lipidios, se comparado aos outros pH, apés 15 dias
de cultivo. Além disso, com valores de pH acima de 7 as taxas de crescimento cairam

significativamente.

3.3.6 Microbiota de 4gua naturais e interacfes

A microbiota presente nos meios aquaticos néo facilmente visiveis a olho nu,
exigindo o0 uso de um microscoépio para uma observacéo detalhada, sdo chamados de
microrganismos. Fungos, bactérias, protozoarios e microalgas sao encontrados em

meios aquaticos, como rios, lagos e mares [89].

A predominancia de géneros e quantidades de cada tipo de microrganismo

depende de fatores naturais como: temperatura, luz, pH e nutrientes. Além do mais,
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em ambientes de agua doce, a agua € o principal constituinte interno da biota. Em
funcado disso as propriedades fisicas e quimicas da agua sdo fundamentais para os
microrganismos que nela vivem e suas interacdes [90]. Microalgas e bactérias
fotossintéticas tém a capacidade de converter energia luminosa em energia quimica,
embora exista diferenca em termos de tamanho de célula, pigmentacéo e fisiologia
[91].

Estudos avaliaram a interagdo de microalgas com outros organismos, como
bactérias e outras algas em processos de biorremediacdo. Em alguns casos pode
ocorrer um relacionamento mutuamente benéfico. Residuos organicos abrigam
inUmeras bactérias que podem estimular ou inibir o crescimento de microalgas. As
microalgas podem fornecer Oz e compostos extracelulares para as bactérias
heterotréficas, e enquanto estas podem fornecer COz2, substancias organicas de baixo

peso molecular e vitamina B [80].

Consorcio de diferentes espécies de microalgas também possuem vantagens
em processos de biodegradacdo de compostos organicos halogenados. As
microalgas Chlorella vulgaris e Coenochloris pyrenoidosa foram capazes de degradar
clorofenol em diferentes fotoperiodos. Usando 24 h de luz, o consércio foi capaz de
degradar 100% de clorofenol adicionado (50 mg Lt) em 5 dias [78].

Méarquez e coautores [81] desenvolveram um consércio de microalgas e
bactérias para degradar compostos fendlicos. As microalgas das espécies
Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris e as bactérias Raoultella terrigena e
Pantoea agglomerans metabolizaram mais de 99% dos compostos fendélicos do meio
em 48 horas. O consorcio microalgal-bacteriano também removeu concentracdes

significativas de N e P da agua residual da lavagem de azeitonas.

3.4 Ficorremediacéao

As microalgas presentes em aguas residuais podem ser utilizadas como
indicadores da poluicdo da agua, pois sdo os principais produtores e tém um papel
fundamental nas interacdes bidticas e abioticas dos sistemas aquaticos, além de

possuirem a capacidade de sobreviver em ambientes oligotroficos e eutroéficos. Elas
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também desempenham papel no sequestro de nutrientes, deposicdo de metais e
remocao de outros contaminantes das aguas residuais. Em relacdo aos xenobidticos
organicos, elas desempenham um papel importante na disperséo, transformacao
quimica e bioacumulagéo de muitos compostos quimicos [20, 92].

A biotecnologia das microalgas ganhou popularidade devido a crescente
necessidade de inovagcdo ambiental. Requisitos de crescimento simples como luz e
fontes de carbono como COz, e a vantagem de ser utilizada simultaneamente para
multiplas tecnologias como a mitigacdo de carbono, producao de biocombustiveis e
biorremediacao, tornam as microalgas candidatas favoraveis para estes processos,

se comparadas com outras tecnologias convencionais [93-95].

Ficorremediacéo pode ser definida, em um sentido mais amplo, como o uso de
macroalgas ou microalgas para remocao ou biotransformacao de poluentes, incluindo
nutrientes e xenobioticos de aguas residuais e CO2 com propagacdo de biomassa
simultanea. Em func¢éo disso ela se tornou uma técnica promissora com alto potencial
de assimilacdo de poluentes [96]. A ficorremediacdo contempla varias aplicacbes
como: remocdao de nutrientes de aguas residuais, remocéao de nutrientes e compostos
xenobibticos com biosorventes a base de algas, tratamento de &cidos e metais em
agua residuais, sequestro de CO2, transformacédo e degradacdo de xenobibticos e

deteccdo de compostos toxicos, como um bioindicador a base de algas [16, 97].

Existem muitas vantagens atreladas a ficorremediacdo no tratamento de agua
residuais: € um processo com custo-efetivo, ecologicamente amigavel (do inglés, eco-
friendly), sustentavel e seguro, onde 0s microrganismos usados nao produzem
substancias toxicas. Outras vantagens ja foram evidenciadas, como reducdo dos
nutrientes atrelada a reducao de sélidos totais dissolvidos, aumento de O: dissolvido,
biomassa pode ser usada na producdao biofertilizantes. Ademais o lodo nao resulta em
residuos téxicos, como no tratamento quimico convencional, odor reduzido, operagéo
e manutencgao simples, custo de construgao e operagéo sao menos que a metade das
plantas de tratamentos mecanicos que utilizam, solucado de tratamento sustentavel

com potencial significativo de recuperacéo de energia e nutrientes [96, 98].

Microalgas tém a capacidade de degradar poluentes organicos diretamente [99,

100]. Estudos foram realizados com foco na capacidade de remocao de compostos
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organicos da agua utilizando microalgas: remocéo de farmacos [69], metais [101],

matéria-prima plastica [102], nutrientes [103, 104], entre outros compostos.

Efeitos adversos foram determinados por Gong e colaboradores [105] na espécie
Chlorella vulgaris quando a mesma foi exposta a hano particulas de 6xido de niquel.
O estudo mostrou razbes maximas de reducdo do niquel foram alcancados em 72
horas de exposi¢do. As microalgas verdes possuem o potencial de uso na nano
poluicdo, que pode ser biorremediado em sistemas aquaticos.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos benzo(a)pireno (BaP) e
benzo(a)antraceno (BaA) foram expostos em mini biorreatores com a presenga de
microalgas das espécies Selenastrum capricornutum e Scenedesmus acutus (50:50).
O ciclo com uma vazéao de 0,08 mL min-* usando modo de operacdo com alimentagéo
continua, apresentou uma remocao de 92 e 88%, de BaP e BaA, respectivamente
[106].

O emprego de microalgas na remocao de agrotéxicos da agua vem ganhando
destaque nos ultimos anos [9, 19]. Elas desempenham um papel importante na
dispersdo, transformacdo quimica e bioacumulacdo de muitos compostos
xenobidticos toxicos, como 0s agrotoxicos. A remoc¢do de contaminantes organicos

pode se dar através dos processos de adsorcéo, absorcéo e biodegradacéo [66].

Os termos biossor¢cdo e bioacumulacdo sdo usados por diferentes autores,
mencionando a capacidade da biomassa de microalgas de remover, por meio de
adsorcdao, poluentes do meio [18, 107]. Biossorcéo € definida como um processo de
energia metabdlica passiva, rapida, reversivel e independente realiza por
microrganismo Vvivos ou inativos. Este processo é representado pelo desequilibrio das
forcas superficiais entre uma superficie sélida (biomassa) com uma fase liquida [108,
109].

A Tabela 6 mostra estudos realizados utilizando o processo de ficorremediacéo
de aguas contaminadas com agrotoxicos. Diferentes espécies de microalgas estéao
sendo aplicadas devido a sua capacidade de remocdo de poluentes organicos em
aguas contaminadas com diversos tipos de agrotoxicos. Os percentuais de remocao

variam de 0 até 95%. Os estudos foram realizados em escala laboratorial.
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Agrotoxico e

Grupo de . ~ Tempo de Temperatura Fotoperiodo Intensidade da luz )
. percentual de remocdo  Concentracdo . ) Microalgas Autores
agrotoxico %) incubacéo (dias) ¢ C (luz:escuro h) (umol m2 s1)
0
o Atrazina (6), simazina
Herbicida
(10) e alacloro (51)
Diazinona (39), 8 (tempo de
clorfenvinfés (49) retencéo
- . . o Chlorella sp. e
Inseticida lindano (41), malation 10 ug L? hidraulica) 2315 12:12 150 [19]
o Scenedesmus sp.
(95), clorpirifés (84) e reatores com
endosulfan (89) alimentagéo
o Pentaclorobenzeno continua
Fungicida
(84)
Dimetomorfe (24) e :
Fungicida . ) 600 pg Lt Scenedesmus obliquus
pirimetanil (10) 1-4 23+2 24:0 65 e Scenedesmus [77]
Herbicida Isoproturon (54) 10 ug L? quadricauda
Metalaxil (0), ciprodinil
Fungicida  (0), propamocarbe (50) 2pug Lt 4 20 16:8 100 Chlorella vulgaris [18]
e mandipropamida (0)
- . Chlamydomonas
Herbicida Fluroxipir (56) 0,5mgL? 5 20-25 14:10 80 ] . [107]
reinhardtii
_ Synechococcus
o Atrazina (80) e
Herbicida 0,75 mol Lt 1 18+1 12:12 702 elongatus e [9]

terbutrina (90)

Chlorella vulgaris
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento da pesquisa

O Lago Dourado € o reservatorio de agua doce da cidade de Santa Cruz do Sul,

proveniente do Rio Pardinho. Ele é fonte de captacédo e fornecimento de agua para a

cidade. Neste estudo foram utilizadas microalgas nativas do Lago Dourado (Figura 4)

(29°43'49.1" latitude sul, 52°27'39.6" longitude oeste) a fim de avaliar seu potencial de

ficorremediacao dos inseticidas bifentrina e imidacloprido.

Legenda
B Santa Cruz do Sul

Legenda

Localizacao de
Santa Cruz do Sul

@ Ponto de Coleta FE S

Mapa de

Santa Cruz do Sul

Figura 4 — Mapa de localiza¢éo do Lago Dourado, Santa Cruz do Sul — RS.

A Figura 5 e 6 mostram o delineamento experimental da pesquisa, para a

bifentrina e imidacloprido, respectivamente. O fluxograma contempla etapas desde a

producdo do inéculo de microalgas nativas até os processos de ficorremediacéo

analisados (biodegradacédo, biossorcao, adsorcéao e a determinagdo quantitativa dos

inseticidas remanescentes) e as analises realizadas.
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Figura 5 — Fluxograma esquemaético do delineamento da pesquisa para a bifentrina.
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Figura 6 — Fluxograma esquematico do delineamento da pesquisa para o imidacloprido.
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Amostras da agua do LGD foram coletadas durante um periodo de eutrofizacao
e floracdo, em agosto de 2016. A reproducdo das microalgas foi conduzida em um
fotobiorreator misto (Figura 7), isto €, um sistema de producdo de microalgas
combinado com formas abertas e fechadas. O fotobiorreator € composto de unidades
do tipo colunas/tubos verticais, (Figura 7 — A), representado a forma fechada. A forma
aberta é representada por um tanque (Figura 7 — B), que tem a funcéo de reservatorio,
a partir do qual o meio de cultivo é recalcado e introduzido na base dos tubos verticais,
através de uma bomba submersa com vazéo de 15 L mint. Os tubos estdo dispostos

paralelamente ao longo dos quais, a 4gua segue um fluxo ascendente.

Figura 7 — Fotobiorreator do tipo misto, com colunas verticais (A) e tanque aberto (B).

O sistema esta localizado pré6ximo a Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE)
da UNISC. A estacdo meteorolégica automatica da UNISC forneceu os dados
referentes a irradiacdo solar incidente e de temperaturas no periodo em que foi feita
areproducdo. A estacdo é da marca Davis, modelo Vantage Pro Plus. As coordenadas
geograficas da ETE séo: 29°41'55.7" latitude sul e 52°26'28.0" de longitude oeste.
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O fotobiorreator misto possui aproximadamente 70 L de volume total. Dois litros
de uma solucéo fertilizante de 3 g L1, com aproximadamente 17% de nitrogénio, 11%
de fosforo e 18% de potéssio (NPK), da marca Yara, foi adicionado aos 68 L de agua
do LGD. O cultivo foi feito nestas condicdes para garantir que o0 processo de
reproducdo ocorresse utilizando as temperaturas e radiagcdes solares naturais. O

processo para formacéo do indculo levou 7 dias.

4.2 Manutenc¢éo do in6culo

O indculo foi acondicionado em erlenmeyers onde foi mantido viavel por
aproximadamente 17 meses no Laboratorio de Microalgas do Centro de Exceléncia
de Produtos e Processos Oleoquimicos e Biotecnolégicos (CEPPOB) da UNISC. O
in6culo for mantido sob borbulhamento, luz constante usando lampada fluorescente
branca de 25 pmol m=2 s* e temperatura de 25 + 2 °C. A intensidade da luz foi medida
utilizando um medidor de luz, modelo 5025, da marca Peak Tech Repiques foram
feitos a cada 14 dias, retirando 2/3 do in6culo e completando com uma solugéo
fertilizante de NPK 3 g L.

4.3 ldentificacdo das microalgas reproduzidas a partir da agua do LGD

A identificacdo do género predominante no indculo cultivado a partir da 4gua do
LGD foi realizada utilizando o microscépio éptico, modelo BX40, da marca Olympus,
com aumento de 400 vezes. O processo foi realizado no Laboratoério de Fitopatologia
da UNISC. A identificacao foi realizada antes de iniciar o processo de ficorremediacao
com o auxilio de uma chave dicotébmica, baseada nas caracteristicas morfologicas dos

organismos [110].

4.3.1 Identificacdo molecular

A identificagdo molecular das espécies foi realiza ap6s a identificacdo
microscopica, a fim de confirmar a predominancia do género encontrado. Esta etapa

foi realizada pelo grupo de pesquisa do professor Alexandre Rieger, na UNISC. A
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técnica de sequenciamento Sanger foi utilizada seguindo a descricdo das etapas,

brevemente:

Extracdo do DNA,;
Amplificacdo pela técnica PCR utilizando um par de primers da regido 18S
rDNA e um par de primers da regido ITS1-5.8S-ITS2;

Sequenciamento utilizando do método de Sanger;

Analise dos dados moleculares.

O sequenciamento das amostras foi realizado no CEPPOB, utilizando um
analisador genético, modelo ABI 3500, um sistema de analise de DNA de 8 capilares

de 50 cm com polimero POP-7.

4.4 Estudos de ficorremediacao dos inseticidas

4.4.1 Condicdbes dos estudos preliminares do processo de

ficorremediacao

Estudos preliminares foram conduzidos inicialmente para ambos os inseticidas
para a tomada de decisbes. Algumas condicbes foram otimizadas no inicio e se

mantiveram durante todos os experimentos, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢bes otimizadas para os experimentos de ficorremediacéo.

Itens Condicbes
Rotacé&o do agitador 190 rpm
Luminosidade 20 ymol m2 st
Temperatura 29+3°C
Fotoperiodo 12/12 h (luz/escuro)

Os experimentos foram conduzidos em um agitador automatico, marca Marconi
(Figura 8). Os inseticidas auxiliaram na fonte de carbono e trés pares de lampadas

fluorescente brancas, como fonte de energia.
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Figura 8 — Agitador automatico usado como fotobiorreator.

A quantidade de in6culo utilizada nos ensaios foi calculada de modo que se
obtivesse aproximadamente 1x10* cel mL?! (10% de inéculo adicionado) de
concentracgdo inicial nos experimentos. A determinacdo da concentracdo celular dos
in6culos produzidos foi feita através da contagem das células em camara de Neubauer

utilizando microscépio da marca Instrutherm, com aumento de 100 vezes.

As solucdes comerciais dos inseticidas bifentrina e imidacloprido, assim como a
solucdo fertilizante de NPK foram preparadas no dia do inicio do experimento.
Bifentrina e imidacloprido foram avaliados em concentracdes na ordem de ppm, a fim
de que residuos pudessem ser quantificados dentro das respectivas faixas de trabalho
nas técnicas analiticas empregadas, e, todavia, para simular a contaminacédo de

aguas em concentracfes mais elevadas.

4.4.2 Estudo preliminar do processo de ficorremediacéo de bifentrina

O agrotoéxico comercial utilizado nos experimentos foi da marca Talstar 100 EC,
do fabricante FMC, contendo 100 g L* (10% m/v) do ingrediente ativo bifentrina, além

de outros ingredientes, como emulsionantes e solventes. A Tabela 8 mostra as
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condi¢cBes aplicadas nos testes preliminares avaliando a presenca e auséncia de

microalgas, em erlenmeyers, para avaliagado do processo de ficorremediagao.

Tabela 8 — Composicao dos reatores no estudo preliminar do processo de ficorremediacédo da
bifentrina (5 mg L1).

Composicéo dos frascos reatores AMBO ABO AMB1 AB1
NPK (g L) 0 0 1 1
In6culo (%) 10 0 10 0

AMB = amostras com presenca de microalgas e bifentrina; AB = amostras com presenca de somente
bifentrina;
10% de in6culo = 1x104 cel mL™1,

Algumas variaveis foram testadas como: leitura do pH das amostras, bifentrina
remanescente nas amostras AMBO e AMBL1 (a cada 5 dias) e ABO e AB1 (a cada 15
dias), total de biomassa seca; carbono total (TC), nitrogénio total (TN) e potassio (K)
(ap6bs 15 dias de incubacéo) na fase aquosa; carbono (C) e nitrogénio (N) na biomassa

seca (apos 15 dias de incubacéo).

4.4.3 Estudo do processo de ficorremediagédo de bifentrina com controle
de pH

Valores de pH foram avaliados nos experimentos com a presenca de microalgas
e bifentrina (AMB), somente com bifentrina (AB) e somente com microalgas (AM). O
perfil metabdlico fotoheterotréfico foi utilizado como modo de nutricdo. Foram
utilizados frascos erlenmeyers como reatores. A Tabela 9 mostra as condicbes

estudadas.
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Tabela 9 — Composicao dos reatores no experimento usando bifentrina com controle de pH.

Composicéo AM AMB AB
Bifentrina comercial
0 5 5
(mg L)
NPK (g L) 1 1 1
In6culo (%) 10 10 0
pH Sem ajuste Sem ajuste e 6,5,7,0e 7,5 Sem ajuste e 6,5,7,0e 7,5

AMB = amostras com a presenca de microalgas e bifentrina; AM = amostras com a presenca de
somente microalgas; AB = amostras com a presenca de somente bifentrina;
10% de in6culo = 1x104 cel mL1,

O pH foi monitorado a cada dois dias, em pares, nas amostras com adicéo de
bifentrina, e quando necessario ajustado utilizando uma solucdo de NaOH 1 mol L e

0,01 mol L1, conforme descrito abaixo:

Amostras sem ajuste de pH: AMBS e ABS;
Amostras com ajuste em pH 6,5: AMB65 e AB65
Amostras com ajuste em pH 7,0: AMB70 e AB70;

Amostras com ajuste em pH 7,5: AMB75 e AB75.

Os valores de pH foram ajustados devido ao decréscimo significativo
apresentado durante os testes preliminares, ademais visaram também contemplar o
faixa Otima de crescimento das microalgas [79]. Os experimentos foram realizados
simultaneamente em dias diferentes (inter-dia), e repetidos em triplicata. O periodo de
incubacéo foi estendido para 20 dias, visando uma maior obtencédo de biomassa seca

para posterior avaliacao.

4.4.4 Estudo preliminar do processo de ficorremediacao de imidacloprido

Imidacloprido comercial da marca Evidence 700 WG, do fabricante Bayer, com
700 g kg* (70% m/m) de pureza do principio ativo, foi utilizado nos experimentos. A
Tabela 10 mostra as condi¢des aplicadas nos testes preliminares, em erlenmeyers.
Variaveis foram avaliadas, como: pH das amostras com presenca de microalgas e

imidacloprido (AMI) e presenca de somente imidacloprido (Al), 4 vezes durante os 11
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dias, imidacloprido remanescente e o total de biomassa seca, apés 11 dias de

incubacao.

Tabela 10 — Composicao dos reatores no estudo preliminar do processo de ficorremediagéo do

imidacloprido.
Amostras Imidacloprido comercial (mg L) In6culo (%)
AMI1 3,5 10
All 3,5 0
AMI2 7,0 10
Al2 7,0 0
AMI3 14,0 10
AlI3 14,0 0
AMI4 21,0 10
Al4 21,0 0

NPK=1gL7;
10% de in6culo = 1x104 cel mL1,

445 Planejamento fatorial da ficorremediagcdo de bifentrina e

imidacloprido

O objetivo do planejamento fatorial (22) foi avaliar a influéncia de duas variaveis,
percentual de indculo e fotoperiodo, conforme descrito na Tabela 11, no processo de

ficorremediagao de bifentrina e imidacloprido.

Tabela 11 — Planejamento fatorial dos experimentos.

Fotoperiodo (h) In6culo (%)
12:12 10
12:12 20

18:6 10
18:6 20

10% de in6culo = 1x104 cel mLL;
20% de in6culo = 2x10% cel mL™1.
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As condicdes ja otimizadas desde o inicio dos experimentos se mantiveram fixas,
como: rotacdo do agitador (190 rpm), intensidade da luz (20 pymol m? s1), pH (sem
ajuste) e temperatura (29 £ 3 °C). A concentracao da solugéo fertilizante NPK foi de 1
g L e a concentragdo da bifentrina e do imidacloprido utilizada, 5 mg L* e 20 mg L,
respectivamente. As amostras com a presenca de microalgas e o inseticida (AMB ou
AMI), presenca somente do inseticida (AB ou Al) e presenca somente de microalgas
(AM), também chamados de brancos, foram analisados em triplicata, no mesmo

periodo.

Os parametros avaliados, rendimento da biomassa algal seca, teor de inseticidas
na biomassa, teor de inseticidas depositados na parede do reator e teor de inseticida

remanescente no meio aquoso foram determinados no final dos 20 dias de incubag&o.

4.5 Analises realizadas
4.5.1 Analises preliminares do processo de ficorremediacao de bifentrina

Andlises preliminares foram realizadas para o composto bifentrina a fim de

avaliar alguma relagdo entre os teores remanescentes do inseticida.

Andlise elementar foi utilizada para a determinacdo do percentual de carbono,
hidrogénio e nitrogénio na biomassa seca. Foi utilizado o analisador CHNS, modelo
2400, da marca Perkin Elmer.

A determinacdo de carbono total e nitrogénio total foi realizada em testes
preliminares, na fase aquosa, para a avaliacdo da necessidade de adicdo de
fertilizante (NPK) no processo de ficorremediacdo. Para isso foi utilizado o analisador
de carbono orgéanico total e medi¢cdo de nitrogénio total, modelo TOC-L e TNM-L

acoplados, da marca Shimadzu.

A determinacdo de potassio foi realizada através da técnica de fotometria de
chama, usando fotdbmetro, modelo B462, da marca Micronal. A curva analitica foi

preparada com a faixa de trabalho de 1 — 100 mg L.
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4.5.2 Determinacédo de bifentrina na biomassa

A determinacéo de bifentrina na biomassa microalgal seca foi realizada pesando
aproximadamente 10 mg de amostra em um tubo de vidro. Foi adicionado 5 mL de
acetato de etila, marca Vetec e levado ao banho ultrassom, da marca Eco-sonisc,
durante 15 min. Este processo de extracdo foi repetido trés vezes. O extrato foi
evaporado em rotaevaporador da marca Tecnal, usando temperatura e vacuo e

reconstituido com 5 mL. Apos a bifentrina foi determinada em CG-EM.

Para avaliar se o tempo, volume de solvente e nimero de extracdes seria o
suficiente, foi realizada a fortificacdo com bifentrina a 5 mg L. A fortificacédo foi
realizada em meio com biomassa de microalgas com a adicdo padréo na referida

concentracéo. A recuperacdo encontrada foi de 96%.

4.5.3 Determinacéo de bifentrina retida na parede do reator

Adicionalmente um processo de extracdo para remover a bifentrina depositada
na parede do reator (vidro) foi realizada. Ap6s o processo de ficorremediacao, no
recipiente ja vazio, foi adicionado aproximadamente 100 mL acetato de etila, seguido
do processo de extracao utilizando agitador automéatico (marca Marconi) com rotacao
de 250 rpm, durante 15 min. Este processo de extracéo foi repetido duas vezes. O
extrato foi evaporado em rotaevaporador da marca Tecnal, usando temperatura e
baixa presséo e reconstituido com 5 mL. Apos a bifentrina foi determinada em CG-
EM.

Para avaliar se o tempo, volume de solvente e nimero de vezes seria o suficiente
remover toda bifentrina depositada na parede do vidro, cada extracdo foi injetada

separadamente a fim de avaliar se o processo de remocao foi eficiente.

4.5.4 Extracdo de bifentrina da fase aquosa utilizando extragcdo em fase

sélida

Antes de proceder com a determinagéo de bifentrina em CG-EM, foi necessario

realizar uma pré-concentragdo e remocdo dos interferentes do sobrenadante
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resultante da separacédo da biomassa microalgal (meio liquido). Para tal, foi utilizado

a extracdo em fase sdlida [111, 112].

Para tanto uma bomba de vacuo e um manifold foi utilizado para auxiliar na
extracao (Figura 9). O cartucho Strata C18-E (500 mg/6 mL), da marca Phenomenex

foi utilizado como fase sélida. Segue abaixo as etapas de extracao:

— Ativacao do cartucho: 3 mL de metanol, marca J.T. Baker;
— Amostra (sobrenadante): 3 mL;

— Remocao dos interferentes: 5 mL de agua ultrapura

— Eluicdo: 3 mL de acetato de etila;

— Secagem: 1 min, utilizando ar;

— Remocao de moléculas de agua: adicao de sulfato de sodio anidro.

O fluxo de passagem dos solventes e amostra foi de aproximadamente uma gota
por segundo. ApGs o processo de extracdo, a bifentrina foi determinada em CG-EM.
O resultado do teste de recuperacdo foi de 98% na bifentrina comercial, na
concentracédo de 10 mg L.
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455 Determinacdo de bifentrina utilizando cromatografia gasosa

acoplado a espectrometria de massas

O teor de bifentrina foi determinado usando CG-EM, da marca Shimadzu,
modelo QP2010 Plus, equipado com injetor automatico. As analises foram realizadas
com uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e as condi¢cdes da

corrida estdo descritas na Tabela 12.

Tabela 12 — Condi¢des instrumentais da andlise de bifentrina por CG-EM [111].

Parametro

Condicao

Temperatura injetor
Modo de injecao

Volume de injecdo

Rampa de aquecimento

do forno

Gas arraste
Fluxo da coluna
Fonte de ionizacao
Energia da fonte
Temperatura da fonte
Tempo de corrida
Tempo de retencéo
Modo de aquisicido
Corte do solvente

Fragmento

250 °C
Split (razdo 1:10)

1puL
Taxa Temperatura Tempo de espera
- 100 °C 0 min
25°C 250 °C 0 min
3°C 260 °C 3 min
He
1 mL min?

Impacto de elétrons, modo positivo
70 eV
300 °C
12,33 min
9 min
Monitoramento do fon selecionado
5 min

181 m/z

Para a quantificacédo, a curva de analitica da bifentrina possuiu uma faixa de 0,1

até 25 mg L. O coeficiente de determinacao (r?) para curva linear ficou igual 0,999,
com seis pontos. A Figura 10 apresenta o espectro de massa e 0 cromatograma de

um ponto da curva (5 mg L?1).
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A linearidade da curva de analitica foi avaliada através do teste de Cochran (a =
0,05) e a presenca de valores aberrantes nas areas dos pontos através do teste de
Grubbs (a = 0,05). O limite de detecgéo (LOD) foi determinado como trés vezes a
relacdo do sinal/ruido (10 pg L1). O limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado

através da relagédo sinal/ruido (30 pg L) multiplicado por dez.

(X]OO ODOJ 180.050 'h:'I?:C 180.970 180.980 \5\3‘990 181.000 Hﬂ‘CIC‘ 181.020 '5"’430 |5\I\J;IJ 181.050
mic
4.01 [
3.0
2.04
1.0
1

— — T —T T — — 7
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

Figura 10 — Espectro de massa do composto bifentrina utilizando m/z = 181 e cromatograma,
utilizando CG-EM.

45.6 Avaliacdo da presenca de metabdlitos no processo de

ficorremediacao de bifentrina

A presenca de metabdlitos foi avaliada nas amostras com a presenca de
bifentrina e microalgas, sem ajuste de pH, ap6s 3, 6, e 20 dias de incubacéao, utilizando
CG-EM/EM, da marca Agilent, modelo do cromatografo 789B e do espectrdmetro
7000C. A fase aquosa das amostras, depois do processo de centrifugacéo, foi
acidificada em torno de pH 2, com solucédo de HCI 1 mol L' e apés acetato etila foi
utilizado para a extracdo dos metabdlitos, em funil de extracdo. A extracao foi repetida
3 vezes e o extrato foi rotaevaporado até a secura e reconstituido com metanol, em 5
mL. Na fase organica foi adicionado sulfato de sddio anidro para remogéao de possiveis

moléculas de agua.

Os extratos foram injetados em modo de varredura completa e os espectros

foram adquiridos no intervalo de 45 — 500 m/z em 2 segundos por varredura [44, 113].
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ApoOs os espectros foram comparados com a biblioteca de espectro de massa NIST.

A Tabela 13 evidencia a configuracdo do equipamento.

Tabela 13 — Condi¢cBes instrumentais da identificacdo de metabdlitos da bifentrina por CG-EM/EM.

Parametro

Condicéo

Temperatura injetor

Modo de injecao

250 °C

Split (razéo 1:1)

Volume de injecao 1uL
Taxa Temperatura Tempo de espera
Rampa de aquecimento - 160 °C 5 min
do forno 10°C 200 °C 1 min
10 °C 280 °C 8 min
Gés arraste He
Fluxo da coluna 0,5 mL min-?

Fonte de ionizacéo

Impacto de elétrons, modo positivo

Energia da fonte 70 eV

Temperatura da fonte 280 °C

Tempo de corrida 26 min
Modo de aquisi¢do Varredura

No processo de ficorremediacdo do imidacloprido ndo foi possivel avaliar a
presenca de metabdlitos no processo, devido a falta de tecnologia adequada para tal

identificacao.

4.5.7 Determinagdo de imidacloprido na biomassa

Imidacloprido foi determinado na biomassa microalgal seca através da pesagem
de aproximadamente 10 mg de amostra em um tubo de vidro. Foi adicionado 5 mL da
solucéo acetonitrila:metanol:agua (proporcéao 3:3:2) e levado ao banho ultrassom, da
marca Eco-sonisc, durante 15 min. Este processo de extracdo foi repetido trés vezes,

somando um total de 15 mL de volume. O sobrenadante da extracao foi filtrado com
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filtro de seringa de nylon 0,45 um, da marca Sartorius. Apoés a filtracdo o extrato foi

levado ao CLAE-DAD para determinacdo do imidacloprido [58].

Para avaliar se o tempo, volume de solvente e nimero de extracfes seria 0
suficiente, foi realizada a fortificagdo com imidacloprido a 20 mg L. A fortificacéo foi
realizada em meio com biomassa de microalgas com a adi¢cdo padrédo na referida

concentracéo. A recuperacao encontrada foi de 89%.

4.5.8 Determinacdo de imidacloprido retida na parede do reator

O processo de extracdo para remover o imidacloprido depositado na parede do
reator (vidro) foi realizada. No recipiente ja vazio, foi adicionado 20 mL da solucéo
acetonitrila:metanol:dgua (proporcdo 3:3:2) e os frascos levados ao agitador
automético (marca Marconi) com rotacdo de 300 rpm, durante 30 min. Apds o extrato
foi injetado no CLAE-DAD.

Para avaliar se o tempo, volume de solvente e nimero de vezes seria o suficiente
remover todo o imidacloprido depositado na parede do vidro, foram realizadas duas
extracBes e foi verificado que um processo de extracao é o suficiente para remover

todo o inseticida da parede.

4.5.9 Determinacédo de imidacloprido utilizando cromatografia liquida com

detector arranjo de diodos

A concentragdo de imidacloprido foi determinada usando CLAE-DAD da marca
Shimadzu, modelo SPD-M20A. A coluna foi do tipo fase reversa Eclipse Plus C18 (150
mm X 4,6 mm x 5 pum). A Tabela 14 mostra a configuragdo instrumental do
cromatografo para determinacédo de imidacloprido. Todos os extratos foram filtrados
utilizando filtro de seringa de nylon 0,45 um, da marca Sartorius, antes da inje¢cdo no

cromatoégrafo.

A faixa de trabalho da curva de analitica do imidacloprido variou de 0,1 até 50
mg L1. O coeficiente de determinacéo (r?) para curva linear ficou igual 0,999, com seis

pontos. Os testes de Cochran (a = 0,05) e Grubbs (a = 0,05) foram usados para
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avaliacdo da linearidade da curva e a presenca de valores aberrantes nas areas dos
pontos, respectivamente. O LOD ficou igual a 10 pug L' e 0 LOQ com o valor de 100
ug L. A Figura 11 apresenta o cromatograma de um ponto da curva analitica (25 mg
L'1) e o espectro UV.

Tabela 14 — Condi¢des instrumentais da andlise de imidacloprido por CLAE-DAD [114].

Parametro Condicéo
Volume de injecao 5L
Fase moével Metanol/Agua (65/35) em pH 3
Fluxo da coluna 0,6 mL min-?
Temperatura da coluna 22 °C
Tempo de corrida 10 min
Tempo de retengéo 3,8 min
Comprimento de onda 270 nm

mAU

0o 25

—
5.0

75

Figura 11 — Cromatograma e espectro UV do imidacloprido, empregando CLAE-DAD.

4.5.10 Determinacéo do rendimento da biomassa de seca

A recuperacdo de biomassa de microalgas para os calculos de rendimento no
processo de ficorremediacao foi realizada pela centrifugacdo das amostras, utilizando

uma centrifuga da marca Fanem, com rotagéo de 2500 rpm, durante 15 min.
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A analise gravimétrica foi utilizada para a determinacdo do peso seco da
biomassa microalgal separada. Apds a decantacdo, a biomassa foi seca em estufa,

da marca Biofoco, a 60 °C, até peso constante, em placas de Petri.

4.5.11 Avaliacdo da toxicidade aguda de amostras com a presenca de
bifentrina e imidacloprido usando Daphnia magna

Daphnia magna Straus, 1820 (Crustacea, Cladocera), € um microcrustaceo
planctdénico, de 5 mm a 6 mm de comprimento, que atua como consumidor primario
na cadeia alimentar aquética e se alimenta por filtracdo de material organico
particulado em suspensédo. Os organismos deste género sdo vulgarmente conhecidos
como pulga d'agua [115]. E um organismo modelo na ecotoxicologia, devido a
caracteristicas como: cultivo facil, crescimento rapido e fundo genético constante

definido com uma reproducéao clonal [116].

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia da UNISC,
utilizando neonatos de Daphnia magna, com idade entre 2 a 26 horas. O cultivo dos
organismos foi realizado em agua reconstituida com fotoperiodo de 16:8 horas
(luz/escuro). Desmodesmus subspicatus é a espécie de microalga utilizada como

alimento dos microcrustaceos, com uma temperatura de 20 °C + 2 °C.

O teste de sensibilidade exigido pela ABNT NBR 12713:2009 foi realizado
através da exposicao dos individuos a substancia referéncia dicromato de potassio,
em diferentes concentracdes. A duracdo do teste € de 24 horas com auséncia de luz.
Todos os resultados foram obtidos a partir da visualizacdo, seguida de contagem, da
guantidade de organismo que perderam a mobilidade. O software Spearman-Karber

foi utilizado para calcular o EC50.

A ecotoxicidade das amostras aquosas foi avaliada depois do processo de
ficorremediacéo, utilizando o método de ensaio com Daphnia magna para avaliagdo
da toxicidade aguda, seguindo a norma ABNT NBR 12713:2009 [115].

A analise ecotoxicologica consiste na exposicdo dos organismos a amostra,
conforme Figura 12. Amostras antes (ATO) e depois do processo de ficorremediacao

(AT20) foram avaliadas. O volume de amostra em cada frasco € de aproximadamente
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25 mL e séo expostos 10 organismos por frasco. O tempo de exposicao é de 48 horas.

ApoOs a exposicao foi realizada a contagem do numero de individuos mortos.

Figura 12 — Exposigéo dos filhotes de Daphnia magna as amostras.

4.5.12 Quantificacdo de fungos e bactérias viaveis nos processos de

ficorremediacao de bifentrina e imidacloprido

Considerando que o inéculo foi produzido a partir de uma fonte ambiental e que
0s experimentos ndo foram realizados assepticamente, a populacdo microbiana de
fungos e bactérias foi quantificada nas amostras no tempo zero (to), inicio dos
experimentos e apos os 20 dias de cultivo (t20), sem ajuste de pH e no fotoperiodo
12:12 horas. Para avaliar as unidades formadoras de col6nias (UFC mL™?) foi aplicada
a técnica de contagem padrdo em placa a partir de diluicdes seriadas.

Para a avaliagdo de bolores e leveduras, as aliquotas de 100 pL foram
espalhadas em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose e incubadas a 25°C
por 5 — 7 dias, em duplicatas. Para a avaliacdo de bactérias mesofilas aerobias as
aliquotas foram espalhadas em placas de Petri contendo Agar Nutriente e incubadas
a 35 °C por 48 horas, em duplicatas. Apos o periodo de incubacédo procedeu-se a
contagem das colonias desenvolvidas nas placas considerando as diluicbes que
apresentavam entre 25 e 250 coldnias. Os resultados foram expressos considerando

as respectivas diluicdes e o volume adicionado.
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4.6 Analise de dados

O software Graph Pad Instat, versao 3 de 1997 foi utilizado para avaliagdo dos
dados. Resultados dos experimentos foram obtidos em triplicata (n = 3), e os valores

expressos como média * desvio padrao.

Testes nao-paramétricos foram submetidos aos resultados devido ao baixo
namero de replicatas e ao ndo atendimento dos requisitos paramétricos. Em funcéo

disto, nédo foi possivel verificar a normalidade e homogeneidade dos dados.

Quando trés grupos ou mais de dados foram comparados, os mesmos foram
submetidos a analise de variancia utilizando o teste de Kruskal-Wallis com poés teste

de Dunn para comparacao das colunas. O nivel de confianca foi de 95% (p < 0,05).

No planejamento fatorial, o efeito das variaveis foi comparado através do
digrama de Pareto, utilizando o software Chemoface, versédo 1.61 de 2016. Resultados
dos experimentos foram obtidos em triplicata (n = 3). O nivel de confianca foi de 95%
(p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reproducao das microalgas nativas do LGD

No periodo de crescimento pode-se observar periodos de aumento na
temperatura ambiente diurna e irradiacdo solar acima da média do més, conforme
apresentado nas Figuras 13 e 14. A média de irradiacdo no més de agosto foi de

aproximadamente 1.384 ymol m? s1, e a temperatura média de aproximadamente 19
°C.
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Figura 13 — Dados médios de incidéncia de irradiacdo solar (22 a 29 de agosto de 2016).
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Figura 14 — Temperaturas médias diurnas (22 a 29 de agosto de 2016).
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A irradiacéo solar no verdo 2016 e 2017 variou de 2.742 até 5.027 ymol m? s,
dados fornecidos pela estacdo meteorologica da UNISC. A temperatura média e a
incidéncia de radiacdo no periodo de reproducdo (22 a 29 de agosto de 2016)
favoreceram o processo de fotossintese. Assim, as microalgas nativas do LGD se

desenvolveram de forma satisfatoria e o indculo foi rapidamente obtido.

Gonzélez-Barreiro e colaboradores [9] avaliaram o crescimento de
Synechococcus elongatus e Chlorella vulgaris em meio enriquecido com os herbicidas
atrazina e terbutrina. As culturas foram iluminadas com uma lampada fluorescente
com uma radiagéo fotossintética ativa de 70 + 2 umol m2 st e mantida, a qual substitui
a irradiagdo solar presente no ambiente natural, a uma temperatura de incubagéo de
18 +1 °C.

5.2 Identificac&o das microalgas reproduzidas a partir da agua do LGD
5.2.1 Identificacdo morfolégica

O género predominante identificado através da microscopia no inéculo

reproduzido a partir da agua do LGD foi Chlorella sp. (Figura 15).

Figura 15 — Identificagdo morfoldgica com predominancia do género Chlorella, aumento de 400x.
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5.2.2 Identificacdo molecular

Hebert e colaboradores [117] mostraram que existem limitacdes significativas na
identificacdo morfolégica de espécies. A identificacdo molecular a nivel de DNA, torna-
se uma poderosa ferramenta para a discriminagcédo de espécies de microalgas.

A identificacdo molecular foi realizada no inéculo com a presenca das microalgas
reproduzidas a partir da agua do LGD. As espécies identificadas foram a Parachlorella
kessleri (classe Trebouxiophyceae) e a Lobochlamys segnis (classe Chlorophyceae),

Figuras 16 e 17, respectivamente.

Figura 16 — Imagem microscépica da microalga Lobochlamys segnis.

Figura 17 — Imagem microscépica da microalga Parachlorella kessleri.

A identificagdo molecular mostrou que o género Chlorella identificado, baseado
na morfologia das microalgas (item 5.2.1), ndo é o género predominante do meio. O
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género predominante identificado foi o Parachlorella, através da espécie Parachlorella

kessleri. Essa espécie € reconhecida por conter uma elevada producéo de 6leo [118].

A espécie Parachlorella kessleri foi estudada no processo de biorremediacéo de
retardadores de chama, os éteres difenilicos polibromados, nas seguintes condic¢des:
fotoperiodo 16:8 h, intensidade da luz 40 pmol m? s, temperatura de 22 + 1 °C, com
rotagdo de 150 rpm. Percentuais de remocgao variaram de 34 a 68% nos trés

congéneres avaliados, mostrando a capacidade de remediacdo da espécie [119].

Koutra e coautores [120] usaram a espécie Parachlorella kessleri e avaliaram a
eficacia do cultivo em efluente de digestdo anaerdébica, derivado de produtos lacteos.
O estudo visou a remoc¢do de nutrientes na condicao estéril e ndo estéril do efluente.
N&o foram observadas diferencas entre os dois tipos de efluentes testados. Houve a
assimilacao de 49,7% de nitrogénio amoniacal e a remocéao de aproximadamente 84%
de fésforo total apds o tratamento. Os resultados mostraram uma performance

satisfatoria.

5.3 Resultados dos estudos do processo de ficorremediagéao

Estudos preliminares foram conduzidos inicialmente para ambos os inseticidas,
de modos distintos. Os resultados dos testes foram usados para tomada de agbes

para 0s experimentos seguintes.

5.4 Ficorremediacao da bifentrina
5.4.1 Estudo preliminar do processo de ficorremediacéo de bifentrina

Testes preliminares foram realizados a fim de avaliar o comportamento das
microalgas e avaliar se o processo de ficorremediacao estava ocorrendo (Tabela 15).
Amostras com a presenca de microalgas e bifentrina, e presenca de somente
bifentrina, foram incubados durante 15 dias. Foi observado que nas amostras com
presenca de microalgas e bifentrina, e presenca e auséncia de NPK (AMB1 e AMBO)

houve aproximadamente 94% de remocao.
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Tabela 15 — Nutrientes remanescentes do meio liquido.

COT eNT Fotometria CG-EM

Amostras C total N total K Bifentrina remanescente
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (mg L™
0,31b:¢
AMB1 4541 +17,74%¢ 161,25+ 61,762¢ 229,94+ 12,182¢ 0,260 d
0,26 ¢
AB1 35,07°¢ 127,80 ¢ 134,680 ¢ 0,46 ¢
0,300 ¢
AMBO 45,20 £ 13,71>¢ 33,55 + 14,23%¢ 72,99 + 5,622 ¢ 0,230 d
0,36 ¢
ABO 19,51b.¢ 8,24b. ¢ < LODb © 0,700

an=3;bn=1;

¢ apds 5 dias de incubacéo; 4 apés 10 dias de incubacéo; € apds 15 dias de incubacéo;

AMBL1 = amostras com presenca de microalgas, bifentrina e NPK; AMBO = amostras com presenca de
microalgas e bifentrina; AB1 = amostra com a presenca de bifentrina e NPK; ABO = amostra com a
presenca de somente bifentrina.

Valores de pH foram avaliados nos experimentos com as amostras com a
presenca de microalgas e bifentrina (AMB), somente com bifentrina (AB) e somente

com microalgas (AM).

Nas amostras com presenca de somente bifentrina, e avaliacdo da presenca e
auséncia de NPK (AB1 e ABO) houve uma remocdo que variou entre 86 a 90%.
Comparando os resultados de bifentrina remanescentes nas amostras com presenca
de microalgas e bifentrina (AMBO e AMB1), em diferentes dias de coleta (5, 10 e 15
dias de incubacdo) ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes. Este
resultado incitou a investigacdo da presenca de bifentrina na biomassa e na parede

do recipiente utilizado como reator dos experimentos.

Os resultados preliminares do total de biomassa seca e o percentual dos
elementos C e N nas amostras estdo discriminados na Tabela 16, apés 15 dias de

incubacéo.

A amostra AMB1 apresentou 50 mg L™* a mais de biomassa seca. Devido a esta
diferenca consideravel, NPK foi adicionado nos experimentos seguintes. Nao houve
diferenca entre a relacdo do C/N nas amostras AMB1 e AMBO, demostrando que a

composicao deve ser similar apesar da massa obtida na presenca de NPK ser maior.
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Tabela 16 — Total de biomassa e elementos da biomassa.

Gravimetria Analise elementar (CN)
Amostras
Biomassa (mg L) C (%) N (%)
AMB1 310,002 35,912 5,702
AMBO 260,002 39,752 6,292
an=1;

AMB1 = amostras com presenca de microalgas, bifentrina e NPK; AMBO = amostras com
presenca de microalgas e bifentrina.

Como a manutencao do inéculo durante 17 meses foi feita usando NPK, a adicao
deste substrato no processo de ficorremediagdo, auxiliou o crescimento das
microalgas, uma vez que ja estavam adaptadas a essas condi¢des e pode ter auxiliado

no aumento da biomassa.

A Figura 18 apresenta os valores de pH nas amostras durante os dias de
incubacdo. Os valores de pH iniciais para as amostras tiveram um decréscimo

significativo durante o processo.

Resultados diferentes foram obtidos no trabalho de Chinnasamy e colaboradores
[121], onde algas verdes cresceram em efluente cujo o pH variou de 6,54 para 7,18.
A faixa de pH entre 7 e 9 é a condicdo em que a maioria das algas crescem

favoravelmente [67].

Qiu e coautores [79] em seu estudo mostram que as taxas de crescimento
cairam significativamente nos cultivos onde o pH foi ajustado acima de 7. O pH neutro
foi mais favoravel na taxa de crescimento da espécie Chlorella sorokiniana. Este
resultado afirma que valores de pH perto da neutralidade sdo 6timos para o

crescimento de microalgas.
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Figura 18 — Monitoramento do pH das amostras dos testes preliminares com bifentrina.
AMB1 = amostras com presenca de microalgas, bifentrina e NPK; AMBO = amostras com presenca de
microalgas e bifentrina; AB1 = amostra com a presenca de bifentrina e NPK; ABO = amostra com a
presenca de somente bifentrina;
n=1.

5.4.2 Estudo do processo de ficorremediagcédo de bifentrina com controle
de pH

Os residuos de agrotéxicos sdo comumente encontrados no ambiente aquatico
como resultado de derrames ou escoamentos de pulverizagcdo agricola e através da
industria e dos esgotos domésticos. Ficorremediacdo € uma alternativa promissora,
usando organismos Vivos, as microalgas. Estes microrganismos tém a capacidade de
remover agrotoxicos na agua [18, 77]. Os experimentos foram conduzidos com o foco
na remediacdo de bifentrina. As microalgas foram expostas ao agrotoxico, em um
processo de incubacéo de 20 dias, para obtencédo de uma quantidade de biomassa

seca significativa para posterior avaliacao.

O monitoramento do pH também foi realizado, conforme a Figura 19. Pode-se
observar que a partir do inicio dos experimentos o pH foi decrescendo tanto nas
amostras com a presenca de microalgas e bifentrina (AMB) como nas amostras com
a presenca de somente bifentrina (AB). Nas amostras AMB o pH variou de 5,41 no
inicio do experimento chegando até 3,01 passados 20 dias de cultivo. Nas amostras

AB a variacdo do pH foi de 5,65 até 4,51 apos os 20 dias de incubacéo.
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Figura 19 — Monitoramento do pH do meio das amostras.
AMB = amostras com a presenca de microalgas e bifentrina; AB = amostras com a presenca de
somente bifentrina.
n=3.

Matamoros e Rodriguez [19] avaliaram a remocao de herbicidas, fungicidas e
inseticidas por ficorremediacdo e observaram que o pH variou de 7,8 a 8,8 nos

reatores com alimentacao continua e 8,9 a 9,8 nos em batelada.

Resultados de pH finais estavam acidos. Os valores nas amostras com presenca
de microalgas e bifentrina ficaram em torno de 3. Sugere-se que a diminuicéo do pH
pode ter ocorrido devido a presenca de metabdlitos, conforme evidenciado no estudo
de Chen e colaboradores [44], e/ou devido a presenca de seres heterdtrofos no meio,
uma vez eu o indculo nado foi esterilizado. Os autores avaliaram a degradacao da
bifentrina em meio liquido. Para a extracdo dos metabdlitos do meio, foi realizada uma
acidificacdo até pH 2. A avaliacdo da presenca de metabdlitos no meio sera

apresentada no item 5.4.7.

5.4.3 Rendimento de biomassa e percentual de nutrientes remanescentes

A Tabela 17 mostra os resultados de biomassa seca e andlise elementar. Nao

houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras, como esperado, para estas
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analises. Os 20 dias de cultivo aumentaram a concentracdo de biomassa final, com

excecdo da amostra AMB75, meio pH 7,5.

Nas amostras com presengca de somente bifentrina, nenhuma biomassa foi
observada. O resultado das amostras com a presenca de somente microalgas (AM)
foi igual a 418,75 + 119,73 mg L' de biomassa seca, ndo havendo diferenca
significativa no teor de biomassa seca encontrado com relacéo as amostras. A média
da relacdo C/N variou de 1,12 a 2,31% nas amostras, nao apresentando diferenga
significativa (p > 0,05). Este resultado mostra que deve haver similaridade entre a

composicdo da biomassa obtida nos diferentes meios de pH.

Tabela 17 — Biomassa total e percentual de nutrientes na biomassa.

Gravimetria Andlise Elementar (CHN)
Amostras
Biomassa (mg L) C (%) H (%) N (%)
AMBS, meio sem
) 470,67 + 203,87 17,63 + 3,35 4,01+0,48 10,00 + 1,79
ajuste
AMBG65, meio pH
65 500,00 + 122,06 13,93 + 5,28 3,33+£0,53 9,07 +1,25
AMB70, meio pH
20 390,48 + 115,00 10,53 + 3,71 2,93+0,29 9,32+ 0,49
AMB75, meio pH
. 295,24 + 41,00 16,44 + 2,38 3,14+0,48 711+£1,21
AMB = amostras com a presenca de microalgas e bifentrina;
n=3;
p > 0,05.

No estudo de Chinnasamy e coautores [121] a producdo de biomassa em aguas
residuais foi avaliada utilizando um consoércio de microalgas nativas, com duas
diferentes doses de CO2 (ambiente e 6%) e temperatura (15 e 25 °C) utilizando
iluminagdo constante de aproximadamente 81 pmol m-? s'1, com uma concentracéo
inicial do inéculo de aproximadamente 100 mg L. Apés 9 dias de incubacdo a
condicéo de 25 °C prevaleceu combinado com 6% de CO: resultando 1427 mg L de
biomassa. Quando utilizado apenas ar o resultado em biomassa foi menor, 800 mg L~
1. Resultado mostra que o perfil fotoautotré6fico, com aumento da fonte de carbono, foi

essencial para o crescimento das microalgas.
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Matamoros e Rodriguez [19] em seu estudo utilizaram reatores de alimentacéo
continua com predominancia de Chlorella sp. Uma concentracdo média de biomassa
final foi obtida, com concentraces de 150 + 48 mg L, 560 + 200 mg L e 634 + 140
mg L para 2, 4 e 8 dias de incubacéo, respectivamente, com concentracgao inicial de
100 mg L. Ap6s 10 dias de incubagdo nos reatores em bateladas, as microalgas
cresceram de 500 para 700 mg L. Agua de escoamento agricola foi utilizada nos
experimentos, como fonte de nutrientes, e foi coletada em canais de drenagem

agricola.

5.4.4 Teor de bifentrina na biomassa seca

A biomassa microalgal tem a capacidade de biossorver compostos organicos,
conforme evidencia a Tabela 18. Os resultados de percentual de bifentrina nas
amostras variaram de 14 a 26% e nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05).
O percentual encontrado na biomassa é em relacdo ao total adicionado no inicio do
ensaio (5 mg L1). Ndo foi encontrado teor de bifentrina na biomassa seca do branco

(meio sem bifentrina).

Tabela 18 — Percentual de bifentrina na biomassa.

Amostras Bifentrina (%)
AMB, meio sem ajuste 26,13 +10,91
AMBG65, meio pH 6,5 19,23 £ 6,97
AMB70, meio pH 7,0 13,85+ 5,70
AMBT75, meio pH 7,5 15,90 £ 5,90
AMB = amostras com a presenca de microalgas e bifentrina;
n=3;
p > 0,05.

Fungicidas foram avaliados em relagéo ao percentual de remoc¢é&o na presenca
de biomassa para avaliacdo do processo de biossor¢céo. Para o propamocarbe, a

presenca de biomassa viva de Chlorella vulgaris diminuiu a concentragdo do meio em
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torno de 30% se comparado com o controle sem microalga e a presenca de biomassa
morta, apos 60 min de exposicdo. Apesar do carater hidrofilico do fungicida (Log Kow
= 0,84), o periodo curto foi insuficiente para ativar outros processos como
biodegradacéo [18]. O percentual maximo de bifentrina encontrado na biomassa das
microalgas nativas do LGD, do presente estudo, foi um pouco menor (26,13%) do que
o encontrado para o fungicida propamocarbe. Uma vez que a bifentrina possui um
valor de Log Kow > 6, ela poderia ter apresentado um percentual de biossorgéo maior,
devido a maior afinidade com a biomassa (fase organica).

Biossor¢cdo envolve um metabolismo fisico-quimico independente, que inclui
outros processos como absorcao e adsorcao. Estudos revelam que o primeiro passo
na absor¢cdo de compostos organicos é principalmente um processo envolvendo uma

particAdo quimica na biomassa hidrofébica [18].

A primeira etapa para a absor¢cdo de herbicidas na sor¢cdo de compostos
organicos é um processo passivo envolvendo a particdo de um composto quimico
para a biomassa hidrofébica. Baseado no coeficiente de particdo da bifentrina (> 6),
ela tem carater hidrofébico, o que explica o percentual significativo encontrado na
biomassa das amostras. Gonzalez-Barreiro e colaboradores [9] evidenciaram a partir
de um outro herbicida (terbutrina), com um coeficiente de particao intermediario (3,49),

gue esta condicdo é favoravel a retirada do meio pelas células algais.

5.4.5 Teor de bifentrina nas amostras com a presenca de somente

bifentrina

Amostras com presenga de somente bifentrina foram avaliados a fim de verificar
se havia algum processo de degradacdo. Na Figura 20 é possivel verificar que um
percentual significativo de bifentrina foi biodegradada, seguida pela deposi¢cdo no
vidro do reator. Nao houve diferenca significativa entre o percentual de bifentrina entre
as amostras (p > 0,05), nas trés fontes avaliadas (meio liquido, vidro e biomassa), uma

vez que os desvios elevados foram o padrao.
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Figura 20 — Percentual de bifentrina nas amostras com a presenca de somente bifentrina.

ABS = presenca de somente bifentrina sem ajuste de pH;
ABG65 = presenca de somente bifentrina com meio pH 6,5;
AB70 = presenca de somente bifentrina com meio pH 7,0;
AB75 = presenca de somente bifentrina com meio pH 7,5;
n=3;

p > 0,05.
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Os resultados obtidos mostraram que um percentual significativo de bifentrina

(41,39 — 58,87%) foi degradada sem a presenca de microalgas no meio. A
fotodegradacdo € um processo que, sob condi¢cdes naturais simuladas, estimula a
degradacdo de piretréides. Fatores como concentragao, sistema de exposi¢ao, tempo

de irradiacéo, fonte e intensidade da luz, podem interferir e acelerar o processo [40,

Chen e colaboradores [44] realizaram um estudo, onde nado foi observada

degradacéo significativa de bifentrina na agua sem microalgas, sem a presenca de
luz, utilizando meio de sal mineral como solugéo nutritiva. Todavia o presente estudo
com bifentrina encontrou percentuais de degradacéo que variaram de 41,39 a 58,87%.

Os ensaios de ficorremediagdo de bifentrina usaram lampadas fluorescentes com
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intensidade da luz de aproximadamente 20 umol m? s, Este tipo de luz pode ser um
fator que contribuiu para a degradacao de bifentrina nas amostras com a presenca de

somente bifentrina.

Houve diferenca de degradacédo entre as amostras com presenca de somente
bifentrina e as amostras com presenca de microalgas e bifentrina, na remocéo do
meio. O percentual de degradac&do nas amostras com presenca apenas da bifentrina

foi de 15 a 37% menor, nos diferentes meios avaliados.

Em um estudo realizado por Ardal Ardal [18], a concentracdo de metalaxil
encontrada apés o tratamento ndo apresentou diferenca entre a amostra e o controle
(auséncia de microalgas). Neste caso a presenca das microalgas ndo aumentou a

remocao do fungicida no meio, mostrando com isso a indiferenca delas.

O percentual de bifentrina depositada na parede do reator alterou entre as
amostras com presenca de apenas bifentrina (AB) e as amostras com presenca de
microalgas e bifentrina (AMB). O percentual encontrado nas amostras AB foi 2 a 8

vezes maior que as amostras AMB, em todos os meios com diferentes pH.

Segundo Albaseer e coautores [123], os piretréides sao fortemente adsorvidos
na parede de materiais organicos, do recipiente, recolhimento e armazenamento.
Alguns fatores, como a concentracdo da amostra, material do recipiente (vidro) e o

periodo de espera, podem aumentar a perda do analito.

5.4.6 Teor de bifentrina nas amostras com presenca de microalgas e

bifentrina

As amostras com a presenca de microalgas e bifentrina foram comparadas as
amostras com presenca de somente bifentrina a fim de verificar uma vantagem no uso
destes microrganismos na remoc¢do de bifentrina da agua. Resultados entre as
diferentes condi¢cbes de pH testadas ndo apresentaram diferengas significativas (p >
0,05), conforme Figura 21. Os desvios padrdes variaram de 9 a 47% na quantidade

encontrada na biomassa e meio liquido, portanto, torna-se dificil encontrar diferenca
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entre as amostras. Em relacédo a quantidade depositada na parede do vidro, a variagcao

chegou em 70%.
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Figura 21 — Percentual de bifentrina has amostras com presenc¢a de microalgas e bifentrina.

AMBS = presenca de microalgas e bifentrina sem ajuste de pH;
AMBG65 = presenca de microalgas e bifentrina com meio pH 6,5;
AMB70 = presenga de microalgas e bifentrina com meio pH 7,0;
AMBY75 = presenga de microalgas e bifentrina com meio pH 7,5;

n=3;
p > 0,05.

Com base nas diferencas positivas observadas em relagdo ao percentual de

degradacédo (> 60%), podemos afirmar que as microalgas reproduzidas a partir do

reservatério de agua doce aumentaram o percentual de degradacdo. Em relacao ao

meio aquoso e parede do reator, ndo foi encontrada concentracdo significativa de

bifentrina nas amostras com a presencga de somente microalgas (branco). Resultados
encontrados ficaram abaixo do LOQ.
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Figura 22 — Percentual de bifentrina nas amostras com a presenca e auséncia de microalgas e presenca de bifentrina.

ABS = presenca de somente bifentrina sem ajuste de pH; AMBS = presenca de microalgas e bifentrina sem ajuste de pH;

ABB65 = presenca de somente bifentrina com meio pH 6,5; AMB65 = presenca de microalgas e bifentrina com meio pH 6,5;
AB70 = presenca de somente bifentrina com meio pH 7,0; AMB70 = presenc¢a de microalgas e bifentrina com meio pH 7,0;
AB75 = presenca de somente bifentrina com meio pH 7,5; AMB75 = presenc¢a de microalgas e bifentrina com meio pH 7,5;

n=3;
p > 0,05.
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A Figura 22 contempla os resultados das amostras com a presenca de
microalgas e bifentrina e as amostras com a presenca de somente bifentrina, nos

diferentes meios avaliados, a fim de facilitar visualmente as diferencas.

Bifentrina foi removida com um percentual acima de 85%, contemplando os
processos de biodegradacdo (meio liquido) e biossorcéo (biomassa), além de um
pequeno percentual aderido na parede do vidro. Um percentual significativo presente
na biomassa € caracteristico do valor de Log Kow > 6, mostrando a grande afinidade
com a fase organica (Figura 23). Este resultado é explicado da mesma forma que
Matamoros e Rodriguez [19] relataram para a ficorremediacdo do clorpirifés. Este
inseticida possui um Log Kow > 4 € em funcao disso foi removido da agua e biomassa,
totalizando 50% de remocéo.

Relatos da eficiéncia das microalgas na mitigacdo de agrotdéxicos em agua
associado a biossorcdo também envolvem o herbicida fluroxipir utilizando
Chlamydomonas reinhardtii [107] e o herbicida isoproturon utilizando Scenedesmus
obliguus e Scenedesmus quadricauda [77]. Para o fluroxipir, no primeiro dia foi
encontrado 35 ng mg? e no Ultimo dia (5° dia) foi encontrado aproximadamente 3,5
ng mg?. Determinacdes do herbicida em meio aquoso confirmaram o aumento do
percentual de biodegradacdo com o passar dos cinco dias (14 — 57%). Para o
isoproturon, apés 4 dias de incubacdo nenhuma diferenca significativa for observada
entre as espécies. No total 58%, do herbicida foi removido do meio liquido,
contemplando a quantidade que desapareceu e a que foi quantificada dentro da

biomassa. Em nenhum dos estudos acima foi avaliado o pH do meio.

5.4.7 Avaliacdo de presenca de metabolitos no processo de

ficorremediacao com bifentrina

O meio das amostras com bifentrina e microalgas, foram analisadas quanto a
presenca de metabdlitos empregando a técnica analitica de alta resolucdo (CG-
EM/EM). Os cromatogramas obtidos ndo apresentaram indicios da presenca de
moléculas ja identificadas por Chen e coautores [44] como produtos de degradacao.
Os picos foram comparados a biblioteca NIST, e acidos e ésteres metilicos de acidos
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graxos de cadeia longa foram identificados com uma probabilidade baixa que variou
de 18 a 83%. Entende-se que estes compostos ndo poderiam ser provenientes da
degradacdo da bifentrina, e uma possivel contaminacdo das vidrarias utilizadas ndo
pode ter ocorrido, porque todas foram enxaguadas com acetona apos a lavagem. A
Figura 23 mostra o cromatograma apos 3 dias de cultivo, o qual foi similar aos outros

(6 e 20 dias), porém a intensidade dos picos foi um pouco maior.

%10® |-El TIC Scan metablites 3 dias.D

034
0.2+
0.1 J
o

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660

ounts vs. Acquisition Time (scans)

Figura 23 — Cromatograma da identificagdo dos metabdlitos formadas a partir da degradacéo da
bifentrina (3 dias de cultivo).

Os produtos de degradacé&o da bifentrina identificados por Chen e colaboradores
[44] foram provenientes da quebra e rearranjos da estrutura da bifentrina, utilizando
uma concentracgédo inicial de 50 mg L. O presente estudo utilizou o processo com
uma concentracdo de 5 mg L%, e esta concentracéo foi avaliada. A concentragdo 10
vezes menor pode ter levado a ndo identificacdo dos metabdlitos.

5.4.8 Resultados do processo de ficorremediacdo com planejamento

fatorial para bifentrina

A Tabela 19 mostra os resultados de biomassa seca e percentual de bifentrina
determinado apds o processo de ficorremediacdo do planejamento fatorial 22,
contemplando as variaveis percentual de inéculo (10 e 20%) e fotoperiodo (12:12 e
18:6 h).

Nas amostras com presenca de somente bifentrina, nenhuma biomassa foi

observada, conforme era de se esperar. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
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na biomassa obtida entre as amostras com somente microalgas (AM1012, AM2012,
AM1018 e AM1018) se comparadas com as amostras com microalgas e bifentrina
(AMB1012, AMB2012, AMB1018 e AMB2018) nos dois fotoperiodos testados.

Tabela 19 — Resultados do planejamento fatorial da bifentrina.

Gravimetria CG-EM
Amostras (mg L) Bifentrina (%)

Biomassa Biomassa Meio liquido Vidro Degradacao
AMB1012 212,50 + 16,54 3,76 £ 0,71 0,87+ 0,35 1,09 £ 0,10 94,28 £ 0,70
AMB2012 418,75+ 43,75 4,79 + 1,06 0,95+ 0,28 1,54 + 0,60 92,72 £ 0,56
AB12 <LOD <LOD 39,73+£1,51 9,96 £ 0,18 50,32 +£1,49

AM1012 210,00 = 20,34 <LOD <LOD <LOD <LOD

AM2012 387,67 + 34,87 <LOD <LOD <LOD <LOD
AMB1018 341,67 = 3,61 3,42+1,05 0,90+ 0,19 0,71+ 0,03 94,96 + 1,20
AMB2018 435,42 + 23,66 2,90+0,78 0,58 + 0,30 0,33+0,05 96,19 £ 0,76
AB18 <LOD <LOD 15,07 £ 2,69 7,28 £2,25 77,65+1,24

AM1018 339,00 = 5,60 <LOD <LOD <LOD <LOD

AM2018 440,65 + 17,56 <LOD <LOD <LOD <LOD

AMB1012 = presenca de microalgas (10%) e bifentrina na condi¢édo de fotoperiodo 12:12 h;
AMB2012 = presenca de microalgas (20%) e bifentrina na condi¢éo de fotoperiodo 12:12 h;
AB12 = presenca de somente bifentrina na condigao de fotoperiodo 12:12 h;
AM1012 = presenca de somente microalgas (10%) na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;

AM2012 = presenca de somente microalgas (20%) na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;

AMB1018 = presenca de microalgas (10%) e bifentrina na condigao de fotoperiodo 18:6 h;
AMB2018 = presenca de microalgas (20%) e bifentrina na condigao de fotoperiodo 18:6 h;
AB18 = presenca de somente bifentrina na condigdo de fotoperiodo 18:6 h;
AM1018 = presenca de somente microalgas (10%) na condi¢édo de fotoperiodo 18:6 h;
AM2018 = presenca de somente microalgas (20%) na condi¢do de fotoperiodo 18:6 h;
LOD = Limite de deteccao;

n=3.

As variaveis avaliadas foram testadas e os efeitos avaliados. Em relacéo ao total

de biomassa obtida (Figura 24), houve diferenca significativa (p < 0,05) no efeito

observado na variavel indculo, fotoperiodo e também na combinacdo entre ambas.

O maior efeito observado foi na variagdo do inoculo. O efeito foi positivo e
mostrou que 20% de inéculo adicionado no inicio do processo de ficorremediagéo,
aumentou a quantidade de biomassa obtida no final em 27% no fotoperiodo 18:6 h e

100% no fotoperiodo 12:12 h, se comparado com 10% de inéculo adicionado.
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Figura 24 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis no total de biomassa (mg L) para a bifentrina.

Gonzalez-Fernandez e colaboradores [124] estudaram os cenarios | (23 °C/14 h
luz), I1 15 °C/14 h luz) e 11l (15 °C/11 h luz) com variacéo de temperatura e fotoperiodo
(74 pmol m2 s1), e avaliaram como estas condicdes influenciaram o crescimento de
microalgas. Durante os 9 dias de incubacéo, a biomassa dobrou em todos os cenarios.
Porém no cenario | as microalgas cresceram mais rapidamente, alcan¢cando no sexto
dia, o crescimento maximo. Temperatura e tempo de exposi¢cdo na luz podem ter
interferido positivamente no crescimento. No processo de ficorremediacdo da
bifentrina, no presente estudo, a biomassa aumentou aproximadamente 130 mg L™,
no fotoperiodo 18:6 h se comparado ao 12:12 h, no percentual menor de inéculo

adicionado.

Em relacdo ao percentual de degradacao da bifentrina, o diagrama de Pareto
(Figura 25) mostra que houve diferenca significativa (p < 0,05) na variavel fotoperiodo
e na combinacdo das duas. Todavia na variavel inoculo ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) nos percentuais 10 e 20% adicionados no inicio da
ficorremediacao.

Os géneros Chlorella e Scenedesmus foram usados para ficorremediar
pentaclorobenzeno e o endosulfan no estudo de Matamoros e Rodriguez [19]. O

processo utilizou fotoperiodo de 12:12 h e uma concentracédo inicial de indculo de 100
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mg L. Além disso foi avaliado a presenca de microalgas e do composto e também a
presenca isolada dos compostos. O fungicida apresentou melhores resultados de
remocao na presenca isolada (99%) do que na presenca de microalgas (55%). A
presenca de microalgas pode reduzir a foto-oxidagao e fotodegradacao do composto
através da biossorcéo nas microalgas. O inseticida apresentou melhores resultados

de remocédo na presenca de microalgas, de 91 para 99%.

p=0.05

Fotoperiodo(X2) 20733 =

X172 : 1.3933 —

Inéculo(X1) L0.17 =

I I : I I
0 05 1 15 2
Effect (absolute value)

Figura 25 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis na degradacao (%) para a bifentrina.

No caso da bifentrina avaliada no presente estudo, 50% e 77% foram removidos
nas amostras com a presenca apenas da bifentrina, nos fotoperiodos 12:12 e 18:6 h,
respectivamente. Sugere-se que o processo de fotodegradacao pode ter ocorrido com
a bifentrina, conforme os estudos anteriores e observado por Tariq e colaboradores
[40].

Na presenca das microalgas, bifentrina teve um percentual de biodegradacgéo
elevado, acima de 90%. O percentual presente na biomassa variou de 2,90 — 4,79%
em todas as variaveis. Devido a grande afinidade com a fase organica (Log Kow > 6),
o percentual baixo biossorvido pode ter ocorrido devido aos 20 dias de incubacéo.
Longos dias de incubacdo podem favorecer o desprendimento do composto da

biomassa. Esperava-se encontrar mais bifentrina biossorvida na biomassa.
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Um estudo realizado por Zhang e coautores mostrou que com o passar dos dias
de cultivo (5 dias), o percentual de fluroxipir (Log Kow = 5,04) acumulado na biomassa

reduziu 90%.

5.5 Ficorremediacao do imidacloprido
5.5.1 Estudo preliminar do processo de ficorremediacéo de imidacloprido

A Tabela 20 evidencia que mais que 60% do total de imidacloprido adicionado
nas diferentes concentracfes testadas, foi encontrado no meio aquoso, e menos que

10% biossorvido na biomassa seca.

Tabela 20 — Total de biomassa seca e percentual de imidacloprido encontrado em cada meio.
CLAE-DAD

Concentracéo Gravimetria

Imidacloprido (%
Amostras inicial adicionada ! prido (%)

(mg L) Biomassa (mg L) Meio Biomassa Parede do

aquoso reator

AMI1 3,50 156,25 80,00 7,79 <LOD
All 3,50 0,00 71,01 0,00 <LOD

AMI2 7,00 175,00 74,82 8,94 <LOD
Al2 7,00 0,00 68,12 0,00 <LOD

AMI3 14,00 187,50 78,87 8,70 <LOD
Al3 14,00 0,00 66,11 0,00 <LOD

AMI4 21,00 187,50 79,45 8,69 <LOQ
Al4 21,00 0,00 77,63 0,00 <LOQ

AMI = amostras com a presenca de microalgas e imidacloprido; Al = amostras com a presenca de
somente imidacloprido
n=1.

O percentual de degradacgé&o nas amostras (Al e AMI) variou de 12 a 33%. O total
de biomassa seca foi maior nas amostras com maior concentracéo de imidacloprido e
o percentual de inseticida na biomassa ficou similar entre as amostras. Como 0s
resultados de imidacloprido entre as amostras (meio aguoso e biomassa) nao
apresentaram diferengas significativas, optou-se para 0s experimentos seguintes,

pela utilizacdo de uma maior concentragdo, devido a necessidade de obtencdo de
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maior concentracdo de biomassa final e resultados analiticos dentro da faixa de

trabalho da curva analitica.

A Figura 26 evidencia o monitoramento do pH das amostras durante o periodo
de incubacdo. E possivel visualizar que diferente do comportamento do inseticida
bifentrina, nos experimentos com imidacloprido a variacdo do pH ocorreu de maneira

nao significativa, tornando-se desnecessario fazer ajustes no processo.

—u— AMI1 All —e— AMI2 Al2
—e— AMI3 Al3 —A&—AMI4 --A-- Al4
7,00
6,50
__________ iy
6,00 _‘—‘—_‘_‘ ______________ *———
%_ k- ____ A7
5,50
5,00 e .
ﬁ
4,50
4,00
0 2 5 9 11
Dias

Figura 26 — Monitoramento do pH dos testes preliminares com imidacloprido.
AMI1, AMI2, AMI3 e AMI4 = amostras com a presenca de microalgas e imidacloprido; All, Al2, Al3 e
Al4 = amostras com a presenca apenas do imidacloprido;
n=1.

O teste preliminar do imidacloprido apresentou valores de pH final acido. Os
valores nas amostras com presenca de microalgas e imidacloprido ficaram em torno
de 4,5. Isso pode ter ocorrido devido a presenca de seres heterotrofos no meio, uma
vez eu o in6culo ndo foi esterilizado. pH diferentes foram encontrados por Ardal [18]
em seu estudo de ficorremediagédo. Ele avaliou o processo de biodegradacdo com
microalgas da espécie Chlorella vulgaris e monitorou o pH apenas no final do
experimento. Apds o processo de biodegradacédo os valores de pH encontrados para
os tratamentos com microalgas (amostra) e sem microalgas (controles) foram os

seguintes: 9,30 + 0,06 e 7,43 * 0,06, respectivamente.
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5.5.2 Resultados do processo de ficorremediagcdo com planejamento

fatorial para imidacloprido

Na Tabela 21 os resultados de biomassa seca e percentual de imidacloprido

estdo apresentados. Ambos foram determinados ap6s o processo de ficorremediagéo

do planejamento fatorial 22, contemplando as variaveis percentual de inéculo (10 e
20%) e fotoperiodo (12:12 e 18:6 h).

Tabela 21 — Resultados do planejamento fatorial do imidacloprido.

Gravimetria CLAE-DAD
Amostras (mg L) Imidacloprido (%)

Biomassa Biomassa Meio liquido Vidro Degradacéao
AMI1012 258,33 £ 32,07 0,39+0,25 73,87 £ 2,36 0,15+ 0,03 25,59+ 2,57
AMI2012 314,58 + 38,19 0,79 £ 0,25 75,97 £ 1,44 0,12 +0,01 23,12 +£1,27
All2 <LOD <LOD 76,11 +£ 2,32 0,09+0,01 23,79+£2,31

AM1012 210,00 = 20,34 <LOD <LOD <LOD <LOD

AM2012 387,67 + 34,87 <LOD <LOD <LOD <LOD
AMI1018 391,67 £ 7,22 4,15+ 1,50 78,02 £ 1,66 0,52 £ 0,08 17,31+ 2,31
AMI2018 441,67 + 52,42 7,30 £ 0,85 82,75+ 0,09 0,71 + 0,06 9,19 + 0,98
All8 <LOD <LOD 84,31+2,12 0,64 £ 0,08 15,05 £ 2,07

AM1018 339 £ 5,60 <LOD <LOD <LOD <LOD

AM2018 440,65 + 17,56 <LOD <LOD <LOD <LOD

AMI1012 = presenca de microalgas (10%) e imidacloprido na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;
AMI2012 = presenca de microalgas (20%) e imidacloprido na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;

Al12 = presenca de somente imidacloprido na condi¢do de fotoperiodo 12:12 h;

AM1012 = presenca de somente microalgas (10%) na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;

AM2012 = presenca de somente microalgas (20%) na condicéo de fotoperiodo 12:12 h;

AMI1018 = presenca de microalgas (10%) e imidacloprido na condi¢do de fotoperiodo 18:6 h;
AMI2018 = presenca de microalgas (20%) e imidacloprido na condi¢do de fotoperiodo 18:6 h;
Al18 = presenca de somente imidacloprido na condicao de fotoperiodo 18:6 h;
AM1018 = presenca de somente microalgas (10%) na condi¢c&o de fotoperiodo 18:6 h;
AM2018 = presenca de somente microalgas (20%) na condicdo de fotoperiodo 18:6 h;
LOD = Limite de deteccéo;

n=3.

Nas amostras com presenca de apenas imidacloprido, nenhuma biomassa foi

observada, conforme esperado. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) de

biomassa entre as amostras com apenas microalgas (AM1012, AM2012, AM1018 e

AM2018) se comparadas com as amostras com a presenca de microalgas e
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imidacloprido (AMI1012, AMI2012, AMI1018 e AMI2018), nos dois fotoperiodos

testados.

A Figura 27 mostra o diagrama de Pareto que compara os efeitos das variaveis
em relacdo ao total de biomassa obtida. Houve diferenca significativa (p < 0,05) no
efeito das variaveis de modo individual para o fotoperiodo e in6culo. Em relacdo a

combinacao das variaveis, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05).

p=0.05

Fotoperiodo(X2) 130.0417 =

Inéculo(X1) 53.2917 —

x1x2| 132017 -

I I : 1 I l l I
0 20 40 60 80 100 120 140
Effect (absolute value)

Figura 27 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis no total de biomassa (mg L) para o
imidacloprido.

Fotoperiodo foi a variavel que apresentou a maior variacdo. O efeito foi positivo
e mostrou que o aumento da irradiacdo da luz (18:6 h) apresentou um teor de
biomassa 50% maior para 10% de inéculo e 40% maior para 20% de in6culo, se
comparado ao fotoperiodo 12:12 h.

Um estudo realizado por Holdmann e colaboradores [125] investigou o
crescimento da Chlorella sorokiniana em diferentes fotoperiodos (24:0, 16:8 e 12:12
h). Um maior rendimento de biomassa na luz durante os fotoperiodos mais curtos,
levou a uma melhor produtividade se comparada com a iluminagcdo continua. O
processo foi avaliado sempre combinando a producdo de biomassa na luz e a
produtividade. A combinacdo Otima poderia ser alcancada em uma concentracao
inferior a 4 g L durante a iluminacdo 24:0 h e uma concentracéo inferior a 7 g L*

Leticia Weis — Dissertacéo de Mestrado em Tecnologia Ambiental - UNISC 2018



84

durante os demais fotoperiodos. No estudo do imidacloprido, assim como no da
bifentrina, um aumento de 130 mg L na concentracdo da biomassa foi observado no

fotoperiodo 18:6 h, se comparado ao 12:12 h, nos 10% de inéculo adicionado.

Em alguns casos, concentracdes mais elevadas de agrotdéxicos no meio podem
afetar a concentracédo de biomassa seca total. Um estudo realizado com a exposicao
de atrazina e terbutrina a espécie Chlorella vulgaris em diferentes concentracdes
(0,025, 0,1 e 0,75 mol L?') mostrou que teor o de biomassa decresceu
significantemente conforme aumento da concentracdo. Terbutrina reduziu duas vezes
o0 teor de biomassa seca nas amostras (60 mg L) se comparado ao branco (120 mg
L) [9].

Em relacdo ao percentual de degradacéo do imidacloprido, o diagrama de Pareto
(Figura 28) mostra que houve diferenca significativa (p < 0,05) nas duas variaveis e
na combinacdo de ambas. Neste caso o efeito foi negativo, ou seja, mudando as
variaveis para nivel positivo (+1), uma diminuicdo dos percentuais de degradacéo do

inseticida foi observada.

p=0.05

Fotoperiodo(X2) -11.1033 —

Inéculo(X1) -5.2933 —

X1°%2 28233 -

L 1 1 1 L 1
0 2 4 6 8 10 12
Effect (absolute value)

Figura 28 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis na degradacao (%) para o imidacloprido.

Amostras com a presenca de somente imidacloprido apresentaram percentuais
de degradacéo similares as amostras com presenca de microalgas e imidacloprido.

Nas amostras avaliadas no fotoperiodo 12:12 h né&o houve diferenca entre os
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percentuais. No fotoperiodo 18:6 h, houve diferenca entre as amostras, porém o

percentual de degradacéo foi inferior.

O fungicida mandipropamida foi avaliado no processo de ficorremediagédo com a
espécie Chlorella vulgaris no fotoperiodo 18:6 h. O percentual de reducao ficou 65%
menor que a concentracdo inicial. Porém ndo foi observada diferenca entre a
concentragdo na presenca e auséncia de microalgas. Todavia, isso pode ser

justificado devido a rapida capacidade de degradacdo do composto [18].

A Figura 29 mostra os efeitos das variaveis avaliadas em relacdo ao percentual
de imidacloprido presente na biomassa. Houve diferenca significativa (p < 0,05) no
efeito das varidveis de modo individual e na combinac&o, com um efeito positivo. O
percentual de biossorcdo aumentou aproximadamente 10 vezes quando houve a troca
de fotoperiodo para 18:6 h. Em relacdo ao aumento do in6culo para 20%, nos
fotoperiodos 12:12 e 18:6 h, o percentual aumentou em torno de 100 e 75%,

respectivamente.

p=0.05

Fotoperiodo(X2) 5.1367 -

Indculo(X1) 1.77 —

X172 i [1.37e7 -

L 1 | | |
0 1 2 3 4 5
Effect (absolute value)

Figura 29 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis no percentual de imidacloprido na
biomassa.

O fungicida dimetomorfe foi ficorremediado com a presenca de microalgas no
estudo realizado por Dosnon-Olette e colaboradores [77], e 24% do total adicionado

foi biossorvido na biomassa, apos 4 dias de incubagéo com iluminagdo permanente.
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O coeficiente agua-octanol varia de 2,63 — 2,73, o que lhe da um carater mais

hidrofébico.

Imidacloprido avaliado no presente estudo, possui um Log Kow igual a 0,57 e em
funcao disso, o percentual do inseticida na biomassa foi baixo. No fotoperiodo 12:12
h, o percentual variou de 0,39 — 0,79%, todavia no aumento da quantidade de luz (18:6
h), o percentual aumentou variando entre 4,15 e 7,30%. O carater hidrofilico e o
aumento da exposi¢do na luz podem ter contribuido para este aumento no processo

de biossorc¢éo.

5.6 Resultados de toxicidade aguda

Os resultados do teste de sensibilidade dos organismos-teste, validaram a
utilizacdo dos mesmo em ensaios toxicologicos. Com relacdo a sensibilidade de
Daphnia magna, a faixa ideal varia de 0,56 — 0,81 mg L* para CE50 de 24 horas,
usando a substancia referéncia dicromato de potassio. O resultado de sensibilidade
obtida foi de 0,65 mg L, conforme solicitado pela norma ABNT 12713 de 2009.

5.6.1 Bifentrina

A ecotoxicidade do meio aquoso foi avaliada depois do processo de
ficorremediacdo, sem ajuste de pH, utilizando Daphnia magna para avaliacdo da

toxicidade aguda, utilizando diluicdes da amostra bruta conforme Tabela 22.

O resultado encontrado para a amostra ficorremediada foi EC50 = 2,04 ug Lt e
para a amostra sem processo de ficorremediacédo foi EC50 = 1,06 pg L*. A literatura
mostra resultados diferentes de EC50 usando Daphnia magna para o principio ativo
com pureza elevada (> 90%), como: 0,86 pg L [127] e 12,40 ug L [126].

A toxicidade da AT20 foi menor se comparada a ATO. Sugere-se que a existéncia
de toxicidade na amostra tratada pode ser devido a presenca de metabdlitos que
podem ter sido gerados durante o processo de biodegradagédo, porém ndo foram
identificados neste estudo. Chen e colaboradores [44] identificaram a presenca de
cincos metabdlitos totais da degradacdo da bifentrina, todavia dois destes foram
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provenientes da degradacéo inicial, os compostos acido ciclopropanocarboxilico e 2-

metil-3-bifenil metanol.

Tabela 22 — Mortalidade dos individuos de Daphnia magna apds 48 h de exposicdo em
bifentrina remanescente do processo de ficorremediac&o

Mortalidade da amostra Mortalidade da amostra ndo
Solugéo-teste (%) ficorremediada (AT20) ficorremediada (ATO)
(individuos) (individuos)
3,12 17 20
1,56 12 18
0,78 8 13
0,39 5 7
0,20 2 3
0,10 1 1

Concentragao das amostras: 0,20 mg L;
Inéculo usado na amostra = 10%;
Fotoperiodo: 12/12 h.

5.6.2 Imidacloprido

A toxicidade aguda do meio aquoso foi avaliada depois do processo de
ficorremediacdo do imidacloprido, utilizando Daphnia magna, seguindo as diluices

da amostra bruta conforme Tabela 23.

O resultado encontrado para a amostra ficorremediada e néo ficorremediada foi
EC50 = 7,25 mg L. A literatura mostra resultados mais elevados de EC50 usando
Daphnia magna, como: 56,60 mg L [31] e 85,00 mg L [127]. A toxicidade aguda
superior encontrada pode ser devido a outros compostos que estdo na formulacao
comercial. Lembrando que os resultados da literatura s&o do composto puro (pureza
> 90%) e ndo do produto comercial, que por sua vez possui 30% de outros

componentes.
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Tabela 23 — Mortalidade dos individuos de Daphnia magna apés 48 h de exposi¢éo em
imidacloprido remanescente do processo de ficorremediacéo.

Mortalidade da amostra Mortalidade da amostra nédo
Solugéo-teste (%) ficorremediada (AT20) ficorremediada (ATO)
(individuos) (individuos)
50,00 10 10
25,00 6 8
12,50 4 5
6,20 2 2
3,12 0 0

Concentracao das amostras: 14,5 mg L;
Inéculo usado na amostra = 10%;
Fotoperiodo: 12/12 h.

5.7 Quantificacdo de fungos e bactérias nos processos de ficorremediacao
de bifentrina e imidacloprido

Avaliacdo de fungos e bactérias foi realizada antes (to) e apds o processo de
ficorremediacdo (t20) de bifentrina. Para bactérias mesofilas aerdbias, nos
experimentos com bifentrina, foram obtidas 3,3x10° e 4,0x10°2 UFC mL (est.) nos
tempos to e t2o0, respectivamente. Para os fungos, foram obtidas 3,1x10% e 1,3x10° UFC
mL (est.) nos tempos to e t2o, respectivamente. Avaliacdo de fungos e bactérias foi
realizada antes e apos o processo de ficorremediacdo com bifentrina sem ajuste de
pH.

Para o imidacloprido a avaliacdo de fungos e bactérias foi realizada antes (to) e
apos o processo de ficorremediacdo (tz0). Para bactérias meséfilas aerdbias, nos
experimentos com imidacloprido, foram obtidas 2,3x10% e 4,5x10%2 UFC mL™ (est.) nos
tempos to e t2o0, respectivamente. Para os fungos, foram obtidas 2,8x10% e 1,4x10° UFC
mL (est.) nos tempos to e t2o, respectivamente. Avaliacdo de fungos e bactérias foi

realizada antes e ap0s o processo de ficorremediagcdo com imidacloprido.

O ind6culo utilizado no processo de ficorremediacdo, por ser uma amostra

ambiental n&o esterilizada, tinha a presenca de outros microrganismos, como fungos
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e bactérias. As UFC de bactérias diminuiram apos os 20 dias de cultivo. Todavia as
UFC de fungos aumentaram em quase 5 vezes. Porém, a luz do conhecimento atual,
ndo foram encontrados estudos de remediagdo de compostos organicos em agua

utilizando fungos.

O consorcio de microalgas utilizado no processo de ficorremediacdo de
agrotoxicos realizado por Matamoros e Rodriguez [19], tinha como populacéo principal
Chlorella sp. e Scenedesmus sp. Todavia o in6culo também continha 10% do seu total
em bactérias, porque foi utilizado agua de escoamento agricola como fonte de

nutrientes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos neste estudo, a ficorremediagdo utilizando
microalgas nativas a partir da dgua do LGD se mostrou um processo promissor para
a remocao de bifentrina e imidacloprido, tendo como espécie predominante

Parachlorella kessleri, contemplando o processo de biossorcao e biodegradacéao.

Bifentrina apresentou um percentual de maximo remocao de 99%, utilizando
20% de in6culo no inicio do experimento, fotoperiodo de 18:6 h e sem ajuste de pH.
A toxicidade aguda foi menor apos o processo de ficorremediacdo. Os metabdlitos
nao foram encontrados no meio utilizando CG-EM/EM.

Quanto ao imidacloprido, o processo de ficorremediacao, utilizando 10% de
in6culo, fotoperiodo de 12:12 h e sem ajuste de pH no processo, apresentou uma

remocao de 26%, com uma toxicidade aguda igual a encontrada no inicio do processo.

Por mais que o0 meio ndo estava livre de fungos e bactérias, acredita-se que as

microalgas foram responséaveis pela diminui¢do dos principios ativos no meio.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No que diz respeito aos agrotoxicos estudados:

— Avaliar outros agrotoxicos com grau de toxicidade intermediario a elevado,
utilizados na cultura do tabaco na regiao;
— Avaliar ecotoxicidade usando Daphnia magna entre o produto comercial e o

principio ativo puro para bifentrina e imidacloprido.

Em relacédo as microalgas:

— Otimizar o processo de centrifugacdo da biomassa obtida e reduzir o tempo
de secagem;
— Testar cepa pura de Parachlorella kessleri e comparar com as microalgas

reproduzidas a partir da agua do LGD.

No que diz respeito ao fotobiorreator:

— Aprimorar o sistema de iluminacdo dentro do fotobiorreator (agitador);
— Avaliar a possibilidade do uso da luz solar;

— Avaliar se existe diferenca entre a agitacdo mecanica e por coluna de bolhas.

Quanto as variaveis testadas:

— Reduzir o tempo do processo de ficorremediacéo;
— Avaliar a genotoxicidade com Daphnia magna;
— Avaliar diferentes concentracdes dos inseticidas a fim de verificar se o sistema

de ficorremediacdo possui a mesma eficacia em concentracdes mais baixas.
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