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RESUMO

O aumento no uso de antibidticos e a disposicao inadequada destes sdo responsaveis por
aumentar o processo de resisténcia bacteriana nos ambientes aquaticos. As estacdes de
tratamento de esgoto (ETE) atuais ndo foram projetadas para remover farmacos que, em
sua maioria, permanecem inalterados apds passarem pelos processos bioldgicos.
Processos oxidativos avancados, ozonizacdo, reatores com lampada ultravioleta e
adsorcdo com carvéo ativado, sdo exemplos de tecnologias disponiveis para a remogéo
desses poluentes, porém sdo caros e muitas vezes insustentaveis, além de ndo serem
empregados pela maior parte das ETE. A cultura de microalgas oferece uma opgéo
interessante para o tratamento terciario de dguas residuais, pois estas tém a capacidade de
acumular nutrientes, remover contaminantes emergentes, além de produzir uma biomassa
potencialmente valiosa. Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de remocao
dos antibidticos sulfametoxazol (SMX) e trimetoprim (TMP), utilizando fotobiorreatores
de bancada através do cultivo da microalga Monoraphidium contortum. Foram realizados
seis cultivos diferentes a fim de avaliar a maxima concentracdo celular atingida (Xm), a
produtividade em biomassa (Px), a capacidade de consumo de nitrogénio e a eficiéncia
de remocdo dos antibioticos selecionados. Foram realizados quatro cultivos em meio Bold
(cultivo padrdo, com SMX, com TMP e com SMX e TMP juntos) e dois cultivos em
efluente sintético (cultivo padrdo e com SMX), sendo os parametros de pH e crescimento
celular monitorados diariamente. O cultivo em efluente sintético resultou em menor valor
de Xm, comparado ao cultivo em meio Bold, onde h&a maior concentracdo de nutrientes
e, devido ao crescimento insuficiente, os ensaios de remocao foram realizados no meio
Bold. As remocGes para 0s experimentos realizados no meio Bold foram iguais a 42,3%
(SMX), 28,6% (TMP) e, em adicdo simultanea dos antibidticos, 27,6% e 7,0% (TMP e
SMX, respectivamente). Para o experimento realizado no efluente sintético, ndo houve
remocao do sulfametoxazol. Remocdes de mais de 90% da concentracdo de nitrogénio
total foram encontradas para os cultivos realizados em meio Bold, com ou sem a presenca
dos antibidticos. A avaliacdo das biomassas revelou que a espécie M. contortum destaca-
Se como uma opg¢ao promissora para a obtencao de lipidios, os quais séo adequados para
a producéo de biodiesel. Sendo assim, o cultivo de microalgas deste estudo demonstra ser
um potencial para a biorremediacdo de efluentes com a diminui¢do da concentracdo de

micropoluentes e nutrientes no meio de cultivo, além de produzir uma biomassa



potencialmente valiosa. Tal estratégia € interessante visto que a diversidade desses

microrganismos é abundante e sua utilizagdo e sustentavel.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes; biorremediacdo; antibioticos; microalgas;
biomassa.



ABSTRACT

The increase in the use of antibiotics and their inadequate disposal are responsible for
increasing the process of bacterial resistance in aquatic environments. Current sewage
treatment plants (STP) were not designed to remove drugs that, in most cases, remain
unchanged after passing through biological processes. Advanced oxidative processes,
ozonation, ultraviolet lamp reactors and activated carbon adsorption are examples of
technologies available for the removal of these pollutants, but they are expensive and
often unsustainable, in addition to not being used by most STP. Microalgae culture offers
an interesting option for the tertiary treatment of wastewater, as they have the ability to
accumulate nutrients, remove emerging contaminants, in addition to producing
potentially valuable biomass. This work aimed to evaluate the efficiency of removal of
the antibiotics sulfamethoxazole (SMX) and trimethoprim (TMP), using bench-scale
photobioreactors through the cultivation of the microalgae Monoraphidium contortum.
Six different cultures were carried out in order to evaluate the maximum cell
concentration reached (Xm), biomass productivity (Px), nitrogen consumption capacity
and removal efficiency of the selected antibiotics. Four cultures were carried out in Bold
medium (standard culture, with SMX, with TMP, and with SMX and TMP together) and
two cultures in synthetic effluent (standard culture and with SMX), with pH and cell
growth parameters daily monitored. Cultivation in synthetic effluent resulted in a lower
Xm value, compared to cultivation in Bold medium, where there is a higher concentration
of nutrients and, due to this insufficient growth in synthetic effluent, the removal assays
were performed in Bold medium. The removals for the experiments carried out in Bold
medium were equal to 42.3% (SMX), 28.6% (TMP) and, in simultaneous addition of
antibiotics, 27.6% and 7.0% (TMP and SMX, respectively). For the run carried out in the
synthetic effluent, there was no removal of sulfamethoxazole. Removals of more than
90% of the total nitrogen concentration were found for cultures carried out in Bold
medium, with or without the presence of antibiotics. The evaluation of biomass revealed
that the species M. contortum stands out as a promising option for obtaining lipids, which
are suitable for the production of biodiesel. Therefore, the cultivation of microalgae in
this study demonstrates potential for the bioremediation of effluents by reducing the
concentration of micropollutants and nutrients in the cultivation medium, in addition to
producing potentially valuable biomass. This strategy is interesting since the diversity of
these microorganisms is abundant and their use is sustainable.

Keywords: Emerging contaminants; bioremediation; antibiotics; microalgae; biomass.
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1 INTRODUCAO

A disponibilidade de agua potavel para o consumo humano esta entre os principais
problemas em relagdo aos recursos naturais disponiveis atualmente. Com a expanséo
populacional e o desenvolvimento industrial, houve um aumento na liberacdo de
contaminantes para os corpos hidricos, aumentando assim a pressao sobre este recurso
(SENGUPTA et al., 2013). Os efluentes domésticos, de origem agricola, pecuaria e
industriais, muitas vezes sdo ricos em nutrientes como nitrogénio, fosforo, e
contaminantes emergentes (CEs). Estes tém sido alvo de preocupac6es crescentes devido
aos riscos e impactos associados aos corpos aquaticos e a satide humana (SOUSA et al.,
2022).

1.1 Micropoluentes ou Contaminantes Emergentes (CEs)

Os CEs sdo substancias quimicas de status ndo regulatdrio, ou seja, ainda nao
fazem parte de programas de monitoramento de rotina, mas sdo futuros candidatos a
regulamentacdo (WILKINSON et al., 2017). Estes compreendem substancias naturais,
como substancias de defesa excretadas por espécies invasoras em determinado
ecossistema, e antropogénicas, incluindo produtos farmacéuticos e de higiene pessoal
(PPCPs- pharmaceutical and personal care products), pesticidas e produtos quimicos
industriais. Os PPCPs compreendem o maior grupo sendo utilizados na pecuaria,
agricultura e na vida cotidiana dos seres humanos (SMITAL et al, 2004; HENA et al,
2021).

Segundo Hernandez et al. (2007) e Sutherland e Ralph (2019), os PPCPs estdo
presentes no meio ambiente ha muito tempo, no entanto, recentemente, com o
desenvolvimento de novas técnicas analiticas como cromatografia liquida e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, foi possivel detectar estes
compostos presentes em baixissima concentragdo (entre ng-L* e pg-L™t). Dentre os
PPCPs tem-se os antibioticos (SIEDLEWICZ et al., 2016; RODRIGUES, 2020).

Os antibioticos sdo medicamentos responsaveis por eliminar ou inibir o
crescimento das bactérias, por conta disso, sdo amplamente utilizados para combater
doencas infecciosas em humanos e animais (BROWN E WRIGHT, 2016). As principais
classes de antibioticos sdo: B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), macrolideos,

sulfonamidas, trimetoprimas, fluoroquinolonas e tetraciclinas (LOCATELLI etal., 2011).
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Essa carga de antibioticos disposta no meio ambiente pode acarretar serias
consequéncias para 0s ecossistemas e a saude humana. A exposi¢do continua das bactérias
aos antibioticos pode aumentar a selecdo das cepas resistentes, pois 0s antibioticos séo
normalmente encontrados no ambiente em concentracdes subterapéuticas (ZUCCATO et
al., 2010). Assim, este fendbmeno pode reduzir o potencial dos tratamentos envolvendo os
antibioticos e é evidente a necessidade do desenvolvimento de tecnologias que séo
capazes de remover tais micro poluentes (RODRIGUES, 2020).

Neste estudo, foram analisados os antibioticos sulfametoxazol (SMX) e
trimetoprim (TMP), dois entre os dez antibidticos mais consumidos no Brasil nos ultimos
anos (NEVES E CASTRO et al., 2020). Na Tabela 1 pode-se ver os niveis de ocorréncia
de ambos os farmacos em efluentes de ETEs e em aguas de rios da Asia, Europa e
América. Suas estruturas quimicas podem ser vistas na Figuras 1 a seguir.

O sulfametoxazol (SMX), um dos antibioticos da classe sulfonamidas, € eficaz
tanto contra bactérias gram negativas como em bactérias gram positivas. Também é
amplamente utilizado na pecuéria e na inddstria de aquicultura para curar infecgdes
bacterianas. O mecanismo de acdo do SMX envolve prevenir a formacdo de acido
dihidropterdico, que consequentemente inibe a dihidropteroato sintase e o crescimento
bacteriano (BHATTACHARIJEE, 2016; WANG E WANG, 2018). O trimetoprim (TMP)
é um antibiotico sintético da classe trimetoprima, que possui um efeito bacteriostatico
contra espécies de bactérias gram-negativas. Este atua na inibicdo da dihidrofolato
redutase, atuando nas etapas da sintese do DNA (GUIMARAES et al., 2010).

Comumente, ambos os antibidticos sdo coadministrados para tratar infeccGes
urinérias, otites, bronquite cronica e outras infeccbes. Em relagdo ao SMX, cerca de
84,5% sdo excretados na urina, sendo cerca de 30% em sua forma inalterada. E em relacéo
ao TMP, cerca de 80% ¢é excretado de forma inalterada (DRUGBANK, 2022).

Segundo Zuccato et al. (2010) e Kummerer (2009), esses compostos excretados
que ndo sdo metabolizados chegam as ETESs, que ndo sdo projetadas para tratar esses
micropoluentes, e acabam contaminando os residuos, aguas superficiais e subterraneas.
Os antibioticos administrados ao gado podem ser dispersos através do estrume, atingindo
0 solo e as aguas subterraneas e os utilizados na agricultura e piscicultura podem
acumular-se no solo ou sedimentos. Contudo, apesar das diversas vias de dispersao, as
ETEs séo consideradas os principais meios e, por conta disso, € de extrema importancia

o0 desenvolvimento de tratamentos eficazes para degradacéo destes compostos.
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Tabela 1: Niveis de ocorréncia de sulfametoxazol e trimetoprim em efluentes de ETES e em
aguas de rios da Asia, Europa e América

Composto Faixa de concentracdo (ng-L™?)

Asia Europa América

Efluente Riosde  Efluente Riosde  Efluente Rios de

Taiwan, agua Espanha, agua EUA, agua
india, doce Franca doce Brasil doce
Malésia  Vietnd, Espanha, EUA,
Malésia Rep. Brasil
Tcheca
Sulfametoxazol 3-5.823  4.330 100 — 33 310 250
6.300
Trimetoprim 1-4.010 1.808 100 — 59,9 2.550 145
3.800

Fonte: Adaptado de Bsognin et al. (2018)

Figura 1: Férmula quimica estrutural dos antibi6ticos sulfametoxazol e trimetoprim

SMX TMP
(]
N— CHj
/ o
/ CHs
HN O o
| Hac"f H\“CH3
OD—85—0
N
)\ e
NH, HoN M NH,

Fonte: Adaptado de Guimardes et al. (2010)

1.2 Remocao de farmacos em sistemas de tratamento de esgoto

As estagdes de tratamento de esgoto atuais sao projetadas para reduzir a carga de

poluentes organicos e, eventualmente, nutrientes e microrganismos patogénicos. N&o
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foram projetadas para remover micropoluentes que, em sua maioria, permanecem
inalterados apds passarem pelos processos biolégicos empregados como principal
tecnologia (AQUINO et al., 2013; LENG et al., 2019). Segundo Aquino et al. (2013), os
mecanismos responsaveis pela remocao de farmacos nas ETES s&o:

i) Sorcdo: onde ocorre o fendmeno de transferéncia de massa no qual moléculas
passam de uma fase fluida (liquida ou gasosa) e tornam-se associados a uma fase sélida
ou liquida. No caso dos farmacos e desreguladores enddcrinos, estd relacionado as
interacdes dos grupos alifaticos e aromaticos dos poluentes da fase liquida com a
membrana celular lipofilica dos microrganismos presentes na biomassa (lodo) ou com as
fracOes lipidicas dos sélidos suspensos. A sor¢do pode ser determinada pelo coeficiente
de distribuicdo ou de particdo sélido-liquido (Kg). Valores de log Kq maiores que 2,7
apontam alta tendéncia de sorgdo, log Kg entre 2,0 e 2,7 indicam baixa tendéncia,
enguanto valores abaixo de 2,0 apontam uma tendéncia quase nula.

i) Transformacdes bioldgicas: é um processo limitado do ponto de vista cinético,
uma vez que as concentragdes dos farmacos no esgoto bruto sdo baixas. Uma das
transformacdes mais importantes € a biodegradacao, que pode ser estimada pela constante
de biodegradabilidade (Kbio).

i) Fotodegradacao ou fotélise: processo de degradacao que ocorre de forma direta,
quando o micropoluente é degradado diretamente quando exposto a radiacdo UV, ou
indireta, quando moléculas presentes no meio sdo excitadas pela radiacdo UV formando
radicais livres que podem reagir com os microcontaminantes, degradando-os.

iv) Volatilizacdo: este processo pode ser estimado pela constante da Lei de Henry
adimensional (K’H), em um sistema fechado, esta determina o equilibrio entre as
moléculas dissolvidas na fase liquida com aquelas presentes na fase. Tal processo é
significativo somente para compostos que apresentam K’1>10,

Existem algumas tecnologias terciarias de tratamento de esgoto disponiveis para
remover de forma mais eficaz esses farmacos. Na Tabela 2 tem-se os principais
tratamentos, suas vantagens e desvantagens. Porém, a maioria das ETES ndo empregam
tais tecnologias devido a demanda de altos custos de investimentos e por apresentarem

uma operacdo mais complexa que 0s processos bioldgicos empregados (IWA, 2010).
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Tabela 2: Principais tecnologias tercidrias de tratamento de farmacos

Tratamento  Agente Vantagens Desvantagens
« Gas cloro, hipoclorito Bal)fa.cargaAdt_a Subprodutos
Cloragéo - materia organica nos .
e dioxido de cloro s cancerigenos
antibioticos.
Mais eficaz que o
processo de cloragdo;  Alto custo;
Ozonizagéo Ozbnio Indicada quando a Alto gasto de
COMpOSIGao e a vazdo energia.

Fenton e foto-
fenton

Fotolise e
fotocatalise

Processos
eletroquimicos

Adsorcao

Fe?*, Fe**, H,02 e UV

Luz (artificial ou
natural)

Anodos como TiO,
grafite, ligas a base de
Ti, 6xidos de Ru e Ir,
eletrodos de diamante
dopados com boro
(BDD) e anodos
dimensionalmente
estaveis.

Biochar,
argilominerais, carvoes
ativados, nanotubos de
carbono, nanotubos de
carbono de paredes
maltiplas e bentonita.

do efluente variam.
Processo simples;
Alta eficiéncia de
degradacéo;
Abundancia de ferro
na crosta terrestre.

Mais econémico

Altamente eficiente

Baixo custo;
Alta eficiéncia;
Sem risco de
subprodutos
perigosos.

Estreita faixa de
pH em que a
eficiéncia de
degradacédo é
maxima.

Aplicavel apenas a
fontes de agua
com compostos
fotossensiveis e de
baixo DQO

Alto custo

Dificuldade do
processo de
remocéo e
concentracdo dos
adsorventes
utilizados.

Fonte: Chaturvedi et al. (2021)

Atualmente, a biorremediacéo utilizando microalgas tem sido relatada como um
método promissor para o tratamento terciario de efluentes municipais e industriais, pois
no cultivo destas ha um potencial para fixacdo de CO2, remocdo de contaminantes,
absorcdo de nutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo e ainda ha a produgéo de uma
biomassa potencialmente valiosa (LENG et al., 2019; SU, 2021). A tecnologia com
microalgas também tem sido introduzida para efluentes contendo antibidticos e tem se
mostrado eficaz na remocéo destes farmacos (VILLAR-NAVARRO et al., 2018; DIAS
etal., 2019).
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1.3 Microalgas

O termo microalgas € comumente referido a grupos de microrganismos protistas
e a classe das cianobacteérias, que possuem pigmentos fotossintéticos em sua composicao
celular. S&o organismos microscopicos, unicelulares e podem estar presentes no solo e
meios aquaticos. Fisiologicamente englobam tanto espécies eucaridticas quanto
procarioticas e podem variar em tamanho e morfologia (SCHMITZ et al., 2012). Séo
compostas basicamente por proteinas, carboidratos, vitaminas e lipidios (SPOLAORE et
al., 2006). Esta composicéo pode variar de acordo com as espécies e com as condicgdes de
cultivo, como a intensidade da luz, temperatura, nutrientes, agitacdo, pH e fase de
crescimento (MIAO e WU, 2004).

As microalgas eucariéticas sdo mais abundantes e assumem uma predominancia
maior. Neste grupo, destacam-se trés classes: as algas verdes (Chlorophyceae), as algas
douradas (Chrysophyceae) e as diatoméaceas (Bacillariophyceae). As algas procarioticas
incluem as cianobactérias (Cyanophyceae), que também sdo conhecidas por algas azul-
esverdeadas (DEMIRBAS E DEMIRBAS, 2010).

Segundo Chen et al. (2011), ha quatro tipos de metabolismo em que as microalgas
podem crescer, foto-autotrofico, heterotrofico, mixotrofico e foto-heterotrofico. Tais
metabolismos serdo explicados na se¢do 1.4.2 a seguir. No entanto, existem diversos
fatores que influenciam o crescimento das microalgas. Estes podem ser divididos entre

fatores abidticos, bioticos e operacionais. A Tabela 3 resume cada uma destas categorias.
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Tabela 3 - Fatores que influenciam a taxa de crescimento das microalgas
Fatores

Temperatura
Intensidade luminosa e fotoperiodo
Concentracédo de nutrientes
Abidticos Concentracdo de CO: e O2
Salinidade
pH

Substancias inibidoras

Patogénicos (bactérias, fungos e virus)
Bidticos Competicéo interespecifica
Predacéo do zooplankton

Taxa de diluicdo
Mistura
Operacionais Profundidade
Adicdo de bicarbonato

Frequéncia da colheita

Fonte: Adaptado de Larsdotter (2006)

Diversas sdo as aplicagdes biotecnoldgicas e industriais da biomassa das
microalgas, como por exemplo, na alimentacdo animal e humana, industria farmacéutica,
guimica e cosmética (cremes anti-idades, regenerativos ou refrescantes), e em aplicacdes
ambientais, como por exemplo, o tratamento de aguas residuais, fixacdo de CO; e a
producdo de biocombustiveis (SPOLAORE et al., 2006; SCHERER, 2015). A Tabela 4
apresenta algumas aplicagfes comerciais da biomassa resultante do crescimento das

microalgas.
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Tabela 4 — Possiveis aplicacdes da biomassa de microalgas
Aplicacbes

Lipideos Biodiesel

Produtos farmacéuticos
Proteinas Suplementos alimentares

Alimentacdo animal

Produtos farmacéuticos
Suplementos alimentares
) Alimentacdo animal
Carboidratos .
Quimicos
Bioetanol

Bioplasticos

Cosméticos
Pigmentos Produtos farmacéuticos

Suplementos alimentares

] i ] Biofertilizantes
Vitaminas e Nutrientes o
Antioxidantes

Fonte: Adaptado de Safi et al. (2014)

As microalgas do género Monoraphidium fazem parte da divisdo Chlorophyta. A
Monoraphidium contortum é um dos Chlorococcales mais comuns em corpos d'agua
continentais. A espécie pode ser encontrada em planctons e perifitons de ambientes
oligotroficos a eutréficos (RAMOS et al., 2012).

Estudos tém demonstrado a Monoraphidium promissora para diversas aplicacdes
ambientais. Choi et al. (2023) identificaram o cultivo da espécie M. contortum em aguas
residuais da industria de laticinios como uma boa alternativa para tratamento terciario
desta, além da producdo de uma biomassa viavel para producédo de biodiesel. EI-Sheekh
et al. (2023) identificaram a Monoraphidium braunii como eficiente na remocao de
nutrientes, metais pesados e minerais. Kuravi e Mohan (2022) também obtiveram boa
eficiéncia de remocdo de nutrientes (85% de nitrato e 60% de fosfato) ao cultivar
Monoraphidium sp em um fotobiorreator com aguas residuais sintéticas de laticinios.
Ricky e Shanthakumar (2023) estudaram a remocéo de ciprofloxacina e norfloxacina
através do cultivo de Monoraphidium sp. e obtiveram remocdes de 23,8% e 76,3%
respectivamente. Bogen (2013) identificou a Monoraphidium contortum como uma
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espécie promissora para a producao de biocombustiveis devido ao alto teor de lipidios na

biomassa produzida e do perfil de &cidos graxos desta.

1.4 Tecnologias de tratamento baseadas no cultivo de microalgas

1.4.1 Sistemas de cultivo de microalgas

As tecnologias de tratamento baseadas no cultivo de microalgas podem ser
realizadas em dois tipos de configuracéo: sistemas abertos ou fechados.

Os sistemas abertos incluem as lagoas (open ponds), raceways e tanques. E um
sistema mais robusto e com operagdo mais simples. Assim, tem como vantagem o baixo
custo de operacdo e baixa demanda energética, sendo utilizados em locais com
disponibilidade de energia solar. Porém, para esses cultivos, a necessidade de controle
dos fatores externos € maior, além de demandar maior area de cultivo (KLIGERMAN E
BOUWER, 2015; YIN et al., 2020).

Os sistemas fechados sdo conhecidos como fotobiorreatores (PBRs) e podem ser
do tipo tubular ou plano. S&o mais sofisticados, com uma taxa produtiva superior aos
sistemas abertos e ndo demandam uma grande area de cultivo. Os PBRs oferecem uma
melhor condicdo de controle do cultivo, sendo mais facil acompanhar e corrigir os
parametros em comparagdo com os sistemas abertos. Como desvantagem, sédo mais
complexos, exigem um consumo energético maior e, consequentemente, apresentam um
custo mais elevado (CHEN et al., 2011; YIN et al., 2020). Exemplos destes dois sistemas
podem ser vistos na Figura 2.

Figura 2: (a) Raceway pond, (b) Fotobiorreator plano, (c) Fotobiorreator tubular

2 N

o

P e R = i

Fonte: Shen et al. (2009)
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1.4.2 Assimilacao de nutrientes utilizando microalgas

Diversas espécies de microalgas foram testadas para avaliar a remocdo de
nutrientes e producdo de biomassa em varios tipos de aguas residuais, incluindo
municipal, agricola, de aquicultura e industrial (PENG et al., 2019). A eficiéncia da
biorremediacdo com microalgas esta relacionada a capacidade de absorcéo de nutrientes
destas, sendo assim, € interessante entender os mecanismos que envolvem estes processos
(SU, 2021).

As microalgas sdo compostas em cerca de 50% por carbono, por isso, este é um
nutriente importante no crescimento destas (CARVALHO et al., 2006). Segundo Chen et
al. (2011), os quatro tipos de metabolismos que as microalgas podem crescer séo:

e Foto-autotréfico: onde a fonte de energia é proveniente da luz e como fonte de
carbono utilizam carbono inorganico (por exemplo, CO> e bicarbonato - HCO3).
A producéo de energia quimica é realizada através da fotossintese;

e Heterotrofico: utilizam compostos organicos como fonte de carbono e a respiracao
celular para obter energia;

e Mixotrdfico: utilizam carbono organico e inorganico como fonte de carbono,
variando de acordo com a concentracdo de compostos organicos e da luz
disponivel; estes organismos podem viver sob ambas as condicdes, auto e
heterotroficas;

e Foto-heterotrofico: neste caso, 0s microrganismos utilizam a luz para processar
0s compostos organicos usados como fonte de carbono.

O nitrogénio (N) € outro tipo de nutriente assimilado pelas microalgas. As maiores
contribuicdes para 0 aumento deste nutriente nos corpos aquaticos se baseiam nas
atividades agricolas, através do uso de fertilizantes nitrogenados e dejetos de origem
animal; no esgoto sanitario e nas industrias, devido aos NOx oriundos da queima de
combustiveis fosseis e possiveis efluentes liquidos (HUANG et al., 2018).

As fontes inorganicas desse composto sdo o nitrato (NO3’), o nitrito (NO2), o
amoénio (NH4"), o amoniaco (NH3) e o nitrogénio gasoso (N2). O N é encontrado em
diversas substancias biologicas importantes, como enzimas, peptideos, clorofila,
moléculas de ATP e ADP e material genético (DNA e RNA). O nitrato € a fonte que esta
em predomindncia no meio aquéatico, sendo a forma mais oxidada e estavel
termodinamicamente. Assim, é o0 mais assimilado pelas microalgas. Porém, o aménio é a

forma preferencial desses microrganismos, uma vez sua assimilacéo néo necessita de uma
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reacao redox e exige menos energia. (CAIl et al., 2013). A fixacdo de N2 atmosférico
também pode ser realizada por algumas microalgas procariotas (cianobactérias) que o
convertem em formas que podem ser assimiladas (LARSDOTTER, 2006).

Em relacdo ao fosforo (P), este se apresenta de forma sollvel e/ou insoltvel no
ecossistema. A forma sollvel, inorgéanica, é caracterizada pela presenca de ions livres de
ortofosfato (POs>, HPO4* e H,PO*), enquanto o fosforo insollvel abrange os tipos
organicos, adsorvido e mineral. Através da mineralizacdo, erosao e descarga de residuos,
o fésforo atinge os corpos aquaticos. Este ciclo é considerado praticamente unidirecional,
dado a cinéetica extremamente lenta desde composto. (DANESHGAR et al., 2018;
SASABUCHI et al., 2022).

A assimilacdo do fosforo acontece através do processo de fosforilagdo, onde os
compostos disponiveis sdo incorporados em componentes organicos. Esse processo
envolve a geracdo de ATP, onde a energia requerida é originada da respiracéo celular ou
da luz, quando h& fotossintese. O fosforo pode ser encontrado em &cidos nucleicos,
lipideos e proteinas, sendo assim um nutriente essencial no metabolismo das microalgas
(CAl etal., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado a eficiéncia do cultivo de microalgas para a

remocao de nitrogénio e fosforo. Alguns exemplos podem ser vistos na Tabela 5 a seguir.



20

Tabela 5: Estudos de remocdo de nitrogénio e fésforo através do cultivo de microalgas

Microalga Parametros do Remocao Referéncia
) cultivo
Scenedesmus Aguas residuais 65,1% de N Arbib et al., 2013
obliquus urbanas; 3 dias; 530 58,8% de P
L HRAP;
Chlorella Aguas residuais de 97,5% de N Huo et al., 2012
zofingiensis laticinios; 0,5 dias  51,7% de P
Chlorella vulgaris  Urina humana 77,3% N Nguyen et al., 2021
diluida; 532%P
Fotobiorreator de
membrana
Chlorella Urina humana 36% de N Chatterjee et al.,
sorokiniana diluida 100% de P 2019
Scenedesmus sp. Aguas residuais 79% de N Posadas et al., 2015
domeésticas 57% de P
secundarias; 7,6
dias;
Scenedesmus Urina humana 52% de N Dittami et al., 2017
acuminatus diluida; Semi- 38% de P
continuous mode
Chlorella vulgaris ~ Aguas residuais 78,4% de N Choi e Lee, 2015
domesticas do 88,5% de P
tanque de
sedimentacdo; 48 L
PBR; 1,5 dias
S. obliquus Aguas residuais de 74,6% de N Xu et al., 2015
pocilgas diluidas e 81,7% de P
digeridas; 48 L
PBR; 1,8 dias

Fonte: Autora (2024)

1.4.3 Mecanismos de remoc¢éo de MPEs utilizando microalgas

A remocdo de micropoluentes, incluindo os antibiéticos, pelas microalgas

depende de fatores como: a espécie das microalgas, estruturas quimicas e concentragdes
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do poluente, além das condi¢cdes do meio de crescimento (LENG et al., 2019). Os
principais mecanismos, segundo Hena et al. (2021), pelos quais ocorre a remogao se
baseiam na bioadsor¢éo, bioacumulacdo, biodegradacao e fotodegradacéo.

A bioadsorcdo € um mecanismo passivo e rapido em que as particulas do
micropoluente se adsorvem na parede celular das microalgas ou nas substancias
poliméricas extracelulares (EPS) excretadas por estas. O processo ocorre devido a
interacdo hidrofobica ou ibnica entre os poluentes e a superficie adsorvente (FOMINA E
GADD, 2014). A bioadsorcdo dos micropoluentes depende da sua estrutura,
hidrofobicidade, grupo funcional na superficie e espécies de microalgas. As microalgas e
EPS, em sua maioria, possuem uma carga superficial negativa e é o que favorece as
interagcdes com compostos carregados positivamente (HENA et al., 2021). A bioadsorc¢ao
foi o mecanismo de remocdo detectado por Hena et al. (2020) ao cultivarem C. vulgaris
com 5 uM de metronidazol. Neste estudo, 100% desse farmaco pode ser removido.

A bioacumulacdo é um mecanismo ativo com consumo de energia. Comparado a
bioadsor¢do, é um processo mais lento, onde ap6s a adsor¢do na parede celular, alguns
compostos sdo acumulados internamente nas células das microalgas através de canais
ibnicos ou vias de difusdo na membrana celular. Os polissacarideos sdo compostos mais
comumente armazenados dentro da célula microalgal durante a fotossintese (YU et al.,
2017; HENA et al., 2021). Sun et al. (2017) ao analisarem a remogé&o de sulfametazina
através do cultivo de C. pyrenoidosa, identificaram a bioacumulacdo como um dos
principais mecanismos de remocdo, juntamente com a biodegradacéo.

A biodegradacdo é uma degradagdo metabolica, onde as microalgas transformam
compostos complexos em compostos mais simples através da liberacdo de enzimas. Pode
envolver varias reagdes como hidrogenacéo, desidrogenacdo, hidroxiagdo, carboxilacao,
hidrélise, desmetilacéo, entre outras (PENG et al., 2014; MATAMOROS et al., 2016). E
um dos mecanismos de remocao mais frequentemente detectado. Foi detectada por Garcia
-Rodriguez et al. (2013) na remocao de sulfatiazol por Spyrogira sp., por Yu et al. (2017)
na remog&o de ceftazidima através da microalga C. pyrenoidosa e por Song et al. (2019)
na remocao de florfenicol por Chlorella sp.

A fotobiodegradagdo é um mecanismo que pode acontecer no cultivo de
microalgas na presenca de radiacdo UV. Neste processo, com a exposi¢ao a luz, algumas
microalgas liberam substéncias fotossensibilizadoras que participam da geracdo de
radicais livres como radical hidroxila (*OH) ou radical peroxil (ROO¢). Estes radicais tém

potencial para degradar as substancias contaminantes presentes no meio (HENA et al.,
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2021). Este mecanismo foi identificado por Yang et al. (2017) na remogéo do antibidtico
cefradina através da microalga S. obliquus na presenca de radiagdo UV.

Com a presenca de radiagdo UV, também pode ocorrer a fotélise direta no meio,
em que algumas particulas do micropoluente absorvem diretamente a radiacdo e,
eventualmente, quebram sem o envolvimento das microalgas (CHALLIS et al., 2014).

Com a necessidade de desenvolvimento de tecnologias de tratamento terciario de
efluentes, as tecnologias baseadas na biorremediacdo pelo cultivo de microalgas estéo
sendo amplamente utilizadas, também com a finalidade de avaliar a remocdo de
antibioticos em aguas residuarias (LENG et al., 2019). Diversos estudos tém mostrado a
eficiéncia destes tratamentos.

Xiong et al. (2017) avaliaram a remogdo de enrofloxacina por cinco diferentes
espécies de microalgas: Scenedesmus obliquus, Chlamydomonas mexicana, Chlorella
vulgaris, Ourococcus multisporuse, Micractinium resseri, e obtiveram uma taxa de
remocao entre 18 e 26%. Kiki et al. (2020) avaliaram o potencial de biorremediacdo das
microalgas Haematococcus pluvialis, Selenastrum capricornutum, Scenedesmus
quadricauda e Chlorella vulgaris em um mix de 10 antibidticos, entre eles
sulfametoxazol e trimetoprim, e a média de remoc¢do destes foram iguais a 74 e 37%,
respectivamente. E a remocdo do sulfametoxazol e trimetoprim também foi investigada
por Bai e Acharya (2017), que avaliaram a biorremediagdo com a microalga Nannochloris
sp. e encontraram valores de remocao de 10 e 40%, respectivamente. Outros exemplos de

estudos relacionados a biorremediacdo de farmacos podem ser vistos na Tabela 6.



Tabela 6: Estudos da biorremediacéo de antibioticos através do cultivo de microalgas

Micropoluente Microalga Parametros Remocao Referéncia
BG-11
: - Chlorella medium, 24h 0 Wuetal.,
UERENE T sorokiniana de luz, 25 °C, S 2022
por 7 dias
300 mL do
Carbamazepina  cpiorella meio (agua 30% Wilt et al.,
. . sorokiniana rarrom € 2016
Trimetoprima urina); 35°C, 60%
por 31 dias
50 mgL! de
Tetraciclina TET,STZe 93%
Sulfatiazol MO Cip; BG-11 30% chuerals
Ciprofloxacina medium; 2 65%
dias.
100-300 mgL™*
. Chlorella ) Rezaee et al.,
Cefazolina vulgaris de CFZS_, 96 30% 2023
horas;
BG-11
Chlorella medium; 5 0 Huang et al.,
Sulfametoxazol pyrenoidosa mgLt de 49% 2023
SMZ; 16 dias
Bactérias e as
microalgas
(Tetradesmus
obliquus,
Sulfametoxazol Chlore!la Efluente 0 Ruas et al.,
. : vulgaris, e >80%
e Trimetoprim sintetico 2022
Pseudanabaena
sp.,
Scenedesmus
sp. e Nitzscha
sp.)
Chlorella
vulgaria 30
Trimetoprim Chlorella Gojkovi
. 0 jkovic et
saccharophyla 12 el LA al., 2019
21%

Coelastrum
astroideum



Scenedesmus
Sulfametoxazol i
obliquus
Sulfametazina  Scenedesmus
obliquus
Chlorella

Sulfametazina _
pyrenoidosa

Meio Bold; 12
dias; 0,25
mgL™* de SMX

Meio Bold; 12
dias; 0,25
mgL™ de SMZ

13 dias

46,8%

62,3%

69%

24

Xiong et al.,
2019

Xiong et al.,
2019

Sunetal.,
2017

Fonte: Autora (2024)
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 HipoOteses

1) A microalga Monoraphidium contortum pode ser cultivada e se multiplicar em agua
residuéria contendo os antibioticos sulfametoxazol e trimetoprim.

2) A tecnologia utilizando fotobiorreatores contendo a microalga Monoraphidium
contortum acoplada ao tratamento terciario, € promissora na biorremediacdo dos

antibidticos selecionados.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € investigar a biorremediacdo dos antibi6ticos
sulfametoxazol e trimetoprim utilizando a microalga Monoraphidium contortum

associada ao tratamento terciario de efluentes domésticos.

2.2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar o efeito inibitério dos antibidticos isolados sulfametoxazol e trimetoprim, e da
mistura de ambos no crescimento da biomassa da microalga Monoraphidium contortum;
2) Analisar a performance da microalga em fotobiorreator e o potencial de
biorremediagdo desta em meios de cultivo contendo os antibi6ticos selecionados;

3) Avaliar a composicdo da biomassa de Monoraphidium contortum apds o crescimento

desta nos diferentes meios de cultivo.



26

3 MATERIAIS E METODOS

A microalga Monoraphidium contortum CCMA-UFSCar 701 utilizada neste
estudo foi isolada de area de mangue do Parque Estadual da Serra do Mar (Ubatuba, S.P.)
(MATSUDO et al., 2021), e mantida em meio Bold (meio padrdo) a 25°C e 40 pumol
fotons m s! para manutencao da viabilidade celular.

Foram realizados seis cultivos em fotobiorreatores tubulares em triplicata,
variando-se 0s meios utilizados e os antibioticos utilizados.

O fotobiorreator tubular do presente estudo, que pode ser visto na Figura 3, foi
construido de acordo com Ferreira et al. (2012). Este € constituido por 20 tubos de vidro
transparente (comprimento de 50,0 cm e didmetro interno de 1,0 cm), com inclinacéo de
2% (1,15°) a fim de favorecer o escoamento do liquido. Os tubos s&o interligados com
mangueiras de silicone de mesmo diametro interno, de forma que o volume iluminado
corresponde a 1,26 L. O volume total do sistema é de 2,5 L. Na parte mais baixa dos tubos
do reator h&d um tubo na forma de T, onde ocorre a entrada de ar comprimido para
promover o deslocamento da suspenséo celular para um frasco na parte superior. Neste
frasco, ha uma pedra porosa acoplada a uma mangueira de diametro interno de 4 mm no
qual ocorre entrada de CO> para manutencédo de pH do meio (7,0 £ 1,5). A injecdo de CO>
é controlada por um temporizador que, quando acionado, abre uma valvula solenoide
acoplada ao sistema. Lampadas fluorescentes de 18 watts foram utilizadas para fornecer
luz na intensidade de 80 =+ 5 umol fétons m? s,

Figura 3 - Fotobiorreator tubular tipo Air-lift em escala laboratorial

Fonte: Autora (2024)
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3.1 Preparo do indculo

Para o preparo do indculo, cerca de 20 mL da suspenséo celular foi adicionada a
frascos de Erlenmeyer, contendo 180 mL do mesmo meio de cultura estéril (Meio Bold -
Bold 1INV Medium esterilizado; UTEX s.d.). Os detalhes para o preparo do meio Bold
podem ser vistos no Anexo 1. Os frascos foram agitados (150 RPM) sob intensidade
luminosa de aproximadamente 40 umol fétons m? s*, temperatura de 25°C e pH inicial
de 7,0 £ 0,5. Apds cerca de uma semana, o inoculo ainda em fase de crescimento

exponencial era utilizado para os experimentos nos fotobiorreatores.

3.2 Quantificacdo da Biomassa

Para avaliar a concentracdo de biomassa de microalgas no indculo e
posteriormente nos cultivos em fotobiorreator, foi construida uma curva de calibragdo
para a microalga, correlacionando absorbancia (550nm, Becker, 2004) e concentragéo de
biomassa (massa seca). A massa seca foi determinada gravimetricamente em filtros com

didametro de poros de 1,2 um.
3.3 Cultivo de Monoraphidium contortum em fotobiorreator tubular

3.3.1 Cultura de Monoraphidium contortum em meio Bold

Volumes de suspensdo das cepas de Monoraphidium contortum foram
transferidos para fotobiorreatores tubulares do tipo air-lift, com volume total de 2,5 L. Os
cultivos foram conduzidos a temperatura de 25 °C, com valor de pH mantido em 7,0 +
1,5, por meio da adigéo de CO: puro proveniente de cilindro, e a intensidade luminosa de
80 pumol fotons-m?-s™t (PEREZ-MORA, 2016).

Foram realizados cinco cultivos no meio Bold: cultivo padrdo (MB), com
sulfametoxazol (MB com SMX), com trimetoprim (MB com TMP), com sulfametoxazol
e trimetoprim concomitantes (MB com SMX e TMP) e um frasco em condigdo abidtica,
apenas com meio Bold e antibidtico, a fim de analisar a possibilidade de fotodegradagéo.
A concentracdo dos antibidticos utilizada neste experimento foi de 0,5 mg-L?, que foi
considerada uma concentragdo de nédo inibicdo em estudos anteriores do grupo de
pesquisa (NOGUEIRA E MATSUDO, 2022).

Diariamente, a concentracéo celular foi determinada por turbidimetria, a 550nm,
conforme descrita na se¢do anterior. Apds o cultivo, as amostras colhidas foram separadas

por centrifugacdo, a biomassa foi destinada para andlise da sua composicdo e o
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sobrenadante a fim de analisar a porcentagem de remocdo dos antibidticos. O crescimento
das microalgas foi avaliado em termos de Concentracdo de biomassa maxima (Xmax) €,
para analisar a eficiéncia do processo, foi calculada a Produtividade em biomassa (Px), de

acordo com a Equacéo (1).

Xoin—Xirin:
Px — Zmax inicial (1)
tempo

3.3.2 Cultura de Monoraphidium contortum em efluente sintético

Para estes experimentos, foi preparado um efluente sintético de acordo com Xu et
al. (2014), cuja composicao pode ser vista no Anexo 2, e analisado dois cultivos diferentes
em fotobiorreator tubular: cultivo controle (a microalga apenas em efluente sintético -
MS) e cultivo com sulfametoxazol (MS com SMX). Esses experimentos foram
conduzidos nas mesmas condicdes dos experimentos no meio Bold, exceto pelo meio de

cultivo.

3.4 Quantificacdo da remocédo dos antibioticos por HPLC-UV

As analises quantitativas dos antibidticos selecionados foram realizadas usando
um sistema de cromatografia modelo Agilent Infinity 1260, composto por uma bomba
quaterndria, um injetor automatico, um maédulo de aquecimento de coluna e um detector
ultravioleta com arranjo de diodos. Foi utilizada uma coluna Zorbax Eclipse Plus C8 (4.6
mm x 250 mm - 5 mm) mantida a uma temperatura de 40 °C.

Conforme Cavazos-Rocha, et al. (2007), as amostras foram eluidas com uma fase
movel composta por agua acidificada com 0,1% (v/v) de éacido trifluoracético — TFA
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), o gradiente usado pode ser visto na Tabela 7. A
taxa de fluxo da fase mével foi de 0,5 mL-min™, volume de injecdo foi de 10 puL e o

comprimento de onda DAD foi definido em 265 nm para os analitos.
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Tabela 7: Gradiente utilizado para a elui¢do dos antibidticos

Tempo (min) TFA0,1% Acetonitrila
1 92 8
4 92 8
14 73 27
24 73 27
26 92 8
30 92 8

Fonte: Adaptado de Cavazos-Rocha, et al. (2007)

3.5 Analise da remocdao de nitrogénio

A fim de avaliar a eficiéncia das microalgas para a remocdo de compostos
inorganicos indesejados, foi feita a quantificacdo de nitrogénio nas amostras iniciais e
finais de cada cultivo. Foi possivel determinar a concentracéo de nitrato e nitrito de acordo

com os protocolos a seguir.

e Anilise de nitrato segundo o Protocolo 4500 (NO°* ") A e B (APHA, 2005).

As amostras foram previamente filtradas, atraves de um filtro de membrana de fibra
de vidro de 0,45 micras (um), para eliminacdo da matéria organica em suspencao e para
evitar a oxidagdo do nitrato. Posteriormente, foram acidificadas com &cido cloridrico
(HCI) 1 mol-L, a fim de evitar a interferéncia de concentracdes de hidréxido ou
carbonato de célcio (CaCOs) de até 1000 mg-L 1. Foi medida a absorc&o do nitrato a 220
nandémetros (nm) e para eliminar a possivel interferéncia de matéria orgéanica residual,
uma segunda absor¢éo a 275 nm foi necessaria para corrigir o valor de nitrato (APHA,
2005).

e Analise de nitrito segundo USP/CARMOUZE (1994).

Esta analise é baseada em um método espectrofotometrico apds reacdo em meio
fortemente acido. Neste método, foi adicionado HNO- (Acido Nitroso) e CsHsO2N2S
(sulfanilamida) para reagir e formar um composto diazbnico. Posteriormente,
C12H14N2.2HCI (bicloridrato) foi adicionado, onde houve a formagéo de um composto
de coloragéo rosa. Assim, foi medida a absorbancia por leitura em espectrofotbmetro
a 543 nm. (MACKERETH et al., 1978; CARMOUZE, 1994).
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3.6 Analise da composic¢do bioquimica da biomassa obtida

Apos a centrifugacdo e a secagem, foram quantificados os teores de lipidios totais e
proteinas totais das biomassas obtidas em cada cultivo. A fragdo lipidica ainda foi
submetida a determinacdo da composicédo de acidos graxos. Os métodos utilizados estdo

descritos a seguir.

3.6.1 Quantificacdo de lipidios totais

Para a quantificacdo dos lipidios totais foi feita a extracdo deste com solventes
organicos, nesse caso cloroférmio e metanol (2:1 v/v), de acordo com a metodologia de
Soxhlet (PELIZER et al., 1999).

3.6.2 Quantificacdo de proteinas totais

Apds a extracdo e quantificacdo dos lipideos totais, a quantificacdo de proteinas
totais foi feita com a biomassa desengordurada submetida ao método Kjeldahl. Foi
utilizado 6,25 como fator de conversdo apds determinados os teores de nitrogénio total
(AOAC, 1984).

3.6.3 Determinacéo do perfil de acidos graxos

Na determinacdo do perfil de &cidos graxos, a fracdo lipidica extraida na
determinacdo do teor de lipidios totais foi recuperada em éter petréleo. Para a conversao
dos acidos graxos em seus correspondentes ésteres metilicos, segundo Hartman e Lago
(1973), foi adicionado 3 mL de solucdo metanolica 0,5M KOH mantendo-se a 70 °C
durante 5 minutos. Em seguida, houve a adi¢do de 9 mL do reagente de esterificagéo (29
de NH4Cl + 3mL de H2SO4 em 60mL de metanol) mantendo-se a 70 °C por 5 minutos.
Em seguida, foi transferida para um funil de separacdo com 15mL de éter de petréleo e
30mL de &gua deionizada. Apds agitacdo e separagdo das fases, a fase aquosa foi
descartada. Foi feita a lavagem da fase organica (éter de petréleo) duas vezes com a adi¢éo
de 15mL de agua deionizada, agitando o meio e descartando a fase aquosa. A fase
organica foi coletada e o solvente foi evaporado em banho-maria a 40 °C sob fluxo de
corrente de nitrogénio. Os metil-ésteres de acidos graxos foram recuperados em hexano
e injetados no cromatografo a gas modelo 7890 (Agillent Technologies, EUA), equipado

com detector de ionizacdo de chama. Utilizou-se coluna capilar de silica fundida
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(Innowax) com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25um de
polietilenoglicol dentro da coluna. As condi¢des da andlise segundo Pérez-Mora et al.
(2016), foram:
e Injecdo split: 20:1;
e Volume de injegdo: 2uL;
e Temperatura da coluna: 75 °C por 1 min
e Rampa de aquecimento: 37.5° C/min até 150° C
1° C/min até 215° C
Manutengdo de 215° C por 10 min
e Tempo total da corrida: 78 min
e Temperatura do injetor: 250° C
e Temperatura do detector: 280° C
e Gas de Arraste: Hélio, vazéo de 1 mL/min

e Géas Make up + gas constante da coluna: Hélio a 30 mL/min

A identificacdo dos acidos graxos das amostras foi realizada comparando-se 0s
valores dos tempos de retencdo dos picos obtidos em padrdes presentes em ‘37
Component FAME Mix” (Supelco).

3.7 Analise estatistica

Os dados referentes a concentracdo maxima de biomassa (Xmax), produtividade
de biomassa (Px), teor de proteinas e teor de lipidios foram analisados utilizando a Anélise
de Variancia (ANOVA) e o teste de Tukey. O objetivo era determinar se havia diferencas
estatisticas significativas nos resultados, influenciadas pelos distintos meios de cultura
testados: Meio Bold, Meio Bold com SMX, Meio Bold com TMP, Meio Bold com SMX
e TMP, Meio efluente sintético e Meio efluente sintético com SMX. A andlise foi

realizada no software Minitab 17, adotando-se um nivel de significancia de 0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacdo da concentracdo inibitéria dos antibioticos sobre a microalga.

A andlise de diversas concentracdes do SMX e TMP sobre o crescimento da
microalga Monoraphidium contortum foi feita previamente por Nogueira e Matsudo
(2022) no laboratério de microbiologia aplicada, da Universidade Federal de Itajuba.
Antes de avaliar a capacidade da microalga em degradar os antibioticos considerados
contaminantes emergentes, foi preciso verificar a concentracdo a partir da qual estes

antibioticos inibem o crescimento da microalga. Os resultados obtidos podem ser vistos

nas Figuras 4 e 5 a sequir.
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Figura 4: Crescimento da microalga M. contortum com SMX
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Figura 5: Crescimento da microalga M. contortum com TMP
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Fonte: NOGUEIRA E MATSUDO (2022)
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Observa-se que, para os cultivos com sulfametoxazol, a concentracdo inibitdria
foi a partir de 1,0 mg-L* do antibidtico, enquanto nos cultivos com trimetoprim foi a
partir de 5 mg-L™?. Os resultados demonstram que concentragBes altas de ambos o0s
antibidticos podem realmente inibir o crescimento das microalgas, uma vez que o
mecanismo de acdo destes age danificando as estruturas celulares e organelas das
microalgas (EGUCHI et al., 2004; ISIDORI et al., 2005). Em pesquisas anteriores, Eguchi
et al. (2004) encontraram uma concentracdo inibitoria (ECso — reducdo de 50% do
crescimento do cultivo em relagio ao cultivo controle) de 1,53 mg-L™ de sulfametoxazol
sobre o cultivo de Selenastrum capricornutum. Valitalo et al. (2017) também analisaram
a concentracdo de trimetoprim sobre o crescimento da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata e encontraram o valor de ECso = 80,3 mg-L™.

Sendo assim, considerando os resultados obtidos por Nogueira e Matsudo (2022)
foi empregada uma concentracdo subinibitoria para ambos os antibidticos (0,5 mg-L™?)
para os cultivos no fotobiorreator, a fim de garantir o crescimento da microalga M.

contortum e a analise efetiva da capacidade de remocao de antibi6ticos desta.

4.2 Avaliacdo do crescimento da microalga Monoraphidium contortum em

fotobiorreator tubular

A concentracgéo celular da Monoraphidium contortum foi obtida a partir da curva
de calibracdo que pode ser vista na Figura 6.

Figura 6: Curva de calibracdo de Monoraphidium contortum
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Com a meédia dos valores dos trés reatores, tem-se os valores da concentracédo
média em funcdo do dia, como mostra a Figura 7. E os valores da Concentragdo maxima

(Xméx) e Produtividade em biomassa (Px) podem ser vistos na Tabela 8.

Figura 7: Curva de crescimento médio da M. contortum em fotobiorreator
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Tabela 8: Concentragdo maxima (Xmax) e Produtividade em biomasssa (Px) para dos cultivos
em fotobiorreator

Experimento Xmax [mg. L] Px [mg.L1.dia?]

Meio Bold 1544,53 + 33,8* 255,35 + 5,63*

Meio Bold com SMX 1410,31 + 209,83 244,48 + 14,147

Meio Bold com TMP 1909,21 + 29,278 337,39 + 41,398

Meio Bold com SMX e TMP 1576,96 + 88,70" 261,45 + 14,784

Meio Efluente Sintético 683,05 + 51,82¢ 155,37 + 23,14

Meio Efluente Sintético com 535,76 + 135,71 146,76 + 14.04C
SMX

*Média com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente. Fonte: Autora (2024)

Ao longo dos dias de cultivo, observa-se um crescimento significativo na
biomassa de microalgas cultivadas em meio Bold. O padrdo das curvas de crescimento
foi consistente, onde até aproximadamente o dia 2 tem-se a fase lag de crescimento, do

dia 2 ao dia 5 a fase exponencial e do dia 5 ao dia 6 a fase estacionaria. Este
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comportamento é semelhante a curva de crescimento da microalga Chlorella sp
observada por Angulo et al. (2018), onde utilizaram esta para a biorremediacdo do
antibidtico cefalexina.

O crescimento da biomassa microalgal em meio contendo baixas concentracdes
de antibioticos foi observado por Sun et al. (2017) em que estudaram a microalga
Chlorella pyrenoidosa para remocdo de sulfametazina e até 2 mg-L™* do antibi6tico no
meio ndo houve inibi¢do do crescimento desta. O crescimento da microalga Chlorella sp.
UTEX1602 na presenca de florfenicol também n&o apresentou inibicéo até 46 mg-L™* do
antibiotico (SONG et al., 2019). Sendo assim, os resultados obtidos nos experimentos
realizados em meio Bold estdo de acordo com o esperado, onde ndo houve inibigdo no
crescimento da microalga para concentragdes dos antibidticos inferiores & 0,5 mg-L™.

Vale ressaltar que o crescimento efetivo da microalga em meios contendo
antibidticos € de extremo interesse, uma vez que possuem altos teores de lipideos em sua
composicao e, por conta disso, representam uma fonte potencialmente valiosa para a
producdo de biocombustiveis (ROY e MOHANTY, 2019).

Para os cultivos realizados no efluente sintético, observa-se que ndo houve um
crescimento satisfatorio comparado ao meio Bold e ndo se observa um padrédo nas curvas
de concentracdo. A anéalise de variancia confirmou que o tipo de meio influencia o
crescimento, havendo impacto nos valores de Xmax € Px (p < 0,001para Xmax € p < 0,001
para Px). De acordo com Xiong et al. (2016) a diminui¢do na quantidade de nutrientes no
meio € um dos principais fatores que levam a diminuicdo da taxa de crescimento das
microalgas. Sendo assim, pode-se explicar o baixo crescimento da biomassa em efluente
sintético, onde a concentracdo de nutrientes € menor que a concentracdo destes em meio
Bold.

Observa-se que 0s maiores valores de concentracdo de biomassa (1909,21 mg-L-
1y e produtividade em biomassa (337,39 mg-L*-dia) foram obtidos para o experimento
em meio Bold com concentraco de 0,5 mg-L de trimetoprim. Tal resultado pode ser
explicado pelo fato de os antibidticos poderem atuar como fonte de carbono para as
microalgas, ou também estimularem a expressdo de genes relacionados a replicagcdo do
DNA, consequentemente, promovendo o crescimento da biomassa (ZHANG et al., 2020;
JIANG et al., 2021; WU et al., 2022). Esse comportamento foi observado por Wu et al.
(2022) em que a maior concentracio de microalgas foi alcancada quando 10 mg-L™ de
oxitetraciclina foi adicionada ao cultivo. Ding et al. (2017) também obtiveram o melhor

crescimento da microalga Navicula sp. com até 1 mg-L"* de ibuprofeno no meio. Por outro
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lado, considerando que, quando houve a adicdo simultdnea dos dois antibidticos, o
crescimento da microalga foi igual ao crescimento no meio padréo, pode-se inferir
também que esse maior crescimento com adi¢do de trimetoprim € resultado de uma

variacdo bioldgica.

4.3 Quantificacdo da remocéao dos antibiéticos por HPLC-UV

Atraveés da analise por HPLC-UV, foram obtidos os valores da concentracdo de
antibidticos no inicio e final dos cultivos e, consequentemente, a porcentagem de remogéo
destes pelas microalgas. Os valores podem ser vistos na Figura 8.

Alguns dos cromatogramas dos experimentos realizados podem ser
exemplificados na Figura 9, onde o tempo de retencdo do SMX foi aproximadamente 21

minutos e do TMP de 17 minutos.

Figura 8: Quantificagdo da remocdo dos antibidticos no meio de cultivo
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Figura 9: Cromatogramas dos experimentos com SMX, TMP e SMX-TMP
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Primeiramente, para o experimento realizado em efluente sintético, ndo houve
remocao do sulfametoxazol adicionado ao meio. Neste cultivo também ndo foi observado
um crescimento expressivo da biomassa de microalgas. Como a remocdo pode estar
associada as enzimas de biodegradacdo, o crescimento deficiente do cultivo por conta da
falta de nutrientes, e consequente ndo producdo destas enzimas, pode justificar a ndo
remogdo de SMX. Por esse motivo, 0s demais ensaios de remocdo foram realizados
apenas nos cultivos em meio Bold.

Observa-se que houve remocdo dos antibioticos para a maioria dos cultivos
analisados. No cultivo em meio Bold com sulfametoxazol houve uma reducdo de 42,3%
da concentragdo de SMX no final do experimento, enquanto no cultivo com trimetoprim
houve 28,6 %. Quando o cultivo foi feito na presenca de ambos os antibi6ticos, observa-
se que houve uma diminuicdo na remoc¢do de SMX (7% de remoc¢do), enquanto a
concentracdo removida de TMP permaneceu proxima a anterior (27,6%).

A remocdo de sulfametoxazol foi analisada durante 12 dias por Xiong et al.
(2019), onde obtiveram uma remocdo de 46,8% através da microalga Scenedesmus
obliquus. Gojkovic et al. (2019) estudaram a remocao de 19 farmacos distintos e, dentre
eles, o trimetoprim obteve uma remocdo de 3%, 33% e 21% nos cultivos de Chlorella
vulgaris, Chlorella saccharophyla e Coelastrum astroideum, respectivamente. A
microalga Chlorella sorokiniana removeu cerca de 60% de trimetoprim apds 31 dias de
cultivo (WILT et al., 2016).

Os cultivos abi6ticos realizados apenas com meio Bold e com os antibioticos, ndo
apresentaram uma diminuicdo na concentracdo dos antibiéticos ao final dos
experimentos. Assim, observa-se que ndo houve fotodegradacao dos antibi6ticos ao longo
dos dias analisados e a remogdo apresentada nos demais experimentos esta associada a
presenca da microalga no meio. Yu et al. (2017) ao analisarem a remocéo de ceftazidima
e 7-ACA na presenca e auséncia de algas verdes, também atribuiram a remocéo dos
farmacos ao tratamento biotico. Song et al. (2019) também constataram que a
biodegradacdo, bioacumulacdo e bioadsor¢do, vias de remocdo bidticas, foram
identificadas na remocdo de florfenicol por meio do cultivo de Chlorella sp. Assim,
observa-se que os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com 0s
esperados, onde pode-se obter uma diminuicdo da concentracdo dos micropoluentes no
meio através do cultivo de microalgas.

Observa-se tambem que o trimetoprim se mostrou mais recalcitrante em relagéo

ao sulfametoxazol. Tal resultado também pode ser visto nos estudos de Bai e Acharya
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(2017) que analisaram a remocdo dos antibioticos SMX e TMP através do cultivo da
microalga Nannochloris sp e obtiveram a remoc¢édo de 40% e 10%, respectivamente ap0s
14 dias de experimento. SMX e TMP também foram analisados em um mix de 10
antibiotico por Kiki et al. (2020) utilizando quatro espécies diferentes de microalgas, e a
média de remocéo obtida foi de 74% para 0 SMX e 37% para TMP.

Na Figura 9, tem-se 0s cromatogramas dos cultivos realizados neste trabalho.
Observa-se que, para os trés experimentos, diversos novos picos em diferentes tempos de
retencdo aparecem nas curvas inerentes ao dia final, enquanto na curva do inicio do
cultivo é visto apenas os picos relacionados aos antibioticos. Neste caso, esses novos
picos podem estar associados a produtos da biodegradacdo dos antibi6ticos, indicando
que a microalga Monoraphidium contortum pode produzir enzimas com capacidade de
degradar antibidticos.

Diversas pesquisas anteriores que analisaram a remocdo de micropoluentes
utilizando cultivos de microalgas atribuiram a biodegradacgéo o principal mecanismo de
remogéo (SONG et al., 2019; da SILVA RODRIGUES et al., 2020). A remocdo de SMX
e TMP estudada por Kiki et al. (2020) também indicou a biodegradacdo como principal
meio de remocéo para o cultivo das 4 espécies de microalgas analisadas.

Estes resultados apresentados mostram a necessidade de verificar a capacidade da
microalga M. contortum em produzir tais enzimas com capacidade de degradar

contaminantes emergentes.

4.4 Anélise da remocao de nitrogénio total

As curvas de calibracdo para a quantificacdo de Nitrato e Nitrito, podem ser vistas na

Figura 10 e 11, respectivamente.
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Figura 11: Curva de calibracéo nitrito
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Por meio das anélises feitas no inicio e final dos cultivos, tem-se os valores da

concentracdo de nitrogénio total no meio, que podem ser vistos na Tabela 9.
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Tabela 9: Valores de Nitrogénio antes e depois dos cultivos
Nitrogénio Total

Cultivo Conc. Inicial Conc. Final Remocio
(mg-LY) (mg-LY) :
Meio Bold 10,0 0,008 >99 %
Meio Bold com SMX 8,66 0,124 99 %
Meio Bold com TMP 5,32 0,537 90 %
Meio Bold com SMX e 5,61 0,072 99 %
TMP

Fonte: Autora (2024)

Em relacdo a remocdo de nitrogénio, os calculos foram efetuados tendo por base
a concentracdo de nitratos e nitritos no meio. As eficiéncias de remoc¢do foram de mais
de 90% nos experimentos em meio Bold, obtendo aproximadamente uma remocao total
nos experimentos com SMX e ambos o0s antibidticos.

Outros estudos reportam eficiéncias similares de remoc¢éo do nitrogénio através
do cultivo de microalgas. Wilt et al. (2016) analisaram a remocao de nutrientes através
do cultivo de Chlorella sorokiniana em urina sintética, meio M8a e em efluente tratado
anaerobicamente proveniente de um reator UASB e, nos trés meios de cultivo, a eficiéncia
de remocdo de nitrogénio foi de aproximadamente 100%. Silva et al. (2015) analisaram
a remocao de nitrato e amonia, através do cultivo das microalgas Chlorella vulgaris e
Pseudokirchneriella subcapitata, e obtiveram uma remocgédo completa (100%) de amonia
e altas eficiéncias de remocdo foram observadas para o nitrato (acima de 95%). Uma
remocdo de 98% de N total através do cultivo de Chlorella vulgaris em Meio Bold
também foi observada por Rodrigues-Sousa et al. (2021), demonstrando que os resultados
obtidos estdo de acordo com o esperado, segundo a literatura.

Sendo assim, este fato indica a eficiéncia da microalga em remover nitrogénio do
meio de cultivo, o que é de grande importancia no tratamento de efluentes e demonstra o

potencial de incluir tal tecnologia de cultivo como parte de um tratamento terciario.

4.5 Analise da composicédo bioquimica da biomassa

A Tabela 10 mostra os teores de lipidios e de proteinas obtidos por meio das

andlises da composicdo da biomassa para cada cultivo.
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Tabela 10: Teores de proteina e de lipidios em biomassa de Monoraphidium contortum para
diferentes meios de cultivo

Experimento Proteinas (%) Lipidios (%)
Controle (Meio Bold) 16,87 +1,10* 41,17 + 4,037
SMX em Meio Bold 17,47 +0,03* 40,89 + 2,347
TMP em Meio Bold 18,55 + 0,924 34,75 + 3,15%
TMP e SMX em Meio Bold 16,77 + 0,774 37,42 + 4,68"

* Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Fonte: Autor (2024)
** teor em % indica massa de proteinas e lipidios por massa de biomassa seca.

Observa-se que o0s teores de proteinas obtidos ndo sofreram variacdo
estatisticamente significativa entre o cultivo controle e os cultivos com os antibidticos
(ANOVA, p>0,05). Resultados semelhantes podem ser vistos nos estudos de Mojiri et al.
(2021), onde foi investigada a remocdo de sulfametoxazol e ofloxacina atraves da
diatoméacea marinha Chaetoceros muelleri e percebeu-se que os teores de proteinas
permaneceram moderadamente estaveis. Yang et al. (2020) analisaram a remocdo de
ofloxacina através do cultivo da microalga oleaginosa Scenedesmus obliquus e 0s
resultados também indicaram que o teor de proteinas permaneceu relativamente estavel.
O teor de proteinas da biomassa de Chlorella spp. apds a ficorremediacdo de aguas
residudrias com antibioticos veterinarios foi analisado por Michelon et al. (2022) e nao
houve diferenca significativa apds o processo. Em estudos recentes, Ricky e
Shanthakumar (2023) investigaram a remocéo de ciprofloxacina e norfloxacina por cinco
diferentes espécies de algas, dentre elas Monoraphidium sp., e a concentracdo de
proteinas da biomassa ficou similar ao controle para o intervalo de 1-25 mg-L* da mistura
dos antibidticos.

Entretanto, os valores obtidos do teor de proteinas no presente estudo ficaram
abaixo dos encontrados por Becker (1994) para diferentes espécies de microalgas verdes.
Resultados semelhantes podem ser vistos nos estudos de Choi et al. (2023) que estudaram
o cultivo de M. contortum para o tratamento terciario de efluentes de laticinios e os
resultados obtidos foram justificados pelo proposito do estudo, que foi investigar a
remocao de nitrogénio, e por isso ndo incluiu a suplementagéo desse nutriente.

Em relacdo aos teores de lipidios, observa-se que ndo houve variagdo estatistica
para os cultivos analisados (ANOVA, p>0,05), com valores variando entre 34,75 £ 3,15
e 41,17 £ 4,03. Composic¢éo similar foi encontrada por Ricky e Shanthakumar (2023) que,
ao analisarem a bioquimica da biomassa de Monoraphidium sp. ap6s o cultivo na

presenca de antibidticos, encontraram uma porcentagem de 35,5%. Contudo, esses
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valores sdo superiores aos teores lipidicos encontrados nos estudos de Bogen et al. (2013)
que, dentre 30 espécies de microalgas analisadas, Chloridella simplex e Monoraphidium
tortile apresentaram os maiores niveis de lipidios, com 31,8% e 31,5%, respectivamente.
Por outro lado, Monoraphidium contortum registrou um teor lipidico de apenas 22% neste
mesmo estudo.

Guo et al. (2016) ao estudarem a remocao de antibioticos cefalosporinicos 7-ACA
de &guas residuais durante o cultivo de trés cepas de microalgas (Chlorella sp.,
Chlamydomonas sp. e Mychonastes sp), também observaram que o contetdo lipidico das
trés microalgas foi semelhante com ou sem a presenca de 7-ACA. O efeito da azitromicina
na microalga Chlorella pyrenoidosa também foi analisado por Mao et al. (2021) e, para
a concentracdo de 5pgL* do farmaco, o contetido lipidico foi semelhante ao controle. Os
lipidios da biomassa de Chlorella spp. também permaneceram semelhantes ao controle
apos a ficorremediacdo dos antibidticos tetraciclina e doxiciclina (MICHELON et al.,
2022). Sendo assim, estes resultados apontam que os antibidticos tiveram efeitos

insignificantes na acumulacgdo lipidica da microalga.

Os perfis de acidos graxos das fracdes lipidicas obtidos por meio de cromatografia

a gas estdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Perfil de &cidos graxos (%) das fracGes lipidicas de cada cultivo

Acidos Controle (Meio TMP e SMX em
graxos (%)* Boldg SMXemMB TMPem MB MB
C12:0 0,31 +0,02 0,13+0,18 - 0,56 + 0,20
C16:0 32,16 +1,78 41,86+ 4,70 32,72 + 4,05 39,48 +9,74
N.1L** 1,38 £ 0,07 0,91 +0,53 0,87 +0,32 1,12 £ 0,58
Cl7:1 1,02 + 0,00 0,80 £ 0,47 1,25+0,42 0,86 + 0,47
N.1.** 2,48 +0,47 1,46 +1,03 1,72+0,42 1,41 +1,99
C18:0 1,70 + 0,01 3,03+2,93 3,28+0,81 3,25+ 1,77
C18:1n9C 35,72 +£2,28 33,97 £ 6,72 35,93 £ 0,29 29,64 +£1,71
C18:2n6C 5,81 +0,02 4,18 £ 0,06 6,56 + 0,67 5,24 +0,84
C18:3n6 12,51 + 2,50 7,00+1,90 11,43 +2,95 9,88 + 6,45
N.|.** 3,14+ 1,09 1,38+ 0,51 2,39 + 0,68 2,22 +2,29
C18:3n3 3,18 +0,10 2,75+ 0,43 3,21 +0,04 3,22 +0,50
N.l.** 0,61+0,01 2,56 + 2,98 0,67 +0,94 3,15+ 2,12

* Porcentagem de &cidos graxos em relacdo ao total (massa/massa)
C12:0 é&cido lurico; C16:0 &cido palmitico; C17:1 &cido cis-10-heptadecanoico; C18:0 &cido esteérico;
C18:1n9C 4cido oleico; C18:2n6C 4cido linoleico; C18:3n6 acido y-linolénico; C18:3n3 &cido a-linolénico.
N.l.: ndo identificado.
-2 ndo detectado.
Fonte: Autora (2024)
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Os perfis de acidos graxos obtidos sdo similares entre os cultivos e observa-se a
presenca de acidos saturados e insaturados. As maiores proporgdes observadas foram de
acido palmitico (C16:0) e &cido oleico (C18:1n9C), seguido de acido y-linolénico
(C18:3n6). Perfil semelhante de acidos graxos com maior propor¢do de acido palmitico
e acido oleico, seguido do acido linolénico foi relatado em estudos anteriores por Choi et
al. (2023), Singh et al. (2023) e Sarpal et al. (2016). Yang et al. (2020), ap6s cultivarem
Scenedesmus obliquus em meio contendo ofloxacina, também identificaram que a grande
maioria dos acidos graxos sintetizados tinham comprimentos de cadeia de carbono na
faixa de C16 a C18. Esses acidos graxos foram reconhecidos como tendo os
comprimentos de cadeia ideais para serem utilizados na producéo de biodiesel (ZHANG
etal., 2018).

Para a producdo de biodiesel a partir do 6leo de microalgas deve-se considerar que
a qualidade do biocombustivel é afetada diretamente pelo perfil de acidos graxos
presentes. As propriedades fisico-quimicas, como estabilidade oxidativa, nimero de
cetanos e temperatura de entupimento a frio sdo influenciadas pelo comprimento da
cadeia de carbono e o numero de insaturacGes dos acidos graxos (WANG et al., 2017).
Os oOleos saturados apresentam boa resisténcia a degradacdo, o0 que proporciona ao
biodiesel alta estabilidade oxidativa. Além disso, o elevado nimero de cetano obtido
pelos Oleos saturados de cadeia longa esta relacionado a liberacdo de menor emissao de
NOx (SINGH et al., 2023). Porém, por serem menos propensos ao estado solido em baixas
temperaturas, 0s 0leos insaturados conferem melhores caracteristicas de fluidez a frio
(ROHIT e MOHAN, 2018).

Uma vez que os &cidos graxos poli-insaturados sdo muito susceptiveis a oxidacdo
e podem gerar instabilidade quando o tempo de armazenamento € longo, é importante
observar que o teor de acido y-linolénico esta no limite de 12% estabelecido pelas Normas
Europeias (KNOTHE et al., 2006). Portanto, considerando o objetivo de utilizacdo deste
Oleo para biodiesel, deve-se considerar um tratamento adicional por hidrogenagéo
catalitica, a fim de gerar &cidos graxos saturados e tornar o combustivel mais estavel
(CONVERTI et al., 2009; CHOI et al., 2023).

Segundo Patel et al. (2020) e Singh et al. (2023), a elevada quantidade de &cidos
graxos de cadeia longa pode elevar a qualidade do biodiesel, que ndo pode ser satisfeita

apenas com a classe de éster metilico de acido graxo unico. Sendo assim, o lipidio
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derivado da Monoraphidium contortum, que contém uma boa quantidade e variedade de

acidos graxos de cadeia longa, é promissor para a producéo do biodiesel.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de remogéo dos antibioticos
sulfametoxazol e trimetoprim, através do cultivo da microalga Monoraphidium
contortum. Primeiramente, a adi¢do dos antibidticos no meio ndo inibiu o crescimento da
microalga, aléem da adicdo do TMP ter aumentado a concentracdo e produtividade em
biomassa desta. O cultivo se mostrou eficiente em remover os antibioticos analisados,
onde foram alcancadas remoc0es de 42,3% do SMX e 28,6% do TMP. Neste caso, 0 TMP
se mostrou mais recalcitrante comparado ao SMX. Apesar de nao ter sido realizado uma
analise detalhada dos mecanismos de remocao, os cromatogramas analisados indicam a
formacéo de produtos de biodegradagdo dos antibidticos ao longo do cultivo, indicando
ser este um dos mecanismos de remocao. Remogdes de mais de 90% da concentracgdo de
nitrogénio total foram encontradas para os cultivos realizados em meio Bold, com ou sem
a presenca dos antibioticos. A andlise bioguimica da biomassa evidencia que a elevada
concentracdo de lipidios e o perfil favoravel de acidos graxos tornam a biomassa de M.
contortum uma op¢do Vvidvel e promissora para a producdo de biocombustiveis. Sendo
assim, o cultivo de microalgas deste estudo demonstra ser um potencial para a
biorremediacéo de efluentes contendo antibioticos, remocéo de nitrogénio de efluentes e
producdo de biomassa de interesse comercial. Como a diversidade desses microrganismos
¢ abundante, os resultados alcancados sdo promissores e merecem mais estudos para o

desenvolvimento de alternativas de tratamentos terciario eficientes.
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ANEXO

Anexo 1 - Composi¢ado do meio Bold - Bold 1NV Medium esterilizado

Composi¢do meio Bold segundo UTEX (2010):
NaNO3 250 mg-L™*
CaCly - 2H,0 25 mg-L*
MgS0s4 - TH20 75 mg-L™!
K2HPO4 75 mg-L!
KH2P04 175 mg-L 1!
NaCl 25 mg-L*!

Composicéo PIV solucéo de metais
Na2EDTA 750 mg-L*

FeCls - 6H20 97 mg-L*
MnCl; - 4H20 41 mg-L?
ZnCl, 5 mg-L7*

CoCly - 6H20 2 mg-L™*
Na;Mo04 4 mg-L™*

Composicdo Mix de vitaminas
Vitamina B12 135 mg-L*
Tiamina 25 mg-L*
Biotina 1100 mg-L™*

Para o preparo do Meio Bold estéril, autoclavou-se o meio contendo as solucdes
estoques de sais com 6 mL-L* da solucdo de metais (PIV). Apds o esfriamento da
solucdo, adicionou-se, em camara de fluxo laminar, 1 mL-L™* do Mix de vitaminas por
meio de um filtro de 0,22 um.



Anexo 2 — Composicao do Efluente Sintético — (Xu et al., 2014)

NaNOs- 73,1 (mg-L™)
K:HPO, - 33,1 (mg-LY)
CaCl.2H,0 - 25 (mg-L™Y)
NaCl - 25,2 (mg-L™?)
MgSOs- 36 (mg-L?)
NaHCO; - 84 (mg-L™")
FeClo.4H0 - 2 (mg-LY)
MnSOsH.0 - 3,38 (mg-LY)
EDTA2Na - 8,7 (mg-L™)
(NH4)6M07024.4H20 - 1,24 (mg-L™)
ZnS04.7H,0 - 1,73 (mg-L™)

CuSO: Sulfato de cobre 0,8 (mg-L?)
NiSO4.6H.0 - 0,26 (mg-L?)
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