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RESUMO

A biorremediacéo de efluentes através de microalgas ganha cada vez mais relevo,
dada a comprovada eficacia do processo. Porém, a biorremediag&o, por norma, tem como
objetivo remediar o efluente, obstante das transformacgdes que resultam na biomassa.
Assim, a possibilidade de obter biomassa utilizando efluentes com elevada carga organica
e concomitantemente efetuando um processo de biorremediacao, insere-se nas diretrizes
atuais de gestdo de residuos que permitem minimizar o impacto ambiental, promovendo
mais-valias.

Neste contexto surge o objetivo principal deste trabalho que visa caracterizar e
comparar, do ponto de vista fisico-quimico e toxicoldgico, a biomassa resultante de
processo de biorremediacao de aguas rucas de duas (AR-2) e trés fases (AR-3). Os ensaios
foram desenvolvidos em culturas batch utilizando células imobilizadas de Chlorella
vulgaris, tendo-se avaliado a biomassa resultante de diferentes concentracfes de AR
(35%, 50% e 60% nas AR-2; 20% nas AR-3). Nos ensaios com AR-2 foi ainda avaliada
a biomassa resultante de dois tratamentos sucessivos (2° ciclo da biomassa) e a resultante
da otimizacéo do processo, quer pelo uso de fotobiorreator de coluna de bolhas, quer pelo
biotratamento do efluente sem preservacao, por oposicao a conservacao por acidificacdo
e congelacdo. Nos ensaios com AR-3 foi ainda avaliada a biomassa resultante de um
segundo tratamento do efluente (2° tratamento).

A caracterizacdo fisico-quimica da biomassa foi realizada, comparativamente com
os controlos (TO e controlo negativo), pela variacdo do volume de esferas inoculadas e
pelos teores de clorofila total, clorofila a e b (Chl a e Chl b), carotenoides, e proteinas
totais. A variacdo dos compostos fendélicos foi avaliada na biomassa e no efluente (Folin-
Ciocalteau e HPLC). Também os testes de ecotoxicidade foram realizados na biomassa e
no efluente, respetivamente com a Daphnia magna (biomassa) e Artémia salina
(efluente).

Os resultados mostraram que a biomassa resultante das biorremediagdes apresenta
potencialidade para futura utilizagbes, em especial as resultantes dos ensaios realizados
em AR-2 (35% 2° ciclo e 50% com uso de coluna de bolhas). Estas séries apresentaram
aumentos, quer a nivel proteico, quer a nivel de pigmentos, com especial destaque para
os carotenoides. Os ensaios com AR-3 (20%) ndo se mostraram convidativos no que
respeita ao teor de pigmentos, contudo o incremento do seu teor de proteinas apresenta

potencial.
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Ao nivel dos compostos fenolicos registou-se uma diminui¢do no efluente apos a
biorremediagdo, demonstrando o potencial das microalgas para este efeito e a ndo
incorporagdo destes compostos na biomassa final. Os resultados obtidos na ecotoxicidade
vém de acordo com 0s anteriores, uma vez que ap0s a biorremediacdo, o efluente
diminuiu a sua toxicidade e a biomassa aumenta a sua. Apesar da biomassa resultante
apresentar alguma toxicidade, tal ndo inviabiliza a sua valorizagéo.

Assim, esta biomassa apresenta-se com um enorme potencial de utilizagdes,

porém com necessidade de um estudo mais aprofundado.

Palavras-chave: Biorremediacdo; Microalgas; Chlorella vulgaris; Valorizacao da
Biomassa; Ecotoxicidade.



ABSTRACT

The Bioremediation of wastewater using microalgae has gained increasing
importance, given the proven effectiveness of the process. However, the bioremediation
normally, aims to remedy the effluent, regardless the transformations that result in
biomass. Thus, the possibility of obtaining biomass using wastewater with high organic
load and concurrently performing a bioremediation process is part of the current
guidelines for waste management that minimize the environmental impact, promoting
benefits.

In this context arises the main objective of this work is to characterize and
compare the physico-chemical and toxicological point of view, the resulting biomass
bioremediation process of two phases olive mill wastewater (AR-2) and three phases olive
mill wastewater (AR-3). The assays were developed in batch cultures using immobilized
cells of Chlorella vulgaris, having evaluated the resulting biomass of different
concentrations of olive mill wastewater (35%, 50% and 60% in AR-2, and 20% in AR-
3).In assays with AR-2 was further evaluated the biomass from two successive treatments
(2" cycle of biomass) and the resulting optimization of the process or by use of a bubble
column photobioreactor or by biotreatment of wastewater without preservation, as
opposed conservation by acidification and freezing. In tests with AR-3 was further
evaluated biomass from the a second treatment of effluent (2" Treatment).

The physico-chemical characterization of biomass was carried out, compared with
controls (TO and negative control), the variation of the volume of inoculated balls and the
levels of total chlorophyll a, chlorophyll b (Chl a and Chl b), carotenoids, and total
protein. The variation in phenolic compounds was evaluated in the biomass and effluent
(Folin-Ciocalteu and HPLC). Also ecotoxicity tests were performed in the biomass and
effluent, respectively with Daphnia magna (biomass) and Artemia salina (effluent).

The results showed that the resulting biomass from assays has potential for future
uses, particularly those resulting from assays on AR-2 (35% 2" cycle and 50% using a
bubble column). This series showed increases both the protein level or the level of
pigments, with special focus on carotenoids. Assays with AR-3 (20%) were not inviting
as regards the pigment content, but the increase of their protein content presents potential.

At the level of phenolic compounds was registered a decrease in the effluent after
bioremediation, demonstrating the potential of microalgae for this purpose and the non-

incorporation of these compounds in the final biomass. The results obteined from
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ecotoxicity tests according to the above, since after bioremediation the effluent decreased
its toxicity and biomass its increased. Despite the resulting biomass present some toxicity,
this does not invalidate its valorization.

Thus, this biomass is presented with a huge potential uses, but in need of further

study.

Keywords: Bioremediation; Microalgae; Chlorella vulgaris; Valorization of
biomass; Ecotoxicity.
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1. ENQUADRAMENTO

As microalgas apresentam-se cada vez mais como uma excelente fonte de
compostos biologicamente ativos, tais como pigmentos, lipidos, vitaminas e proteinas
entre outros, com interesse nao s6 nutricional mas também farmacéutico e energético. O
aumento do interesse comercial destas culturas deve-se também a sua elevada eficacia na
producdo destes compostos, comparativamente com as culturas vegetais terrestres.

Atualmente a massificacdo do cultivo de microalgas exige um elevado
investimento em meios de crescimento sintéticos. Assim surge o interesse na pesquisa de
meios de cultura alternativos, com o fim de minimizar os custos deste tipo de producéo.
Nesse contexto, o crescimento de microalgas em processos de biorremediacdo, terad
seguramente vantagens. As aguas rucas sao o principal residuo da industria de extracdo
do azeite e a sua eliminacdo direta, sem qualquer tipo de tratamento, pode poluir
ambientes terrestres e aquaticos. No Laboratério de Agro-Industrias da Escola Superior
Agréria, IPB, tém sido desenvolvidos estudos para avaliar a diminui¢do dos compostos
fenolicos nas aguas rucas quando sujeitas a processos de biorremediacdo utilizando
Chlorella vulgaris.

Assim, o objetivo geral desta dissertagéo visa estudar o cultivo da C. vulgaris em
diferentes concentracdes e tipos de aguas rucas e caracterizar a respetiva formacao da
biomassa no final do processo, de forma a avaliar o seu potencial de valorizacéo.

A dissertacdo encontra-se organizada em seis capitulos. O primeiro capitulo
corresponde a um enquadramento do estudo realizado, bem como ao principal objetivo
proposto e a descricdo geral da organizacdo da tese escrita. No segundo capitulo
apresenta-se uma breve revisdo bibliografica, no qual se aborda a biorremediacdo, sdo
caracterizadas as aguas rucas (2 e 3 fases), bem como a microalga em estudo, Chlorella
vulgaris. Neste capitulo é feita ainda uma breve referéncia aos testes de toxicidade,
nomeadamente tipos e importancia, bem como sdo detalhados os objetivos especificos
deste trabalho. No capitulo 3, encontram-se referidos de forma resumida, os materiais e
métodos utilizados na preparagdo e manutencdo da biomassa, nos ensaios de
biorremediacgéo e nas avaliacOes e testes realizados a biomassa algal apds os ensaios e ao
efluente. No capitulo 4, sdo apresentados os resultados obtidos e € feita a consequente

discussdo dos mesmos. No capitulo 5, sdo sintetizadas as principais consideragoes



alcancadas neste estudo e finalmente € apresentada a listagem da bibliografia utilizada

para a realizacdo deste trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biorremediacéo

A biorremediacéo ¢ definida como um processo de degradacdo de contaminantes
no ambiente por processos biologicos, utilizando o potencial metabdlico dos
microrganismos para degradar uma grande variedade de compostos organicos toxicos
(Scragg, 2005). A biodegradacdo realiza-se através do aproveitamento dos contaminantes
pelos microrganismos como fonte de carbono, o que permite aos biorremediadores
produzirem novas células (Martins et al., 2003).

Este processo apresenta assim grande importancia na diminui¢do ou eliminagéo
de substancias contaminantes, uma vez que por Gltimo mineraliza os poluentes e liberta
apenas substancias inertes, como didxido de carbono e agua (Li et al., 1997; Wise et al.,
2000). Esta diminuicdo ou eliminacdo dos compostos toxicos oferece vantagens a
biorremediagdo quando comparada com outras técnicas usadas. Técnicas como o
transporte ou a contengdo dos contaminantes que apenas movem o problema de local ou
forcam a sua monitorizacdo em vez de o solucionarem (Vidali, 2001).

Existem duas modalidades de biorremediacéo: in-situ e ex-situ. Ou seja quando a
biorremediacdo é realizada no préprio local falamos numa biorremediac&o in-situ, quando
os efluentes estdo sujeitos a transporte referimo-nos a uma biorremediacdo ex-situ. A
biorremediacdo ex-situ permite uma superior monitorizacdo e controlo de varidveis do
que a in-situ e é largamente utilizada no tratamento de aguas residuais (Metcalf e Eddy,
2003).

Como biorremediadores podem ser utilizadas bactérias (Guo et al, 2010), fungos
(Singh, 2006), plantas (Vidali, 2001), algas (Olguin, 2003) e até organismos
geneticamente modificados (Ezezika e Singer, 2010) porém quando o objetivo é remediar
uma massa de agua, as algas ganham uma maior relevancia (Hermann et al., 2013).

A utilizacdo das microalgas como agentes biorremediadores tem sido alvo de
estudos gracas aos baixos custos do processo, a elevada eficiéncia e obtencdo de biomassa
passivel de ser utilizada. Esta biomassa pode ser utilizada na fertilizacdo dos solos, como
suplemento alimentar animal ou na obtencdo de biocombustiveis (Tam e Wong, 2000;
Bastos et al., 2004; Queiroz et al., 2007).



Na biorremediacdo de efluentes in-situ a utilizacdo de microalgas, por exemplo,
tem como principal contrapartida o elevado custo de recolhas das mesmas, apds o
processo (Olguin, 2003). A solucdo para este problema passa pela imobilizacéo das algas
(Jeanfils et al., 1986).

2.2 Caracterizacdo das aguas rucas

Os paises da Unido Europeia sdo os maiores produtores de azeite, com cerca de
75% da producdo mundial. O maior produtor € a Espanha com 46%, seguido de Italia
com 15%, Grécia com 11% e Portugal com 2% (I00C, 2010). Embora a producéo de
azeite seja uma atividade econdmica importante para estes paises, tem um impacto
ambiental significativo devido a utilizacdo de elevadas quantidades de dgua e subsequente
producdo de &guas rucas. Este impacto é varidvel, pois depende ndo s6 do consumo de
agua mas também da composicao quimica das dguas rucas, que por sua vez dependem da
espécie de azeitona e respetivo cultivo, o grau de maturacgéo do fruto e o tipo de processo
de extragdo (Yay et al., 2012).

Atualmente sdo utilizados essencialmente os métodos de extracdo continua. A
extracdo continua pode dividir-se numa extracdo de trés ou duas fases. As principais
diferencas nestes métodos residem na forma de separacédo de fases (sélida e liquida). Nas
extracdes de trés fases a separacao de fases € feita por centrifugacdo com adicéo de agua
razoavelmente quente com o intuito de facilitar a centrifugagdo (Fernandez et al., 1991).
Na extracdo de duas fases a separacdo de fases € realizada com um decanter cujo
funcionamento ndo necessita de dgua (Di Giovacchino, 1998). Da extracdo de trés fases
resulta azeite, bagaco e aguas rucas de trés fases (AR-3), dai a designacédo de trés fases
face ao nimero de fracdes resultantes.

Por outro lado, na extracdo de duas fases resulta azeite e um bagaco himido, onde
se incluem as aguas de vegetacdo da azeitona (Morillo et al., 2008). Os efluentes liquidos
resultantes destes lagares integram as aguas de lavagem da azeitona e a agua de
constituicdo do fruto. Este sistema tém assim a vantagem de gerar menor volume de
efluente liquido, com um consumo de agua e energia inferior ao do sistema de trés fases
(Niaounakis e Halvadakis, 2006).



Contudo existe ainda um sistema “misto” que integra o sistema de 3 fases e o de
2 fases, no qual é usada menor quantidade de &gua (comparativamente a de 3 fases),
originando assim também &gua ruca (Di Giovacchino et al., 2002).

De uma forma genérica, as aguas rucas sao acidas, de alta condutividade e com
diversas substancias dissolvidas e em suspensdo. Regra geral o efluente é constituido por
cerca de 83-94% de &gua, 4-16% de matéria organica (gorduras, agucares, substancias
azotadas, acidos organicos, polialcoois, pectinas, taninos e compostos fendlicos) e 0,4-
2,5% sais minerais (essencialmente por potassio, sodio, carbonatos e fosfatos) (Ramos-
Cormenzana et al., 1996). Destaca-se ainda a sua cor, vermelha escura ou preta, esta
coloracdo deve-se fundamentalmente a presenca de compostos fendlicos poliméricos
(Tsioulpas et al., 2002).

Os compostos fendlicos que estdo presentes nos carocos e na polpa da azeitona
tendem a ser mais solUveis na fase aquosa, sendo desta forma transmitidos para as AR.
Atualmente j& se encontram identificados mais de 30 compostos fenolicos nas AR
(McNamara et al., 2008). S&o normalmente divididos em trés categorias: derivados de
acido cinamico, derivados de acido benzdico e derivados de tirosol (Justino et al. 2011).
Estes compostos tém tendéncia durante 0 armazenamento a converter-se, por acdo de
polimerases, em polimeros de elevado peso molecular, os quais sd8o compostos
particularmente dificeis de degradar (Ayed et al. 2005; Crognale et al. 2006; Justino et
al., 2009).

Considerando que a extracao industrial de azeite origina elevada quantidade de
residuos e sub-produtos e que em particular as AR geradas tém alto poder contaminante,

importa minimizar o seu impacto ambiental através duma gestdo adequada.

2.3 Microalgas

As microalgas caracterizam-se por serem organismos pequenos (microscépicos),
unicelulares (embora formem colonias com diferenciacao celular) e coloridos (atividade
fotossintética e presenca de pigmentos). Quase todas as espécies de microalgas sé@o
fotoautotroficas e filogeneticamente podem ser eucaridticas ou procarioticas (Olaizola,
2003). Esta diversificacdo de caracteristicas torna as microalgas um grupo extremamente

heterogéneo, sendo que se podem encontrar exemplares em todo 0 mundo, principalmente



em ambientes aquatico. Embora sejam por norma organismos de vida livre, existem
espécies que vivem em associagdo simbidtica com outros organismos (Tomaselli, 2004).

A classificacdo das microalgas tem sido realizada, para além dos critérios
citologicos e morfoldgicos, quanto aos tipos de pigmentos, a natureza quimica das
reservas e 0s constituintes da parede celular (Tomaselli, 2004). Uma das principais mais-
valias destes organismos é a sua elevada eficiéncia fotossintética na conversao de energia
solar, quando comparados com plantas de superficie. Esta mais-valia é exclusiva das
microalgas eucarioticas que gracas a sua estrutura celular simples e grande superficie
volumétrica, conseguem absorver maior quantidade de nutrientes. O facto de crescerem
essencialmente em suspensao aquosa aumenta a eficiéncia no acesso a agua, COz e outros
nutrientes (Khan et al., 2009).

2.3.1 Cultivo de microalgas com foco na biorremediacéo

O estudo e cultivo das microalgas atualmente assentam em trés vertentes de
interesse para o ser humano e ambiente. A primeira vertente estd direcionada na
suplementacédo alimentar animal e humana (Benemann, 1990). As microalgas permitem
a extracao de compostos de elevado valor nutricional como acidos gordos polinsaturados,
carotenoides, polissacarideos, vitaminas e compostos bioactivos naturais, entre outros
(Derner et al., 2006; Harun et al., 2010; Spolaore et al., 2006).

A segunda vertente esta direcionada para a area dos biocombustiveis, desde ha
varios anos tém-se realizado estudos que visam a producéo de hidrogénio, metano e etanol
através desta matéria-prima (Harun et al., 2010; Wen e Jonhson, 2009). Mais
recentemente iniciaram-se estudos na produc¢do também de biodiesel com a otimizacgao
da acumulacdo de lipidos nas microalgas (Chisti, 2007; Rodolfi et al., 2008). A
diversidade bioquimica (hidratos de carbono, proteinas e lipidos) das espécies de
microalgas esta diretamente relacionada com a natureza da espécie, fatores ambientais e
meio de cultivo. A variacdo dos dois ultimos fatores permite a mesma espécie gerar
subprodutos diferentes, permitindo consequentemente a producdo de diferentes
biocombustiveis.

Por Gltimo, a terceira vertente de interesse das microalgas reside na sua utilizacao
como agente de mitigagdo de problemas ambientais, particularmente no tratamento de

efluentes e aguas residuais (Jacob-Lopes et al., 2008).



As trés vertentes encontram-se interligadas quando pensamos no tratamento de
aguas residuais como um meio de cultivo para as microalgas. Esta solu¢do permite o
tratamento do efluente e simultaneamente a producao de biomassa enriquecida a um custo
reduzido (Rodolfi et al., 2008; Xin et al., 2010). A biomassa resultante deste processo
(biorremediacao) tera como destino a producéo de biocombustivel (Li et al, 2011; Rawat
et al, 2011), a producdo de complementos alimentares, fertilizantes agricolas, produtos
farmacéuticos e cosméticos, entre outros (Mallick, 2002) mediante as suas carateristicas
fisico-quimicas e toxicologicas no final do processo.

Para o crescimento das microalgas em geral é necessario um meio de cultivo com
nutrientes, como carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre (Wang et al., 2008). Estes
nutrientes sdéo comumente encontrados em efluentes agro-industriais, sugerindo assim o
crescimento destes microrganismos nestas aguas. A absorcdo € o principal mecanismo de
remocao de nutrientes pelas microalgas, existindo uma relacdo direta entre a velocidade
especifica de crescimento dos microrganismos e a remocao de nutrientes. Desta forma o
nitrogénio e o fosforo poderdo ser utilizados para o crescimento celular e removidos de
forma eficiente, contudo o efluente deve apresentar uma relacdo N/P (N — azoto; P —
Fosforo) apropriada (Xin et al., 2010). A avaliacdo da influéncia da quantidade e
qualidade de nutrientes na Chlorella vulgaris, utilizando meio sintético e um efluente
digerido de suinicultura foi realizada por Kumar et al. (2010). Estes autores verificaram
que ndo existiam diferencas entre meios, no que respeita a producao da microalga, e que
o0 elevado crescimento pode ser alcancado em pouco tempo desde que haja quantidade
suficiente de nutrientes.

Assim, a possibilidade de crescimento de microalgas em efluentes gerados durante

a extracdo do azeite podera ser uma estratégia vantajosa.

2.3.2 Caracterizacao da Chorella vulgaris

A microalga que foi testada neste trabalho foi a Chlorella vulgaris e a escolha
desta espécie teve por base a sua facil manutencdo em laboratorio, o seu potencial de
aplicacdo e a vasta bibliografia escrita sobre a mesma.

A C. vulgaris pertencente a classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e
familia Chlorellaceae (Guiry e Guiry, 2014). E uma microalga verde, eucari6tica que

cresce em agua doce, (Queiroz et al, 2008) que em condi¢bes normais apresenta uma



forma de vida unicelular, mas em condicdes adversas tém tendéncia para formar
agregados ou coldnias. A reproducédo pode ser feita por divisdo binéria, esporos assexuais
e reproducdo sexual (Ohse et al., 2008). A principal forma de reserva desta microalga é o
amido e pode acumular pigmentos como a clorofila a e b, e carotenoides (Bertoldi et al.,
2008; Ohse et al., 2008, Queiroz et al, 2008).

2.4 Testes de toxicidade

A toxicidade debruca-se sobre o estudo do potencial de uma substancia em causar
um efeito danoso a um organismo vivo. Depende fortemente da concentracdo e das
propriedades da substancia quimica a qual o organismo vivo é exposto, assim como do
tempo de exposicao (Ribo, 1997).

Nesta ordem surgem os testes de toxicidade que resultam de ensaios laboratoriais,
realizados sobre condi¢des especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade,
por exemplo, de substancias, efluentes industriais e amostras ambientais. Estes ensaios
laboratoriais decorrem com a exposi¢cdo de organismos-teste a diferentes concentracfes
de amostra, decorrendo com a observacao e quantificagdo dos efeitos toxicos (Ribo, 1997;
Ronco et al., 2004). Do estudo do efeito de agentes quimicos na dinamica de populacbes
e comunidades integrantes de um ecossistema definido nasce a ecotoxicologia (Kendall
et al., 2001; Ronco et al., 2004). Neste contexto surge a ecotoxicologia aquéatica que
apresenta como principal objetivo a avaliacdo do efeito de substancias quimicas toxicas
sobre organismos representativos do ecossistema aquéatico (Gherardi-Goldstein et al.,
1990). Os testes de toxicidade aquatica sdo bastante utilizados, uma vez que 0s
ecossistemas aquaticos sao os recetores finais de contaminantes, sejam eles lancados
diretamente nos corpos de agua por meio das descargas de efluentes, ou de forma indireta
como a sua deposic¢éo no solo (Gherardi-Goldstein et al., 1990; Kendall et al., 2001).

Organismos-teste sdo espécies mantidas em laboratério e cujos conhecimentos da
sua biologia sdo suficientes para que possam ser utilizados como indicadores a
substancias toxicas e cujos resultados sejam passiveis de serem interpretados (Arizon et
al., 2011). Em principio, qualquer espécie aquatica pode ser utilizada em testes de
toxicidade (Van Leeuwen, 1988) contudo, as espécies utilizadas devem apresentar as
seguintes caracteristicas: sensibilidade comprovada aos contaminantes, uniformidade e
estabilidade genética nas populacdes, representatividade de seu nivel trofico, significado
ambiental em relacéo a area de estudo e facilidade de cultivo e de adaptacédo as condigdes
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de laboratorio (Range et al., 1995; APHA,1998; Ronco et al., 2004). Sempre que possivel
é recomendavel que para a mesma amostra serem realizados testes com mais do que uma
espécie aquética, com o fim de melhorar a avaliagdo do impacto do contaminante
(Gherardi-Goldstein et al., 1990), contudo razdes praticas e econdmicas muitas vezes
impossibilitam a pratica desta recomendacéao (Ribo, 1997).

Os testes de toxicidade podem ser do tipo agudo ou cronico. Os ensaios de
toxicidade aguda avaliam a capacidade do efluente, por exemplo, em causar danos (em
geral morte ou imobilidade) aos organismos-teste, apos um curto periodo de exposicao a
amostra (normalmente inferior a 96 horas). Se a amostra de efluente apresentar toxicidade
aguda, significa que esta é suficientemente toxica para matar o organismo-teste num curto
espaco de tempo. Nos ensaios de toxicidade cronica os organismos-teste sdo expostos a
amostra durante um intervalo de tempo mais significativo, tendo em conta o seu ciclo de
vida (em geral, superior a 72 horas). Nestes sdo avaliadas alteracfes na reproducdo e no
crescimento. Quando a amostra avaliada apresenta toxicidade aguda, a morte dos
organismos-teste impossibilita a observacdo dos efeitos cronicos. Normalmente sdo
realizados os ensaios de toxicidade aguda e, caso esta ndo ocorra mortalidade na amostra,
realizam-se entdo os ensaios de toxicidade cronica (Arizon et al., 2011).

Os testes de toxicidade surgem assim como um complemento as analises fisico-
quimicas realizadas tradicionalmente. As analises fisico-quimicas identificam e
quantificam as concentracdes das substancias toxicas, os testes de toxicidade avaliam o
efeito dessas substancias sobre sistemas bioldgicos. As primeiras por si s6 ndo sdo
capazes de distinguir entre substancias que afetam os sistemas bioldgicos e as que séo
inertes no ambiente, ndo sendo assim suficientes para avaliar o potencial risco ambiental
dos contaminantes. Assim 0s testes de toxicidade apresentam uma enorme importancia
na avaliacdo da qualidade das &guas e a carga poluente de efluentes (Costa et al., 2008).
Contudo os testes de toxicidade ndo permitem obter uma resposta absoluta sobre o risco
que uma determinada substancia apresenta para o ser humano, dada a elevada dificuldade
em extrapolar resultados de toxicidade, obtidos nos organismos em laboratorio, para 0s

seres humanos (Costa et al., 2008).



2.5 Objetivos

A possibilidade de crescimento de microalgas em efluentes e concomitantemente
efetuar um processo de biorremediacdo, insere-se nas diretrizes atuais de gestdo de
residuos que visam minimizar o impacto ambiental e que promovam mais-valias. Neste
contexto, pretendem-se usar as aguas rucas (AR) como meio de cultivo para a Chlorella
vulgaris, promovendo a sua biorremediacdo. Sera testado o crescimento da Chlorella
vulgaris imobilizada em aguas rucas de duas e trés fases, sendo que uma das principais
caracteristicas destas dguas é a presenca dos compostos fendlicos. Posteriormente, a
biomassa algal resultante do processo de biorremediacdo podera ser usada em diferentes
aplicacdes, em funcdo das suas carateristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas. Assim,

foram objetivos especificos deste trabalho:

* Avaliar o potencial de crescimento da C. vulgaris nas AR;

* Avaliar a composicéo fisico-quimica da biomassa algal resultante;
* Avaliar a eficiéncia de remocédo dos compostos fendlicos nas AR;
* Avaliar a toxicidade da biomassa algal resultante;

* Avaliar a toxicidade do efluente final tratado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacdo e manutencéo da Chlorella vulgaris

Para a biorremediacéo foram utilizadas culturas monoalgais de Chlorella vulgaris
estirpe CBSC 15-2075 - Carolina Biological Supply Co., Burlington, USA (CBS). A
manutencdo de stocks e o desenvolvimento de culturas em pequenos e médios volumes é
realizada em meio de Bold Basal Modificado. As culturas stock sdo mantidas em meio sélido
(1,5% agar m/v), com cerca de 10 mL de meio de cultura, em ambiente controlado a 18°C+1,
intensidade luminosa de 2390-3000 lux, proveniente de lampadas fluorescentes (Gro-Lux) e
com fotoperiodo 12h/12h luz/escuro.

As culturas em meio liquido de C. vulgaris (Figura 3.1) sdo rotineiramente
desenvolvidas no mesmo meio e agitadas continuamente por fluxo de ar, utilizando filtros
estéreis de 0,2 um e didmetro de 50 mm (Millex™). As culturas sdo mantidas a temperatura
ambiente, com iluminacdo de 4500 lux e com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro. Para
estimular a fase exponencial era adicionado meio novo até ao volume final de 2L. Os meios
de cultura e o material de vidro utilizado s&o previamente esterilizados em autoclave (AJC
Uniclave 88).

Figura 3.1 — Aspeto das culturas de Chlorella vulgaris.
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3.2 Recolha e conservacao das amostras de aguas rucas

A recolha das amostras de aguas rucas (AR) foi feita nos dias 27 e 28 de janeiro
de 2014. Foram obtidas aguas rucas de lagares mistos de 2 e 3 fases (referidas no ambito
deste trabalho como de 2 fases -AR-2) e de 3 fases (AR-3).

Ambas as amostras foram recolhidas no distrito de Braganca, GPS 41.540738, -
6.965350 e GPS 41.825285, -6.731902, respetivamente. As amostras foram recolhidas
em garrafGes plasticos de 5 litros, num total de 10 litros para cada fase. Os lagares onde
foram recolhidas as amostras ainda se encontravam em laboragéo (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Locais de recolha das aguas rugas a saida da centrifuga; a) AR-2; b) AR-3.

A preparacdo das AR foi realizada no laboratério, no dia que seguiu a recolha, e
consistiu numa filtracdo, para remocao de possiveis particulas em suspensdo, e posterior
acidificacdo até pH 2 (&cido nitrico), de 4 dos 10 litros recolhidos de cada AR, que foram
em seguida congelados. O restante volume de AR foi armazenado no frigorifico sem

acidificacao.
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3.3 Screening do crescimento da Chlorella vulgaris

Para a avaliacdo do potencial crescimento da C. vulgaris nas AR, foram testadas
diferentes diluicdes do efluente em culturas em meio sélido. Neste screening inicial, as
aguas rucas foram testadas em sete diluicdes sucessivas (10-70% v/v, em agua destilada),
utilizando os efluentes logo & chegada ao laboratério, ou seja sem serem congelados.
Assim, as diferentes dilui¢bes foram preparadas em agar solido (1,5 % m/v), autoclavadas
(AJC Uniclave 88) e posteriormente distribuidas por placas de Petri (50 x 13 mm) em
condicBes axénicas. O controlo de crescimento foi preparado com meio Bold Basal
Modificado. As placas foram inoculadas a chama com 80 uL de cultura na fase
exponencial, conforme Figura 3.3. Foi ainda utilizado um controlo de esterilizacéo,

apenas com meio Bold Basal Modificado.

Figura 3.3 — Etapas do screening: a) preparacao das dilui¢des de efluente com agar; b) e c) inoculagéo das placas.

As placas de Petri foram seladas com parafilm e incubadas em camara controlada
com as seguintes condigdes: 21°C+1, intensidade luminosa 4500 lux (l&mpadas
florescentes Gro-LUX) e fotoperiodo de 12h:12h (luz:escuro). O crescimento da C.
vulgaris na presenca dos efluentes foi avaliado por comparagcdo com o controlo do
crescimento, ap6s 5 e 14 dias de incubacdo. Para cada diluicdo de AR, e respetivos

controlos, foram testadas 4 réplicas.
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3.4 Ensaios de biorremediacéo

A remocao dos compostos fendlicos das aguas rucas e a avaliagdo da biomassa
algal resultante do processo de biorremediacdo foi realizada em culturas em meio liquido,
utilizando células imobilizadas de Chlorella vulgaris. Para testar o efeito de diferentes
concentracdes e tipos de AR na biomassa algal, foram realizadas vérias séries de ensaios,
conforme esquema da Figura 3.4, tendo em conta os resultados do screening prévio.

Nas aguas rucas de duas fases (AR-2) foram testadas diluicdes do efluente a 35%,
50% e 60%, em agua destilada. Para a dilui¢do de 35% foi testado, para além do 1° ciclo,
um 2° ciclo da biomassa, isto €, a biomassa resultante da fermentacdo do primeiro ciclo
foi posteriormente inoculada para novo tratamento do efluente.

A diluicdo de AR-2 a 50% foi ainda utilizada nos ensaios de biorremediacdo com
o efluente ndo preservado e na otimizacdo do biorreator. Os primeiros tiveram como
objetivo comparar os resultados anteriormente obtidos, com o efluente preservado por
congelacdo, com os obtidos com o efluente meramente mantido no frigorifico. Os
segundos tiveram como objetivo comparar 0s resultados anteriormente obtidos com os
obtidos com fermentacdes a decorrerem num reator do tipo coluna de bolhas.

Exceto para as culturas diluidas a 35% (a primeira série a ser realizada) todos os

restantes ensaios foram efetuados com pré-adaptacéo das culturas ao efluente.

> 35%, 50% e 60%

Ensaios AR-2 > 35% - 2°Ciclo

» 50% Efluente ndo preservado

» 50% Otimizacdo do biorreator

o «
Ensaios AR-3 : » 20% - Com e sem adaptacdo
» 20% - 2° Tratamento

Figura 3.4 — Esquema representativo dos ensaios de biorremedia¢do realizados com AR-2 e AR-3.
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No que diz respeito as aguas rucas de 3 fases (AR-3) apenas foi testada a dilui¢éo
de 20%. Contudo, esta diluicdo ndo foi realizada com agua destilada (como as AR-2) mas
sim com meio de cultura Bold Basal Modificado. Nesta concentragdo de AR-3 foram
testadas trés vertentes: ensaio com biomassa com e sem pré-adaptacdo e um segundo
tratamento do efluente. O segundo tratamento do efluente foi realizado da seguinte forma:
ao efluente resultante da fermentacéo de 20% (ndo adaptada) foi inoculada nova biomassa
sem pré-adaptacao.

A pré-adaptacdo foi executada desenvolvendo as culturas em meio liquido, com
AR diluidas em meio Bold Basal Modificado, nomeadamente a 10% em AR-2 e a 2,5%
em AR-3. As dilui¢cdes foram previamente autoclavadas (AJC Uniclave 88). Todos os
ensaios foram inoculados com as culturas em fase exponencial, avaliada por contagem do

ndmero de células em camara de Neubauer.

3.4.1 Desenvolvimento das culturas de biorremediacéo

A preparagdo destas culturas iniciou-se com a diluicho do efluente nas
concentragOes pretendidas. Conforme referido, em fungdo da diferente resposta do
crescimento das microalgas, obtida no screning prévio, as diluicdes foram realizadas em
meio Bold Basal Modificado para as AR-3 e em &gua destilada para as AR-2. Em ambos
0s casos, as amostras de AR utilizadas na diluicdo foram previamente descongeladas,
homogeneizadas a temperatura ambiente e reposto o valor inicial do pH utilizando
hidroxido de sodio.

Os ensaios decorreram em batch, sendo apenas e quando necessario, repostos 0s
niveis de cultura devido a evaporacdo, com agua destilada autoclavada. As culturas foram
desenvolvidas em Erlenmeyers, em condi¢des ndo axénicas, apesar dos efluentes a
diluicdo pretendida terem sido autoclavados, e utilizando sempre a razdo de 20 (v/v) de
volume de cultura por volume de células imobilizadas. Em todos os ensaios o volume de
esferas, inoculado era contabilizado.

Os ensaios foram realizados com aerificacdo constante, a temperatura ambiente
20°C +2 e com iluminacdo natural (excecao na série 50% AR-2 otimizagdo do biorreator
que se realizou em regime permanente de luz 3800 lux). Todas as series foram realizadas

a escala laboratorial. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.
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3.4.2 Imobilizacdo das microalgas

No crescimento de microalgas em efluentes oriundos de aguas residuais surge o
problema relacionado com a separacdo da biomassa ap6s o processo de biotratamento.
Assim como forma de colmatar esta dificuldade a utilizagdo das microalgas imobilizadas
pode ser a solucdo. Para além disso a imobilizacdo ajuda a manter a quantidade de
biomassa para posteriores processos (Jeanfils et al., 1983). Neste contexto 0s ensaios
realizados neste trabalho foram feitos com as microalgas imobilizadas.

A imobilizacéo da C. vulgaris foi feita numa solucdo de alginato de sodio a 1,5%
(m/v). Inicialmente foi preparada uma solucdo de alginato de sodio a 3%, previamente
autoclavada, a qual foi posteriormente adicionado igual volume de cultura de microalgas,
em ambiente ndo asséptico, até se obter uma concentracdo final de 1,5% de alginato de
sodio. A solucdo anterior (microalgas+alginato de sodio) é extraida para uma bureta e
deixada gotejar para uma solucédo de cloreto de calcio a 2% previamente preparada, sob
agitacdo suave com o auxilio de um magneto (Figura 3.5).

Figura 3.5 — Etapas do processo de imobiliza¢do das microalgas: a) Gotejamento da solugéo de
microalgas em alginato de sodio; b) Aspeto das esferas de microalgas em alginato de s6dio na solucédo de
cloreto de célcio.

As esferas foram mantidas durante 30 minutos na solucéo de cloreto de célcio para
endurecerem. Depois do endurecimento as células imobilizadas foram lavadas
abundantemente com agua destilada e ficaram a incubar overnight em meio Bold Basal
Modificado para posteriormente serem inoculadas nos ensaios de biorremediagdo. Foram

preparadas do mesmo modo, para as culturas controlo, esferas de alginato de sodio, nas
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quais o volume de cultura de microalgas foi substituido por igual volume de agua

destilada.

3.4.3 Preparacao dos controlos

Em todas as séries de ensaios, para a biomassa algal imobilizada, foram utilizados
controlos negativos e positivos. Os controlos negativos consistiram em culturas sem
biomassa algal, isto é culturas inoculadas com esferas de alginato de sodio sem
microalgas (Figura 3.6). Este controlo permite-nos, a partida, verificar se 0 aumento do
volume das esferas no final das séries se deve ao crescimento celular ou a fatores externos.

Para controlo positivo foram guardadas amostras do tempo zero (T0) da cultura
imobilizada e inoculada em cada ensaio das séries de biorremediacdo. Este controlo
permite-nos, através da comparacdo, verificar as alteragbes fisico-quimicas e
toxicoldgicas a que a biomassa algal esta sujeita quanto submetida a novos meios de

cultura ndo convencionais, como as AR.

Figura 3.6 — Aspeto dos controlos da biomassa utilizados nos ensaos de biorremediacéo: a) Esferas de
alginato de sddio com biomassa imobilizada ao TO; b) Esferas de alginato de sédio com &gua destilada.
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3.5 Tratamento da biomassa apds biorremediagdo

No final do processo de biorremediacdo, para cada ensaio, as células imobilizadas
foram recolhidas, lavadas com agua destilada e foi medido o seu volume final, utilizando
uma proveta. Posteriormente, as células foram desmobilizadas numa solugéo de citrato
de tri-sédio (NazCeHs07) a 3-6% numa relacdo de 1:1,5 (células:solucao). Para promover
a rapida desmobilizacdo foi utilizado o agitador eletromagnético (P-Selecta — Agimatic-
E).

A solugdo de células desmobilizadas resultante foi filtrada (50 um) e centrifugada
5 min a 3000 rpm (Hettich Universal 30 RF), utilizando tubos de Falcon. O sobrenadante
foi descartado e seguiram-se 3 lavagens sucessivas. A cada lavagem esteve inerente a
seguinte metodologia: descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 35 mL de 4gua destilada
autoclavada, homogeneizou-se no vortex (Nahita 681) e voltou a centrifuga
(5min/3000rpm). No final as microalgas foram ressuspensas em &gua destilada
autoclavada e retiraram-se 5 mL para a extracdo da clorofila total e avaliacdo do teor de
proteinas. O restante volume foi novamente centrifugado (5min/3000rpm) e o pellet
resultante foi congelado e posteriormente liofilizado (ScanVac CoolSafe).

As amostras resultantes do controlo positivo e do tempo zero (TO) ndo sofreram
processo de lavagem, ou seja, apds a desmobilizacdo das células, as solugdes foram
centrifugadas e o pellet resultante diretamente ressuspenso em agua destilada autoclavada

e posteriormente sofreu 0 mesmo processo.

3.6 Parametros Avaliados

Para a caracterizacdo da biomassa algal resultante do processo de biorremediacao
foram tidas em conta duas principais componentes: a avaliacdo fisico-quimica e a
avaliagdo toxicologica. Por sua vez, na avaliagdo fisico-quimica foram considerados
quatro principais parametros: a variacdo do seu volume, o perfil em pigmentos, o teor em
proteinas totais e o perfil em compostos fendlicos. Por outro lado, a fim de avaliar a
toxicidade da biomassa e do efluente foram utilizadas amostras em testes de

ecotoxicidade utilizando Daphnia magna e Artémia salina, respetivamente.
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3.6.1 Avaliagéo Fisico-Quimica
3.6.1.1 Avaliacéo do Volume

Esta avaliagéo consistiu na medicéo e registo do volume inicial e final das esferas
inoculadas em cada ensaio. No inicio e no final do processo de biorremediacéo as esferas
foram lavadas com agua destilada e foi medido o seu volume com o auxilio de uma
proveta e do volume de &gua deslocado. Este processo foi também realizado no controlo
negativo. Assim foram calculadas as variagcbes de volumes em percentagem com a

seguinte férmula:

Vt; — Vi

x 100
vVt

Variacdo Volume (%) =

Em que:

Vti = Volume do in6culo inicial (mL)

Vit = Volume registado apos a biorremediacdo (mL)

A subtragéo da variagéo do volume do controlo negativo ao volume de microalgas
imobilizadas, para cada série de ensaios permitiu calcular o volume efetivo resultante da

biorremediacdo (Biorre-efe).

3.6.1.2 Clorofila Total

A quantificacdo da clorofila total foi feita em biomassa fresca final
(desmobilizada), resultante dos ensaios de biorremediacéao e, nos respetivos controlos.

Para a quantificacdo da clorofila total utilizou-se o método espetrofotométrico.
Resumidamente retiram-se 5 mL de amostra, leva-se a centrifuga a 3500 rpm, 15 min
(Labofuge 300 Heraeus) e adiciona-se 4 mL de acetona (90% (v/v)) ao precipitado. Os
tubos sdo tapados com papel de prata e parafilme para evitar a degradacédo da cor e a
evaporacédo da acetona. As solugOes sdo homogeneizadas no vortex (Nahita 681) seguido
do ultrassom (Elma Sonic S60H). As amostras ficaram a repousar no frigorifico durante
aproximadamente 16 horas, apés o que se recolhe o sobrenadante, obtido por
centrifugacdo, e se procede a leitura da absorvancia (Genesis 10 UV). A absorvancia do
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extrato € lida a 665 nm (pico da clorofila a) e 750 nm (representa o valor da turbidez)
antes e depois da adi¢do de 12 pL de HCI a 0.5M. Todas as quantificagOes foram feitas
em duplicado. Para o calculo das concentragcfes de clorofila total utilizou-se a equagéao
(Lorenzen, 1967):

11,4 X KX [(Agp3 — A750)- (Agasa - A7s50a)] X V3 Q1

Chl total (ug/mL) = VP X 2
2 2

Em que:
K = fator que uniformiza a reducdo na absorvancia para a concentracéo inicial da
clorofila apés acidificacdo = R/(R-1) = 2,43
Ases = Absorvéancia a 665 antes da acidificacdo
Arso = Absorvancia a 750 antes da acidificacéo
Asssa = Absorvancia a 665 depois da acidificacéo
Avrsoa = Absorvancia a 750 depois da acidificacéo
V1 = volume de acetona utilizado na extragéo (mL)
V2 = volume utilizado de amostra (mL)
P =1 (percurso 6tico da cuvete, cm)
Q1 = Volume final de células imobilizadas (mL)
Q2 = Volume de agua utilizado para ressuspender as microalgas apds lavagem
(mL)

Para efeitos de comparacdo foi ainda calculada a percentagem de variacdo da

clorofila total para cada ensaio, a variacdo foi calcula através da seguinte formula:

o Chlt; — Chlt¢
Variacdo Chl total (%) = BT x 100
i

Em que:

Chlti = Concentragéo de clorofila total do inoculo inicial, TO (ug/mL)

Chltrs = Concentragdo de clorofila total registada ap0s a biorremediag&o (pg/mL)
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3.6.1.3 Pigmentos Fotossintéticos

A quantificacdo dos pigmentos foi feita em biomassa final liofilizada, resultante
dos ensaios de biorremediacédo, utilizando-se métodos espetrofotometricos. Para esse
efeito, foram feitas duas extragdes sucessivas com metanol (90%). Primeiramente
procedeu-se a pesagem das amostras e adicdo de metanol a 90% a razdo de
aproximadamente 1:0,172 (v/m). Posteriormente seguiu-se a seguinte sequéncia:
homogeneizacdo no vortex, banho-maria a 20min, 70°C (P Selecta Precisterm), ultrassom
durante 20seg-pausa-20seg-pausa20seg-pausa (Elma Sonic S60H), banho-maria
novamente (20min/70°C), ultrassom (20seg-pausa-20seg-pausa20seg-pausa) e por fim
centrifugacdo durante 10 min a 3500 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos
tubos de ensaio e tapados com parafilm. Posteriormente, ao pellet resultante, foi feita
nova extracdo com metanol a 90%, a razao de 1:0,130 (v/m), repetindo-se a sequéncia de
vortex, banho-maria, ultrassom, banho-maria, ultrassom e centrifugacdo ja descrita. O
sobrenadante foi transferido para os tubos de ensaio onde ja se encontrava o contetido da
primeira extracao.

As absorvancias das amostras foram lidas aos comprimentos de onda 750 nm, 663
nm, 645 nm e 480 nm num espectrofotdmetro Hitachi U-200. As quantificacdes foram
feitas em duplicado. Para o célculo da clorofila a e clorofila b (Jeffrey & Humphrey,
1975), bem como dos carotenoides (Parson and Strickland, 1963), utilizaram-se as

seguintes equacdes:

11,93 X (Age3 —~ A750)] = [1,93 X (Agas - Az50)] X V1
PxPq

Chl a (ug/g peso seco) = [

0,36 X (Age3 ~ A750)] - [5,5 X (Agas -~ A750)] X V3
Px P1

Chl b (ug/g peso seco) = 2

[10 X (Aggo - A750)] X V4
2,5xP

Carot (ug/g peso seco) =

Em que:
Asss = Absorvancia a 665 nm
Avrso = Absorvancia a 750 nm
Aasso = Absorvancia a 480 nm
V1 = Volume de metanol utilizado nas extragdes (mL)
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P = Peso da amostra liofilizada (ug)

P1 =1 (percurso 6tico da cuvete, cm)
3.6.1.4 Proteinas Totais

A quantificacdo das proteinas totais foi feita em biomassa fresca final
(desmobilizada) resultante dos ensaios de biorremediacdo e respetivos controlos,
utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976). Resumidamente, ao pellet resultante da
extracdo para a quantificacédo da clorofila total, foram adicionados 5 mL de NaOH/0,5 M,
apo6s o que as amostras foram para o banho-maria durante 20 min a 100°C, depois de
arrefecerem foram centrifugadas durante 15 minutos a 3500 rpm. Do sobrenadante foi
retirado 1,5 mL para novos tubos de ensaio e adicionados 2 mL de solucdo Bradford
(Figura 3.7). A leitura a 595 nm foi realizada no espectrofotometro Genesis 10 UV. A
concentracdo de proteinas totais foi feita considerando uma curva de calibracéo,
utilizando albumina de soro bovino como padrdo. As quantificacBes foram feitas em

duplicado e os resultados expressos em pg/mL.

Figura 3.7 — Aspeto das amostras durante o doseamento das proteinas totais: a) Sobrenadante
resultante da centrifugacdo; b) Amostra pronta a leitura no espectrofotémetro.

Para efeitos de comparacdo foi ainda calculada a percentagem de variagdo da

proteina total para cada ensaio, através da seguinte formula:

oL i Prt; — Prt¢
Variacdo Proteina total (%) = — %X 100
i

Em que: Prti = Concentragdo de proteina total do in6culo inicial, TO (ug/mL)

Prts = Concentracgdo de proteina total registada apds a biorremediacéo (ug/mL)
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3.6.1.5 Compostos Fendlicos

A quantificacdo dos compostos fendlicos compreendeu a quantificacdo dos
fenolicos totais e a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos individuais por
HPLC.

Fendlicos Totais

A quantificacdo dos fendlicos totais foi efetuada nos ensaios de biorremediacéo,
utilizando amostras retiradas no inicio e no fim do processo. A extracdo dos compostos
fenolicos foi realizada através de uma extracdo liquido-liquido, em que inicialmente se
fez uma lavagem das amostras e posteriormente foi realizada a extracéo propriamente dita
dos compostos fendlicos.

A lavagem das amostras teve como fun¢do a remocao dos lipidos presentes e foi
realizada com n-hexano a 95% (v/v), a razdo de 1 hexano:1,2 amostra (v/v). O n-hexano
foi adicionado a amostra, de seguida o conteudo foi agitado e deixado em repouso, de
modo a observar-se a separacdo das fases e o solvente descartado. Posteriormente o
contetdo foi centrifugado, a 3000 rpm durante 5 minutos e o solvente remanescente foi
novamente descartado. Este processo foi repetido duas vezes.

A extracdo dos compostos fendlicos foi feita com metanol a 99,9% a razdo de 1
metanol:1,25 amostra (v/v). Ap6s a adicdo do metanol as amostras foram
homogeneizadas, mantidas 10 minutos e posteriormente centrifugadas durante 5 minutos
a 3500 rpm. No final, o sobrenadante foi recolhido para doseamento dos fendis totais,
utilizando o método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999) e o &cido galico como
padrdo. As quantificacdes foram feitas em duplicado e os resultados expressos em pg/mL.
A eficacia de remocdo dos compostos fendlicos foi avaliada pelo indice de Perda de
Fendlicos (PLI) de acordo com a seguinte equagao:

Phn; — Phn¢
PLI (%) = T X 100
i

Em que:
Phni - Concentracéo inicial de fenolicos (ug/mL);
Phns - Concentracéo final de fenolicos (ug/mL);
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Fenolicos Individuais

Em fungdo dos resultados anteriores, a identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos individuais foi realizada nos ensaios de biorremediacdo e em
amostras de biomassa final liofilizada. Para os ensaios de biorremediacdo foram
utilizados os extratos anteriores (extratos para fenois totais). Para a biomassa final
liofilizada os compostos foram extraidos com metanol, conforme metodologia descrita
no ponto 3.6.1.3 Pigmentos Fotossintéticos.

Em ambos os tipos de extratos, a identificacdo e quantificacdo dos compostos
fenolicos presentes foi feita utilizando um sistema HPLC-MS (LCQ Advantage Max,
ThermoFinnigan). Resumidamente procedeu-se primeiro a eliminagéo dos acucares das
amostras, através de hidrélise acida com HCI e hidrélise com MeOH, agua e TBHQ (tert-
butilhidroquinona, antioxidante) Assim, para microtubos com tampa retiraram-se 200 pL
de cada extrato e procedeu-se a sua evaporacdo com azoto gasoso. Apos a completa
evaporacao, adicionou-se 200 pL de HLC a 2M em metanol a 50% (agua: metanol, v/v)
e 200 pL de uma solucao de 50% de metanol (dgua: metanol, v/v) e TBHQ. Os microtubos
foram colocados em bloco de aquecimento a 80°C, durante 2h e de seguida centrifugados
(model 2-16 K, Sigma, Osterode), recolhendo-se o sobrenadante para anélise.

Para a separacdo cromatografica foi utilizada uma coluna de fase reversa com 250
mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, do tipo C18, com enchimento
Spherisorb ODS2 de 5 pL (Phase Separations WATERS). A fase movel consistiu em
agua ultrapura com 1% (v/v) de &cido tricloroacético (TFA) (solvente A) e acetonitrilo
com 1% TFA (solvente B). A eluigdo foi realizada a um fluxo de solvente de 1
mL/minuto, com gradiente a comecar com 100 % de A, sendo o volume de injecéo de 10
ul.

Os cromatogramas foram registados a 280, 320, 370 e 520 nm. A identificacdo
dos compostos fendlicos individuais foi feita por comparacdo com padrdes comerciais
externos (Extrasynthese, Franca), através dos respetivos tempos de retencao e espectros
UV. A quantificacdo foi feita utilizando parametros como o volume de extracéo, volume
de injecdo, area do padrdo interno, area do composto em questdo. O HPLC-MS/MS foi
utilizado para confirmar os resultados.

Para efeitos de comparacao foi ainda calculada a percentagem de variacao de cada

composto fenolico identificado, através da seguinte formula:
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o N CFt; — CFt;
Variacdo Composto Fenolico (%) = —CFt. x 100
i

Em que:

CFti = Concentragdo do composto fendlico ao TO (ug.g-1 peso seco)
CFtr = Concentragdo do composto fenolico apos a biorremediagdo (ug.g-1 peso

seco)
3.6.2 Avaliacdo Toxicoldgica

A avaliacdo toxicoldgica dos produtos finais resultantes do processo de
biorremediacdo compreendeu, para efeitos comparativos, a toxicidade dos efluentes e a

toxicidade da biomassa algal.
3.6.2.1 Testes de ecotoxicidade da biomassa com Daphnia magna

A avaliacdo da ecotoxicidade da biomassa algal resultante dos ensaios de
biorremediacéo foi efetuada com Daphnia magna, utilizando o kit Daphtoxkit F™ magna
(Figura 3.8). A biomassa a testar encontrava-se previamente liofilizada. Embora este kit
seja comummente utilizado para avaliar a toxicidade de efluentes, foi utilizado no ambito
deste trabalho para avaliar a toxicidade da biomassa, alimentando as dafnias com a
mesma. Assim, toda a metodologia de incubacdo utilizada foi a recomendada pelo

fabricante.
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Figura 3.8 — Aspeto dos componentes do kit Daphtoxkit F™ magna: a) Exterior do kit utilizado; b)
Interior do Kit utilizado.
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A incubacdo dos ovos de Daphnia magna demorou entre 3 a 5 dias, em condi¢fes
de 5000 lux, com fotoperiodo de 12h:12h, e a temperatura de 20-21°C. As dafnias foram
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recolhidas para os ensaios até trés dias apds a ecloséo e 0s ensaios decorreram nas placas
de teste fornecidas no kit (Figura 3.8b). Para esse efeito, foram colocadas 8 a 11 dafnias

por poco, num total de 3 réplicas por cada teste.

Figura 3.9 — Observacao dos testes a lupa.

Num eppendorf com 1,5 mL de agua destilada autoclavada colocou-se uma
microespatula da biomassa liofilizada a testar e homogeneizou-se. Este procedimento foi
feito para cada série de biomassa algal, resultante de ensaios de biorremediacdo. A cada
poco foi adicionado 4 mL de meio de incubacdo, de acordo com o kit, e 4 gotas (usando
pipeta Pasteur) de solucéo de biomassa a testar. O controlo destes testes foi realizado com
dafnias alimentadas com C. vulgaris liofilizada obtida por crescimento rotineiro em meio
Bold Basal Modificado, utilizando neste caso 4 réplicas.

Os resultados foram avaliados por observacéo a lupa (Olympus — SZX2-ILLT) ao
tempo 12h (T12), 24h (T24) e 36h (T36) de incubagéo (Figura 3.9).

3.6.2.2 Teste de ecotoxicidade do efluente com Artémia salina

A avaliacdo da ecotoxicidade do efluente final resultante dos ensaios de
biorremediacéo foi efetuada com nauplios de artémia. Para esse efeito foram adquiridos
quistos de Artémia salina (Sera, Artemia-mix - Great Salt Lake, EUA) numa casa de
aquariofilia. Antes do inicio do teste de ecotoxicidade procedeu-se a incubagdo dos
quistos de artémia, de acordo com as instru¢fes da embalagem. Assim, num Erlenmayer
com agua destilada foi adicionado o preparado da embalagem, a razao de 50:1,8 (v/m),
homogeneizado e em seguida foi ainda adicionado cloreto de sodio até a salinidade de
35%o0 (Figura 3.10). A incubacéo, a 20°C £ 2 e a 4500 lux com fotoperiodo de 12h:12h,
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decorreu aproximadamente durante 48h, sendo que nas primeiras 24h sem aerificacdo ja
que 0s quistos se encontram a hidratar, e as restantes 24 horas com aerificagdo até a

eclosdo.

Figura 3.10 — Testes de ecotoxicidade com artémia: a) Aspeto da embalagem comercial utilizada; b)
Hidratacéo dos quistos de artémia.

Os ensaios foram realizados em microplacas, utilizando os nauplios de artémia
logo apds a eclosdo. Para esse efeito foram distribuidos 5 nauplios por po¢o, num total de
4 réplicas por cada teste. Em todos 0s pocos, teve-se o cuidado de retirar a dgua de
incubacdo dos quistos de artémia (ficando os nauplios momentaneamente a seco) e de
seqguida foi adicionado 1 mL do efluente a testar por poco. Os efluentes foram
previamente centrifugados durante 7 min a 7600 rpm (Eppendorf centrifuge 5415R) e o
sobrenadante usado nos ensaios.

O controlo positivo foi realizado com agua destilada e o controlo negativo com
AR a mesma diluigdo, mas sem ter sofrido o processo de biotratamento. Os ensaios foram
realizados sob as mesmas condicGes de temperatura e luz da incubacéo.

Os resultados foram avaliados por observacéo a lupa (Olympus — SZX2-ILLT) ao tempo
zero (T0), ap6s 6h (T6) e 12h (T12) de incubagdo. Conforme referido, para cada

concentracdo e controlos foram testadas 4 réplicas.
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3.7 Tratamento Estatistico de Dados

O tratamento de dados foi efetuado utilizando o software de folha de calculo Microsoft
Excel. Nesta folha foram aplicadas as formulas descritas anteriormente e os resultados
foram expressos como valores médios + DP (Desvio Padrdo da media).

A andlise estatistica foi efetuada usando o software estatistico SPSS 19.0 (SPSS, Inc.
Chicago, Illionois, USA) com um nivel de significancia de 5%. Os resultados da variagédo
de volume das esferas, teores em pigmentos, proteina e compostos fenolicos foram
analisados recorrendo ao teste de Mann-Whitney. Os resultados dos testes de

ecotoxicidade foram comparados também através do teste Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Screening do crescimento da Chlorella vulgaris

O presente estudo foi iniciado com a avaliacdo do crescimento da microalga
Chlorella vulgaris, em meio sélido de agar, na presenca de diferentes diluicdes de aguas
rucas. O resultado deste screening encontra-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Crescimento da C. vulgaris na presenca das aguas rucas em meio sélido apés 14 dias de
incubacéo.

Diluicdo de AR AR-2 AR-3
10% ++/- -
20% +++/- -
30% +++/- -
40% ++ -
50% + -
60% +/- -
70% - -+ -
Controlo +H++++

() Auséncia de crescimento; (+++) crescimento notério; (++++++) Crescimento

abundante.

Para ambos os tipos de aguas rucas, AR-2 e AR-3, foram usados como indculo 80
uL de uma cultura na fase exponencial, com densidade de 15-18x10° células.mL™. Apesar
disso, os resultados mostram que em geral a C. vulgaris tem capacidade de crescer nas
diferentes diluicBes das aguas rucas de duas fases (AR-2), no entanto o seu crescimento
é inibido na presenca de aguas rucas de 3 fases (AR-3), qualquer que seja a diluicdo
testada. A maior densidade de células, bem como maior velocidade de crescimento, foi
observada entre os 20-40% de AR-2. Com o decorrer do tempo de incubacéo, estas placas
apresentaram um especto bastante idéntico ao do controlo positivo.

Dos resultados apresentados pode-se concluir que a concentracdo 6tima de AR-2
para o crescimento da C. vulgaris se encontra entre os 30% e os 40%. Porém, a
concentracdo de 50% né&o foi excluida, uma vez que existe algum crescimento, ainda que
inferior comparativamente as concentracdes de 30 e 40%. Estes resultados sugerem que
a diluicdo excessiva de AR-2 em agua destilada (10%) impede o crescimento por falta de
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nutrientes e uma concentracao superior, acima de 50% de diluicdo, tera efeitos inibitorios
no crescimento, eventualmente devido & maior concentracdo de substancias toxicas. De
facto as aguas rucas sdo caracterizadas pela presenca de grandes quantidades de
compostos fitotoxicos e de compostos com efeito anti-algal, como os compostos fendlicos
(Niaounakis e Halvadakis, 2006; Stom e Roth, 1981; Wang et al., 2008; Aruoja et al.,
2011; Shao et al., 2013). No entanto, algumas espécies de algas podem degradar ou
absorver os compostos fendlicos quando a sua concentracdo € baixa (Al-Khalid e EI-Naas,
2012; EI-Sheekh et al., 2012) conforme foi observado neste trabalho a 20-40% AR-2.

A auséncia de crescimento da C. vulgaris nas AR-3 podera ser devida a alta
concentracdo de compostos fendlicos neste tipo de efluentes, comparativamente as AR-
2. Embora o screening com AR-3 tenha sido repetido duas vezes, praticamente ndo se
observou crescimento das microalgas nas diluicdes testadas.

Assim, baseado nestes resultados, os ensaios de biorremediacdo em batch foram
realizados com aguas rucas de duas fases a diluicdo de 35, 50 e 60%. No que respeita as
aguas rucas de trés fases os ensaios foram realizados com 20% de diluicdo em meio de

cultura, numa tentativa de suportar o crescimento das microalgas.

4.2 Ensaios de biorremediacéo

A biorremediacdo é um processo no qual organismos vivos, normalmente plantas
ou microrganismos, sdo utilizados tecnologicamente num tratamento para reduzir ou
eliminar poluentes ambientais (Gaylarde et al., 2005). Este trabalho foca-se
essencialmente nos efeitos da biorremediagdo na biomassa utilizada no processo. A
biorremediagdo no contexto deste trabalho, como referido anteriormente, utilizou as
microalgas imobilizadas como in6culo e as aguas rucas diluidas, de 2 e 3 fases, como
meio. Assim, a caracterizacdo fisico-quimica da biomassa final, apds o processo de
tratamento, € um dos objetivos primordiais. Estas avaliacBes tiveram como base 0s
resultados da recolha ao tempo zero (T0O), comparativamente com a biomassa recolhida
no final do processo de biorremediacdo, bem como com os resultados do controlo

negativo.
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4.2.1 Crescimento das microalgas em AR-2
4.2.1.1 Variacao do volume de esferas

A variacdo do volume total de esferas inoculadas esta inerente o crescimento ou
definhamento da cultura no meio em que se encontra. O crescimento da C. vulgaris é
condicionado, nas condicdes destes ensaios, principalmente pela natureza e concentragédo
inicial dos compostos presentes no meio de cultura. Por outro lado existem fatores
externos ao processo de biorremediacdo como a temperatura e o pH. Estes fatores néo
foram controlados ao longo da fermentacdo, podendo desta forma condicionar o
crescimento da cultura.

Na Figura 4.1 sdo apresentados os resultados da série de 35% AR-2. Estes ensaios
tiveram a duracdo de 18 dias e verificou-se que apos esse periodo o volume médio de C.
vulgaris imobilizada aumentou 27%, no entanto tendo em conta a variagdo do volume do
controlo, pode dizer-se que o seu incremento efetivo foi de 12%. Tendo em conta o
elevado desvio padrdo observado considera-se que praticamente ndo houve incremento
do volume efetivo das microalgas inoculadas.
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Figura 4.1 — Incremento do volume médio de células imobilizadas de C. vulgaris ap6s a fermentacao
em batch em 35% AR-2. (Biorre — Incremento do volume apds biorremediacéo; Controlo — Incremento do volume do
controlo; Biorre-efe — Incremento do volume ap6s biorremediagdo tendo em conta o volume do controlo). n=3.

No segundo ciclo 35% de efluente ndo foi avaliado o volume porque para este néo
foi feito o controlo negativo. As séries de biotratamentos de 50 e 60% AR-2 tiveram a
duracéo de 16 dias e nestas verificou-se que ndo houve variacdo do volume efetivo das
microalgas inoculadas. Ou seja, 0 pequeno incremento de volume observado no final da

fermentagdo foi praticamente idéntico ao observado no controlo. No entanto quando a
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fermentacdo a 50% AR-2 foi efetuada com efluente ndo preservado e menor tempo de

fermentacdo, 8 dias, observou-se um incremento efetivo das células inoculadas de 23%,
(Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Incremento do volume médio de células imobilizadas de C. vulgaris ap6s a fermentacao
em batch em 50% AR-2 com efluente ndo preservado. (Biorre — Incremento do volume ap6s biorremediacéo;

Controlo — Incremento do volume do controlo; Biorre-efe — Incremento do volume ap6s biorremediacao tendo em conta
o0 volume do controlo; n=2.)

Quando o processo de biorremediacédo foi feito tendo em conta a otimizacao do
fermentador, ou seja, utilizacdo da coluna de bolhas para AR-2 a 50%, verifica-se que o
incremento efetivo da biomassa inoculada, apds os 8 dias de ensaio, foi de 37% (Figura
4.3). De facto, foi nestas condi¢cOes que se obteve o maior incremento do volume

inoculado inicialmente, o que sugere que foi nestas condi¢fes que ocorreu 0 maior 0
crescimento celular.
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Figura 4.3 — Incremento do volume médio de células imobilizadas de C. vulgaris apds a fermentacao
em batch em 50% AR-2 com otimizacao do reator. (Biorre — Incremento do volume ap6s biorremediagdo; Controlo

— Incremento do volume do controlo; Biorre-efe — Incremento do volume ap6s biorremediacgao tendo em conta o volume
do controlo; n=3.)
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4.2.1.2 Pigmentos

A C. vulgaris ¢ uma espécie de alga verde e esta caracteristica deve-se a
acumulacdo de pigmentos como a clorofila b (Chl b) e carotenoides e principalmente
clorofila a (Chl a) através de processos fotossintéticos (Guiry e Guiry, 2014; Queiroz et
al., 2008). A producéo destes pigmentos geralmente traduz um crescimento da cultura,
quando expresso em peso por volume de cultura. Neste trabalho, para além da analise a
densificacdo celular através da quantificacdo de clorofila total (extracdo com acetona a
90%), foi também avaliada a composicdo em clorofila a, b e carotenoides na biomassa
final. Para este efeito foram utilizados os resultados da extracdo dos pigmentos da

biomassa seca final com metanol.

Avaliacdo macroscépica

A andlise aos pigmentos da biomassa inicia-se com uma avaliacdo macroscopica
(a olho nu) da variacdo da cor ap0s o processo de biorremediacao. Para isso foi escolhido
aleatoriamente um dos triplicados, previamente liofilizado.

Na Figura 4.4 encontram-se exemplos da coloracdo da biomassa, obtidos nas
culturas de biorremediacdo com AR-2 a 35%, para 0 1° e 2° ciclo. A analise desta figura
permite-nos verificar que comparativamente com o inéculo inicial existe um degradé da
cor verde da biomassa apds a fermentagdo, quer para o 1° ciclo, quer para o 2° ciclo de
tratamento, sugerindo perda da clorofila. Por outro lado, a comparacdo da cor da biomassa
entre 1° e 2° ciclo de tratamento, sugere uma ligeira recuperacao da cor verde durante o
2° ciclo. Este aspeto podera estar relacionado com a pré-adaptagdo ocorrida durante o 1°

ciclo de tratamento.

Figura 4.4 — Variagdo de cor da biomassa de C. vulgaris na fermentagdo com AR-2 a 35%: in6culo
inicial, TO (A); 1°ciclo (B); 2° ciclo (C).
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Quando séo utilizadas AR-2 a 50% e a 60% de diluicdo (Figura 4.5), ndo se
verificam diferencas significativas da cor da biomassa entre concentragcdes de AR-2,
porém, comparativamente com a inoculada (TO) verifica-se um aclaramento de tom.
Apesar destas fermentacdes se realizarem com uma maior concentracdo do efluente, a
biomassa resultante da fermentacdo a 50% e 60% diluicdo apresenta um verde
ligeiramente mais expressivo que a dos ensaios a 35% (1° ciclo). Este facto podera ser
devido mais uma vez a prévia adaptacdo do inoculo. De facto, nos dias antecedentes a
imobilizacdo, as microalgas utilizadas nos ensaios AR-2 a 50% e 60% foram pre-
adaptadas em meio de cultura (Bold Basal Modificado) suplementado com AR-2 a 10%.

Figura 4.5 — Variacéo da cor da biomassa de C. vulgaris na fermentacdo com AR-2 a 50% e 60%:
indculo inicial, TO (D); 50% diluicdo (E); 60% dilui¢éo (F).

A Figura 4.6 apresenta a variagdo da cor da biomassa obtida nas fermentagdes
AR-2 50% com utilizacdo de efluente ndo preservado e com otimizagdo usando coluna
de bolhas. E possivel observar que comparativamente com o TO (in6culo), a cor das
microalgas imobilizadas apos a fermentagdo diminui ligeiramente nos ensaios com
efluente ndo preservado. Por outro lado, quando é usada a coluna de bolhas, no final da

fermentacgdo as microalgas apresentam uma cor aproximadamente igual a do indculo.

Figura 4.6 — Variagdo de cor da biomassa de C. vulgaris na fermentagdo com AR-2 a 50%: in6culo
inicial, TO (G); utilizacéo de efluente ndo preservado (H); otimizacdo do biorreator (1).
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Comparativamente com os ensaios AR-2 50% (Figura 4.5) estes ensaios AR-2 a
50%, quer com efluente ndo preservado, quer com coluna de bolhas, apresentam uma
tonalidade muito semelhante a do in6culo inicial (Figura 4.6). Apesar de serem utilizadas
as mesmas diluicfes de AR-2 e de os inoculos terem sido submetidos a pré-adaptacao, as
diferencas observadas poderdo ser devidas ao tempo de fermentacéo e qualidade das AR.
De facto, os primeiros ensaios AR-2 50% foram realizados durante 16 dias e 0s ensaios
com o efluente ndo preservado e a coluna de bolhas decorreram apenas durante 8 dias.
Provavelmente o aumento no tempo de fermentacéo traduziu-se em maior efeito negativo
das AR na maquinaria fotossintética, uma vez que varios compostos fenolicos mostraram
atividades anti-algal, incluindo diminui¢do no teor de clorofila (Stom e Roth, 1981;
Megharaj et al.,1992). Por outro lado o facto de as AR n&o terem sido preservadas por
acidificacdo e posterior congelacdo, mas sim terem permanecido no frigorifico por cerca
de 5 meses, podera ter contribuido para a decomposi¢do de certos compostos toxicos

potenciais, tais como os polifendis.

Avaliacao da Clorofila Total

Para os ensaios a 35% de efluente ndo foi feita a determinagéo da clorofila total.
Na Tabela 4.2 estdo apresentados os resultados da variacdo da clorofila total em AR-2
diluidas a 50% e 60%. Verificou-se que apds 16 dias de fermentacdo houve um
decréscimo da clorofila total acima dos 51%. Por outro lado, ndo se verificaram diferencas

em termos da variagdo do teor de clorofila total entre biotratamentos a 50% e 60%.

Tabela 4.2 — Variacao do teor de clorofila total (ug/mL) na C. vulgaris em fermentacéo a 50% e 60%

AR-2.
% Variacao
El E2 (M+DP)
Inicial 20,44 25,83
Final 50% 10,53 9,42 -56 +10,63
Final 60% 10,68 11,69 -51 +4,94

Estes resultados confirmam os observados macroscopicamente, quanto ao

aclaramento da cor verde. O decréscimo da clorofila total sugere uma diminuic¢do dos
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pigmentos da cultura, eventualmente por exposi¢do a compostos fenolicos e/ou pouco

crescimento, concordante com a variagao de volume.

Tabela 4.3 — Variacao do teor de clorofila total (ug/mL) na C. vulgaris apds fermentacéo em 50% AR-
2, com efluente ndo preservado e coluna de bolhas.

Efluente ndo preservado Coluna de bolhas
El E2 El E2
Inicial 19,21 20,17 4,54 4,52
Final 1,03 0,86 34,83 30,31
% Variacao -95 +0,81 +619 +67,32

(M+DP)

Os resultados das séries 50% AR-2 com utilizacdo de efluente ndo preservado
registaram um decréscimo de cerca de 95% de clorofila total (Tabela 4.3), concordante
com a variagao de cor previamente observada.

Por outro lado, na otimizacéo do biorreator (coluna de bolhas) em 50% AR-2, ao
fim de 8 dias de fermentacéo verificou-se um acréscimo de cerca de 619% das clorofilas
totais (Tabela 4.3). Este acréscimo é concordante com o observado macroscopicamente e
com o aumento do volume das esferas. O valor inicial de clorofila total baixo
comparativamente aos outros ensais realizados com a mesma diluicdo (50 e 50% efluente
ndo preservado), devem-se ao facto de neste ensaio a inoculacao ter sido feita com uma

concentracdo celular mais baixa.
Avaliagéo de Pigmentos

Na Figura 4.7 apresentam-se as variac@es de pigmentos do ensaio 35% AR-2 para
0 1°ciclo da biomassa. Nesta série de ensaios a biorremediacao causou uma perda de 92%

de carotenoides (carot). Porém o maior decréscimo foi observado na clorofila a (Chl a) e

clorofila b (Chl b) que apresentaram uma reducdo de 97%.
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Figura 4.7 — Variagdo dos pigmentos na C. vulgaris ap6s fermentagdo em 35% AR-2, 1° ciclo da
biomassa.

Contrariamente ao 1° ciclo da biomassa 35% AR-2, no 2° ciclo 35% AR-2 foram

registados incrementos de pigmentos no final do processo de biorremediacédo (Figura 4.8).
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Figura 4.8 — Variagdo dos pigmentos na C. vulgaris ap6s fermentagdo em 35% AR-2, 2° ciclo da
biomassa.

Foi utilizada a mesma biomassa nas duas séries de ensaios, porém entre séries as
células imobilizadas foram preservadas em meio de cultura. Para além da preservacdo, a
explicacdo para este enriquecimento podera residir no facto da primeira fermentacao ter
funcionado como uma pré-adaptacdo. No total verificou-se um acréscimo de pigmentos
entre 0s 30% e o0s 484%. Destaque para os carotenoides, com incrementos de 30%, dado
0 seu potencial bioldgico. Este incremento podera ser uma mais-valia, na valorizagéo da

biomassa, com vista a sua utilizagdo futura. De facto ja foi verificado o papel antioxidante
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dos carotenoides na protecdo cutanea contra a radiacdo UV (Chong et al., 2007). Estudos
demonstram a capacidade dos carotenoides na protecdo das membranas lipidicas contra
a peroxidacdo lipidica dos ROS (Reactive Oxygen Species) diminuindo assim as lesdes
oxidativas nos tecidos. Para além disso destaca-se também a sua importancia na industria
alimentar como um antioxidante (Dixon et al, 1998; Perera e Yen, 2007; Rodriguez-
Amaya, 2001), podendo também desempenhar papel de pro-vitamina A (Rodriguez-
Amaya, 2001). Verificaram-se ainda efeitos hepato-protetores e desempenho positivo no
sistema imunitario, observando-se a sua acdo contra agentes patogénicos (Murthy et al.,
2007; Perera e Yen, 2007). O estudo do metabolismo dos carotenoides em Humanos
revelou também a sua associacdo a diminuicdo no risco de determinados tipos de cancro,
na prevencdo de Ulceras gastricas e ainda na protecdo da degeneracdo da méacula (Paiva e
Russell, 1999). Alguns carotenoides podem funcionar ainda como substitutos de corantes
alimentares sintéticos (Olson, 1999).

Nas Figuras 4.9 e 4.10 estdo representadas as variagfes de pigmentos na C.
vulgaris ap6s a fermentagdo 50% e 60% AR-2, respetivamente. Os resultados obtidos
com a extracao a metanol confirmam o que ja se tinha constatado na analise macroscépica
e na analise da clorofila total. Nestas séries (50% e 60% AR-2) registaram-se perdas de
pigmentos entre 0s 61% e 0s 89%, n&do se verificando diferengas significativas entre

séries.
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Figura 4.9 — Variacdo dos pigmentos na C. vulgaris apds fermentacédo em 50% AR-2.

A comparacao dos resultados obtidos entre as séries 35% (1° ciclo) e 50%-60%

AR-2 permite-nos concluir que nem sempre o aumento da concentracdo do efluente se
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refletiu numa maior perda de pigmentos, desde que exista uma pré-adaptacdo da
biomassa. Ou seja o efeito potencialmente toxico dos efluentes em menores diluigdes (50-
60%) podera ser atenuado com a pré-adaptacao das células de C. vulgaris. Também pelos
resultados observados na série 35% AR-2, 1° e 2° ciclo da biomassa, uma pré-adaptacéo
com a C. vulgaris imobilizada, em detrimento das células plancténicas, podera ser mais
vantajoso.
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Figura 4.10 — Variacao dos pigmentos na C. vulgaris apds fermentacédo em 60% AR-2.

Na cultura de 50% AR-2 com efluente ndo preservado houve uma diminuigdo dos

pigmentos entre 80 e 86% (Figura 4.11), reforcando os resultados anteriores para esta
série.
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Figura 4.11 — Variacgdo dos pigmentos na C. vulgaris apés fermentagdo em 50% AR-2, com efluente
ndo preservado.

Por outro lado quando utilizamos a coluna de bolhas verificamos que houve um

incremento dos pigmentos superior a 15% no final do processo de biorremediacéo (Figura
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4.12), merecendo especial destaque mais uma vez o enriguecimento em carotenoides,

pelas suas potenciais aplicacgdes.
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Figura 4.12 — Variacdo dos pigmentos na C. vulgaris ap6s fermentagdo em 50% AR-2, utilizagdo da
coluna de bolhas.

Dos resultados obtidos nesta avaliacao conclui-se que a utilizacdo da biomassa em
segundo ciclo (35%) e a utilizagdo da coluna de bolhas (50%) levou ao aumento dos

pigmentos, podendo assim resultar na valorizagéo desta biomassa.
4.2.1.3 Proteinas

A percentagem de proteina por peso de cultura na C. vulgaris é fortemente
condicionado pelo meio nutritivo, podendo variar entre 0s 9% e os 59% (Ciferri e Tiboni,
1973). Também aqui, o teor de proteinas totais reflete crescimento da cultura ja que
expresso em peso por volume.

Tabela 4.4 — Variagdo do teor de proteinas (ug/mL) na C. vulgaris ap6s fermentacdo em 35% AR-2, 1°
e 2°ciclos da biomassa.

1°Ciclo 2°Ciclo
El E2 El E2
Inicial 423,13 415,31 587,02 602,05
Final 587,02 602,05 702,53 670,44
% Variagao +42 +4,40 +16 +5,88

(M£DP)

Na Tabela 4.4 encontra-se a varia¢do do teor de proteinas na C. vulgaris apos

fermentacdo em 35% AR-2, 1° e 2° ciclo da biomassa. No 1° ciclo da biomassa (35% AR-
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2) verificou-se um acréscimo medio de 42% do teor de proteinas, enquanto 0 acréscimo
no 2° ciclo (35% AR-2) foi apenas de 16%. Estes resultados refor¢cam a ideia de aumento
da biomassa. Por outro lado e comparativamente, a maior integridade do sistema
fotossintético, traduzida pelo aumento dos pigmentos (observada no segundo ciclo) ndo
se traduziu numa maior sintese de proteinas.

Nas séries de ensaios 50% e 60% AR-2 verificam-se incrementos de 226% e
227%, respetivamente (Tabela 4.5). A semelhanca dos resultados obtidos anteriormente
para estas séries, ndo se verificam diferencas significativas entre elas. Porém estes
resultados sugerem aumento da biomassa, contrariando os obtidos na varia¢do do volume
e dos pigmentos. Por outro lado o aumento da sintese proteica pode ter ocorrido para fazer
face a toxicidade do meio.

Tabela 4.5 — Variacdo do teor de proteinas (ug/mL) na C. vulgaris apds fermentagdo em 50% AR-2 e
60% AR-2.

El E2 % Variagao
(M+DP)
Inicial 286,23 238,94
Final 50% 851,08 845,68 +226 +40,02
Final 60% 854,79 851,10 +227 + 40,70

Para este aumento do teor de proteinas podera também ter contribuido, até certo
ponto, a adesdo de microrganismos presentes no efluente. De facto, embora o efluente
apos a diluicdo tenha sido autoclavado, o desenvolvimento das culturas deu-se em
condi¢cdes ndo axénicas. O aumento da concentracdo do efluente (50-60%) pode ter
facilitado este fendmeno pelo aporte de substratos, comparativamente com a diluicédo de
35% de AR.
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Tabela 4.6 — Variacao do teor de proteinas (ug/mL) na C. vulgaris ap6s fermentagdo em 50% AR-2,
com efluente ndo preservado e coluna de bolhas.

Efluente nao Coluna de bolhas

preservado
E1 E2 E1 E2
Inicial 285,33 30533 110,13 128,88
Final 61,86 90,80 727.14 684.29
% Variaca
o variacao 744 5,70 +496 491 44

(M+DP)

Os resultados obtidos com a utilizagdo de efluente ndo preservado a 50% AR-2
sugerem que a auséncia de conservacdo por congelamento limitou ndo sé o sistema
fotossintético, mas também a producéo proteica nas microalgas. Esta foi a Gnica série em
foi utilizado o efluente ndo preservado e foi também a Unica que apresentou um
decréscimo do valor inicial proteico (Tabela 4.6). Desta forma os resultados sugerem que
ndo houve crescimento da cultura, dado que quer os pigmentos, quer as proteinas
apresentaram, apos a fermentacdo, decréscimos significativos. Por outro lado, estes
resultados contrariam o aumento de volume de 23% verificado. Assim, conclui-se que
neste caso, 0 aumento do volume das esferas ndo resultou do aumento da concentragao
da biomassa, nem da eventual adsor¢do de microrganismos, mas sim por outros fatores.

Contudo a otimizacdo do biorreator realizada com 50% AR-2 resultou num
aumento de cerca de 496% das proteinas (Tabela 4.6). Este aumento do teor de proteina
vem de encontro aos resultados obtidos anteriormente, a nivel de pigmentos e variacao
de volume. O aumento de todos estes parametros permite-nos afirmar que efetivamente
houve um aumento da densidade celular da cultura. Processos de biotratamento com a C.
vulgaris planctonica, realizados pela equipa, com diferentes diluicdes de AR, mostraram
também um incremento de proteinas que podera resultar de um incremento da sintese

enzimatica para degradar os compostos fendlicos.
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Tabela 4.7 — Parametros fisico-quimicos resultantes dos ensaios realizados em AR-2.

iR I WL o Shs Golo Cor P
35% 18 = NA -97 -97 -92 +42
35% 2° Ciclo 14 NA NA  +239 +484 +30 +16
50% 16 = -56 -89 -83 -87 +226
60% 16 = -51 -86 -61 -82 +227
50% Sem 8 +23  -95 -84 -86 -80 -74
preservacgao
50% Coluna 8 +37 +619  +24 +21 +15 +496
de bolhas

(NA-N&o avaliado)

A anélise da Tabela 4.7 demonstra mais uma vez que para o aproveitamento da
biomassa os melhores resultados, tendo e conta o perfil de pigmentos, foram os obtidos
com segundo ciclo da biomassa (35%) e com a utilizacdo do fotobiorreator coluna de
bolhas. Porém, considerando o teor em proteina, 0s processos de biorremediacao a 50%
e 60% de diluicdo AR ndo devem ser desprezados ja que levaram a um incremento muito

substancial do teor deste parametro.

43



4.2.2 Crescimento das microalgas em AR-3
4.2.2.1 Variacao do volume

Os resultados do screening inicial apontaram para uma auséncia do crescimento
na presenca de AR-3 diluida em agua destilada. Desta forma os ensaios de fermentacao
avancaram com uma diluicdo em meio de cultura. Nestas séries de fermentacdo apenas
foi testada uma concentracéo de efluente, 20%. Porém, para esta concentracao de efluente
foram realizados trés tipos de ensaios: utilizando biomassa sem pré-adaptacdo; biomassa
com pré-adaptacdo; e um segundo tratamento do efluente. Os ensaios com e sem pré-
adaptacdo tiveram uma duracdo de 14 dias, o segundo tratamento 18 dias.

No que respeita a variacdes de volumes das células imobilizadas, os resultados
observados nas séries de ensaio utilizando AR-3 foram semelhantes entre eles. Apesar de
existir um aumento de volume resultante da biorremediacéo, quando comparado com o
controlo, a variacdo foi muito pequena. Assim, estes resultados sugerem que nestas séries
ndo houve crescimento da biomassa ou que este parametro ndo ¢ um bom indicador do

crescimento algal.

4.2.2.2 Pigmentos

A semelhanca dos ensaios com AR-2, realizou-se uma avaliacdo macroscopica da
variacdo da cor da biomassa apds o processo de biorremediacdo, escolhendo-se
aleatoriamente um dos triplicados das series, previamente liofilizado.

A Figura 4.13 apresenta a variagdo da cor obtida nas fermentagdes 20% AR-3,
para biomassa com e sem pré-adaptaco. E possivel observar que comparativamente com
0 TO (leL), acor das microalgas imobilizadas apds a fermentacao (J e M) apresenta uma

elevada degradacéo da cor, passando de verde-escuro para verde amarelado.
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Figura 4.13 — Variagéo de cor da biomassa de C. vulgaris ap6s fermentacéo 20% AR-3, com e sem pré-
adaptacdo: indculo inicial sem pré-adaptacéo, TO (I); 20% dilui¢do, sem pré-adaptacéo (J); indculo inicial com
pré-adaptacdo, TO (L); 20% diluicdo, com pré-adaptacao (M).

No que respeita a variagdo da cor ap6s o segundo tratamento do efluente 20% AR-
3 (Figura 4.14) verificou-se também uma degradacdo da cor, ainda que ndo tdo expressiva

como a verificada nas séries 20% AR-3 anteriores.

Figura 4.14 — Variacao de cor da C. vulgaris apds fermentacdo 20% AR-3 2° tratamento do efluente:
indculo inicial sem pré-adaptagéo, TO (N); segundo tratamento do efluente (O).

A utilizacdo de AR-3 a 20%, para todas as séries, apresentou diminuicGes da
clorofila total acima de 80% (Tabela 4.8). De facto as AR-3, comparativamente com as
AR-2 para a mesma dilui¢do, apresenta um maior teor de compostos fenolicos (Tsagaraki
et al., 2007) e estes tém capacidade de exercer os seus efeitos tdxicos nas microalgas

diminuindo o seu teor em pigmentos (Stom e Roth, 1981).
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Tabela 4.8 — Variacao do teor de clorofila total (ug/mL) na C. vulgaris apds fermentacéo em 20% AR-
3, com e sem pré-adaptacao e 2° tratamento do efluente.

Com Sem 2° Tratamento do
pré-adaptacdo pré-adaptacdo efluente
El E2 El E2 El E2
Inicial 7,74 8,06 7,17 5,95 4,85 5,68
Final 1,46 1,41 0,86 0,76 1,05 1,04
% Variacao -82 +0,99 -88 +0,46 -80 +2,33

(M+DP)

Também a avaliacdo da incorporacéo de clorofila a, b e carotenoides na biomassa

vem de encontro ao observado até agora nestas séries de ensaios (Figura 4.15).
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Figura 4.15 — Variagdo dos pigmentos na C. vulgaris apés fermentacdo em 20% AR-3: sem pré-
adaptacédo(a); com pré-adaptacéo (b).

Registaram-se perdas acima dos 88% para a Chl a e Chl b e 78% nos carotenoides.
Com anélise dos resultados verificou-se que ndo existem variacGes significativas na
utilizacdo do in6culo com pré-adaptacdo. Assim, pode-se concluir que a nivel de
incorporagéo de pigmentos, a utilizagdo de 20% AR-3 suplementada com meio de cultura

ndo apresenta quaisquer mais-valias.
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No que respeita ao segundo tratamento da série 20% AR-3 verificaram-se perdas

de pigmentos entre 0s 77% e os 88% (Figura 4.16).
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Figura 4.16 — Variagdo dos pigmentos na C. vulgaris ap6s fermentagdo em 20% AR-3, 2° tratamento
do efluente.

A utilizacdo de C. vulgaris imobilizada para efeitos de biorremediacdo de AR-3
traduz-se aparentemente num efeito inibitorio no crescimento da cultura. Esse efeito
inibitorio verifica-se de imediato no sistema fotossintético da C. vulgaris, confirmando-
se a degradacdo da cor da biomassa. Este efeito podera ser devido a grande quantidade de
compostos fitotoxicos e de compostos com efeito anti-algal, como os compostos fendlicos
caracteristicos destas aguas (Niaounakis e Halvadakis, 2006; Stom e Roth, 1981; Wang
et al., 2008; Aruoja et al., 2011; Shao et al., 2013). Por outro lado, existem ainda fatores
externos ao processo de biorremediacdo, como a temperatura e o pH. Estes fatores nédo
foram controlados ao longo das fermentacdes, podendo também condicionar o

crescimento da cultura.
4.2.2.3 Proteinas

Contrariamente aos resultados registados anteriormente, nesta série de ensaios
(AR-3 20%), no que respeita a variagdo do teor de proteinas foram observados aumentos
entre o indculo inicial e a biomassa resultante da fermentag&o, para os ensais com e sem
pré-adaptacdo (Tabela 4.9). Mais uma vez para este aumento da proteina, e a semelhanca
do observado para AR-2, podera ter ocorrido 0 aumento da sintese enzimatica bem como

o0 contributo da adsor¢éo de microrganismos.
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Tabela 4.9 — Variacdo do teor de proteinas na (ug/mL) na C. vulgaris apds fermentacéo em 20% AR-
3, com e sem pré-adaptacao e 2° tratamento do efluente.

Com Sem 2° Tratamento do
pré-adaptacdo pré-adaptacao efluente
El E2 El E2 El E2
Inicial 117,62 96,19 88,50 78,50 423,13 415,31
Final 612,11 605,53 450,24 442,93 390,26 398,94
% Variacao +475 +77,14 +437 £39,24 -6 £2,70

(M+DP)

Por outro lado, os ensaios em que se realizou o 2° tratamento do efluente
apresentam um decréscimo medio de 6% do teor de proteinas. Estes resultados
aparentemente sdo contraditérios, ja que as microalgas estariam expostas a uma menor
concentracdo de toxicos devido ao efeito do primeiro tratamento. No entanto, o efluente
resultante do 1° tratamento foi sujeito a esterilizacdo e a evaporacdo ocorrida
provavelmente contribuiu para o aumento da concentragéo em fenois totais levando a esta
variacdo das proteinas. De facto, Megharaj et al. (1992) verificou que o aumento dos
compostos fenodlicos (5 — 20 pg/mL) no meio de cultura traduz-se numa diminuigédo do

teor proteico das células de C. vulgaris.

Tabela 4.10 — Parametros fisico-quimicos resultantes dos ensaios realizados em AR-3.

Chl

Diluicio AR Dur_a(;éo Vol. Total Chla Chlb Carot Proteina

(dias) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
20% 14 = -88 -96 -96 -78 +437
20% Adap 14 = -82 -88 -88 -88 +375
2° Trat. 18 = -80 -77 -88 -82 -6

(NA-N&o avaliado.)

A analise da tabela resumo (Tabela 4.10) permite-nos concluir que a
biorremediacdo em AR-3 ndo traz mais-valias para a biomassa em termos de pigmentos,
uma vez que nos ensaios realizados o saldo foi sempre negativo. Apesar disso verificou-
se uma valorizagdo no teor proteico que pode ser uma mais-valia na valorizacdo da

biomassa final.
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4.3 Compostos Fenolicos

Fenolicos Totais
Dado que os ensaios de biorremediacdo foram desenvolvidos para AR de duas e trés fases,

0s resultados serdo apresentados por essa ordem.

AR-2

Nos ensaios de biorremediacdo AR-2 a 35%, as culturas foram iniciadas com um
teor médio de fenois totais de 6 pg.mL™ e no final dos 18 dias de fermentacio obteve-se
um Indice de Perda de Fendlicos (PLI) de 73%. No entanto considerando o desempenho
das culturas controlo, o PLI liquido obtido foi de 51%. Comparativamente, o segundo
ciclo ndo apresentou diferencas nos valores de PLI (Tabela 4.11). Os resultados sugerem
que a utilizacdo das microalgas em 2° ciclo mantem a eficicia na reducéo dos compostos

fendlicos.

Tabela 4.11 — Variagao dos compostos fenolicos no efluente 35% AR-2, 1° e 2°ciclos da biomassa.

1° Ciclo 2° Ciclo

(18 dias) (14 dias)

Concentracéo inicial (ng/mL) 6 £0,34 7£0,02
% PLI 73+2,82 707,19

% PLI liquido 51 +2,82 62 +7,19

(PLI - indice de Perda de Fenélicos; PLI liquido - Indice de Perda de Fenélicos considerando o controlo; n=3)

Para os ensaios com menor dilui¢do das AR-2 (50% e 60%), de forma a aumentar
o rendimento de perda de fendlicos, os indculos foram pré-adaptados (10% em Bold Basal
Modificado) e reduziu-se o tempo de fermentacdo para 8 dias. Os resultados mostraram
que apesar de terem sido testadas duas diluicbes (muito préximas), ndo se verificaram
diferencas no PLI liquido (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 — Variagéo dos compostos fendlicos no efluente 50% e 60% AR-2.

50% 60%
Concentracao inicial (ug/mL) 80,10 10+0,20
% PLI 56 +2,13 53 17,41
% PLI liquido 172,13 24 £7,41

(PLI - indice de Perda de Fenélicos; PLI liquido - Indice de Perda de Fenélicos considerando o controlo; n=3)
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No biotratamento das AR néo sujeitas ao processo de conservacdo através da
congelagio, as culturas foram iniciadas com um teor médio de fendis totais de 7 pg.mL*
e no fim dos 8 dias de fermentacdo obteve-se um PLI liquido de 5% (Tabela 4.13).
Comparativamente com os resultados obtidos nas culturas de 50%, apresentados
anteriormente, verificaram-se valores pouco satisfatorios e tal poderd ser devido a
tendéncia que os compostos fendlicos tém se converterem durante o periodo de
armazenamento em polimeros de elevado peso molecular que sdo mais dificeis de se
degradarem por tratamento biolégico (Ayed et al., 2005; Crognale et al., 2006; Justino et
al., 2009). No biotratamento utilizando o reator de coluna de colhas, as culturas foram
iniciadas com um teor médio de fenois totais de 9 pg.mL™ e no final do periodo de ensaio
observaram-se valores liquidos de PLI de 19% (Tabela 4.13). Comparativamente com as
culturas de biorremediacdo anteriormente realizadas com igual diluicdo do efluente,
verifica-se que nao existem diferencas no PLI-liquido. Apesar disso, os resultados obtidos
sugerem que podem existir vantagens no uso deste tipo de fotobiorreator, ja que permitem
rentabilizar o incremento em pigmentos e em proteina, na biomassa algal.

Tabela 4.13 — Variagdo dos compostos fendlicos no efluente 50% AR-2 com efluente ndo preservado e
otimizac&o do biorreator.

Efluente néo Otimizagao
preservado biorreator
(8 dias) (8 dias)
Concentracdo inicial 7 +0,38 9 +0,13
(wg/mL)
% PLI bruto 40 +1,93 43 +0,90
% PLI liquido 541,93 19+£0,90

(PLI - indice de Perda de Fendlicos; PLI liquido- Indice de Perda de Fenélicos considerando o controlo; n=3)

AR-3

Foram executados dois tipos de ensaios de biorremediacdo em paralelo: com e
sem pré-adaptacao do indculo. Além disso foi também realizado um segundo tratamento
do afluente. Para todos os ensaios a concentragdo de agua ruca (AR-3) foi de 20% de
diluicdo em meio Bold Basal Modificado. Os resultados das concentragdes iniciais de
fenois totais e da eficacia de remog&o dos compostos fendlicos, avaliada pelo indice de
Perda de Fendlicos (PLI) encontram-se na Tabela 4.14.
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Tabela 4.14 — Variagéo dos compostos fenélicos no efluente 20% AR-3, biomassa com e sem adaptagéo
e segundo tratamento do efluente.

] ~ ] ~ 20
Sem ?Ei-g?sstagao Com p(){z-aa;jaasg)tagao Tratarr_]en to
(18 dias)
Concentracdo inicial 26 +0,69 28 +0,29 21 +0,79
(ng/mL)
% PLI 20 3,22 43 18,43 17 8,87

(PLI - indice de Perda de Fentlicos; n=3)

Comparativamente, com as culturas de biorremediacdo, as culturas controlo
apresentaram uma capacidade de remogdo dos compostos fendlicos praticamente idéntica
a dos ensaios, pelo que o PLI liquido ndo foi calculado. Para isso podera ter contribuido
a decomposicao dos fendis promovida pela aerificacdo (Komilis et al., 2005).

Comparativamente as AR-2 (apesar destas terem sido testadas em menor dilui¢do)
os valores de PLI obtidos s&o muito inferiores, ndo ultrapassando os 20%. Verifica-se
maior eficiéncia na remocdo de compostos fenolicos quando se usa a C. vulgaris pré-
adaptada.

Em funcdo dos resultados anteriores, a identificagdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos individuais foi realizada nos ensaios de biorremediacdo e em
amostras de biomassa final liofilizada para os ensaios de aguas rucas de 2 fases para a
diluicdo de 35% do efluente e &guas rucas de 3 fases para 20% diluicdo, para ensaios sem

pré-adaptacéo e 2° tratamento.

4.4 ldentificacdo dos compostos fendlicos

Biomassa

Foram sujeitos a analise cromatografica amostras liofilizadas da biomassa
resultante dos ensaios 35% AR-2 e 2° tratamento AR-3. Para ser possivel uma
comparacdo, foram também analisadas amostras de biomassa obtida em culturas
desenvolvidas rotineiramente em meio Bold Basal (biomassa fresca) e biomassa do inicio
destes ensaios (T0). Os resultados foram uniformes para todas as amostras, ja que nem a
biomassa resultante dos ensaios de biorremediagdo, nem a biomassa fresca e biomassa TO
apresentavam compostos fendlicos. Assim, pode-se concluir que a biomassa nao
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incorporou nenhum composto fendlico, durante o processo de biorremediacao, apenas se

registando variagdes nos pigmentos e nas proteinas.

Efluente

Na Tabela 4.15 encontram-se as variagdes observadas no perfil dos trés compostos
fendlicos identificados na série de ensaios 35% AR-2 e respetivo controlo (negativo).
Bianco et al. (2003) confirmou também a presenca de é&cido galico, acido p-
hifroxibenzoico, e &cido cafeico.

Pode-se observar que todos os compostos fendlicos registados no inicio foram

totalmente eliminados com a biorremediacéo.

Tabela 4.15 — Variacao do perfil de compostos fendlicos (pg.g-1 peso seco) em 35% AR-2.

Bioensaio Controlo

CFt; %Variagao CFti %Variacao

Acido galico 8 +0,20 -100 8£0,00  -19 +4,00
Acido p-hidroxibenzoico 30,00 -100 30,20 -27 11,20
Acido caféico 8 +0,30 -100 80,00  -45+1,20

(CFti - Concentragéo do composto fenélico ao TO; n=3)

Por outro lado, na cultura controlo verifica-se que houve também alguma
diminuicdo dos compostos fendlicos, contudo esta ndo foi tdo significativa quanto a
observada no bioensaio. Estes resultados vém de encontro aos que foram ja expostos
anteriormente, na reducdo efetiva dos compostos fendlicos totais, confirmando assim a
acdo positiva das microalgas na biorremediacdo destas aguas rucas.

Na Tabela 4.16 encontram-se 0s resultados obtidos na analise cromatografica do
perfil de compostos fendlicos do efluente AR-3 a 20% sem pré adaptacdo e respetivo

controlo (negativo).
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Tabela 4.16 — Variacgéo do perfil de compostos fenélicos (ug.g-1 peso seco) em 20% AR-3 sem pré-
adaptacao.

Bioensaio Controlo
CFti %Variagao CFti %Variagao
Acido galico 89 +1,41 -10 40,91 59 +0,34 -8 42,13
Acido
_ _ » 30 £0,57 -0,9 £1,83 7 £0,47 +421 £18,39
p-hidroxibenzdico
Acido
_ 923 +16,65 -100 687 +2,27 -100
protocatecuico
Acido siringico 18 +0,36 +13 +2,37 8 +0,14 +225 16,71
Rutina 4 +0,28 -100 2 +£0,04 -100
Quercetina 8 +0,23 -24 +0,88 50,08 -100

(CFti - Concentragéo do composto fenélico ao TO; n=3)

Aqui foram identificados mais compostos fenélicos, comparativamente as aguas
rucas de 2 fases, nomeadamente os acidos galico, p-hifroxibenzdico, protocatecuico, e
siringico. Para além dos acidos estavam também presentes a rutina e a quercetina.

Este procedimento permitiu verificar que o composto maioritario em todas as
amostras era o0 acido protocatecuico. De facto autores ja confirmaram a presenca de &cido
p-hifroxibenzoico (Casa et al., 2002; Kallel et al., 2009), acido protocatecuico (Kallel et
al., 2009), e acido siringico (Casa et al., 2002) nas AR-3 através de cromatografia.

A excecdo do &cido siringico, todos os compostos fendlicos sofreram uma
diminuicdo da sua concentracdo, quando sujeitos a biorremediagdo com a C. vulgaris.
(Tabela 4.16). Especial destaque para acido protocatecuico e a rutina que no final da
biorremediacdo estavam extintos. Variacbes no perfil de fendlicos foram também
encontradas por outros investigadores, durante processos de biotratamento (Daassi et al.,
2014). Nos resultados obtidos no controlo do ensaio 20% AR-3 (Tabela 4.16) observa-se
um aumento muito significativo do acido p-hidroxibenzoéico e do acido siringico. Esta
variacdo podera ser devida eventualmente a compostos intermediarios resultantes das vias
de degradacéo, promovidas pela aerificacdo das culturas.

As variag0es registadas no ensaio e no controlo 20% AR-3, permitem-nos afirmar
que apenas a reducdo do &cido p-hidroxibenzodico se deve efetivamente ao efeito das
microalgas, uma vez que os restantes diminui¢Ges também s&o registaram no controlo.

Uma vez mais os resultados obtidos pela analise cromatografica vém de encontro aos que
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foram expostos anteriormente, na reducdo efetiva dos compostos fendlicos totais,
confirmando a a¢do mais fraca das microalgas na biorremediacdo destas aguas rucas.

Da comparagdo entre as AR-2 e as AR-3 podemos verificar que as AR-3
apresentam quer uma maior concentracdo, quer uma maior diversidade de compostos
fenolicos. Esta diversificacdo estd fortemente condicionada nédo sé pelo tipo de extracao,
mas também pela espécie de azeitona e respetivo cultivo, o grau de maturacdo do fruto
(Yayetal., 2012).

4.5 Avaliacao Toxicologica
4.5.1 Testes de ecotoxicidade da biomassa com Daphnia magna

Os ensaios de toxicidade da biomassa foram realizados com o crustaceo de agua
doce, Daphnia magna. A D. magna é considerada um 6timo organismo de estudo na area
da toxicologia, uma vez que pode ingerir 0 alimento toxico presente na dgua ou pode
absorver a toxicidade dos compostos através do seu exosqueleto (Kashian e Dodson,
2002). Existem muitos compostos toxicos presentes no ambiente que afetam a integridade
e a permeabilidade das membranas biolégicas dos organismos, isto é, 0s organismos
sofrem uma intoxicacdo resultando num efeito letal (Rand e Petrocelli, 1983). Para além
da mortalidade, o comportamento frequentemente estudado e avaliado é o fototéatico. Este
comportamento funciona como um bioindicador da presenca de poluentes (Di Delupis e
Rotondo, 1988). A presenca ou ndo de movimento por parte do crustaceo pode ser
indicativo de ndo contaminagdo ou de contaminacgao respetivamente. Este comportamento
deve-se a sensibilidade do sistema nervoso destes organismos aos compostos tdxicos e a
sua interligacdo com o sistema muscular. Na presenca de um composto téxico o sistema
nervoso € afetado impossibilitando o funcionamento do sistema muscular, levando a
auséncia de movimentacdo (Di Delupis e Rotondo, 1988).

A realizacdo destes testes apresenta uma grande pertinéncia quando se pensa na
utilizacdo futura da biomassa. Neste trabalho a D. magna foi utilizada para avaliagdo da
toxicidade da biomassa resultante dos ensaios de biorremediagdo. Para uma melhor
comparacéo foi realizado um controlo com cultura C. vulgaris. Este controlo permite-nos
verificar se a dafnia apresenta alguma intolerancia a esta microalga. Os resultados obtidos

para o controlo foram de 100% +0 de sobrevivéncia com 100% =0 de mobilidade no final
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das 36 horas. As dafnias utilizadas no controlo ndo tinham sido alimentadas previamente
e a observacdo das mesmas a lupa, permitiu verificar que estas se alimentaram da
microalga. Assim podemos concluir que o crustaceo se alimenta de C. vulgaris e que a
mesma nao apresenta toxicidade antes dos ensaios de biorremediacéo.

Na Figura 4.17 esta apresentada a taxa de sobrevivéncia das dafnias quando
exposta a biomassa resultante da fermentacdo com 35% AR-2. Ao fim de 24 horas
verificou-se um decréscimo de 100% para 96% da taxa de sobrevivéncia com mobilidade,

gue se mante até as 36 horas.
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Figura 4.17 — Sobrevivéncia e mobilidade da Daphnia magna quando exposta a biomassa resultante do
ensaio 35% AR-2 ao longo do tempo. (T12-Avaliagdo as 12 horas; T24-Avaliacdo as 24 horas; T36-Avaliagdo as 36
horas; n=9x3)

Por outro lado o 2° ciclo da biomassa (35% AR-2) revelou-se mais tdxico (Figura
4.18), conforme seria de esperar. Logo nas primeiras 12 horas a taxa de sobrevivéncia era
de 81% dos quais 71% permaneciam com mobilidade. Ao fim das 36 horas observou-se
uma taxa de sobrevivéncia de 52% com mobilidade.

Com a comparacdo do 2° com o 1° ciclo da biomassa (35% AR-2) verifica-se que
no 2° ciclo a biomassa se tornou mais toxica. Os resultados obtidos anteriormente
(pigmentos e proteinas) para estas séries sugerem o crescimento da cultura,
particularmente no segundo ciclo da biomassa, com a eventual incorporacdo de
compostos, nomeadamente compostos resultantes da degradacdo dos fendlicos.
Comparativamente, a biomassa de segundo ciclo sera potencialmente mais “toxica” ja

gue também foi exposta durante mais tempo as AR-2.
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Figura 4.18 — Sobrevivéncia e mobilidade da Daphnia magna quando exposta a biomassa resultante do
ensaio 35%, 2° ciclo da biomassa AR-2 ao longo do tempo. (T12-Avaliacéo as 12 horas; T24-Avaliagdo as 24 horas;
T36-Avaliacdo as 36 horas; n=11x3)

Na Figura 4.19 estdo representados os resultados obtidos nos testes de toxicidade

realizados com a biomassa resultante de 50% AR-2.
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Figura 4.19 — Sobrevivéncia e mobilidade da Daphnia magna quando exposta a biomassa resultante do
ensaio 50% AR-2 ao longo do tempo. (T12-Avaliagdo as 12 horas; T24-Avaliacdo as 24 horas; T36-Avaliagéo as 36
horas; n=8x3)

Uma vez que ndo foram registadas diferengas significativas nos resultados
anteriores entre os ensaios 50% e 60% AR-2, a toxicidade foi verificada de forma
aleatoria na concentracdo de 50% AR-2. Como seria de esperar, com 0 aumento da
concentracdo de AR-2, aumenta a toxicidade da biomassa. Nas primeiras 12 horas a taxa
de sobrevivéncia permanecia nos 100% com mobilidade, porém no fim das 36 horas a

taxa desceu para aproximadamente 83% de sobreviventes com mobilidade.
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Figura 4.20 — Sobrevivéncia e mobilidade da Daphnia magna quando exposta a biomassa resultante do
ensaio 50% AR-2 com utilizacdo do efluente ndo preservado ao longo do tempo. (T12-Avaliagdo as 12 horas; T24-
Avaliacdo as 24 horas; T36-Avaliagdo as 36 horas; n=10x3)

Na utilizacdo de efluente ndo preservado (50% AR-2) ao fim de 36 horas obteve-
se uma taxa de sobrevivéncia de 77% dos quais apenas 70% apresentava mobilidade
(Figura 4.20). Esta biomassa apenas com 8 dias de fermentagéo apresenta uma toxicidade
idénticas ao ensaio realizado com 16 dias de fermentagdo 50% AR-2.
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Figura 4.21 — Sobrevivéncia e mobilidade da Daphnia magna quando exposta a biomassa resultante do
ensaio 50% AR-2 com otimizacéo do biorreator ao longo do tempo. (T12-Avaliagéo as 12 horas; T24-Avaliacao as
24 horas; T36-Avaliagdo as 36 horas; n=8x3)

A biomassa que apresentou maior toxicidade apos biotratamento das AR-2 foi a
resultante dos ensaios onde se utilizou os birreatores otimizados (Figura 4.21). Ao fim de

12 horas a taxa de sobrevivéncia decresceu para 77%, dos quais 73% apresentava
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mobilidade. A descida nas taxas em funcdo do tempo foi gradual, até atingir as 36 horas
uma taxa de sobrevivéncia de 47%, dos quais 43% apresentava mobilidade. Tal como
para o 2°iclo da biomassa a 35%, os resultados obtidos para esta série sugerem
crescimento e incorporacdo na biomassa algal de compostos resultantes da degradacéo
dos fenolicos existentes no efluente.

Tendo em conta os resultados obtidos anteriormente para toxicidade da biomassa
resultante da biorremediacdo de AR-2, pode-se considerar que a avaliacdo é feita com
base nos resultados obtidos as 36 horas. Assim, para 0s ensaios realizados para a
toxicidade da biomassa resultante da biorremediacéo de AR-3, serdo apresentados apenas
os valores a este tempo.

A taxa de sobrevivéncia das dafnias quando expostas a biomassa resultante da
fermentacdo com 20% AR-3 mostra que 87% £11,77 sobreviveram e encontravam-se
moveis. Estes resultados sugerem que a toxicidade desta biomassa é semelhante a obtida
para 50% AR-2. De facto a composicdo dos dois tipos de aguas rucas é muito semelhante,
mas a concentracdo de compostos fendlicos totais nas AR-3 é comparativamente superior
(Tsagaraki et al, 2007). Quando a biomassa sofre pré-adaptacdo a taxa de sobrevivéncia
ao T36 desce para 47% +5,77, dos quais 43% =5,77 apresentavam mobilidade. Estes
resultados sugerem uma maior incorporacdo de compostos fitotdxicos por parte das
microalgas quando comparado com a série em que ndo se fez adaptacéo prévia da cultura.

A biomassa resultante do segundo tratamento do efluente (20% AR-3) é a que
apresenta uma maior toxicidade, as 36 horas a taxa de sobrevivéncia era nula. Apesar de
ndo terem sido identificados compostos fendlicos nesta biomassa, ndo invalida que outros
compostos ndo tenham sido incorporados, nomeadamente compostos resultantes da
degradacéo dos fendlicos, contribuindo assim para o0 aumento da sua toxicidade. Assim,
em trabalhos futuros prop6em-se a pesquisa de outro tipo de compostos eventualmente

presentes na biomassa.
4.4.2 Teste de ecotoxicidade do efluente com Artémia salina

Os ensaios de ecotoxicidade do efluente foram realizados com o crustéaceo salino,
Artémia salina. A facil manipulacéo e incubacéo da A. salina fazem com que esta tenha
vindo a ser utilizada nos testes de toxicidade (Calow, 1993). Estudos comprovam a agéo
toxica de varias substancias naturais na artémia (Nascimento et al., 2008), nomeadamente

a sua sensibilidade aos compostos fendlicos presentes em efluentes (Guerra, 2001). Ainda
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que os testes de toxicidade com efluentes sejam comumente realizados com organismos
de &gua doce, 0 uso de A. salina justificou-se pelo facto de que a maioria dos compostos
nocivos despejados no ambiente, principalmente por fendmenos de lixiviagdo, ttm como
destino final o ambiente salino. Os testes de ecotoxicidade realizados consistiram na
contabilizacdo dos individuos sobreviventes ao tempo zero e fim de 6 e 12 horas de
contacto com AR apos o0 processo de biorremediacdo. Embora os individuos utilizados
nos ensaios tenham sido nauplios recém-eclodidos e ndo alimentados, para uma melhor
avaliacdo dos resultados foram realizados dois tipos de controlo (positivo e negativo). O
controlo positivo, realizado com agua destilada em substituicdo das AR, permite-nos
verificar a mortalidade do crustaceo quando ndo se encontra em condicdes ideais de
salinidade e sem composto toxico. Esta avaliacdo prévia é importante para averiguar se a
mortalidade ocorrida nas séries se deve a toxicidade do efluente ou a baixa condutividade
do meio.

A Figura 4.22 apresenta a sobrevivéncia da artémia em agua destilada, durante o
tempo de ensaio. Neste controlo a taxa de sobrevivéncia as 12 horas decresceu de 100%
para 89%, demonstrando que a partir das 6 horas a mortalidade existente pode ndo se
dever ao efeito dos compostos toxicos do efluente. Este controlo foi utilizado como

critério quer nas AR-2 quer nas AR-3.
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Figura 4.22 — Sobrevivéncia da Artémia salina quando exposta a agua destilada ao longo do tempo. (T0-
Avaliacdo as 0 horas; T6-Avaliacdo as 6 horas; T12-Avaliacdo as12 horas; n=6x4)
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O controlo negativo, realizado com AR sem tratamento e as mesmas diluicdes,
permite-nos verificar se efetivamente ocorreu uma diminuicdo da toxicidade do efluente
quando sujeito ao processo de biorremediacdo. O resultado deste controlo foi uniforme
em todas as séries testadas (AR-2 e AR-3), ao fim de 6 horas a taxa de sobrevivéncia
desceu de 100% (TO) para 0% (T6). A sobrevivéncia nula demonstra que antes da
biorremediagdo as AR diluidas apresentavam toxicidade para estes crustaceos.

Nas AR-2 foram testados os efluentes resultantes de biotratamentos de 35%, 50%
e 60% de diluicdo, do biotratamento com efluente nédo preservado e do biotratamento com
reator de coluna de bolhas. A observacao dos resultados (Figura 4.23) sugere que existe
uma diminuicdo da mortalidade da artémia com o aumento da concentracdo de efluente
tratado, isto é para AR a 35% observou-se efeito mais toxico, comparativamente a AR a
50% e 60%. A série de 35% foi a Unica a sofrer um decréscimo da taxa de sobrevivéncia,
de 100% ao TO para 36% ao T12.
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Figura 4.23 — Sobrevivéncia da Artémia salina quando exposta aos efluentes resultantes dos ensaios de
biorremediacdo com AR-2 ao longo do tempo. (TO-Avaliagdo as 0 horas; T6-Avalia¢do as 6 horas; T12-Avaliagdo
as 12 horas; n=6x4)

Embora a artémia seja considerada uma espécie extremamente eurialina, tolerando
variagdes de salinidade entre 3 e 300%o (Treece, 2000) e possuindo um eficiente sistema
de osmorregulacéo (Van Stappen, 1996), para diluicbes mais altas, como é o caso de 35%
de AR, podera ndo conseguir sobreviver. Por outro lado, a diminuicao da diluicdo das AR
podera acarretar a presenca de substancias que aumentem a condutividade do meio, logo
a presenca destes sais podera contribuir para regulacdo osmotica e subsequente maior taxa

de sobrevivéncia da artémia.
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De um modo geral, a comparacdo destes resultados com o controlo negativo
possibilita afirmar que se observa uma diminuicao relativa da toxicidade do efluente AR-
2 ap6s o processo de biorremediacao.

Nas AR-3 foram testados os efluentes resultantes de biotratamentos de 20% de

diluicdo, com indculo pré-adaptado e sem pré-adaptacdo (Figura 4.24).
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Figura 4.24 — Sobrevivéncia da Artémia salina quando exposta aos efluentes resultantes dos ensaios de
biorremediacdo com AR-3 ao longo do tempo. (TO-Avaliagdo as 0 horas; T6-Avalia¢do as 6 horas; T12-Avaliacdo
as 12 horas; n=6x4)

Contrariamente ao esperado, o efluente cuja biomassa sofreu pré-adaptacédo
apresentou uma taxa de sobrevivéncia inferior (43%) ao que ndo teve pré-adaptacdo
(92%). A avaliacdo da germinagdo de sementes de alface na presenca deste efluente
mostraram resultados idénticos, ou seja, menor capacidade de germinagdo nos ensaios

com pré-adaptacdo do inoculo (resultados ndo publicados).

Na Tabela 4.17 encontra-se o resumo dos ensaios de toxicidade, quer do efluente
quer da biomassa. De uma forma geral, ap0s a biorremediacdo, a biomassa apresenta
alguma toxicidade e o respetivo efluente diminuiu a sua. Comparativamente, o efluente
ndo tratado (controlo negativo) leva a 100% de mortalidade da artémia, sendo por isso
notorio o papel das microalgas na remogéo de compostos toxicos do efluente.

A toxicidade da biomassa varia com o tipo de AR e diluicdo utilizada, sendo

potencialmente mais agravada quando resulta de biorremedia¢Ges com AR-3.
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As taxas de sobrevivéncia das dafnias ao fim de 36 horas, para biomassa resultante

do tratamento AR-2, sdo bastante aceitaveis visto que sdo superiores a 77%, com a

excecdo do uso da coluna de bolhas (47%). Como seria de esperar dois tratamentos

sucessivos com a mesma biomassa levam a um aumento da toxicidade da mesma.

Tabela 4.17 — Ecotoxicidade da biomassa e do efluente AR-2 e AR-3 ap6s o biotratamento.

Biomassa Efluente
T36 T12
Controlo Positivo 100% 0,00 89% £15,73
Controlo negativo NA 0% +0,00
AR-2  35% 96% 16,42 36% +30,90
35% 2° Ciclo 52% +26,60 NA
50% e 60% 83% +14,43 100% 0,00
Efluente ndo preservado 77% £20,82 100% +0,00
Otimizacdo do biorreator 47% +£5,78 100% +0,00
AR-3  20% 87% +11,70 92% +19,25
20% Adaptada 47% 5,77 43% +37,70
2° Trat. Efluente 0% £0,00 NA

(T36-Taxa de sobrevivéncia da dafnia ao fim de 36 horas em contacto com a biomassa; T12-Taxa de sobrevivéncia da

artémia ao fim de 12 horas em contacto com o efluente; NA-N4o avaliado.)

As taxas de sobrevivéncia das dafnias, para biomassa resultante do tratamento

AR-3 sdo aproximadamente superiores a 50%, sendo a toxicidade agravada quando se fez

a pré-adaptacdo. Surpreendentemente o segundo tratamento originou uma biomassa

altamente toxica, contudo potencialmente pouco interessante, dado o seu perfil em

proteinas e pigmentos. Assim, e uma vez que esta biomassa ndo serd utilizada como

produto exclusivo mas sim em misturas, pode considerar-se a sua futura utilizacao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Através dos resultados recolhidos ao longo deste trabalho foi possivel verificar-se
que de facto o meio de cultura condiciona o crescimento, e o desenvolvimento da
microalga. Dos dois tipos de efluentes (AR-2 e AR-3) testados na biorremediacdo
obtiveram-se biomassas com caracteristicas distintas. Também com as diferentes
diluicdes (35%, 50 e 60% AR-2 e 20% AR-3) se obteve biomassas com perfis diferentes.

No que diz respeito a biorremediacdo com AR-2, a biomassa resultante que
apresenta resultados mais favoraveis a sua futura valorizacao, foi a dos ensaios de 35%
2° ciclo e 50% com recurso a coluna de bolhas. Estas séries apresentaram aumentos quer
a nivel proteico quer a nivel de pigmentos, com especial destaque para o0s carotenoides.
Contudo, a utilizacdo de diluicdes de 50% e 60% destes efluentes deve ser valorizada,
dado o aumento do teor em proteinas na biomassa final.

Os resultados obtidos na biomassa resultante dos ensaios com AR-3 permite-nos
concluir que a biorremediacdo neste efluente ndo traz mais-valias para a biomassa em
termos de pigmentos, uma vez que nos ensaios realizados o saldo foi sempre negativo.
Apesar disso verificou-se uma valorizagdo no teor proteico que pode ser importante na
valorizacdo da biomassa final.

No que respeita aos compostos fendlicos registaram-se de uma forma geral uma
variacdo nula, isto é, a biorremediagdo com microalgas surtiu efetivamente resultados na
diminuicdo dos compostos fenolicos existentes nestes efluentes, sendo os resultados mais
expressivos nas AR-2, porém ndo houve incorporacdo destes compostos na biomassa
algal.

Os resultados obtidos na ecotoxicidade mostraram que apés a biorremediacao a
biomassa apresenta alguma toxicidade e o respetivo efluente diminuiu a toxicidade.
Comparativamente, o efluente ndo tratado (controlo negativo) leva a 100% de
mortalidade da artémia, sendo por isso mais uma vez notorio o papel das microalgas na
remoc&do de compostos toxicos do efluente. A toxicidade da biomassa varia com o tipo de
AR e diluicdo utilizada, sendo potencialmente mais agravada quando resulta de
biorremediagdes com AR-3.

Com este trabalho pretendeu-se dar um contributo para a caracterizagdo da
biomassa resultante de processos de biorremediacdo de &guas rucas, com vista a sua
aplicacdo futura. Para um melhor enquadramento da potencial utilizacdo desta biomassa

seriam necessarios mais estudos, nomeadamente uma analise fisico-quimica mais ampla
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(aminoacidos, lipidos, etc), assim como novos testes de ecotoxicidade, nomeadamente

testar a sua vertente crbnica.
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