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RESUMO

Potencial utilizacdo da macroalga Ulva lactuca na remogao de amonio oriundo de
efluentes da industria de elastdmeros

Camille Rodrigues Chaves

Orientador(es):

Alex Enrich Prast
Andrew Macrae
Vinicius Peruzzi de Oliveira

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-graduacéo
Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia Vegetal.

Efluentes da industria do elastbmero sdo caracterizados pelas elevadas
concentracfes de amonio dissolvido. Esses efluentes, quando em contato com corpos
hidricos, podem causar alteragdes fisico-quimicas e bioldgicas do ambiente contaminado.
O objetivo desse trabalho foi determinar a eficiéncia de biorremediacdo para absor¢éo do
nitrogénio amoniacal (N-NH4+) utilizando a macroalga Ulva lactuca como tratamento
adicional ou alternativo do efluente da producdo da borracha nitrilica. Adicionalmente,
foram avaliados o estado fisiologico da macroalga, bem como a taxa de crescimento e a
capacidade fotossintética durante o processo de biorremediacdo. Foram desenvolvidos
experimentos de laboratorio durante cinco horas, nos quais os decaimentos nas
concentracfes de amonio foram utilizados para determinar os parametros cinéticos dos
modelos de decaimento monofasico (K, span, Plateu e 1) ¢ Michaelis-Menten (Vmax, Ks
e Vmax/Ks). Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que a alga U. lactuca
removeu significativamente o nitrogénio amoniacal do efluente. A eficiéncia de
biorremediacdo da macroalga variou entre as concentragdes utilizadas, enquadrando-se
nos modelos propostos. Foram observados aumentos de biomassa apds 5 horas de
experimento e manutencdo dos parametros fisioldgicos. De acordo com os dados obtidos,
pode-se sugerir que a macroalga U. lactuca apresenta potencial para ser utilizada como
um eficiente agente biorremediador para efluentes da industria da borracha.

Palavras Chaves: Biorremediacdo, Macroalgas, Modelo de decaimento

monofésico, Modelo de Michaelis-Menten, Fluorescéncia, Taxa de crescimento.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2018



ABSTRACT

Bioremediation potential of the macroalgae Ulva lactuca (Chlorophyta) for ammonium
removal from nitrile rubber effluents

Camille Rodrigues Chaves
Orientador(es):

Alex Enrich Prast
Andrew Macrae
Vinicius Peruzzi de Oliveira

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacéo
em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, Centro de ciéncias da satde, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia Vegetal.

Effluents from the elastomer industry are characterized by high concentrations of
dissolved ammonium. These effluents, when in contact with water bodies can cause
physico-chemical and biological alterations of the contaminated environment. The
objective of this work was to determine the efficiency of bioremediation for the
absorption of ammonium (N-NH4 +) using the macroalgae Ulva lactuca as an additional
or alternative treatment of effluent from the production of nitrile rubber. Additionally, the
physiological state of the macroalgae as well as the growth rate and the photosynthetic
capacity during the bioremediation process were evaluated. This work was carried out
during five-hour of laboratory experiments in which the ammonium concentration decays
were used to determine the kinetic parameters of the monophasic decay models (K, span,
Plateu and 1) and Michaelis-Menten (Vmax, Ks and Vmax / Ks ). The results obtained in
this work showed that U. lactuca significantly removed the ammoniacal nitrogen from
the effluent. The bioremediation efficiency of the macroalgae varied among the
concentrations used, according to the proposed models. Biomass increases were observed
after 5 hours of experimentation and maintenance of the physiological parameters. Thus,
it can be suggested that the U. lactuca macroalgae can be used as an efficient
bioremediation agent for effluents from the rubber industry.

Key words: Bioremediation, Macroalgae, One - phase decay model, Michaelis —
Menten model, Fluorescence, Growth rate.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2018
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1. INTRODUCAO

A borracha natural ¢ uma importante matéria prima na fabricagdo de uma variedade
de produtos. O latex extraido da espécie Hevea brasiliensis tém propriedades Unicas tais
como resiliéncia, elasticidade, resisténcia a impacto, abrasdo e outros que sao
consideradas vantajosas nos processos industriais (Cornish, 2001; Nazri et al., 2015). O
latex apds a extracao recebe adi¢do de amonia para conservacao e, posteriormente, recebe
adicdo de &cido sulfarico para coagulacdo e outros produtos para seu condicionamento
(Puskas et al., 2014). Assim, o efluente gerado durante processamento da borracha
consiste em uma mistura complexa com alta concentracdo de matéria organica, solventes
organicos, solidos em suspenséo, sulfatos e nitrogénio (Chaiprapat et al., 2015; Mokhtar

et al., 2015).

As fabricas de processamento do latex utilizam-se de grandes quantidades de recursos
hidricos e consequentemente proporcionam elevados volumes de &guas residuais. O
descarte dessas industrias, sem tratamento prévio, pode prejudicar a salde humana,
destruir ecossistemas e causar eutrofizacdo de corpos hidricos superficiais (Owamah et
al., 2015). Essas consequéncias tém promovido a procura e o incentivo de métodos
eficientes que possam melhorar a qualidade do efluente antes de sua liberagdo no
ambiente natural e reutilizacdo dessas aguas estrategicamente para conservacdo dos

recursos naturais (Kivaisi, 2001).

As crescentes exigéncias das agéncias nacionais e internacionais abrem espago para a
busca de alternativas de processos para o tratamento desses efluentes (Reis et al., 2007),
assim como o atendimento as exigéncias das normas ambientais da série 1ISO 14000 tém
levado as empresas a buscarem alternativas eficientes e que demonstrem sustentabilidade,

responsabilidade social e infra-estrutura organizacional.



Os processos de tratamento biol6gicos, como o0s tratamentos em lagoas de
estabilizacdo, métodos aerdbios e os métodos anaerdbios sdo os mais utilizados para a
remocdo de nitrogénio na industria da borracha, uma vez que utilizam o processo de
precipitacdo por sulfato (Lonholdt & Andersen, 2005; Mohammadi et al., 2013). Os
tratamentos com lagoas de estabilizacdo demandam alto custo operacional com o0s
aeradores de superficie, grande area para a construcdo e tempo para reducdo dos niveis
da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e Nitrogénio (Chaiprapat et al., 2007;
Mohammadi et al., 2013). Os tratamentos bioldgicos (aer6bios e anaerdbios) sdo os que
apresentam maior reducdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e sdo adequados
a fabricas com é&rea reduzida (Kolmetz, et al. 2003; Mohammadi et al., 2013). Os
processos biologicos em reatores também podem vir acompanhados de uma etapa de
biofiltragdo; estudos demonstraram retencéo de Carbono, Nitrogénio e Fdsforo utilizando
fibras vegetais (Gabriel et al., 2007). Todos esses processos, embora funcionais,

demandam de elevado custo capital, onerando significativamente o processo de producgéo.

No estado do Rio de Janeiro a industria Nitriflex em Duque de Caxias junto com a
Petroflex Ind. e Com. SA sdo produtoras de borrachas sintéticas, nitrilicas, elastdbmeros e
termoplasticos. A estacdo de tratamento de efluentes foi projetada para tratar seus
efluentes em uma planta multipropoésito. A estacdo de tratamento de residuos industriais
(ETRI) da empresa foi projetada para tratar uma vazio média de 365 m® /h e consiste de
um tratamento primario, visando principalmente a remoc¢édo de solidos em suspenséo e
equalizacdo do efluente para o tratamento secundario, utilizando o processo de lodos

ativados.

Para se enquadrar aos limites de descarte do efluente a empresa emprega ainda um
sistema de filtracdo por membranas para um tratamento terciario, cujo o valor representa

0 custo de 1,2 milhdo de Reais a cada 6 meses de operacdo. Neste sentido, ha a



necessidade eminente de se desenvolver métodos de tratamento que sejam viaveis
economicamente e amigavel ao meio ambiente. Conforme (Mokhtar et al., 2015), varias
tecnologias em paises asiaticos demonstraram que processos de biorremediacao
funcionam ao serem combinados com métodos avancados como as tecnologias de

membranas e tratamentos fisico quimicos.

Atualmente as tecnologias de membranas avancaram em varias aplicagdes industriais
e em particular no tratamento de aguas residuais, de varios formatos, tipos e matéria
podem se enquadrar ao fluxo de vazdo do efluente para melhoramento da filtracdo dos
residuos (Noel Jacob et al., 2014; Zheng et al., 2012). O Fluoreto de Polivinilideno
Comercial (PVDF), membrana tubular, muito utilizado no tratamento do concentrado de
latex foi capaz de remover até 92% de solidos totais, 67% da demanda quimica de
oxigénio (DQO), 72% de demanda bioldgica de oxigénio (DBO), 60% de nitrogénio total
e 75% de nitrogénio amoniacal. Mas, apesar desses resultados em termos de componentes
organicos e inorganicos, o permeado tem fluxo muito baixo, cerca de 9 — 11 L. m-2, h!
quando operado a pressao transmembranar 0,5 — 0,8 bar (Nazri et al., 2015; Noel Jacob

etal., 2014) .

A aplicacdo das membranas de ultrafiltracdo (UF) pode ser dificultada devido a
problemas de contaminagdo e encrustracBes, assim meétodos de pré tratamento
(coagulacdo, microfiltracdo) ou pds tratamento (plantas, algas) estdo sendo estudados e
utilizados para contribuir com a remoc¢éo de excesso de contaminantes (Mohammadi et

al., 2013; Nazri et al., 2015; Owamabh et al., 2015)

A biorremediacdo de diferentes tipos de aguas residuais ricas em nutrientes por
macroalgas é sugerida como parte da solugéo para a reciclagem bioldgica do nitrogénio
como forma mais sustentavel e menos exigente de recursos (Neori et al., 2004; Sode et

al., 2013). Nesse contexto, destaques sdo dados a alguns grupos de algas que apresentam
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potencial para biorremediacdo de corpos d &gua poluidos por nitrogénio, como por
exemplo as cianobactérias, e diversos géneros de macroalgas como Gracilaria e Ulva

(Kaur & Bhatnagar, 2002).

No Brasil, na regido do Rio Grande do Norte, estudos realizados com macroalgas do
género Gracilaria e Hypnea, constataram que esses organismos, quando cultivados em
viveiros de camardo, possuiam a capacidade de minimizar os impactos causados pelo
excesso de nutrientes (Marinho-Soriano et al., 2009). Outro trabalho utilizando a
macroalga vermelha Gracilaria cervicornis como biofiltro em ambientes eutrofizados
demonstrou eficiéncia na absorgéo de N-NOs™ (Nitrato) e P-PO4* (Fosfato) e crescimento
de biomassa (M. A. do A. Carneiro, Pereira, Azevedo, & Marinho-Soriano, 2007).
Cheney et al., (2014) observaram que a macroalga Ulva rigida demonstra capacidade de

absorver compostos bifenilos clorados conhecidos como PCBs de sedimentos marinhos.

Recentemente no estado do Rio de Janeiro, estudos com a macroalga Ulva lactuca no
tratamento de efluente da inddstria de petréleo (OFW) constataram uma redugdo
consideravel de compostos nitrogenados como amdnio, nitrato e nitrito (Oliveira et al.,
2016). Em Santa Catarina, pesquisadores avaliaram o crescimento de Ulva lactuca na
presenca de varias concentracdes de gasolina e sugerem que a macroalga pode ser capaz
de utilizar os hidrocarbonetos como fonte de carbono em seu metabolismo (Pilatti et al.,

2016).

Lobban et al., (1985) sugerem que a absorcao dos nutrientes pelas macroalgas pode
ocorrer por trés mecanismos distintos: (i) difusdo passiva, (ii) difuséo facilitada ou (iii)
transporte ativo. Phillips & Hurd, (2004) mencionam que quando o mecanismo utilizado
é a difusdo passiva, a taxa de absorcéo é proporcional a concentragdo externa do nutriente.
A difusdo facilitada e o transporte ativo podem exibir uma saturacdo nos transportadores

de membrana a medida que a concentragdo externa aumenta e nesse caso a relacéo entre
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a taxa de absorcdo e a concentracdo externa do nutriente pode ser descrita por uma
hipérbole retangular semelhante & equacgéo de Michaelis-Menten para cinética enzimética.
Esse comportamento de absor¢do torna-se fundamental para a efetiva compreensao do

processo de biorremediacgéo.

A assimilacdo dos nutrientes também depende da sua concentracdo e as formas
quimicas disponiveis no ambiente (Lobban et al., 1985). Estudos tém revelado que o ion
amodnio (N-NH4™) é absorvido pelas macroalgas mais rapidamente do que o ion nitrato
(N-NOs ), uréia ou aminoacidos e em geral a sua presenca inibi a assimilagcdo desses

outros nutrientes pela alga (D’Elia & Deboer, 1978).

Estudos comparativos das taxas de assimilacao de nutrientes entre diferentes espécies
de macroalgas foram realizados, os quais testaram o melhor potencial de absorcao entre
Chlorophytas e Rhodophytas (da Costa, 2006). Com base nesses estudos, sabe-se que a
as Chlorophytas, especialmente espécies Ulva, sdo nitréfilas eficientes, ou seja, possuem
alta capacidade de remoc¢do de compostos nitrogenados inorgénicos, além disso sdo

bastante eficientes na remocéo de formas fosfatadas (Neori et al., 2004).

Tendo em vista os dados acima revisados a respeito da utilizacdo e importancia das
macroalgas como biofiltros no tratamento de efluentes, o presente estudo fez uma
avaliacdo da potencial utilizacdo da macroalga Chlorophyta Ulva lactuca no processo de

biorremediag&o de efluentes nitrogenados da industria da borracha.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar a macroalga Ulva lactuca, como filtro biolégico no tratamento de compostos

nitrogenados no efluente da industria de borracha e elastémeros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade de remocdo de nitrogénio amoniacal em diferentes
concentrac@es de efluente da industria da borracha.

e Aplicar modelos de cinética quimica para a remocao do nitrogénio amoniacal nas
diferentes concentracdes de efluentes testados.

e Avaliar o estado fisioldgico das macroalgas atraves da variacdo de biomassa e do

rendimento fotossintético ao longo do processo de biorremediacgéo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERISTICAS DA ESPECIE

A macroalga Ulva lactuca, pertence a divisdo Chlorophyta, classe Ulvophyceae,
Ordem Ulvales, Familia Ulvaceae, género Ulva e espécie Ulva lactuca. Essa espécie tem
um talo achatado com superficie lisa e seu tamanho pode variar de poucos centimetros
até mais que um metro de comprimento. O talo é fixo ao substrato e apresenta uma

alternancia de geragdes isomorficas (da Costa, 2006) (Figura 1).

Figura 1 — Espécie utilizada neste estudo — Ulva lactuca.

(autor: Camille Chaves em Praia de Piratininga, Niterdi — Rio de Janeiro setembro de 2016 )

A macroalga pode aparecer em abundancia em ambientes em processo de
eutrofizacdo sendo indicadora de qualidade ambiental. Sdo capazes de reproducgéo e
colonizagdo réapidas em ambientes com condi¢cBes favoraveis devido a sua grande

capacidade reprodutiva e tolerancia a condi¢Ges ambientais adversas (Littler, 1980).



Varios estudos utilizando a macroalga Ulva relatam importancia em programas de
avaliacdo de impactos, isto ocorre, pois, a macroalga tem sensibilidades diferenciadas a
varios tipos de contaminantes e dentre as substancias tdxicas que chegam ao meio com
mais frequéncia o amonio e os metais pesados (Claver et al., 2003) podem ser
rapidamente incorporados pela acdo biossorvente da Ulva lactuca para a producdo de

polissacarideos, dai sua importancia como biofiltro em especial das formas nitrogenadas.

A parede celular da Ulva contém uma categoria de polissacarideos denominados
Ulvana e tem sido estudada no desencadeamento de defesas das plantas contra doencas
(Castelar et al., 2014), as unidades sulfatadas da Ulvana demonstram efeitos antivirais e

anticoagulantes (Chiellini & Morelli, 2011).



3.2 LOCAL DE COLETA

A coleta da macroalga Ulva lactuca foi realizada na Praia de Piratininga (22° 57' 16"
S; 43° 05’ 46" O), localizada no municipio de Niter6i no litoral do Estado do Rio de

Janeiro.

Figura 2 — Ulva lactuca encontrada na regido de coleta Praia de Piratininga —
Niteroi/RJ.

(autor: Camille Chaves em Praia de Piratininga, Niterdi — Rio de Janeiro setembro de 2016 )

A espécie em estudo foi coletada manualmente durante a maré baixa em substrato
rochoso onde, visivelmente, se encontrava com relativa abundancia ja que é bastante

resistente a perturbacdes ambientais, como acdo dos ventos e marés. Apds a coleta o



material foi acondicionado em um recipiente isotérmico contendo &gua salgada e, em

seguida, levado ao Laboratdrio de Biogeoquimica da UFRJ.

No laboratério as algas sofreram uma etapa de limpeza manual para a remocéo de
epifitas e animais incrustantes. Posteriormente, as mesmas foram lavadas de forma
intercalada com agua do mar filtrada (0,72um GF/F - Whatman®) e agua destilada, para
remocdao de diatomacea e cianoficeas. Ao final desse processo, as algas foram
acondicionadas em dois erlenmeyers de vidro de 5 L, contendo agua salgada local e
constante aeracdo (Figura 3). As algas permaneceram nesses erlenmeyers durante o

periodo de aclimatacéo.

Figura 3 - Frascos Reserva — acondicionamento inicial das algas.

(autor: Camille Chaves em Laboratdrio de Biogeoquimica da UFRJ — Rio de Janeiro).
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3.3 ACLIMATACAO

O processo de aclimatacdo ocorreu por 96 horas. A dgua do mar do local da coleta foi
substituida por agua do mar artificial livre de compostos nitrogenados e fosfatados
(Instant Ocean Sea Salt) preparadas no laboratoério, contendo 33 g do sal em cada 1000
mL de agua pura. Foram adicionados 4,5 uM de didxido de germénio a cada 5 L de 4gua
artificial, para suprimir o crescimento de diatomacias.

A aclimatacéo foi feita em uma cadmara de incubagdo a 22 °C, com fotoperiodo
12:12 h (claro/escuro), salinidade 33, volume de agua do mar artificial 1000 mL,
irradiancia de 200 uM fotons.m?.s™* (radiacio fotossinteticamente ativa - PAR), 0,2 uUNHa,
1,5 UMNOs, 1,4 uMPOQ4, e 0 movimento da agua foi acionado por compressores de ar
(Boyu modelo 7500), que impulsionam a dgua por meio de bolhas de ar, fazendo com que
as algas circulem no erlenmeyer. Os frascos foram parcialmente fechados para minimizar
a evaporacdo da agua. Durante o processo de aclimatacdo o estado fisioldgico das algas
foi avaliado através das medidas de rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il (Y),

utilizando-se fluorémetro subaquético DIVING — PAM (Walz).
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3.4 EFLUENTE

O efluente (EIE — efluente industrial de elastdbmeros) utilizado nos experimentos foi
cedido pela empresa Nitriflex “Presenca brasileira em elastomeros”, localizada no
municipio de Duque de Caxias, cerca de 40 km ao norte do Rio de Janeiro e tem seu
escritério comercial e administrativo em Cotia na regido de Sao Paulo. O efluente (EIE)
recebido sofreu um pré-tratamento na estacdo de tratamento de residuos industriais
(ETRI) da prépria empresa. O pré — tratamento consiste em uma etapa primaria visando
principalmente a remocdo de solidos em suspensédo e equalizacdo do efluente para em
seguida ser encaminhado a etapa secundaria que utiliza o processo de lodos ativados.
ApoOs as etapas de tratamento biologico e fisico-quimico, o efluente (EIE) foi
encaminhado em tambores plasticos lacrados em transporte proprio da empresa para o

Laboratorio de Biogeoquimica da UFRJ no Centro de Ciéncias da Saude.

No laboratério, o efluente (EIE) passou por ensaios fisico-quimicos para
caracterizacdo. Para a medicéo da temperatura (T °C) foi utilizado um termémetro comum
(mercdrio centigrado); para a salinidade (PSU), um refratdmetro portatil BRIX; para o
pH, um medidor de pHmetro 912 Metrohm e para o oxigénio dissolvido (mg/L) um
oximetro digital. A anélise dos nutrientes (Amonio (N-NHs), Nitrato (N-NOgz), Nitrito (N-
NO;) e Fosfato (P-PO.)) foi realizada em triplicata, segundo 0s métodos,
respectivamente: 5220 Determinacdo de AmoOnio em &gua por FlAstar 5000, 5201
Determinacdo de Nitrato em agua por FIAstar 5000, 5200 Determinacdo de Nitrito em

agua por FlAstar 5000 e 5240 Determinacdo de Ortofosfato em agua por FIAstar 5000.
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3.5 EXPERIMENTO

O experimento no laboratério foi realizado no periodo de 09/10/2016 a
15/10/2016. Para o experimento foram utilizados 24 erlenmeyers com volume individual
de 1000 mL. Para cada frasco foram adicionados 2,0 g de alga. L™ (peso Gmido) de
efluente oriundas dos frascos da aclimatacdo de 96 h. Em seguida cada frasco recebeu
1000 mL do efluente para os quatro tratamentos de concentracdes diferentes, controle e
branco. Quatro réplicas de cada tratamento foram denominadas: 4 erlenmeyers (A)
representam o controle, no qual foi acrescido somente com 1000 mL de agua local e 4
erlenmeyers branco (B) com alga e agua do mar artificial. Os 4 erlenmeyers (1)
representam a proporc¢do de 70% de EIE salinizado, os 4 erlenmeyers (2) representam a
proporcao de 80% de EIE salinizado, os 4 erlenmeyers (3) a proporcdo de 90% de EIE

salinizado, e os 4 erlenmeyers (4) contendo 100% de EIE salinizado (Figura 4).

Figura 4 - Montagem do experimento na camara de incubag&o.

(autor: Camille Chaves em Laboratério de Biogeoquimica da UFRJ — Rio de Janeiro).
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Tanto o fotoperiodo quanto a intensidade luminosa permaneceram iguais ao periodo
de aclimatagdo: 12:12 (claro/escuro) e 200 pmol fétons m? s-1. Para se avaliar a cinética
de absor¢édo do nitrogénio amoniacal livre, 20 mL de amostra de cada frasco, incluindo
controle e branco, foram coletados durante os primeiros 360 minutos do experimento e
encaminhados para andlise do nitrogénio amoniacal livre por injecdo em fluxo no
equipamento FlAstar™ 5000 de acordo com o protocolo de analise 5220 1SO
11732:2005. No equipamento a amostra aquosa contendo ions de aménio livre é injetada
em uma corrente transportadora unida a uma corrente de solucdo alcalina. No encontro
de solucdes o amonio livre é liberado na forma gasosa e difunde por uma membrana
permeavel até uma mistura de indicadores acido-base que reagird com o amdnio gasoso

e uma variacao na cor é medida fotométricamente (Figura 5).

Figura 5 - Fl1Astar™ 5000 Analyser da FOSS.

(autor: Camille Chaves em Laboratério de Biogeoquimica da UFRJ — Rio de Janeiro).

Para se avaliar o desempenho fisiolégico das macroalgas durante o periodo

experimental, foram feitas as medicdes de biomassa. As macroalgas foram retiradas dos
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frascos de Erlenmeyer, secas com um papel toalha e pesadas em uma balanga de alta
precisdo para ser obtido a biomassa Umida, posteriormente a pesagem as macroalgas
foram colocadas em seus devidos frascos para cada tratamento. As estimativas do
crescimento foram obtidas através das taxas de crescimento especifico (SGR) usando a

seguinte formula (equacdo A):

SGR = (100 In (W1 / WY)). t (A)
W, = peso imido inicial; W1 = peso Umido no tempo t (horas) com base em Lobban &

Harrinson (1985).

O estado fisioldgico das algas foi avaliado através das medidas do rendimento quantico
efetivo do fotossitema 11 (), utilizando-se fluorémetro submersivel diving-PAM ®
(Walz, Effeltrich, Alemanha) (Figura 6), que fornece medidas de fluorescéncia da

clorofila a das algas e séo calculadas pela formula (equacéo B):

Y=(Fm-Ft)/Fm (B)

F’m valor maximo da fluorescéncia em uma amostra aclimatadas a luz e F; € o valor de
fluorescéncia no estado estaciondrio numa amostra aclimatadas a luz (Kromkamp e

Forster 2003).

15



Figura 6 - Fluordmetro submersivel diving-PAM ® (Walz, Effeltrich, Alemanha).

(autor: Camille Chaves em Laboratdrio de Biogeoguimica da UFRJ — Rio de Janeiro).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas utilizadas neste estudo foram analises de variancia
ANOVA para verificar a redugdo do aménio pela macroalga Ulva lactuca entre os
tratamentos e comparagOes utilizando o teste de Tukey para verificar diferencas
significativas (p<0,05 nivel de significancia). Todas as analises foram realizadas através

do programa GraphPad Prism™ 7.0.4.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

Os dados obtidos da caracterizagéo inicial do efluente sdo mostrados na Tabela 1.
O efluente apresenta um valor de concentracdo de amonio de aproximadamente 1700 uM,
que equivale a aproximadamente 30 mg/L de N — NHy4" livre. De acordo com a resolugdo
CONAMA n° 430/maio de 2011 que dispde sobre as condicOes e padrdes de langamentos

de efluentes o nitrogénio amoniacal total deve atingir o limite de somente 20 mg/L N.

Tabela 1 - Caracterizacdo do Efluente Industrial.

Parametros Resultados
fon Aménio 1700 uM
Nitrito 240 uM
Nitrato <0,10 uM
Fosfato < 0,05 uM
pH 7,1
oD 5,24 mg/L
Temperatura 22°C
Salinidade 0,9 PSU
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4.2 EXPERIMENTO

Os parametros fisico-quimicos de cada tratamento foram determinados, bem como
a variacdo da biomassa e o rendimento fotossintético (média + desvio padrdo)
correspondentes aos cinco dias de experimento (Tabela 2). Durante os cinco dias de
monitoramento ndo foram observadas variacGes significativas para o pH e temperatura,
no entanto variagOes altamente significativas foram verificadas para a salinidade do meio

e o rendimento fotossintético das algas.

Tabela 2 - Caracterizacdo dos tratamentos propostos para 0 experimento de
biorremediag&o.

Amostras  Salinidade** pH* Temp.* Peso* PAM**
(*/o0) (°C) (9) (Yeld)
Branco 28,8 £0,7 7,99 £ 0,03 20,1+0,2 - -
Controle 28,7+0,7 7,99 £ 0,03 20,2+0,2 2,23 £0,02 0,810 £ 0,021
70% EIE 283x1,1 7,94 £ 0,04 20,4 +0,1 2,22 +0,04 0,797 £0,024
80% EIE 28,7+£1,2 7,90 £ 0,02 20,2+0,1 2,24 £ 0,03 0,796 £ 0,021
90% EIE 284 +1.4 7,96 + 0,05 204 +0,1 2,24 £ 0,03 0,795 = 0,027
100% EIE 29,012 8,06 £ 0,01 20,5%0,2 2,23 +0,04 0,785 +£ 0,033

* variagOes significativas (p < 0,05); **varia¢Oes altamente significativas (p < 0,001); #variaces ndo significativas
(p >0,05)

Durante o periodo experimental o peso da biomassa foi monitorado para se avaliar
a taxa de crescimento especifico da macroalga entre os tratamentos conforme apresentado
na Tabela 3. N&o houve variagéo significativa do peso da biomassa entre os tratamentos,

porém teve variacao entre os dias de tratamento (Anexo 4).
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Tabela 3 — Taxa de crescimento especifico médio dos tratamentos.

Tratamento TCE médio

Controle 591 % dial+1,11
70% 2,48 % dial + 1,80
80% 4,76 % diat + 1,99
90% 2,35 % dial + 0,33
100% 2,50 % dial + 0,53

O desempenho fisioldgico das algas foi monitorado para se avaliar possiveis danos
a capacidade fotossintética durante o periodo de exposi¢éo das algas ao efluente conforme

apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Rendimento quéntico efetivo PSII de U. lactuca em diferentes concentragdes
de efluentes. Variagdo da biomassa e crescimento especifico de U. lactuca durante os 360
minutos de experiéncia. As barras verticais representam + SD para 0s meios (n = 4). As
letras sobrescritas referem-se aos resultados de Tukey (ANOVA).
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4.3 EFICIENCIA E CINETICA DE ABSORCAO DO AMONIO

Os valores de eficiéncia de absorcao (%) da macroalga Ulva lactuca foram registrados

durante o periodo de 360 min de experimento (Tabela 4).

Tabela 4 — Eficiéncia de absorcdo (%) da Ulva lactuca para o Aménio nos
tratamentos de 70, 80, 90 e 100% de EIE, obtidos no experimento de absorgao cinética.

Tratamentos N - NH,"
Minimo Maximo
70 % 16,30+0,502 68,38+2,46"
80 % 9,82+3,217 66,69+5,52°
90 % 19,95+0,242 67,24+0,25P
100 % 15,83+0,972 48,3316,64°

a; b, referem-se aos valores de eficiéncia obtidos apds 15 min e 360 min de

incubacéo respectivamente.

A absor¢do da Ulva lactuca obtida apds 360 min de incubacédo foi significativa
em todos os tratamentos (Tabela 4). A macroalga estudada apresentou os valores mais
baixos de absor¢do nos primeiros 15 minutos de incubacao, enquanto os valores maximos
foram registrados no final do experimento (5h) (Tabela 4). A eficiéncia de absorc¢do da

Ulva lactuca foi superior nos tratamentos que possuiam as menores concentragdes do
. . ~ +
efluente, sendo registrada uma maior reducéo do N-NH, para o tratamento com 70% do

efluente (68,38%) conforme observado na Figura 8.
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Figura 8 — Reducdo do amonio pela macroalga U. lactuca em agua artificial (controle) e
em diferentes concentragdes de efluente durante 360 minutos.

As reduc0es das concentracGes de amonio ao longo do experimento influenciaram

sobre as velocidades de absorcdo (V) que apresentou uma diminuigcdo significativa

(Figura 9).
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Figura 9 - Taxas de absor¢do do aménio pela Ulva lactuca em diferentes intervalos de
tempo em funcdo da concentracdo do substrato (Funcdo ndo linear do Modelo de

Michaelis-Menten).
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A velocidade méxima de absorgéo foi obtida nos periodos iniciais de incubacao até
60 min de experimento. A medida que o tempo aumentava a velocidade de absorgéo foi
reduzida e o experimento apresentou caracteristicas de cinética de Michaelis-Menten, os

parametros cinéticos foram entdo calculados (Tabela 5).

Tabela 5 — Parametros cinéticos (Vmax, Ks, Vmax/Ks) da equacdo de Michaelis-Menten
obtidos a partir das velocidades de absorcéo da Ulva lactuca para o amonio.

Parametro N-NH4*
V maximo 1342
(uMg1DMh1)
Ks 84,4
(LML)
Vmax/Ks 15,8

*DM — Peso seco; R square 0,77

5. DISCUSSAO

Os estudos de biorremediacdo sdo importantes para ampliacdo das tecnologias a
respeito da redugdo dos impactos gerados pelas grandes atividades industriais. As
industrias vem investindo em meios de minimizar os impactos de suas atividades e
proteger seus préprios interesses depois que passaram a compreender a importancia do
equilibrio ecoldgico, o potencial das algas marinhas como componentes de alimentos,
cultura e biorremediacdo controlada levando em consideragdo os aspectos ambientais,

sociais e de imagem (Neori et al., 2007).

Os compostos nitrogenados sao grandes causadores de impactos no ambiente marinho

(Liu et al., 2010). Estudos envolvendo a biorremediacdo de compostos nitrogenados, em
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laboratorios, permitem um maior controle dos parametros abidticos que permanecem
individualmente controlados. O crescimento das macroalgas pode ser influenciado por
esses fatores, como disponibilidade de nutrientes, luminosidade, salinidade, temperatura

e movimento da agua (Kim et al., 2008).

Durante este estudo o desenvolvimento da Ulva lactuca foi pouco afetado pelos
parametros monitorados. As analises de regressdo indicaram que ndo houve variagdo
significativa (ANOVA p>0,05) para o pH e para a Temperatura, no entanto foi observada
variacdo altamente significativa para salinidade e rendimento fotossintético (ANOVA
p<0,001). Em geral, variacdes nesses parametros podem interferir em diversos aspectos
no processo de biorremediacao, uma vez que existem relatos que variagdes de salinidade
podem limitar o crescimento das macroalgas em periodos de extrema seca ou chuva
excessiva as macroalgas costumam apresentar mecanismos que contrabalangam a
disponibilidade de recursos e fatores limitantes (Ramus & Venable, 1987; Flexuosa et

al., 2008).

Estudos desenvolvidos tanto em laborat6rio quanto em campo apresentaram faixas de
variacao de salinidade durante o monitoramento do crescimento de macroalgas do género
Ulva (18 — 30 °/50) (Chen & Zou, 2015; Li et al., 2017). Neste trabalho o desenvolvimento
da Ulva lactuca foi influenciado pela salinidade que variou entre 27 — 30 % , uma
variacdo mais baixa se comparada a faixa 6tima de crescimento. Os baixos valores de
biomassa e TCE coincidiram com a diminui¢do da salinidade no segundo dia do
experimento e com o aumento da salinidade no final do (5 dias) experimento conforme

os graficos anexos (1 e 4)

Em relacdo ao desempenho fisioldgico, os desempenhos fotossintéticos das algas
diminuiram apods entrarem em contato com o efluente em suas diferentes concentracdes

(70, 80, 90 e 100%) (figura 2 do Artigo anexo). Ndo houve variacdes significativas
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(ANOVA p>0,05) relacionadas a concentracdo do efluente e todos os tratamentos
apresentaram maior desempenho fotossintético comparado ao controle. Esses resultados
demonstram que o efluente afetou as fungdes fotossintéticas das algas mas néo
negativamente se comparado ao valor minimo (0,67) necessario para a manutencao

fotossintética proposto por Falkowski e Raven (2007).

A presenca do N-NH." (nitrogénio amoniacal) foi outro fator que influenciou o
crescimento da macroalga de forma significativa. Durante esse experimento, foi
observado um aumento de biomassa média entre os tratamentos de 0,036 dia* + 0,009.
Pedersen & Borum (1997), relatam um crescimento médio da Ulva lactuca de 0,07 d?,
Ben-Avri et al. (2014) utilizando Ulva em sistemas de marinocultura registraram uma taxa
de 0,1 dia+ 0,09 e Kim et al. (2008), relatam um crescimento de 0,05 - 0,16 d* para a
Porphyra linearis.

Estudos apontam que a disponibilidade de nitrogénio pode ser considerada fator
limitante no crescimento e desenvolvimento de algas marinhas. Geralmente adicdo de
nitrogénio aumenta a atividade fotossintética e o crescimento de biomassa (Corey et al.,
2013; Hurd et al., 2014; Malta et al., 2005). O nitrogénio é incorporado em muitas
macromoléculas organicas (proteinas, acidos nucleicos e pigmentos); sintese de clorofila

a (Chl a) e de ficoeritrina (Pe) também requerem nitrogénio (Lobban & Harrison 1997).

A eficiéncia de biorremediacdo da macroalga foi elevada para todos os tratamentos.
Neste experimento foi constatada uma remogdo significativa do N-NHs" (nitrogénio
amoniacal) do efluente pela Ulva lactuca, ndo sendo observadas diferengas significativas
(p>0,05) entre as taxas de remogao para os tratamentos 70, 80, 90 ¢ 100% (= 0,020 uM
gl min) do efluente, demonstrando que a alta concentragdo de nitrogénio (~1700 pM)
ndo afetou a atividade e a incorporacdo do nitrogénio pela alga. Os valores maximos

(tabela 3) de eficiéncia de absorcdo do nitrogénio obtidos no experimento (70%EIE —
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68,38%; 80%EIE — 66,69%; 90%EIE — 67,24% e 100%EIE — 48,33%) foram inferiores
aos dados encontrados na literatura, no entanto o tempo de experimento (5 h) e a biomassa
utilizada foram menores que os apresentados na literatura. Sode et al. (2013) utilizaram a
Ulva lactuca durante 18 dias para biorremediar agua residual de lodo de esgoto digerido
anaerobicamente e obtiveram uma faixa de 83 — 143% de remocdo do Nitrogénio em
diferentes concentragdes (6, 12 ¢ 25 100 uM N). Liu et al. (2010), utilizando a Ulva
pertusa em tanques de sistemas de recirculagdo no cultivo de “pepinos do mar”
removeram 68% do N — NH;" a uma taxa de 0,459 gNm=2d? durante 90 dias de
experimento. Rabiei et al. (2014), removeu 100% do N — NH4" do efluente da cultura de
camardo em 12 h com a Ulva reticulata em um experimento que durou 12 dias. Os
diferentes valores de remocdo observados nesses trabalhos podem ser atribuidos as
diferencas fisiologicas interespecificas das algas utilizadas, ao tempo de incubacdo de

cada experimento e, principalmente, aos valores das concentragdes iniciais dos nutrientes.

Para se avaliar melhor a eficiéncia de absorcdo do amodnio pela macroalga os
parametros cinéticos também foram medidos e calculados. Segundo Pedersen & Borum,
1997, nos primeiros instantes em que a macroalga é exposta ao nutriente, ela o absorve e
geralmente excede 0s requerimentos para 0 seu crescimento, e em seguida a absor¢éo se
torna controlada havendo uma diminuicdo da velocidade com taxas relativamente
constantes, esta € a fase em que ocorre a diminuicdo do N amoniacal do meio, e
consequentemente, a diminuicdo da capacidade de absorcdo da macroalga. Essa
diminuicdo da capacidade de absorcdo constitui uma importante estratégia para a

sobrevivéncia das macroalgas localizadas em areas eutrofizadas (Carneiro et al., 2007).

Utilizando o modelo de Michaelis-Menten os valores obtidos para Velocidade
maxima de absorcdo (Vm) e constante de meia saturacdo (Km) foram,

respectivamente, 1342 uMgDMh? e 84,4 uM, até 60 minutos. Estes valores elevados

25



podem ser relacionados a capacidade especifica da macroalga de assimilar o N amoniacal
mais rapidamente que outras formas de nitrogénio como N-NOz e N-NOz pois ndo gastam
energia na utilizagdo de enzimas de transformacao (D Elia & Deboer, 1978; Abreu et al.,
2011). Um alto valor de Vmax indica que a macroalga possui uma maior afinidade ao
nutriente quando encontrado em concentragdes elevadas, enquanto que as espécies que
possuem baixos valores da Km demonstram uma maior afinidade ao nutriente em baixas
concentracOes ( Lobban et al. 1985; Carneiro et al., 2011). Em geral a absor¢édo do N —
NH4" em baixas concentra¢@es se torna mais lenta por ela ser realizada contra o gradiente
de concentracdo enquanto que em ambientes com altas concentragdes o gradiente quimico
permite a entrada livre do nitrogénio amoniacal por difuséo passiva, disponibilizando uma
forma mais répida de absorcdo para a alga (Carneiro et al., 2007; Hurd et al., 2014;

Phillips & Hurd, 2004).

Luo et al. (2012), avaliaram a capacidade de absorcdo do Nitrogénio amoniacal
das macroalgas Ulva prolifera e a Ulva linza e obtiveram respectivamente, V méax 284,60
uMgDMh?te 250 uMgtDMh?, para concentragdes iniciais de até 200 uM de N- NH4",
sugerindo assim que esses valores altos demonstram vantagem competitiva das algas na
absorcdo do N-NH4* com relacéo a outros nutrientes. Sun et al. (2015), relatam uma taxa
de absorcio de 160 uMg*DMh™ para a Ulva prolifera com concentragdes iniciais de até
300 uM de nitrogénio sugerindo que a macroalga foi significantemente afetada pela alta
concentracdo de nitrogénio e pela exposicdo a luz, além disso demonstra que os valores
de nitrogénio encontrados no tecido das algas ndo correspondem aos valores calculados
de absorcdo de nutrientes indicando que a macroalga regula as taxas de absorcdo dos
nutrientes rapidamente mas a atividade enzimatica a curto prazo ndo esta diretamente

ligada a concentracao do nutriente.
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Fujita (1985), ja relatava taxas altas de absorcdo (216 uMg*DMh™) em meio de
altas concentragdes de nitrogénio (200 uM) pela Ulva lactuca deixadas em periodo de
jejum com caracteristicas de cinética de Michaelis-Menten. A elevacdo da taxa de
absorcdo de nitrogénio ap6s um periodo de baixa disponibilidade e posterior
armazenamento foi proposto como mecanismos que permitem que as macroalgas

mantenham crescimento quando o suprimento de N é baixo (D'Elia & DeBoer; 1978).

Os valores para Ulva lactuca relatados neste trabalho corroboram dados previamente
descritos na literatura, visto que a macroalga foi exposta a concentragdes iniciais de
nitrogénio de aproximadamente 1700 uM apds um periodo de 96 h de jejum, ¢ atestam a

viabilidade de usar esta espécie para o tratamento de efluentes de elastdmeros.

6. CONCLUSAO

Em sintese, com base nos resultados obtidos, pode-se verificar a capacidade de remocao
do nitrogénio pela macroalga estudada nas diferentes concentragdes do efluente utilizado.
Além disso, a taxa de crescimento positiva observada nos experimentos e o
monitoramento das funcdes fotossintéticas da macroalga demonstram que a macroalga
cresce em ambientes eutroficos. O modelo cinético de Michaelis-Mentem descreveu a
absorcdo do aménio conforme o esperado, demonstrando a capacidade especifica que a
macroalga Ulva lactua tem de absorver rapidamente 0 amonio. Dessa forma podemos
considerar que essa espécie pode ser utilizada como biofiltro no tratamento de efluentes

oriundo da industria de elastdmeros.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Variacdo da salinidade durante o periodo do experimento (2way ANOVA,;
P<0,0001; F=5,38)
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Anexo 2 — Variacdo do pH durante o periodo do experimento (2way ANOVA;
P=0,7098; F=2,28)
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Anexo 3 — Variacdo da Temperatura durante o periodo do experimento (2way ANOVA,;
P=0,3470; F=5,4)
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Anexo 4 - Variagdo da biomassa de algas durante o periodo do experimento (2way
ANOVA; P=0,5187; F=0,95)
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Anexo 5 - Artigo: Bioremediation potential of the macroalgae Ulva lactuca
(Chlorophyta) for ammonium removal from nitrile rubber effluents
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