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Resumo

O presente estudo teve como objetivo a remocdo do produto comercial nonifenol
etoxilado a 9,5 mols de éxido de etileno, NPgsEO — substancia precursora de compostos
disruptores enddcrinos altamente refratdrios -, através da microalga Scenedesmus sp.,
bem como analisar o crescimento das mesmas na presenca do poluente. Foram
realizados 6 experimentos em escala laboratorial, nos quais as microalgas foram expostas
a diferentes concentracdes de NPgsEQ. O crescimento das microalgas e a remocdo de
nonilfenol etoxilado foi acompanhado por andlises em espectrofotbmero UV-Vis nos
comprimentos de onda caracteristicos. A microalga Scenedesmus sp. mostrou ser
resistente ao nonilfenol etoxilado e o crescimento das culturas foi continuo ao longo dos
experimentos. Porém, aparentemente ndo se mostrou eficiente na remog¢ao de NPgsEO,
visto seu baixo percentual de remogao no presente estudo relativo a sua periculosidade
em minimas concentrages no meio ambiente. Os experimentos 1, 2, 3 e 4, de
concentragdes inicias de NPgsEO de 10.000 mg/L, 1.000 mg/L, 100 mg/L e 50 mg/L,
apresentaram remoc¢dao de 45,68%, 67,85%, 23,85% e 22,44%, respectivamente; os
experimentos 5 e 6 (1 mg/L e 0,5 mg/L de concentragbes iniciais de NPgsEO)
apresentaram um aumento na concentracdo do composto. As baixas remogdes e o
aumento da concentracdo de nonilfenol etoxilado nos meios de cultivo podem estar
associados a formagdo dos compostos derivados do NPgsEO que sdo absorvidos no
mesmo comprimento de onda. Sugere-se a analise dos compostos por outros métodos
que possam identificar as substancias presentes, como por exemplo, HPLC ou GC-MS,
visto que outros estudos obtiveram resultados promissores.

Palavras-chaves: microalgas, Scenedesmus sp., nonilfenol etoxilado, nonilfenol,
disruptores enddcrinos.
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“Se hoje os estragos sdo imensos e 0os mortos se contam as centenas, ndo tardard o dia em que os
flagelados e os mortos totalizardo milhdes. Somos incapazes de aprender com nossos erros. As adverténcias
sempre mais dramdticas da Natureza de nada valem. Insistimos no consumo de nosso futuro.

O homem moderno desmonta e degrada sistematicamente a Ecosfera, isto é, a grande unidade

funcional do Caudal da Vida. NGo somente estraga, uma a uma, as pegas da engrenagem, mas ainda joga
areia no mecanismo, dificultando seu funcionamento e preparando o colapso.

Estd claro que a espécie humana ndo poderd continuar por muito tempo com a sua cegueira ambiental

e com sua falta de escrupulos na explora¢do da Natureza. Tudo tem seu preco, e, quanto maior o abuso,
maior serd o prego.

Devemos compreender que a Ecosfera é uma unidade funcional onde todas as pegas sGo

complementares de todas as demais.”

José A. Lutzenberger (retirado do livro “Do Jardim ao Poder”)

“Primeiro precisamos mudar os paradigmas.

Primeiro precisamos conhecer o funcionamento da Natureza.

Se nos inspirarmos na Natureza, se imitarmos seus métodos inteligentes e elegantes, se nos aliarmos a

ela —em vez de combaté-la sempre -, encontraremos o caminho para um convivio rico e sauddvel. Para um
convivio sustentdvel.”

José A. Lutzenberger (retirado do livro “Critica ecolégica do pensamento econémico”)
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1 Introdugao

A problematica da poluicdo das aguas é emergente, haja vista o aumento
populacional e da produgdao de insumos e de bens de consumo, tornando de grande
propor¢do os impactos associados. As microalgas tém sido estudadas como uma
alternativa economicamente vidvel e sustentavel aos tratamentos convencionais das
aguas residuais, ou como uma etapa adicional aos mesmos. Elas sdao capazes de remover
elementos como C, N, P, metais pesados, removem patdgenos, realizam a
biorremediacao de aguas, e a biomassa gerada pode ser posteriormente aproveitada para
outros fins, como em biocombustiveis (Lourenco, 2006). O presente estudo tem como
objetivo analisar o crescimento da microalga Scenedesmus sp. na presenc¢a do produto
comercial nonifenol etoxilado a 9,5 mols de d6xido de etileno — substancia precursora de
compostos disruptores enddcrinos altamente refratdrios -, bem como verificar a remocao
do poluente em culturas de microalgas.

Microalgas sdo seres algais unicelulares que realizam fotossintese, constituindo o
maior e mais distribuido grupo de organismos fotossintéticos nos ecossistemas aquaticos;
sdo responsaveis por 60% da producdo de O, no Planeta e sdo mais eficientes na fixacao
de CO, que as plantas terrestres (Chisti, 2004). Elas utilizam o carbono como principal
fonte nutricional para seu crescimento, o qual pode ser proveniente de substancias
organicas ou inorganicas, do meio aquoso ou da atmosfera. Consomem também outros
elementos, como N, P e inclusive metais pesados, possuindo capacidade de remover
também patogénicos da dgua. Recentemente, as microalgas tém recebido muita atencdo
no meio cientifico devido ao seu efetivo papel de retirar poluentes das aguas bem como
por sua habilidade de produzir biomassa, podendo ser utilizada em diferentes aplica¢des
industriais, como na producdo de biocombustivel, biogds, alimentos, farmacos,
fertilizante, racdo animal e biossurfactantes (Lourenco, 2006 ; Correa-Reyes et al., 2007 ;
Guieysse et al., 2008 ; Pellén et al., 2011 ; Matamoros et al., 2015).

Nas ultimas décadas, constatou-se que alguns compostos tém capacidade de provocar
efeitos no sistema enddcrino, denominados disruptores enddcrinos (DE) - também
chamados desreguladores, interferentes ou perturbadores enddcrinos. Esses poluentes
tém recebido maior atencdao devido aos seus efeitos deletérios na salude de animais,
incluindo seres humanos, em concentragdes minimas (na ordem de ng/L) e pela
persisténcia de parte destas substancias no meio ambiente. Os disruptores enddcrinos
atuam diretamente em todas as células que possuem atividade enddcrina, mimetizando,
blogqueando ou estimulando a acdo de hormoénios. Essa atuagao resulta uma resposta do
organismo que, por ser anormal ao sistema organico, gera inumeras disfun¢des, como
diabetes, canceres, infertilidade, déficit de atencdo, entre outras (Colburn e Thayer, 2000
; Bergman et al., 2012 ; Esteban et al., 2014) .

O nonilfenol etoxilado (NPnEO, n=1-100), precursor de disruptores enddcrinos, é um
produto largamente utilizado comercial e industrialmente, como em segmentos téxteis,
curtumes, lavanderias, assim como na formulagdo de alguns plasticos, detergentes,
agrotoxicos, resinas, tintas e outros (Sun et al.,, 2012). Sua molécula possui uma parte
hidrofilica — os grupos de éxido de etileno - e outra hidrofébica e altamente lipofilica —
nonilfenol (NP). Na sua degradacdo, vai perdendo os grupos de Oxido de etileno,
resultando em compostos de menores unidades de etoxilacdo, que sdo altamente
persistentes e com potencial de disrupcdo enddcrina, como o NPNnEO com n=1-2 e o NP.
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Cerca de 60-65% dos compostos de nonilfenol que entram em estagdes de tratamento de
esgoto sdo descartados no meio ambiente. Como consequéncia do uso, descarte,
degradacdo dos NPEO e da ineficiéncia do tratamento das aguas, estudos mostram a
onipresenca de NP no meio ambiente (Ying et al., 2002 ; Jardim e Ghiselli, 2007 ; Silva et
al., 2007 ; Zhou et al., 2013 ; Aquino et al., 2013 ; ECHA, 2013).

Urge o desenvolvimento de tecnologias para a remogdo de disruptores enddcrinos
devido as descargas didrias nos corpos hidricos e sua dificuldade de remogdo. Na ultima
década, alguns estudos vém demonstrando a possibilidade da utilizagdo das microalgas
na remog¢ao de tais poluentes, podendo ser uma alternativa de baixo custo e baixos
impactos ambientais relacionados. Com a intensa busca por novas fontes de
combustiveis, a biomassa de microalgas cultivadas em esta¢des de tratamento de agua
pode ser uma alternativa rentdvel e sustentdvel para producdo de biocombustiveis,
conferindo as microalgas multipropdsitos de significativa importancia a sociedade
contemporanea (Cho et al., 2013 ; Abdulsada, 2014 ; Kiran et al., 2014).

No presente trabalho foram realizados 6 experimentos em triplicata, na escala
laboratorial, onde a microalga Scenedesmus sp. foi exposta a diferentes concentrag¢des
de nonilfenol etoxilado a 9,5 mols de 6xido de etileno (NPgsEO ou NPNEO com n=9.5),
juntamente com seu meio de cultivo (Guillard modificado). Para cada experimento, foi
feito um meio abidtico de controle, com as mesmas caracteristicas, porém sem a
presenca das microalgas para analisar a degradacdao do NPysEO em um meio sem os
micro-organismos. Amostras foram tomadas durante varios dias e com elas feitas
medidas de peso seco e densidade 6tica em um espectrofotometro, a fim de verificar o
crescimento das culturas de microalgas e sua resisténcia ao DE. Para avaliar a remocdo de
NPgsEO nos experimentos, o comprimento de onda caracteristico das amostras foi
medido em um espectrofotometro UV-visivel.
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2 Revisao Bibliografica

Nesta revisdao serao discorridos os assuntos para a compreensao do trabalho.
Primeiro, serdo abordadas as microalgas e algumas de suas aplica¢bes, focando na sua
capacidade de tratamento das aguas. Depois, serd apresentada uma revisao acerca dos
disruptores enddcrinos, como eles funcionam e onde sao encontrados. Por ultimo, uma
abordagem sobre o nonilfenol etoxilado, suas aplicagdes e ocorréncia.

2.1 As microalgas e suas aplicagdes

Algas sdo seres muito diversificados presentes em sistemas aqudaticos (ou zonas
Umidas), grande parte delas sdo dotadas de clorofila e sdo capazes de realizar
fotossintese. Suas espécies apresentam distincdo quanto a origem, composicdo quimica e
morfologia, envolvendo seres unicelulares e multicelulares, microscépicos (microalgas) e
macroscopicos (macroalgas). Podem ser heterotréficas, fotoautotréfica ou possuirem a
capacidade de crescer em condi¢des mixotrépicas (fotoautotrdficas e heterotroéficas), ou
seja, quando expostas a uma luz, utilizam CO, como fonte de carbono, quando no escuro,
utilizam o carbono organico ou inorganico dissolvido (Lourenco, 2006). Sob a
denominac¢do microalgas estdo incluidos organismos com dois tipos de estrutura celular:
estrutura procaridtica, com representantes nas divisées Cyanophyta (cianobactérias) e
Prochlorophyta; estrutura celular eucaridtica, com representantes nas divisGes
Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta),
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae, etc.), Cryptophyta e
Dinophyta (Derner et al., 2006).

Devido a sua substancial biomassa e sua extensiva gama de habitat e diversidade, as
microalgas constituem o maior e mais distribuido grupo de organismos fotossintéticos
nos ecossistemas aquaticos. Como produtores primarios, tém um importante papel por
gerar substancias organicas primdrias e ser a base da cadeia alimentar aquatica,
constituindo o fitoplancton de um dado local. Calcula-se que pelo menos 90% da
producdo primaria marinha global seja derivada do fitoplancton (Lourenco, 2006 ; Zhou et
al., 2013). As microalgas sdo responsaveis por 60% da produgao de O, no Planeta e sdo
mais eficientes na fixacdo de CO, que as plantas terrestres (Chisti, 2004).

O carbono é um dos principais elementos para o crescimento e acumulacdo de
metabodlitos das microalgas, seguido por nitrogénio e fésforo. Elas fixam de forma
eficiente o carbono de diferentes fontes, como o carbono da atmosfera, de exaustdo de
gases industriais e na forma de carbonatos solUveis ou quimicos organicos. Para realizar a
sintese proteica, lipidica e de adenosina trifosfato (ATP) utilizam nitrogénio e fdsforo
presentes no meio (Zeng et al., 2015). Ainda, consomem outros elementos como S, K, Mg,
Si, Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, Na, entre outros, diferenciando para cada espécie. Possuem
capacidade de remover nutrientes, metais pesados e patogénicos da agua, o que tem sido
estudado desde 1950. Elas sdo também um meio de bioconcentracdo e biomagnificacdo
significativa de poluentes no meio aquatico (Lourenco, 2006 ; Correa-Reyes et al., 2007 ;
Guieysse et al., 2008 ; Pellén et al., 2011 ; Matamoros et al., 2015)

Recentemente, as microalgas tém recebido muita aten¢cdo no meio cientifico devido
ao seu efetivo papel de retirar poluentes das aguas, bem como por sua habilidade de
produzir biomassa, podendo ser utilizada em diferentes aplicagdes industriais como na
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producdo de biocombustivel, biogas, alimentos, farmacos, fertilizante, racdo animal e
biossurfactantes (Derner et al., 2006 ; Chisti, 2007 ; Abdel-Raoulf et al., 2012 ; Schimitz et
al., 2012 ; Cho et al., 2013 ; Ramirez, 2013 ; Abdulsada, 2014 ; Kiran et al., 2014 ; Torres,
2014 ; Blanquez, 2015 ; Matamoros et al., 2015). Como dependem nutricionalmente de
substancias organicas e inorganicas, as microalgas tém o potencial para o tratamento de
efluentes, podendo realizar biorremediagao nas aguas. Além disso, por sua capacidade de
retirar e acumular grandes quantidades de ions metdlicos da dagua, ha a possibilidade de
recuperacao de elementos de alto valor agregado como ouro e prata (Pellén et al., 2011 ;
Zeng et al., 2015). Assim, as microalgas podem ser uma solucao plausivel para o
tratamento das 4guas, além de ser economicamente vidvel e ambientalmente segura
(Lika e Papadakis, 2009 ; Park et al., 2011 ; Kiran et al., 2014).

A incorporagao das microalgas no tratamento convencional de esgoto pode melhorar
o desempenho do tratamento. Estudos mostram que as microalgas podem alcangar
reducdes importantes de DBO, DQO, amoénia, nutrientes como N e P e bactérias.
(Martinez et al., 2000 ; Abdel-Raoulf et al., 2012 ; He et al., 2012 ; Cabanelas et al., 2013 ;
Torres, 2014). A biomassa gerada possui alto valor energético e pode ser usada para
aumentar a producdo de biogas em digestores anaerdbios. Além disso, as microalgas
podem gerar oxigénio e reduzir a energia necessdria para a aeragao e, portanto, o custo
global do tratamento (Cho et al., 2013 ; Abdulsada, 2014).

Com uma disponibilidade insuficiente de combustiveis fésseis, hd uma necessidade
urgente de procurar novas fontes de energia renovaveis mais econémicas. Apesar de
oleaginosas terrestres terem boas perspectivas na substituicdo de fontes convencionais,
outras razées associadas, tais como a seguranca alimentar e baixo rendimento de dleo
por hectare, sdo responsdaveis pela diminuicdo do interesse em plantas terrestres para a
producdo de biocombustiveis (Kiran et al., 2014). Esgotos sanitarios urbanos contém em
média 50 g/m* de nitrogénio, sendo que cada m* pode contribuir para a formag3o de 0,5
kg de biomassa para extracdo de biocombustivel (Torres, 2014). Assim, a biomassa de
microalgas é uma opcdo atraente devido ao seu elevado teor de 6leo em comparacao
com culturas terrestres. Além disso, a transformacdo de biomassa de algas para sintetizar
biocombustivel utiliza menos produtos quimicos e emite menos CO, (Matamoros et al.,
2015).

Na atual economia, os combustiveis produzidos a partir de microalgas sdo mais caros
do que os produzidos de dleo a partir de petréleo féssil convencional. Uma abordagem
potencial para ultrapassar os condicionalismos econdmicos é fornecer nutrientes para o
crescimento de microalgas das dguas residuais e gases de combustdo, assim gerando
biomassa para producdo de biocombustiveis e extracdo de bioquimicos de alto valor
agregado, tais como proteinas, hidratos de carbono, acidos graxos, vitaminas e
pigmentos. Residuos da biomassa algal poderiam ainda ser utilizados como alimentos
para animais e peixes, e também como adubo, como mostrado na Figura 2.1. Foi
demonstrado que esta abordagem é mais rentavel do que a geracao de produtos de fluxo
Unico e gera menos impactos ambientais em termos de carbono, espaco fisico, custos
capitais, energia e consumo de nutrientes. Porém, ainda ¢é necessario um
desenvolvimento tecnoldgico para a otimizacdo do sistema, como por exemplo: o
processo de cultivo, a desidratacdo da biomassa, a extracdo e a conversdo para
biocombustiveis, o transporte e a purificagdo de proteinas, entre outros (Chisti, 2007 ;
Zeng et al., 2015).
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Figura 2.1: Esquema de um processo de multipropdsito da utilizacdo de microalgas
Fonte: (Zeng et al, 2015).

2.1.1 Microalga Scenedesmus sp.

O género Scenedesmus pertence a classe Chlorophyceae, ordem Sphaeropleales,
familia Scenedesmaceae. Existem 74 espécies inclusas, como: Scenedesmus obliquus,
Scenedesmus quadricauta, Scenedesmus brasilienses, Scenedesmus acuminatus, entre
outras. E um dos géneros de microalgas mais encontrado em aguas doces, geralmente
formando col6nias de 4, 8 ou 16 células (Llrling, 1999a ; Rodrigues, 2008). Estudos em
fosseis datam a Scenedesmus de 70 a 100 milhGes de anos atras (Hegewald, 1997)

A Scenedesmus e varias outras clorofitas, como a Chlorella e a Tetraselmis,
apresentam crescimento rapido e alta tolerancia as condi¢des de cultivo. Caracteristicas
que explicam por que sdo utilizadas em tratamento de efluentes, na alimentacdao de
animais, na producdo de biocombustivel, fertilizantes, biohidrogénio, entre outros
(Lourencgo, 2006 ; Miranda, 2011 ; Abdel-Raoulf et al., 2012 ; Marques, 2013 ; Batista et
al., 2014).

Possuem mecanismos de defesa, um deles é a formacdo de col6nias, reduzindo a
relagdo volume/superficie, o que limita a retirada de nutrientes e sua iluminagdo,
diminuindo sua taxa de crescimento. Outros mecanismos de defesa sdo paredes celulares
grossas e mucilagem, o que possibilita a resisténcia na digestdo de toxicos (Lirling, 1999b
; Lurling e Donk, 2000). Estudos recentes relatam a remocdo de disruptores enddécrinos
com a espécie Scenedesmus podendo ser assim uma alternativa na remocdo destes
poluentes das 4dguas (Pellén et al., 2011 ; Zhou et al., 2013 ; Peng et al., 2014).

/m’ /Wﬁ
N

Figura 2.2: Scenedesmus brasilienses.
Fonte: (JST, 2015).
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2.2 Disruptores Endécrinos

Disruptores enddécrinos (DE) sdao substancias organicas e inorganicas, de origem
natural ou sintética, capazes de alterar as fun¢des enddcrinas de organismos de animais.
Presentes em larga escala no uso industrial e em produtos de uso doméstico,
concentragdes na ordem de ng/L sdo capazes de surtir efeitos nocivos a saide de animais,
incluindo seres humanos, ocasionando assim diversas disfuncdes. Oriundos de
agrotodxicos, farmacos, produtos de higiene pessoal, quimicos industriais, produtos de
limpeza, metais, hormonios naturais dos animais, plasticos e outros, difundem-se nas
aguas em uma velocidade tal qual o crescimento industrial e populacional, atingindo
também os solos e a atmosfera (Bila e Dezotti, 2007 ; Bergman et al., 2012). Esses
compostos onipresentes nas dguas superficiais ainda ndo recebem nenhuma
regulamentacdo e, consequentemente, ndo sao analisados e tratados. No entanto, nos
ultimos anos é crescente o niumero de estudos que contém relatos de suas presencas,
efeitos nocivos e interagdo com o meio ambiente (Esteban et al., 2014).

2.2.1 Definicdo

O termo “disruptores enddcrinos” deriva do inglés “endocrine disruptors”, utilizado
pela primeira vez pela zodloga Theo Colburn em 1991 para denominar agentes ou
substancias quimicas presentes no meio ambiente, capazes de se acumular no solo e nos
sedimentos dos rios, contaminarem a cadeia alimentar e promoverem alteragdes
hormonais (Fontenele et al.,, 2009). A traducdo para o portugués tem apresentado
divergéncias no meio cientifico, variando entre disruptores enddcrinos, perturbadores
enddcrinos, desreguladores enddcrinos, interferentes enddcrinos e outros (Bila e Dezotti,
2007). No presente trabalho optou-se por utilizar o termo “disruptores enddcrinos” por
se assemelhar ao termo em inglés.

Ainda ndo se tem um consenso sobre uma definicdo técnica dos disruptores
endécrinos. A primeira definicdo data de 1996, proposta durante a Conferéncia de
Weybrigde, no Reino Unido (Jardim e Ghiselli, 2007). Em 2002, o International Programm
on Chemical Safety — IPCS da Unido Europeia sugeriu uma definicdo amplamente utilizada
gue traz a definicdo: “uma substancia ou mistura exégena que altera a(s) funcdo(des) do
sistema enddcrino e, consequentemente, causa efeitos adversos na saude de um
organismo intacto, ou seu progenitor ou (sub) populacdes.” (Jardim e Ghiselli, 2007 ;
Bergman et al., 2012).

2.2.2 Horménios e mecanismos de a¢do dos DE

Horménios sdo moléculas produzidas pelas glandulas enddcrinas que viajam através
do sangue com o fim de produzirem efeitos em células e tecidos. Algumas glandulas como
a pituitaria, a tireoide, as de adrenalina, as gonadas e certas partes do pancreas, sdo
especializadas na producdo hormonal. Além dessas, outros érgaos - que sdo parte de
sistemas organicos como o corac¢do, musculos, intestinos, figado, gordura corporal e rins -
possuem funcdes secundarias secretoras de hormoénios. Assim, hormonios sdo essenciais
para controlar a maioria dos processos no corpo, desde processos de formag¢do, como a
diferenciacdo celular e formacdo dos 6rgdos durante o desenvolvimento embrionario, até
o controle de tecidos e drgdos em adultos. Ou seja, os hormoénios controlam o
funcionamento ndo apenas do sistema reprodutor, mas da saude como um todo,
coordenando as ac¢Oes de drgdos e tecidos, para que trabalhem afinados. (Colburn e
Thayer, 2000 ; Bergman et al., 2012).
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Os hormonios produzem efeitos ligando-se a proteinas especializadas, as quais sdo
chamadas receptores hormonais. O complexo resultante age no DNA do nucleo da célula,
gerando uma resposta do organismo (Figura 2.3). Os receptores hormonais possuem uma
alta afinidade com seu respectivo hormonio, assim concentracdes hormonais muito
baixas sdo capazes de gerar uma resposta bioldgica natural. Os disruptores enddcrinos
sdao concebidos pelo corpo humano como um hormoénio; ligam-se aos receptores
hormonais podendo agir de maneira a mimetizar ou bloquear a a¢cdo de hormonios.
Outros efeitos também podem ocorrer, como alteragdes na sintese e remog¢do de
hormonios e de seus receptores, além de interagdes com sistemas multi-hormonais
simultaneamente (Jardim e Ghiselli, 2007 ; Fontenele et al., 2009 ; Bergman et al., 2012).
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Figura 2.3: Esquema do mecanismo de agao dos DE em células organicas.
Fonte: (Bergman et al., 2012)

Os sistemas fisiologicos afetados pelos DE incluem todos os sistemas hormonais
primdrios e secunddrios, abrangendo o desenvolvimento e as func¢des dos érgdos
reprodutores. Muitas doencas tém sido relacionadas a exposicdo aos DE, como diabetes,
obesidade, doencas do coracdo, cancer de testiculo, prdstata, ovario e mama. Fetos e
recém-nascidos tém demonstrado ser altamente vulnerdveis a acdo deste tipo de agente
qguimico (Casals-Casas e Desvergne, 2010 ; Peres, 2011 ; Bergman et al., 2012). Cabe
salientar que estamos constantemente expostos a uma mistura de variados DE, sendo
essa mistura capaz de resultar uma toxicidade maior que os estudos demonstram, pois
estes analisam geralmente a interacdo de apenas um ou dois DE em organismos (Crane et
al., 2006 ; Bergman et al., 2013).

2.2.3 Ocorréncia e remogéo

Em 2000, a Unido Européia listou 533 substancias com capacidade de desregular o
sistema enddcrino, porém ndo existe uma lista definitiva, carecem estudos acerca de
muitos compostos em circulagdo no mercado e das novas substancias que surgem com o
avanco tecnoldgico (Bila e Dezotti, 2007 ; Jardim e Ghiselli, 2007 ; Fernandes, 2012). Os
DE podem ser classificados em dois grandes grupos: as substancias sintéticas, incluindo
hormonios sintéticos e xenoestrogénios (substancias de origem exdgena com estrutura
ndo esterdide, porém de acdo similar aos estrogénios endogenos); e as substancias
naturais, hormonios de animais e fitoestrogénios, presentes por exemplo na soja ou
naturalmente nos organimos vivos (Figueiredo 2014). Os DE naturais ndo se acumulam no
organismo, sdo excretados de forma natural, diferentemente dos sintéticos, os quais
possuem compostos altamente lipofilicos, que acumulam-se nos tecidos adiposos
(Colburn e Thayer, 2000). A Tabela 2.1 apresenta alguns exemplos de DE e algumas
utilizagdes.
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Tabela 2.1: Exemplos de DE e algumas de suas respectivas ocorréncias.

Substancias

Organoclorados

Exemplos

PCBs, Dioxinas

Exemplos de ocorréncia

Oleos hidraulicos,
plastificantes, subprodutos
de combustdes
incompletas.

Aditivos para flexibilidade

Ftalatos Cloro ftalato em plasticos, produtos de
cuidado pessoal.
Detergentes, aditivos para
Alquilfenois Nonilfenol etoxilado combutiveis e lubrificantes,
adesivos.
Bisfenol Bisfenol A Plasticos e resinas.
Farmacos 17 a etinilestradiol Pilula anticoncepcional.
. . Produtos de cuidado
Parabenos Benzilpareno, etilparabeno
pessoal.
.. . . Herbicidas, fungicidas,
Pesticidas DDT, Atrazina, Glifosato g

inseticidas.

Metais pesados Pb, Hg, Cd Baterias, lampadas, tabaco.

Fitoen strogénios Genisteina, metaresinol Soja, feijoes.

Seres humanos e outros
seres Vivos.

17 B-estradiol, estrona e

Estrogénios Naturais .
estriol

Os DE entram no meio ambiente através da producgdo, utilizacdo e eliminagdo -
disposicdo final, incineracdo ou reciclagem - de produtos que os contenham, os quais
estdo presentes em grande escala nas atividades industriais. As emissdes atingem as
aguas, os solos e a atmosfera. A maior emissao ocorre quando DE sdo incorporados a
materiais e produtos, tais como plasticos, tapetes, roupas e equipamentos elétricos.
Produtos de cuidado pessoal como shampoo, desodorantes, sabonetes, pastas de dente,
filtros solares entre outros, sdo outra fonte de DE que diariamente sdo lancados nas
aguas, eles possuem, em sua maioria, parabenos, triclosan e aquilfendis. Existe uma
caréncia de estudos sobre a identificaccdo, concentracdes ambientais, toxicidade e
potencial de bioacumulacdo destes poluentes (Brausch e Rand, 2011 ; Bergman et al.,
2012). Devido a sua grande diversidade e uso, os DE sdo onipresentes em diversas
matrizes ambientais, sendo a ocorréncia de disruptores enddcrinos sintéticos no meio
ambiente um excelente marcador do impacto do homem no meio ambiente e um bom
indicador da qualidade das aguas (Raimundo, 2007 ; Zhou et al., 2013 ; Esteban et al.,
2014 ; Priac et al., 2014).
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Uma importante fonte de entrada dos DE no meio ambiente é a atividade agricola
intensiva, com o uso de agrotdxicos, através do escoamento de campos, do transporte
atmosférico das substancias por longas distdncias - proveniente principalmente da
pulverizacdo aérea — e, por fim, do consumo e descarte dos alimentos produzidos. Um
estudo de simulacdo computacional realizado com dois pesticidas, mirex e clordecona -
sendo o primeiro utilizado também como retardante de chama em plasticos,
equipamentos eletronicos, borrachas e papéis -, mostra que uma vez contaminada uma
area, ela permanece por muitos anos contaminada. Ainda, aponta que mesmo que esses
pesticidas fossem banidos hoje, em 500 anos ainda encontrariam-se tragos,
principalmente na superficie do solo (Pinto et al., 2007).

A maioria dos DE s3ao mais polares que os poluentes em geral, e muitos tem grupos
funcionais dcidos ou bdsicos. Essas propriedades, juntamente com a ocorréncia em niveis
traco (i.e., < 1ug/L), criam um desafio para sua detec¢do analitica e remocgdo (Eddy et al.,
2007). Apesar da eficiéncia das ETEs, ha necessidade de procedimentos adicionais na
etapa final do processo para que ocorra a eliminagao de DE. Dados da literatura sobre a
eficiéncia da remocdo de estrogénios em ETEs reforcam a necessidade de tratamentos
adicionais a serem aplicados no efluente tratado, ja que minimas concentragées afetam
organismos (Lopes, 2008 ; Ferreira, 2012). Na Tabela 2.2 sdo apresentadas algumas
eficiéncias de remocao de trés importantes DE — bisfenol A, nonilfenol e o pesticida 2,4-D.

Tabela 2.2: Remocgao de alguns DE em um tratamento convencional de efluentes urbanos
e suas concentragdes em cada etapa do tratamento.
Adaptado de (Zoh 2014).

Concentragdes médias em ng/L

Efluente da

Efluente da . - Efluente da ~
~ filtragao . ~ Remocgdo
Compostos Afluente coagulagao - . desinfecgdo
. ~ em filtros (%)
sedimentagao . com cloro
de areia
Bisfenol A 88 +102.8 17.5+8.6 21.4+£12.9 19+8.7 78.4
Nonilfenol 41.5+52.1 35+75.54 11.4+5.12 12.6+59 70
Acido
diclorofenoxiacético 33.6+25.1 15.6 £ 14 6.6 £1.8 6.5+ 15 81
(214'D)

2.3 Nonilfenol Etoxilado

O nonilfenol etoxilado (NPNEO, n=1-100) é um surfactante ndo i6nico pertencente a
classe dos alquilfendis etoxilados (APEO) mais utilizada internacionalmente,
representando cerca de 80% dos APEO produzidos (Sun et al., 2012 ; Priac et al., 2014). E
sintetizado a partir da adicdo, em meio bdsico, de 6xido de etileno a nonilfenol (NP),
formando uma molécula com uma parte hidrofilica (grupos de 6xido de etileno) e uma
parte lipofilica e hidrofébica (nonilfenol), caracterizando um surfactante ndo iénico. O NP
€ um produto de origem intermedidria do ciclo de refinamento do petréleo, é geralmente
formado pela alquilagao do fenol com uma mistura de isbmeros de nonano em presenga
de catalisador acido, gerando varios isdbmeros de NP, predominantemente para-
substituidos como o 4-nonilfenol ou orto-substituidos como o 2-nonilfenol (Ying et al.,
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2002 ; Jardim e Ghiselli, 2007 ; Silva et al., 2007 ; Zhou et al., 2013). O NPEO apresenta um
padrdo de biodegradacdo complexo, caracterizado pela formacdo de produtos
biorefratdrios e disruptores enddcrinos (Giger et al., 1984 ; Ahel et al., 1987). No presente
trabalho optou-se utilizar o produto comercial NPgsEO com n=9,5, por sua larga faixa de
utilizacdo. A Tabela 2.3 mostra algumas propriedades fisico-quimicas do composto.

Tabela 2.3: Propriedades fisico-quimicas do NPgsEO.
Fonte: Boletim técnico do NPysEO fornecido pela Quimicamar Industria e Comércio de
Produtos Quimicos e
http://www.oxiteno.com.br/cms/media/24872/ultranex_hc_port.pdf, acesso em:

25/03/2015
Propriedade Descricao
Aspecto Sélido ou liquido
Formula molecular Ci5H240
Peso molecular 617,6 g/mol
pH 5,0a7,5 (sol.ag. a 1% p/p, 25°C)
Pressdo de vapor < 0,001 kPa (20°C)
Ponto de fusao <5°C
Densidade 1060 kg/m? (25°C)
Viscosidade 230 a 270 mPa.s (25°C)

O NPEO é amplamente utilizado na industria e em produtos domésticos, sobretudo
por sua capacidade emulsionante, dispersante, umectante, espumante, detergente,
estabilizante e de diminuir a tensdo superficial. Apresenta, pois, ampla utilizacdo, dentre
as quais: agente umectante e estabilizante em adesivos/selantes, pesticidas e
agroquimicos em geral, desengraxante e limpeza de peles em curtumes, detergentes
industriais e residenciais, dispersante em polimeros e pigmentos, emulsificante de
gorduras, ceras, querosene, dleo mineral, silicones e resina acrilica, emulsionante em
industrias téxteis, agente antioxidante, emulsionante e estabilizador em plasticos de
policloreto de polivinila (PVC) e poliestireno (PS), espermicida em espumas
contraceptivas, cosméticos e outros produtos de cuidado pessoal, auxiliares na industria
do papel, auxiliares na industria de materiais de construcdo, solubilizante na industria
farmacéutica, auxiliares na industria metallrgica, dispersante em tintas graficas, produtos
extintores de incéndio, inibidores de poeira e polidores comerciais de prataria
(Galembeck, 1996 ; Henriques, 2008). O grafico da Figura 2.4 mostra a producdo relativa
de NPEO em 1994, na Unido Europeia.
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Figura 2.4: Distribuicdo da producio relativa de diversos setores de NPEO em 1994 na Unido
Europeia.
Fonte: (ECHA, 2013).

Depois de seu descarte, diretamente no meio ambiente, em uma estacdo de
tratamento ou nos lodos dos tratamentos, sdo convertidos a compostos mais toxicos e
refratarios, sendo estes nonilfenol, nonilfenol mono e dietoxilados (NP,EO e NP,EQ), e
nonilfenol acido acético etoxilados (NP,EC e NP,EC), todos apresentando atividade
desreguladora do sistema enddcrino (ECHA, 2013). Estes compostos sdo altamente
lipofilicos, podendo assim biomagnificarem e bioacumularem-se em organismos (Giger et
al., 1984 ; Ahel et al., 1994b ; Correa-Reyes et al., 2007 ; Jardim e Ghiselli, 2007 ; Zhou et
al., 2013). Um estudo feito por Vazquez-Duhalt com a microalga Isochrysis galbana,
mostrou que as microalgas expostas ao NP s3do capazes de bioconcentrarem
significativamente o poluente, e peixes e crustdceos com elas alimentados tiveram seu
crescimento comprometido, demonstrando a capacidade de biomagnificacdo deste
composto (Correa-Reyes et al., 2007).

A biodegradacdo do NPgsEO no meio aqudtico ocorre da mesma maneira que para
todos os APEO, Figura 2.5. Os produtos comerciais de nonilfenol etoxilado sdo
normalmente uma mistura de diferentes comprimentos da cadeia de 6xido de etileno,
variando ‘n’ de 1 a 12 em uma distribuicdo de Poisson, sendo, no presente caso, o NPgsEO
(n=9,5) a maior concentrac¢do (Sun et al., 2012). Primeiramente a molécula vai perdendo
os grupos de o6xido de etileno (EO), resultando em nonilfenol etoxilados de menores
unidades, geralmente 1 ou 2, altamente persistentes no meio ambiente e disruptores
enddcrinos. A taxa de remocdo da cadeia etoxilada aumenta com o aumento do
comprimento da cadeia. Em condi¢Ges aerdbicas, NPNnEO de cadeia curta (n<4) sao
também oxidados a acidos acéticos correspondentes, nonilfenol acido acético etoxilado
(NPNEC), porém a uma taxa de reacdo mais baixa. Entdo, NP,EC e NP;EO sdo convertidos
em nonilfenol, altamente refratdrio e desregulador enddcrino (Acosta et al., 2004-2005);
esta reacdo é muito demorada em meio aerdbio, em meio anaerébico, o NP é mais
rapidamente formado. Por fim, a degradacdo total é estabelecida com a quebra do anel
benzénico da molécula de NP (Ying et al., 2002). A temperatura é uma variavel
importante na biodegradacdao dos NPnEO, estudos mostram que a biotransformacao
destes compostos aumenta de 2 a 10 vezes com uma mudancga na temperatura de 13°C
para 23°C (Ahel et al., 1994b).
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Figura 2.5: Rota de degradag¢ao dos APEO.
Fonte (Ying et al., 2002).

Os NPnEOs (n=1-2) e o NP ndo sdao completamente degradados em estacBes de
tratamento, cerca de 60-65% dos compostos de nonilfenol que entram em estagdes de
tratamento de esgotos sdao descartados no meio ambiente, destes, 25% sao na forma de
NP e 11% na forma de NP1EO e NP2EO (Aquino et al., 2013 ; ECHA, 2013). Andlises de
fluxo mdssico em duas plantas de tratamento revelaram que a concentracdo de NP
aumentou em 181-758% em relacdo ao efluente de entrada, isso devido a degradacao do
NPnEO a NP, sendo a maioria absorvido nas lamas de tratamento (Ahel et al., 1994a). Na
Tabela 2.2 da secdo 2.2, percebe-se que NP é gerado na etapa de coagulacdo-
sedimentacdo e grande parte deste é removido através de um filtro de areia, devido a
absorcdo no lodo gerado nesta etapa.

Como consequéncia do seu uso, descarte, biodegradacdo dos NPEOs e da ineficiéncia
do tratamento das aguas, estudos mostram a onipresenca de NP no meio ambiente (Cai
etal.,, 2012 ; Zhou et al., 2013 ; Priac et al., 2014). Na ultima década, NP e seus etoxilados
tém sido frequentemente detectados em rios, lagos, oceanos, aguas subterraneas,
sedimentos e solos (Ying et al., 2002 ; Guieysse et al., 2008 ; Cai et al., 2012 ; Zhou et al.,
2013 ; Esteban et al., 2014 ; Milinovic et al., 2015). Embora nos ultimos anos o uso destes
compostos na formulacdo de detergentes de uso doméstico tenha sido diminuido em
alguns paises da Europa, eles ainda continuam sendo empregados em muitas outras
aplica¢Ges industriais (Jardim e Ghiselli, 2007). Estudos demostraram uma onipresenca de
NP nos alimentos, podendo ser explicada por diversas vias como: o emprego de NP nos
agentes de limpeza, nos pesticidas, nas industrias alimenticias e na agricultura, bem como
em embalagens de alimentos (Silva et al., 2007 ; Cai et al., 2012). A Tabela 2.4 mostra
concentragdes de NP e seus derivados em algumas matrizes ambientais.
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Tabela 2.4: Concentracdes de NP, NP,EO, NP,EO, NPnEO e NPnEC em diversas matrizes

Fonte

Esgoto
doméstico

(mg/L)
Solo (mg/kg)

Lamas de ETA
(ug/1)

Lamas
industriais

(ng/L)

Ar (pg/dm’)

Aguas
superficiais
(ng/L)

Lencol
freatico

(ug/L)
Mar (ug/L)

Sedimentos
maritmos

(ne/L)
Algas
Mexilhdes

Peixes

Alimentos

Leite de
ovelha
Ingestao
diaria (ug)
Urina de
criangas e
jovens (3-24
anos) (ug/L)

NP

<0,02-0,9

nd-1.6

0,1-2530

2,5x10°

0,01-81

nd-644

nd-12 x
10°

nd-4,1
nd-1080

nd-1600
10-800

10-160

0,1-19,4

30-1000

160

17,4

nd — ndo detectado

ambientais.

Adaptado de (Martin e Voulvoulis, 2014).

NP,EO NP,EO NPnEO
0,43-2,7 1,13-2,17 0,005-12,2
nd nd -
385 2,9 2,1-135
- - 1,4x10°
nd-76 nd-76 nd-41
nd-7 nd-10 -
- - nd-3,3
- - nd-2200
60-7000 nd-3100 -
nd-170 nd-160 -
190-940 - -

NPnEC

0,15-5,6

nd-14

nd-70

nd

nd-92

Referéncias

(Guieysse et al., 2008 ;
Giger et al., 2009)

(Barcelos et al., 2007 ;
Goméz-Rico et al., 2008 ;
Guieysse et al., 2008)

(Guieysse et al., 2008)

(Barcelo e Petrovic, 2000 ;
Jonkers et al., 2000 ; Jonsson et
al., 2001 ; Ying et al., 2002 ;
Jurgens e Johnson, 2003 ;
Gatidou et al., 2007 ; Goméz-
Rico et al., 2008 ; Guieysse et al.,
2008)

(Ying et al., 2002)
(Blackburn et al., 1999 ; Barcelo
e Petrovic, 2001 ; Bolz et al.,
2001 ; Furlong et al., 2002 ;
Jurgens e Johnson, 2003 ;
Takada e Isobe, 2004 ;
Braunbeck et al., 2005 ;
Vethaak, 2005 ; Torrents et al.,
2007 ; Guieysse et al., 2008 ;
Giger et al., 2009)
(Barcelo e Petrovic, 2001 ; Inoue
etal., 2005 ; Ding et al., 2006 ;
Guieysse et al., 2008)
(Barcelo e Petrovic, 2001 ; Inoue
et al., 2005 ; Ding et al., 2006)
(Jonkers et al., 2000 ; Metcalfe e
Bennett, 2000 ; Barcelo e
Petrovic, 2001 ; Guieysse et al.,
2008)

(Giger et al., 1993)

(Blackburn et al., 1999 ;
Metcalfe e Bennett, 2000)
(Jones et al., 1999)

(Ying et al., 2002 ; Reinhard e
Montgomery-Brown, 2003 ;
Vethaak, 2005 ; Telfer et al.,
2007 ; Cai et al., 2012)
(Reinhard e Montgomery-
Brown, 2003 ; Telfer et al., 2007)

(Schlatter et al., 1998)

(Li et al., 2013)
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Varios estudos estao associando a exposicdo ao NP a diversas anomalias na saude
humana e de animais, sendo crescente a preocupacdo de potenciais riscos para a funcdo
reprodutiva (Tsutsumi, 2005 ; Olovsson et al., 2009 ; Bergman et al., 2012). A capacidade
de desregulacdo enddcrina deste composto é trés vezes superior a do pesticida DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) (Henriques, 2008). Concentragdes ja foram detectadas na
urina, no sangue e no leite materno de seres humanos (Calafat et al., 2008a ; Calafat et
al., 2008b ; Funari et al., 2008 ; Li et al., 2013). E urgente estudos e a¢des a serem
tomadas tendo em vista a constante exposi¢cdao de seres humanos ao NP através de varias
rotas, como ar, solo, sedimentos, dgua, alimentos, absorcdo pela pele através de
produtos de cuidado pessoal e produtos que contenham o DE (Raecker et al., 2002 ;
Torrents et al., 2007 ; Benotti et al., 2009 ; Li et al., 2013) e seus potenciais efeitos na
saude.

2.4 Remogdo de Disruptores Endécrinos com Microalgas

E emergente o desenvolvimento de tecnologias para a remocdo de disruptores
enddcrinos (DE) devido as suas descargas diarias nos corpos hidricos e sua dificuldade de
remocao (Blanquez, 2015). O carbono, presente em abundancia nos DE, é a principal
necessidade nutricional das microalgas (representa cerca de 50% de sua composicao).
Assim, as microalgas podem ser uma alternativa de baixo custo e impactos ambientais
relacionados para a remogao destes compostos (Matamoros et al., 2015). Existem poucos
estudos sobre a remogdao de DE com o uso de microalgas, mas seus resultados sdo
promissores, ainda mais levando em consideragao a posterior utilizagdao da biomassa em
biocombustiveis e outros produtos de valor agregado, como ja mencionados na sec¢ao 2.1.

Na Tabela 2.5 sdo apresentados estudos da remocgdo de disruptores endécrinos com
diferentes espécies de microalgas. As microalgas podem remover estes compostos por
processos de sor¢do ou degradacdo. Estudos mostram que a degrada¢dao é o mecanismo
de remocdao mais relevante dos poluentes pelas microalgas, sendo maior que a
capacidade dos processos de sorcdao, que somente sdo ativados por compostos
hidrofébicos e valores moderados da constante de Henry como as fragrancias (Abargues
etal., 2013 ; Peng et al., 2014 ; Blanquez, 2015 ; Matamoros et al., 2015).

Um estudo feito por Kotzabasis e Papazi (2013) sobre a biodegradacdo de
diclorofendis com a microalga Scenedesmus obliquus, apresenta a possibilidade das
microalgas operarem como “maquinas” bioenergéticas inteligentes, com a habilidade de
constantemente “calcular” a reserva de energia e “utilizar” a estratégia de biodegradacao
mais vantajosa para o caso dos diclorofendis (DCP). Por exemplo, a partir de um
determinado grau de toxicidade dos DCP, as microalgas aumentaram a energia oferecida
para a biodegradacdo e diminuiram a energia para producdo de biomassa. Este estudo
mostrou que as microalgas aplicaram diferentes estratégias bioenergéticas para otimizar
a administracdo do balanco entre a toxicidade dos DCP, sua biodegradacdo e o
crescimento algal, demonstrando sua habilidade para a remocdo de substancias tdxicas
(Papazi e Kotzabasis, 2013).
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Tabela 2.5: Remogdo de disruptores enddcrinos através de culturas de microalgas.

Espécies
Clorella sp.

Chlamydomonas
mexicana e Chlorella
vulgaris

Clorella vulgaris

Monoraphidium
braunii

Cyclotella cdspia

Scenedesmus obliquus

Scenedesmus obliquus
e Chlorella
pyrenoidosa

Scenedesmus obliquus

Chlamydomonas
reinhardtii

Selenastrum
capricornutum
Chlorella vulgaris,
Anabaena cylindrica e
Microcystis
aeruginosa kutz

Chlorella vulgaris

DE

Nonilfenol

Bisfenol A (BPA)

Nonilfenol
Bisfenol A
Nonilfenol

Cromo

Progeste-rona

Nonilfenol e
Octilfenol

B-estradiol (E2) e
17-a-
etinilestradiol
(EE2)

E2 e EE2

E2 e EE2

NP e NPnEO

Remogao
(%)

80

34

>98

48

37,7

92,4

95

=100

76 e 100

88 e 100

18-20 e 16-
37

82.1e95.7

Bibliografia

(Gao etal.,
2011a)

(Ki et al., 2014)

(Gao et al.,
2011b)

(Gattullo et al.,
2012)

(Liu et al., 2013)

(Pelléon et al.,
2011)

(Pengetal.,
2014)

(Zhou et al.,
2013)

(Blanquez,
2015)

(Blanquez,
2015)

(Ge et al., 2008)

(Sun et al.,
2012)
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3 Materiais e Métodos

Nesta secao serdo descritos os materiais utilizados nos procedimentos realizados para
a inoculagdo das microalgas, no preparo das solugdes e nas analises amostrais. Também
serao descritas as condi¢des de cultivo de cada experimento.

3.1 Inéculo

A microalga Scenedesmus sp., utilizada neste estudo, foi cedida pelo Grupo de
Integracdo, Modelagem, Simulacdo, Controle e Otimizacdo de Processos
(GIMSCOP/LACIP) do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Para a manutencao das microalgas utilizaram-se cultivos que foram
repicados na fase exponencial de crescimento, os quais foram utilizados como indculos. O
meio de cultura utilizado para a preparacdo dos indculos e dos experimentos foi o meio
Guillard Modificado conforme (Ramirez, 2013). Os indculos foram mantidos numa
incubadora com temperatura controlada, a 25°C, alimentacdo de ar filtrado com vazdo de
750 ml/min e controlador de fotoperiodo de 12h/12h e 3910 lux.

Os reagentes utilizados na composicao padrao do meio Guillard Modificado estao
apresentados na Tabela 3.1. Para o preparo do meio de cultivo foi sempre utilizada dgua
destilada autoclavada.

Tabela 3.1: Composi¢ao do meio Guillard Modificado.
Fonte: (Ramirez, 2013).

Macronutrientes Concentrag3o (g.L™)) Micronutrientes Concentragio (g.L™)

CaCl;*H,0 36,76 Na,EDTA 4,36
MgS0O,*7H,0 36,97 FeCl3*6H,0 3,15
NaHCO3 12,60 CuSO,4*5H,0 0,01
KoHPO,4 8,71 ZnSO4*7H,0 0,022
NaNO; 85,01 CoCl,*6H,0 0,01
Na,SiO3*9H,0 28,42 MnCl,*4H,0 0,18
Na,Mo0,*2H,0 0,006

3.2 Materiais

Os materiais utilizados no experimento consistiram basicamente de erlenmeyers,
béqueres, pipetas regulaveis, ponteiras, tubos falcons para armazenamento, “batoques”’,
entre outros. Todas as vidrarias e materiais utilizados na preparacdo do indculo,
preparacao e manutencdao dos experimentos, bem como a agua destilada e as solugdes

estoques do meio de cultivo utilizadas foram esterilizadas. O processo de esteriliza¢ao foi

1 . . . ~
Espécie de tampas para os erlemeyers feitas de buchas de algoddo envoltas de ataduras.
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realizado em uma autoclave a 121°C e 1 atm por 15 minutos. Para a preparagao das
solugdes experimentais, vidrarias esterilizadas e solu¢des do meio de cultivo foram
expostas a radiacdo UV por 15 minutos em uma cabine de seguranca microbiolégica
(marca Pachane, modelo Pa 410) devidamente esterilizada (Figura 3.1). As solucbes que
compdem o meio de cultivo foram armazenadas em refrigerador a 8°C.

Figura 3.1: Materiais utilizados para a preparacao dos experimentos, durante sua
exposicdo a radiagcdo UV na cabine de seguranc¢a microbioldgica.

3.3 Condigdes de cultivo

Os cultivos de microalgas foram realizados em escala laboratorial, em frascos
erlenmeyers com capacidade de 250 mL, com um volume total utilizado de 200 mL. O
meio de cultura utilizado na preparacdo dos experimentos foi o meio Guillard Modificado,
conforme ja mencionado na Sec¢do 3.1. Uma aliquota de 20 mL de solu¢do de meio de
cultivo e microalgas (cultura em fase exponencial de crescimento), padronizados a uma
densidade 6ptica a 570 nm (OD570) de 0,1 de absorbancia foram inoculados em cada
experimento.

Para a verificacdo do crescimento da cultura e do uso potencial da microalga
Scenedesmus sp. para a remocado do poluente, utilizaram-se diferentes concentra¢des do
NPysEO, apresentadas na Tabela 3.2. As concentragdes variaram de valores elevados
(10.000 e 1.000 mg/L), com o objetivo do estudo do crescimento das microalgas até a
valores mais comumente encontrados em efluentes industriais (100 e 50 mg/L) e valores
relativamente baixos (1 e 0,5 mg/L). Valores na ordem de grandeza da ocorréncia usual
em matrizes ambientais (ng/L ou pg/L) ndo foram utilizados devido a possibilidade de ndo
deteccdo do método de analise. O produto comercial nonilfenol etoxilado a 9.5 mols foi
adquirido na Quimicamar Industria e Comércio de Produtos Quimicos.
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Tabela 3.2: Experimentos realizados e suas respectivas concentracdes de NPgsEO.

Experimento Concentrag¢do de NPgsEO (mg/L)
10000
1000
100

1

2

3

4 50
5 1
6

0,5

Todos os experimentos de cultivo foram realizados em triplicata com o fim de
diminuir possiveis causas de erro. Cada triplicata foi acompanhada de um experimento
controle em um frasco com meio abidtico (nas mesmas condi¢Ges, porém sem
microalgas) a fim de verificar a degradacdo do NPysEO sem a presenca das microalgas.

Os frascos de cultivos foram alocados em uma incubadora refrigerada com agitacao,
marca Marconi modelo MA832, Figura 3.2. A fim de manter a incubadora iluminada,
foram adaptadas lampadas de /ed em seu interior (iluminagcdo fornecida de
aproximadamente 10000 lux). As culturas permaneceram em fotoperiodo de 12 horas
iluminadas e 12 horas no escuro. A agitacdo foi mantida a 150 rpm para garantir a
aeracdo das culturas. A temperatura foi mantida a 25°C, valor adequado para o
crescimento das microalgas.

Figura 3.2: Incubadora provida de agitacdo, controle de temperatura e lampadas frias
acopladas.

3.4 Analise do crescimento das microalgas

Sendo o NPgsEO e seus derivados toéxicos para organismos, para analisar a
interferéncia da substancia no crescimento das microalgas, foram utilizados os métodos
de anadlise de densidade 6tica e peso seco.
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3.4.1 Densidade dptica

Medidas de absorbancia no comprimento de onda de 570 nm foram feitas para
encontrar a concentragdao das microalgas, que é determinada de acordo com a Lei de
Beer-Lambert que diz que a absorbancia é diretamente proporcional a concentragao de
espécies absorventes presentes. Assim, um grafico relacionando a absorbancia e a
concentragdo de microalgas resulta em uma reta, que com a equagao pode-se encontrar
os valores do peso seco através das absorbancias lidas. O comprimento de onda escolhido
— 570 nm - leva em consideracdo que a obstrucdo fisica é a Unica influéncia na medida,
estando distante dos comprimentos de onda absorvidos pelas microalgas e pelo NPEO
(Lourengo, 2006 ; Wang et al., 2011 ; Ramirez, 2013). Para as leituras de absorbancia,
aliguotas de 4 mL tomadas de cada experimento foram coletadas em tempos
determinados e as medidas foram realizadas em um espectrofotometro marca PG
Instruments modelo T80+ UV/Vis. Amostras que apresentavam valores de absorbancia
maiores que 1 foram diluidas.

3.4.2 Peso seco

A concentracdo de microalgas em mg/L nos cultivos foi determinada com base na
metodologia de sélidos totais, adaptada do Standart Methods (2005) Uma aliquota de 10
ml de cada cultivo foi filtrada com auxilio de uma bomba de vacuo em filtros de fibra de
vidro com tamanho nominal de poros 0,7 um, previamente pesados em uma balanga
analitica. Os filtros foram secos em estufa por 24 h a temperatura de 100 °C. Depois de
secos e de estarem na temperatura ambiente, foram novamente pesados. A
determinacdo do peso seco em g/L foi obtida através da diferenca entre a massa inicial e
final dos filtros, divida pelo volume de amostra filtrada conforme a equacdo 3.1.

P, — P (3.1)

Peso seco =
|74

Onde:

Peso seco = concentragdo de microalgas (g/L)
P1 = Massa do filtro (g)
P2 = Massa do filtro seco com microalgas (g)

V = Volume de amostra filtrada (L)

3.5 Analise da Remoc¢ao do NP4sEO através de Espectroscopia UV-Vis

A remocdo do NPgsEO foi analisada através de medicGes de absorbancia em um
espectrofotdbmetro da marca PG Instruments, modelo T80+ UV/Vis, utilizando uma cubeta
de quartzo de 4 mL. O método de deteccdo foi escolhido por ter se mostrado eficiente em
estudos anteriores (Kim et al., 2005 ; Bonenfant et al., 2009 ; Silva, 2013) e por ser um
método que ndo requer nenhum preparo amostral.
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4 Resultados e Discussao

Nesta se¢ao serdo apresentados os resultados bem como uma discussao acerca deles.
Primeiramente serd abordado o crescimento das microalgas, analisado através de
medidas de peso seco e absorbancia. Estes resultados demonstram a possibilidade do
crescimento da microalga Scenedesmus sp. em presen¢a de nonilfenol etoxilado. Em
segundo momento, serdo apresentados os resultados da concentragdo do NPgsEO nas
culturas de microalgas durante os experimentos, onde poderd ser observado que as
microalgas conseguiram remover parte do poluente.

Optou-se por ndo apresentar os resultados dos experimentos de menor concentragao
-5 e 6 -, pois estes, aparentemente, ndo alcangaram resultados desejaveis, mostrando um
aumento de NPnEO a partir do 32 e 42 dia de experimento. Os resultados encontram-se
no Anexo 1 deste trabalho. Os valores encontrados podem ser justificados pela
inadequacdo do método de analise devido as baixas concentragdes, a interferéncia do
meio de cultivo na andlise e/ou a formacdo dos derivados do nonilfenol etoxilado
(nonilfenol acido acético etoxilado e nonilfenol).

4.1 Crescimento das microalgas

Durante o tempo de realizagdo dos experimentos observou-se o crescimento algal,
demonstrando ser possivel seu cultivo na presenca do NPgsEO. Assim, as espécies de
microalgas em questdo apresentaram ser resistentes ao DE, inclusive em concentracdes
muito elevadas como no experimento 1 e 2 (10.000 mg/L e 1.000 mg/L de NPgsEO
respectivamente). Os graficos realizados para obtencdo de alguns valores da
concentra¢do de microalgas, conforme explicado na Se¢ao 3.4.1, se encontram no Anexo
2 deste trabalho. As Figuras 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4 apresentam a concentracao de microalgas,
em g/L ao longo do tempo experimental em dias. Nas culturas dos experimentos 1 e 2,
ocorreu a morte das microalgas, a partir do 222 dia para o experimento 1 e do 342 dia
para o 2. No ultimo dia destes experimentos (419), as microalgas encontravam-se mortas,
isto possivelmente deve-se ao consumo do meio de cultivo e a consequente falta dos
nutrientes necessarios para seu crescimento, como por exemplo, nitrogénio e fésforo. O
pH das culturas também foi medido, todas apresentaram um valor de pH inicial de 6,5 e o
final de aproximadamente 10.
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Figura 4.1: Curva da média do crescimento das microalgas no experimento 1
(concentracdo inicial de NPosEO de 10.000 mg/L).
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Figura 4.2:

Curva da média do crescimento das microalgas no experimento 2

(concentracdo inicial de NPgsEO de 1.000 mg/L).
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Figura 4.3:

Curva da média do crescimento das microalgas no experimento 3

(concentracdo inicial de NPgsEO de 100 mg/L).
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Figura 4.4:

Curva da média do crescimento das microalgas no experimento 4

(concentracdo inicial de NPgsEO de 50 mg/L).
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Mesmo a absorbancia inicial medida para todos os experimentos sendo a mesma, as
medidas de peso seco indicaram uma diferenca significativa na primeira amostra de cada
cultura, demonstrando que as quantidades de microalgas iniciais foram diferentes para os
experimentos. Assim, para melhor comparar o crescimento das microalgas, foi feito um
grafico com o percentual de crescimento das culturas relativo a primeira medida de peso
seco para cada cultura, o qual se encontra na Figura 4.5.
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Figura 4.5: Curva do crescimento percentual relativo das culturas dos experimentos de
concentracao inicial de NPgsEO de 10.000, 1.000, 100 e 50 mg/L respectivamente os
experimentos 1, 2, 3 e 4.

Com base nos resultados obtidos, observa-se que o a cultura do experimento 3 foi a
gue mais cresceu, seguida pela 4. As curvas do experimento 1 e 2, de maiores
concentragdes iniciais de NPEO, possuem uma inclinagdo inicial menor indicando um
crescimento mais lento, provavelmente devido a adaptacao das microalgas ao DE. Assim,
embora se esperasse que quanto menor fosse a concentragdo do NPEO no meio, maior
seria o crescimento algal, ndo foi o observado: as microalgas do experimento 1, sendo 10
vezes mais concentrado no poluente que o 2, cresceram mais. Uma possivel explicacao
para esses resultados poderia ser uma relagdo entre a toxicidade do composto e a maior
oferta de carbono organico, provenientes da degradacdao do NPgsEO, ou seja, da perda de
suas cadeias etoxiladas: as microalgas do experimento 1 e 2 cresceram menos que 0s
experimentos 3 e 4 por estarem em um meio mais tdxico, porém relacionando os
experimentos 1 e 2 e 3 e 4 entre si, percebe-se que maior foi o crescimento quanto maior
foi a concentracdo do poluente (ou disponibilidade de carbono organico dissolvido).
Demonstrando assim, a competitividade de dois fenOmenos atuantes: a toxicidade do
composto e a maior disponibilidade de carbono presente.

4.1.1 Registro Fotogrdfico

Nesta secdo é apresentado um registro fotografico dos experimentos ao longo de suas
duracdes, através das Figuras 4.6 a 4.12.

A Figura 4.6 mostra os experimentos 1 e 2 de concentracdo inicial de NPgsEO de
10.000 e 1.000 mg/L, respectivamente, no dia em que as microalgas foram inoculadas. A
Figura 4.7 no dia em que tiveram a maior remoc¢ao do composto, a Figura 4.8 no 342 dia,
onde se pode perceber que o cultivo do experimento 1 comeca a apresentar um
amarelamento devido a morte dos micro-organismos. E a Figura 4.9 no ultimo dia do
experimento, onde as culturas apresentavam-se praticamente mortas.
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A Figura 4.10 mostra os experimentos 3 e 4 de concentragao inicial de NPgsEO de 100
e 50 mg/L, respectivamente, no dia em que as microalgas foram inoculadas. A Figura 4.11

no dia em que tiveram a maior remoc¢do do composto, 182 dia, e a Figura 4.9 no ultimo
dia experimental.

Figura 4.6: Experimentos 1 e 2, triplicatas e abidtico (da esquerda a direita) — dia 0 (ap6s a
inoculagao).

Figura 4.8: Experimentos 1 (a esquerda) e 2 (a direita) no 342 dia.

Figura 4.9: Experimentos 1 (a esquerda) e 2 (a direita) no 412 dia.

Figura 4.10: Experimentos 3 e 4, triplicatas e abidtico (da esquerda a direita) — dia 0 (apds
a inoculacdo).
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Figura 4.12: Experimento 3 (a esquerda) e 4 (a direita) — 282 dia.

4.2 Remocgdo de NPnEO

Primeiramente, a fim de conhecer o comprimento de onda do NPysEO foi tomado um
espectro de varredura nos comprimentos de onda de 200 a 400 nm, regido esta
caracteristica por apresentar picos do composto NPnEO (Wang et al., 2011 ; Silva, 2013 ;
Xie et al., 2013). O espectro de absorcdo obtido encontra-se na Figura 4.13. Foram
encontrados dois picos: 222 nm e 277 nm, estando de acordo com (Pons et al., 2004 ;
Bonenfant et al., 2009). Optou-se por trabalhar no comprimento de onda de 277 nm,
valor este caracteristico do NPnEO (Henriques, 2004 ; Wang et al., 2011).

2,5

2

P
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o
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o

200 250 300 350 400
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Figura 4.13: Espectro de absor¢ao do NPgsEO.

Posteriormente, foi montada uma curva de calibragdao de absorgao padrao (Figura
4.14), no comprimento de onda escolhido (277 nm). Para isto, foram preparadas solu¢ées
com diferentes concentracdes conhecidas do NPysEO e medidas suas absorbancias.
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Figura 4.113: Curva de calibragao do NPgsEO, equagao da reta e R-quadrado.

O filtrado obtido através do ensaio de peso seco (item 3.4.2) foi coletado em tubos
falcons de 15 mL e armazenado em refrigerador a 8°C. Posteriormente, foram medidas as
absorbancias das amostras para analisar a concentracdo remanescente de NPysEO no
meio de cultivo com o uso da curva de calibragdo. As solugdes aquosas do experimento 1
(concentragdo inicial de 10.000 mg/L) foram diluidas (1:15) em agua deionizada antes de
medidas as absorbancias, respeitando os limites de detec¢ao do aparelho.

Optou-se por apresentar os resultados em concentra¢cdes de NPnEO (n=1-12) e ndo
NPgsEO, pois o produto comercial € uma mistura de NPgsEO e outros NPNEO com
unidades de etoxilagdo (n) variando de 1 a 12, conforme explicado na Secdo 2.3. Todos os
graus de etoxilagdo dos NPnEO e os compostos resultantes da sua biodegradacdo (NPnEC
e NP) absorvem no mesmo comprimento de onda escolhido, 277 nm (Wang et al., 2011).
Assim, na medida em que NPnEO é degradado, sao formados NPnEO de menores
unidades de etoxilagdao e outros derivados influenciando na medida de absorbancia lida.

Os resultados da concentracdo de NPNnEO mostraram um comportamento padrao:
depois de atingido um valor minimo de concentracdo de NPnEO, esta comecou a
aumentar até o final dos experimentos. Optou-se por apresentar aqui os dados dos
experimentos até o momento em que, pela andlise, o maximo de NPnEO é removido, o
gue aconteceu no 282 dia para os experimentos 1 e 2 e 182 para os experimentos 3 e 4.
Os graficos encontram-se nas Figuras 4.15, 4.16, 4.17 e 4.18 abaixo. Os resultados de
todas a analises amostrais sdo apresentados no Anexo 3 deste trabalho.
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Figura 4.14: Alteracdao média da concentracdo de NPnEO com o tempo para o
experimento 1 ( Ci = 10.000 mg/L) e seu respectivo abidtico de idéntica concentracgdo.
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Figura 4.16: Alteracdo média da concentracdo de NPNEO com o tempo para o
experimento 1 ( Ci = 1.000 mg/L) e seu respectivo abidtico de idéntica concentracdo.
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Figura 4.17: Alteracao média da concentragcdo de NPNnEO com o tempo para o
experimento 3 ( Ci = 100 mg/L) e seu respectivo abidtico de idéntica concentracdo.
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Figura 4.18: Alteracdo média da concentracdo de NPNnEO com o tempo para o
experimento 4 ( Ci = 50 mg/L) e seu respectivo abidtico de idéntica concentracdo.

A partir destes dados, foram calculadas as porcentagens de remocdes do composto
pelas microalgas através da equacdo 4.1, os resultados encontram-se na Tabela 4.1. O
experimento 2 (concentracgdo inicial de NPgsEO de 1.000 mg/L) foi o que obteve maior
remogdo de NPnEO (67,85%), seguido pelo experimento 1 (45,68%), ja os experimentos 3
e 4 apresentaram remocgdées similares e mais baixas (23,85% e 22,44%, respectivamente).
Os experimentos abidticos ndo apresentaram remocdo significativa relativa aos
experimentos com a presencga das microalgas.

ci-co (4.1)

%Remocgao = 00

Onde:
Ci = Concentracdo de NPnEO da amostra inicial em mg/L

Ct = Concentragdo de NPnEO da amostra no tempo t em mg/L

Tabela 4.1: Remogao total média de NPnEO dos experimentos e seus respectivos tempo

de duracao.
Concentragao Tembo de
Experimento inicial de NPyEO ~p . Remogao (%)
duracao (dias)
(mg/L)
1 10.000 28 45,68
2 1.000 28 67,85
3 100 18 23,85
4 50 18 22,44

De uma maneira geral, os experimentos ndo apresentaram uma remocao satisfatéria
de nonilfenol etoxilado, visto seu potencial efeito aos animais e meio ambiente em
minimas concentracdes, o que esta de acordo com seu alto poder refratario no meio
ambiente (Zhao et al., 2006). Um estudo feito por Lika e Papadakis (2009) relata a
importancia da oferta de oxigénio para a degradagdo de compostos fendlicos (Lika e
Papadakis, 2009). No presente trabalho, assumiu ser suficiente uma aeracdo por agitacdo
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dos frascos de acordo com (Lourenco, 2006). Porém, em estudos anteriores com altas
remogdes de NPnEO e NP utilizou-se aeragao mecanica nas culturas. Podendo esta, ser
uma causa da baixa remocdo do DE no experimento (Gao et al., 2011a ; Gao et al.,
2011b).

No estudo realizado por Zhou et al. (2013) no qual as microalgas Scenedesmus
obliquus foram expostas ao nonilfenol em um meio de metanol e meio de cultivo, em
condi¢bes semelhantes deste experimento e concentragdes iniciais de NP variando de 0 a
4 mg/L, obteve-se remogdo de quase 100% do composto ao final de 5 dias de
experimento. As andlises foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
um pré-tratamento das amostras foi realizado por concentragdo através de
microextragdes liquido-liquido. Os excelentes resultados deste estudo ndao podem ser
comparados ao presente trabalho, pois nele se utilizou somente nonilfenol e nao
nonilfenol etoxilado. Estes compostos possuem caracteristicas diferentes, o nonilfenol é
altamente lipofilico diferente do NPEO que possui caracteristicas hidrofilicas e
degradacdo diferente.

Todavia, deve-se levar em consideracdo os erros devido ao método de analise
escolhido — espectroscopia UV-Vis. Houve interferéncia do meio de cultivo nas analises,
pois este apresentou absorcdo no comprimento medido (277 nm); ndo havendo a
possibilidade de ser descontado seu valor de absorbancia pelo desconhecimento de
guanto o meio de cultivo havia sido consumido em cada amostra. Ainda, na degradacao
do NPnEO ha a formacdo de nonilfenol etoxilados de menores unidades, NPnEC e NP,
todos estes absorvem no mesmo comprimento de onda lido (277 nm), impossibilitando
uma analise mais acurada da remocdo de NPnEQ. Este problema poderia ser resolvido
com a analise amostral por outros métodos que pudessem separar os compostos e
identificd-los, como por exemplo, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (GC-MS), como alguns
estudos demonstram (Ahel e Giger, 1985 ; Gettar et al., 2007 ; Gao et al., 2011a ; Sun et
al., 2012 ; Zhou et al., 2013).

Um estudo foi realizado por Sun et al. (2012), no qual se analisou a bioconcentracdo e
degradacdo de NPEO pelas microalgas Chlorela vulgaris, em condicdes semelhantes a este
trabalho, porém com contragdo inicial de NPEO de 16,94 mg/L e em erlenmeyers de 3L.
As analises foram realizadas através da concentracdo das amostras por extracdo em fase
sélida e posterior analise em HPLC. Os resultados obtidos demonstraram que até 6 horas
as concentracoes dos diferentes oligdbmeros de nonilfenol etoxilado aumentaram e
atingiram um madximo, depois comecaram a diminuir, exceto pela concentracdo de
NP1EO, NP2EO que sempre aumentou. Com excec¢ao destes dois compostos, os
oligbmetos de NPEO foram quase completamente degradados em 48 horas de
experimento.
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5 Conclusdes e Sugestdoes para Trabalhos Futuros

A microalga Scenedesmus sp. mostrou ser resistente ao nonilfenol etoxilado 9,5.
Observou-se um crescimento continuo de todas as culturas realizadas neste trabalho. Elas
cresceram em meios extremamente concentrados do composto (10.000 mg/L),
demonstrando a possibilidade de serem utilizadas em meio onde o NPysEO é presente,
inclusive em altas concentragdes.

Nos experimentos realizados, 1, 2, 3 e 4 de concentragdes inicias de NPgsEO de 10.000
mg/L, 1.000 mg/L, 100 mg/L e 50 mg/L, respectivamente, a microalga Scenedesmus sp.
aparentemente ndo se mostrou eficiente na remog¢dao da substancia. O percentual de
remogao encontrado através de medidas de absorbancia em espectrofotometro UV-Vis
foi baixo em relagdo a sua periculosidade em minimas concentragdes no meio ambiente -
maximo de 67,85% para o experimento de concentragao inicial de NPgsEO de 1.000 mg/L.

As baixas remog¢oes e o aumento da concentracao de nonilfenol etoxilado nas culturas
podem estar associados a formacdao dos compostos derivados do NPgsEO que sdo
absorvidos no mesmo comprimento de onda (277 nm), como nonilfenol etoxilado de
menores unidades de etoxilacdo (n<9,5), nonilfenol (NP) e nonilfenol acido acético
etoxilado (NPnEC). As remocbes também podem estar subestimadas devido a
interferéncia do meio de cultivo das microalgas na analise em espectrofotometria, pois
foi observada uma absorcdao do meio no comprimento de onda lido. Sugere-se a analise
por outros métodos que possam separar e indentificar os compostos, como por exemplo,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou cromatografia liquida acoplada a um
espectrémetro de massas (GC-MS).

Os DE causam, em concentra¢cdes minimas (na ordem de ng/L), efeitos alarmantes na
saude de uma populacdo, infertilidade, ma-formacdo do feto e canceres sdo alguns deles.
Os sistemas de tratamentos de efluentes atuais ndo removem completamente os DE, isso
faz com que sejam despejadas nos corpos hidricos altas cargas destes compostos
diariamente, expondo animais e seres humanos a seus efeitos, o que justifica a
emergéncia de uma acdo a ser tomada. As microalgas sdo uma alternativa na remocédo
destes compostos e poderiam entrar como uma etapa adicional ao sistema convencional
de tratamento de efluentes. Apesar da analise das remo¢des de NPysEO nos experimentos
estudados ndo ter sido satisfatéria por meio da analise espectrofotométrica, ha a
necessidade de uma analise por outros métodos, visto que outros estudos obtiveram
resultados promissores. A possibilidade da posterior utilizacdo das microalgas em outras
aplicagdes industriais, principalmente para a producdo de biocombustiveis, justifica e
valoriza os estudos para a implementacao desta tecnologia.

Sugere-se como trabalhos futuros:

e Realizar um experimento com métodos de andlise mais eficazes, como por
cromatografia, HPLC, GC-MS ou LC-MS;

e Utilizar NPNnEO, com n=1-2, no meio de cultivo das microalgas, para se ter uma
analise da biodegradacdo completa do NPnEO (remocdo de todas as cadeias
etoxiladas e quebra do anel benzénico);

e Adicionar somente NP ao meio de cultivo das microalgas para verificar a
guebra do anel benzénico pelas microalgas;



30

Cultivo da Microalga Scenedesmus sp. em presenga de Nonilfenol Etoxilado

Estudar a remocdao do NPnEO pelas microalgas associadas a uma cultura de
bactérias anaerdbicas, oferecendo, além de um meio aerdbico, um meio
anaerdbico de cultivo (como lodos) para que a formacdo de NP seja mais
rapida e possibilite uma biodegradacao total do DE pelas microalgas;

Testar outras espécies de microalgas, bem como outros disruptores
endadcrinos;

Utilizar como meio de cultivo das microalgas uma mistura de disruptores
enddcrinos para analisar a remoc¢dao dos compostos simultaneamente,
simulando o que acontece em um efluente real;

Utilizar como meio de cultivo das microalgas efluentes de diversos segmentos
contendo NPnEO.
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7.1 Anexo 1 - Resultados dos experimentos 5 e 6

Neste anexo serdo apresentados os resultados encontrados para os
experimentos 5 e 6. A Figura 1 mostra o crescimento das microalgas no decorrer
do experimento. As Figuras 2 e 3 apresentam as concentragdes de NP4sEO dos
experimentos 5 e 6 concentragdo inicial de 1 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente.
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Figura A.1: Curva de crescimento das microalgas nos experimentos 5 e 6.
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Figura A.2: Alteracao da concentracao de NP95EO com o tempo do experimento 5.
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Figura A.3: Alteracao da concentragao de NP95EO com o tempo do experimento 6.
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7.2 Anexo 2: Curvas de Abs x Concentragcao dos experimentos

Neste anexo, serdao apresentados os graficos de absorbancia versus concentracao de
microalgas, que como de acordo com a lei de Beer-Lambert, segue uma relagao linear.
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Figura A.4: Reta de calibracdo de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 1.
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Figura A.5: Reta de calibracao de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 2.

2
81> y = 1,0437x + 0,636 e
& R2=0,9571
S 1
o
(7]
Q2
<05

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Biomassa (g/L)

Figura A.6: Reta de calibracdo de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 3.
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Figura A.7: Reta de calibragao de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 4.
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Figura A.8: Reta de calibracao de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 5.
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Figura A.9: Reta de calibracdo de acordo com Lei de Beer-Lambert do experimento 6.
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7.3 Anexo 3 - Concentragdao de NPnEO durante todo o tempo experimental

Graficos das concentragdes de NPnEO dos experimentos 1, 2, 3 e 4 durante todo o
tempo experimental, onde pode-se ver que as remogdes finais obtiveram um aumento na
concentragdao de NPnEO de aproximadamente a 55 e 68% em relagdo aos valores iniciais.
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Figura A.10: Variacdo da concentracdao de NPnEO durante o tempo experimental em
dias do experimento 1.
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Figura A.11: Variacdo da concentracao de NPnEO durante o tempo experimental em dias
do experimento 2.
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Figura A.12: Varia¢do da concentra¢cdao de NPnEO durante o tempo experimental em dias
do experimento 3.
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Figura A.13: Variagao da concentragdao de NPnEO durante o tempo experimental em dias
do experimento 4.



