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APRESENTACAO

A obra “A Preservacdo do Meio Ambiente e 0 Desenvolvimento Sustentavel”
no seu primeiro capitulo aborda uma publicacdo da Atena Editora, e apresenta, em
seus 25 capitulos, trabalhos relacionados com preservacdo do meio ambiente € 0
desenvolvimento sustentavel.

Este volume dedicado a preservacdo do meio ambiente € o desenvolvimento
sustentavel, traz uma variedade de artigos que mostram a evolugédo que tem
acontecido em diferentes regides do Brasil ao serem aplicadas diferentes tecnologias
gque vem sendo aplicadas e implantadas para fazer um melhor uso dos recursos
naturais existentes no pais, € como isso tem impactado a varios setores produtivos e
de pesquisas. Sao abordados temas relacionados com a producdo de conhecimento
na area de agronomia, robética, quimica do solo, computacéo, geoprocessamento de
dados, educacdo ambiental, manejo da agua, entre outros temas. Estas aplicacdes
e tecnologias visam contribuir no aumento do conhecimento gerado por instituicbes
pUblicas e privadas no pais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata 0s recentes avancos cientificos e tecnoldgicos na
Preservacao do Meio Ambiente e o Desenvolvimento Sustentavel, os agradecimentos
dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area do meio
ambiente e o desenvolvimento sustentavel, assim, contribuir na procura de novas
pesquisas e tecnologias que possam solucionar 0s problemas que enfrentamos no dia
a dia.

Jorge Gonzalez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 25

AVALIAGAO DA EFICACIA DA BIORREMEDIAGAO
EM TERMOS DE REMOCAO DA ECOTOXICIDADE
ASSOCIADA AO SEDIMENTO SEMA

Odete Goncalves
Universidade Federal da Bahia, Departamento de

Ciéncias da Biointeracéo, Instituto de Ciéncias da
Salde, UFBA. Salvador-Bahia.

Paulo Fernando de Almeida
Universidade Federal da Bahia, Departamento de
Ciéncias da Biointeracéo, Instituto de Ciéncias da
Salde, UFBA. Salvador-Bahia.

Cristina Maria A. L. T. M. H. Quintella
Universidade federal da Bahia, Departamento
de Fisico/Quimica, Instituto de Quimica. UFBA.
Salvador-Bahia.

Ana Maria Alvares Tavares da Mata
Instituto Politécnico de Setlbal. Escola Superior
de Tecnologia de Setlubal, IPS. Setubal-Portugal.

RESUMO: Na problematica da industria
de producdo pode-se citar os residuos
gerados e sua destinacdo ao meio ambiente,
consequentemente a contaminagdao ambiental
como a industria de mineracdo na geracao
de residuos minerais. Houve um acidente
com rompimento da Barragem de Fundéo, de
rejeitos de mineracdo de ferro, no municipio
de Mariana/MG. Foram utilizados para no
processo de biorremediacdo 0s rejeitos de
mineracao com um consorcio microbiano no
qual se obteve o0 sedimento biorremediado e
0s produtos biopolimero, cristais residuais.
Apbs caracterizacdo se avalia aqui a eficacia

A Preservacao do Meio Ambiente e 0 Desenvolvimento Sustentavel

da biorremediacdo e validacdo do processo e
produto com teste de ecotoxicologia a fim de
viabilizar estes ou seus compostos moleculares
para o setor industrial, farmacos, cosméticos,
petroliferoecompdsitosede servicos/processos,
conforme sua aplicacdo. Neste contexto, este
trabalho avalia a inibicdo do crescimento das
microalgas Pseudokirchneriella subcapitata
com as amostras estudadas. Foram feitos cinco
testes no rejeito de mineragcdo em culturas
triplicatas e em ambiente estéril. A leitura da
absorvéncia a 450 nm em espectrofotdmetro na
gama UV-VIS com o periodo do teste por 72:00h.
Se aplicou a equacao DESVPAD com o calculo.
A microalga Pseudokirchneriella subcapitata
apresentou 51% de reducdo da ecotoxicidade no
sedimento biorremediado rejeito de mineragéo-
SEMA. Confirma assim, menor toxicidade,
0 que se torna importante para a validacio
do processo de biorremediacao e atende aos
principais requisitos para o desenvolvimento
sustentavel.
PALAVRAS-CHAVE:
Microalgas. Biorremediacao.
Mineracéo

Ecotoxicologia.
Residual de

ABSTRACT: In the problem of the production
industry can be mentioned the waste generated
and its destination to the environment,
consequently the environmental contamination
as the mining industry in the generation of
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mineral waste. There was an accident with rupture of the Funddo Dam, from iron ore
tailings, in the municipality of Mariana / MG. In the bioremediation process, mining
wastes were used with a microbial consortium in which the bioremediated sediment
was obtained and the biopolymer products, residual crystals. After characterization, the
efficacy of bioremediation and validation of the process and product with ecotoxicology
test is evaluated in order to make these or their molecular compounds feasible for
the industrial sector, pharmaceuticals, cosmetics, petroleum and composites and
services processes, according to their application. In this context, this work evaluates
the inhibition of the growth of the microalgae Pseudokirchneriella subcapitata with the
samples studied. Five tests were done on the mining tailings in triplicate cultures and in
a sterile environment. Absorbance reading at 450 nm in a spectrophotometer in the UV-
VIS range with the test period at 72: 00h. The STDEV equation was applied with the
calculation. The microalgae Pseudokirchneriella subcapitata presented 51% reduction
of ecotoxicity in the bioremediated sediment-mining-SEMA sediment. It confirms,
therefore, less toxicity, which becomes important for the validation of the bioremediation
process and meets the main requirements for sustainable development.
KEYWORDS: Ecotoxicology. Microalgae. Bioremediation. Residual of Mining.

11 INTRODUCAO

A fim de sanar a problematica ambiental, diversas técnicas, fisicas, quimicas e
bioldgicas, estdo sendo desenvolvidas, possibilitando a remo¢éo ou a degradacéo in-
situ ou ex-situ de petréleo derramado e rejeitos potencialmente téxicos, reduzindo assim
seus efeitos nocivos sobre 0 ecossistema. Segundo, Bento (2003), a biorremediacéo é
uma alternativa viavel e promissora para o tratamento de solos contaminados. O termo
biorremediacéo foi introduzido para descrever 0 processo de utilizacdo de agentes
biolégicos, principalmente microrganismos, para remoc¢ao de residuos toxicos do
ambiente (KUMAR et al., 2011). Esta técnica usa bactérias, fungos ou plantas para
degradar ou desintoxicar substancias perigosas para a saude humana e/ou o0 ambiente.
Os autores Aislabie (2004) e Marin (2006) vém alertando, quanto a necessidade de
estudos especificos relacionadas com a remediacdo de sitios contaminados.

A Ecotoxicidade atualmente estd sendo Util como meio de avaliar 0s solos,
ambientes aquaticos entre outros, para isso programas de monitoramento em
ambientes aquaticos tém sido desenvolvido utilizado peixes e bivalves, nos quais 0s
organismos indicam o0 grau de contaminantes toxicos existentes, sendo portanto os
biomonitores ambientais (CAJARAVILLE et al., 2000). Os autores salientam que estes
(mexilhbes e ostras) possuem caracteristicas biolégicas e ecoldgicas potencializadas
para a utilizacdo como biomonitores (CHEUNG et al., 2001; NIYOGI et al., 2001;
MORILLO; USERO; GRACIA, 2004). Também a Ecotoxicidade se mostra eficiente no
processo de investigacao pela fitotoxicidade, na qual foi utilizada a Lactuca sativa em
ensaios/teste de germinacao de crescimento (JUSTINO et al., 2009).
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Ultimamente em recentes décadas, € crescente 0s estudos de ecotoxicidade
como meio de mapear as particulas em meio aquatico sobretudo o advindo dos efeitos
das transforma¢des em nanoparticulas, cujo estudo esta a indicar que ha um maior
estresse em agua doce em vez de agua salgada ou terrestre espécies. (CORSI et
al., 2014; LIBRALATO, 2014; MINETTO et al.,, 2014; LOFRANO et al., 2016). Ao
que se conclui que a agua salgada possui uma matriz complexa que impulsiona as
nanoparticulas (metais-traco oun&o) para ainstabilidade e consequentemente promove
a rapida reacdo com formacao de formas aglomeradas/precipitadas (CALLEGARO et
al., 2015). Entretanto, Guilherme, et al., (2005) através de estudos, concluiu que, em
determinadas concentragcdes ou associacdes alguns metais pesados, identificados
como elementos-traco, podem ser nhecessarios ao metabolismo dos micro-organismos.

As microalgas sao normalmente utilizadas em testes bioensaios toxicolégicos
pelo fato de serem sensiveis a substancias estressoras de diferentes tipos de poluicao,
tornando-as de sumaimportancia para o monitoramento ecolégico ambiental, sabendo-
se que estas se mostram limitantes quanto as variaveis de iluminacao e aeracédo para
0 seu crescimento, (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2003; SIPAUBA-TAVARES et al.,
2009).

Estudos apontam que os testes de ecotoxicologia terrestre visam mapear
0S possiveis impactos de substancias ou residuos que diariamente contaminam o
ambiente como os pesticidas e lodos de esgoto (FORSTER et al., 2004; DOMENE ET
AL., 2007); outrossim almejam avaliar os metais pesados ou petrdleo e seus efeitos
destrutivos nas contaminag¢des de areas ambientais ja impactadas (LUZ et al., 2004).
Araujo e Monteiro (2007), alerta para alteragdes, com 0 uUso excessivo de pesticidas,
fertilizantes, residuos urbanos e industriais.

De modo geral as algas sdo organismos presentes em ecossistemas aquaticos,
onde elas incorporam energia solar em biomassa, realizando a fotossintese, sao
autétrofos, produzem oxigénio, sendo estruturalmente menores e menos complexos
do que as plantas predominantemente terrestres (GRAHAM; WILCOX, 2000).
Existem varios grupos taxondmicos de microalgas marinhas, entretanto os principais
componentes do fitoplancton marinho s&o as diatomaceas e os dinoflagelados
(LOBBAN: HARRISON; DUNCAN, 1985).

Para este trabalho foram utilizadas as espécies microalga Pseudokirchneriella
subcapitata que € uma microalga unicelular, uma cultura de algas verdes com células
lunadas, muito sensivel a substancias toxicas, incluindo metais em ambientes de agua
doce (MILLER, et al., 1978). A avaliacdo do impacto ecotoxicoldgicos é permitida por
um método para determinar os efeitos dos téxicos quando da reducdo do crescimento
de microalgas. Esta ocorre durante o periodo exponencial de seu crescimento, durante
72 horas, como resposta da exposicao a varias concentracdes de uma substancia de
teste.

O objetivo deste trabalho € avaliar a eficacia da biorremediacdo em termos da
remog¢ao da ecotoxicidade associada ao sedimento rejeito de mineracdo-SEMA, e
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0s possiveis efeitos de toxicidade das amostras sobre o0 crescimento de microalgas
Pseudokirchneriella subcapitata de agua doce em meio estéril.

2 | MATERIAL E METODOS

Adaptacao da metodologia utilizada — O teste de ecotoxicidade utilizado foi
adaptado do regulamento Jornal (anexo) EC 761/2009-anexo IV (método equivalente
ao OECD TG 201). Os organismos de ensaio em fase de crescimento exponencial sao
expostos a substancia em estudo em culturas em meio liquido, entre 72 a 96 horas.
A biomassa das culturas de controle deve aumentar exponencialmente num fator de
pelo menos 16 durante as 72 horas de ensaio. Esse valor corresponde a taxa de
crescimento especifica de 0,92 dia—1.

O principio do ensaio baseia-se em determinar os efeitos de uma substancia
sobre o0 crescimento de cianobactérias e/ou microalgas de agua doce. Como
resposta do sistema é observado a reducdo do crescimento numa série de cultura
de microalgas. Determinada as taxas médias de crescimento especifico registradas
numa série de solucdes de ensaio, a concentracdo que causa uma inibicdo da taxa de
crescimento de x % (p. ex.: 50 %) € decodificada e expressa como EC, (nesse caso,
EC,,)- Sabendo que o ensaio de controle (auséncia da substéncia) € essencial para
este célculo, sendo a taxa de crescimento de referéncia. A biomassa inicial para a
microalga Pseudokirchneriella subcapitata foi a concentracdo de 5 x 10°% -10* células/
mL. As séries de concentracdes estima-se uma gama que cause uma inibicdo de 5-75
% de crescimento. Ensaio e controle foram conduzidos com trés replicados.

Solucédes e Inéculo - Meio de crescimento: MBL Medium - Foi utilizado o
meio MBL Medium (NICHOLS, 1973), os quais contém vitaminas que auxiliam no
crescimento de células com potencial de aumento de 16 vezes mais em 3 dias. A
solucdo MBLx2 foi esterilizada (121°C, por 15 min) em frasco SHOT.

As cepas das microalgas foram procedentes por aquisi¢do junto a empresa
CAROLINA 15-2520, em meio de cultura Alga-Gro® Freshwater (Figura 1A e 1B),
como sendo a temperatura de crescimento ideal em 22 graus Celsius em um alto nivel
de luz de 200 a 400 pés de luz fluorescente 18 a 24 “da cultura para este organismo-
teste. Pseudokirchneriella subcapitata foram as espécies utilizadas que &€ uma
microalga unicelular, uma cultura de algas verdes com células lunadas, muito sensivel
a substancias tdxicas, incluindo metais em ambientes de agua doce. Esta espécie,
tornou-se requisitada cientificamente em estudos de avaliacdo, ecotoxicidade de
agentes quimicos (MILLER, et al., 1978).
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Figuras 1A e 1B — 1A Apresenta embalagem da aquisicdo das microalgas junto a empresa
CAROLINA 15-2520, em meio de cultura Alga-Gro® Freshwater. 1B Foto das microalgas quanto
a cor e formato que se apresentam.

Autor: www.google.com

Para adaptar as microalgas as condi¢cdes de ensaio e garantir que se encontrem
na fase de crescimento exponencial, foi preparada a cultura de inbculo com verificacao
dos padrdes normais conforme método para a estirpe. Preparacao da solucdo mae
1 — As manipula¢bes sao feitas em condi¢des estéreis, perto de uma chama e com
vasos previamente esterilizados por autoclave. Foram colocadas as microalgas méaes
para crescer, proporcional a 10 ml em 250 ml, acondicionados 2 balbes estéril de 500
ml em solu¢&o aquosa.

Preparacdo da solucdo mae 2 — Inicialmente foi feito a leitura da absorvéncia
da solucéo mée 1, apds os 3 dias de crescimento. A partir do valor obtido, foi calculado
a quantidade de solucdo mée 1 para obter uma absorvéncia entre 0,1 e 0,2 para
solucéo mae 2.

Justificativa para a escolha das amostras — Foram selecionadas para estudos
as amostras advindas do acidente rompimento da Barragem de Fund&o, contendo
65 milhdes de m® de rejeitos de mineragdo de ferro, no municipio de Mariana/MG,
codificado aqui como Sedimento de Mariana — SEMA, por ser um rejeito rico em
inorganicos (CPRM - 2015). Os rejeitos inorgénicos afetaram os cursos de agua e
solos a jusante. A biorremediacao, portanto, tornou-se uma alternativa promissora,
ecologicamente correta (ATLAS, 1995), buscando explorar a diversidade genética
e a versatilidade metabdlica microbiana para a transformacédo de contaminantes
com eficiéncia na degradacdo dos poluentes. Como a reducdo destes rejeitos € de
suma importancia para os ciclos biogeoquimicos naturais, se realizou um processo
de biorremediacdo com consércio microbiano constituido de fungos das espécies
Aspergillus spp e Penicillium spp, envolvendo um protétipo “Estacéo de Tratamento”
com objetivo de recuperar sedimento impactado, reduzindo os contaminantes
inorganicos.
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A fim de possibilidade uma melhor qualidade de vida, devolvendo aos seres um
habitat mais natural o meio ambiente saudavel foi construido o protdtipo “Estacéo de
Tratamento” de “frame” metalico 1,50m L x 1,30m P x 1,30m A (BR PI BR 10 2012
033531 0). Possui uma abertura superior para a inje¢cao do consoércio microbiano e
abertura lateral para remocao e descontaminacdo. Contém o espalhamento, recipiente
com 0,90 m X 0,60 m com abertura para queda livre e press&do no fosso levando ao
tanque reservatério de 41 cm X 36 cm com profundidade de 34 cm, para 0 processo
de mineraliza¢&o e solubilizacdo dos mineralbides.

Além da reduc¢ao da toxicidade dos residuos ha ainda a possibilidade de reciclar
0S compostos inorganicos para emprego em compositos industriais como matéria
prima. Isto porque, foi obtido na biorremediacéo a producao de biopolimeros e outros
bioativos cristalizados supostamente com aplicacédo em biotecnologia e materiais.
Portanto, em protétipo, foi feito processo de biorremediacdo, com a aplicacdo de
consorcio microbiano (BR Pl 1004444-2 A2, 2010, INPI) e se obteve a producéo
de biopolimeros (BR, Pl 11 05 932-0, 2011) (Figura 2A), cristais residuais (BR PI 11
05 934-6, 2011) (Figura 2 B) e sedimento biorremediado (Figura 2 C). As amostras
foram caracterizadas por instrumentos analiticos como RMN, FT-IR, MEV (Tabela 1),
Difratometria de Raios-X entre outros, se encontram em quantidade disponivel.

Figura 2A, 2B, 2C. - 2A. Producéo de biopolimeros em tanque reservatério do prototipo
reservatério experimental; 2B. Sintetizacéo de cristais residuais, apos 90 dias de
biorremediacéo; 2C. Sedimento biorremediado, resultante da biorremediagdo com
aglomerac¢des de inorganicos.

Fonte: autoria prépria

Elementar Concentracao % Massa/Peso %
Oxigénio 34,36 42 22
Aluminio 2,98 5,55

Silicio 9,53 17,59
Potassio 0,34 0,63
Ferro 15,00 34,00

Tabela 1. Sedimento SEMA inorganico Elementar analisado por MEV

Autor: autoria prépria.
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Sendo assim, para melhor comparacéo de dados e com compromisso de analisar
cada uma das amostras com seu percentual de toxicidade, foram formados dois blocos
de analises. Inicialmente com 3 testes de ensaio (Testes 1, 2 e 3), durante 3 dias (72:00
h) e outro com 2 testes de ensaio (Testes 3 e 4) durante 4 dias (96:00 h).

Preparacéo das amostras com a substancia em estudo - Como sdo amostras
sélidas resultantes de biorremediacdo de rejeitos inorganicos, utilizou-se conforme
a literatura, método OECD TG 20, 10g/L. Foram pesados 2g de cada amostra estas
foram colocadas em Erlenmeyer para serem diluido em 100 mL de agua destilada em
uma proveta. Em seguida foi transferido para um Erlenmeyer de 250 mL com bagueta
e colocado para agitar por 1hora (Figura 3A). Sendo em seguida colocadas em proveta
de 100 mL para descanso e decantacao (Figura 3B), foi filtrada com cuidado para n&o
arrastar sélidos. Apds este periodo, para as amostras ainda com forte coloracéao, foi
centrifugado no aparelho Kendro/Hareus Biofuge, em 5.000 rota¢des por tempo 5 min,
a 24°C de temperatura; sendo portanto filtrado, tornando a solug¢éo limpida e colocado
em tubo de ensaio para ser esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min. Para cada
solucéo filtrada da amostra, 100 mL de agua destilada para 17 Erlenmeyer de 50 mL e
3 Erlenmeyer de 250 mL, na propor¢édo 50% / 50%.

Figura. 3A, 3B. Experimental amostras no aguecedor magnético e proveta em decantacéo

Fonte: autoria prépria

Preparo de solucdées meio MBL2x + microalgas —Para a solucdo MBLx2+algas
apds o arrefecimento da autoclave, foi adicionado ao frasco SHOT a quantidade de
inbculo de 250 mL de microalgas necessarias para uma absorvéncia inicial de 450 nm
entre 0,2 ou 0,3. Houve também 0 preparo da concentracdo da solucdo-mae (Figura
4A) de dicromato de potassio 2 mg/L para ser diluido e utilizado no percentual de 50%/
50% com as microalgas como inibidor de crescimento no teste. As manipulacbes
foram feitas em condi¢cdes estéreis, perto de uma chama (Figura 4B). Utilizando os
Erlenmeyer esterilizados de 250 mL preparou-se inicialmente o branco (controlo) com
o total de 5 réplicas de 20 mL, em seguida se repetiu para cada uma das amostras
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solugdes finais: 50 ml de amostra + 50 ml de MBL2x + microalgas, as quais foram
inoculadas por 72:00 h, seguindo as mesmas condices adequadas de assepsia
(BLANKLEY, 1973; HAMILTON, 1973; CETESB, op.cit). Foram condicionadas na
estufa de incubacdo com termdémetro aparente a 22°C, com as luzes ligadas e controle.

Figuras 4A e 4B - 4A. Preparacdo das amostras solucdo-mae do inibidor dicromato de
potassio 2 mg/L; 4B. Preparo e manipulacdo das amostras teste em condicdes estéril.

Autor: autoria prépria

Validade do ensaio — Um ensaio € considerado valido quando satisfaz os
seguintes critérios de desempenho:

+ A biomassa das culturas de controlo deve ter aumentado exponencialmente
num fator de pelo menos 16 durante as 72 horas do periodo de ensaio.

« O coeficiente médio de variacdo das taxas de crescimento especifico nas
culturas de controle ndo deve exceder 0s 35 %.

« O coeficiente de variacdo das taxas médias de crescimento ndo deve exce-
der 7 % nos ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata.

Aavaliacdo dainibicdo do crescimento foi realizada por analise diariadas amostras
em Espectrofotdmetro UVVis Evolution 160, Thermo Fisher Scientific, Madison WI
53711 USA, CAT 10100301, SN HDNS091001. C SP 163128.

Foi calculada a taxa de crescimento do controle, com estes valores se calculou a
percentual de inibicdo de crescimento de cada amostra como sendo, grafico de Inibicdo
(absorvéncia) versus dia, sendo obtido a reta de regressao linear. Para cada replicacao
de amostras testes foi calculado o percentual de taxa de inibicdo do crescimento ao
fim de 72 h de ensaio com a equacéo:

Onde:

0%l = (_I-lf_" % I-l',r) % 100 %inlblgﬁo CI'CSCImentO — faxa crese. controlo — taxa crese. GMDSH‘IT‘ 100
He

=
taxa cresc. controlo
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* % Ir: percentagem de inibicdo na taxa de crescimento média especifica

« MC: valor médio para taxa de crescimento média especifica () grupo con-
trole

« UT: taxa de crescimento média especifica para a solucéo testada.

Foi elaborada uma planilha média de crescimento versus tempo (dias). Se aplicou
a equacdo DESVPAD com o célculo (=LN(....)), obtendo assim o percentual da relacao
exponencial entre a transmisséo de luz através de uma substancia e a concentracao
da substancia (lei de Beer-Lambert). Foi calculada a média de crescimento entre
elas e 0 desvio padrdo (DP %) em percentual. Deste processo matematico foi
composto um demonstrativo para avaliar o teste de ecotoxicidade com as microalgas
Pseudokirchneriella subcapitata. Os quatro primeiros ensaios/tese foram compostos
das 4 amostras: sedimento inicial branco, Cristal residual com petréleo, sedimento
biorremediado e biopolimero seco, sendo acompanhado por amostra controle.

1° Teste: Amostra Sedimento SEMA. Amostra original, seca, sélida. Para o
controlo foram feitas 5 réplicas e 3 para cada uma das amostras num total de 17
Erlenmeyer/amostra a ser analisado (Figura 5A e 5B). Para controle de inibicao,
Dicromato de Potassio 2mg/L, conforme literatura para validacéo.

Figura 5A e 5B — Amostras a serem analisadas, 5 réplicas de controlo e 3 para cada uma das
amostras da substancia, enumeradas, na camara estufa, a 22°C, iluminada.

Autor: autoria prépria

2° Teste: A amostra SEMA inicial ndo foi filtrada devidamente, obtendo uma forte
coloracdo, com isso houve um aumento significativo na absorvéncia inicial. As demais
amostras correram normalmente.

3° Teste: Foi utilizada a substancia de referéncia como controle de inibicao,
Dicromato de Potassio 2mg/L. Utilizou-se ainda o teste 3 para estudos com 3 (Tabela
2) e 4 dias para se avaliar a capacidade de crescimento das microalgas e sua inibicdo
com o0 aumento do tempo. O mesmo procedimento foi realizado com o teste 4, sendo
acompanhado por um periodo de 4 dias em sua totalidade.
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Erlen
inicial dia 1 dia 2 dia 3
Cont 250mL 26/jul 450nm  27/jul 450nm 28/jul

1 0,142 0,214 0,214 0214 0,331 0,343 0,341 0,338 0,484 0,490 0,479
2 0,144 0,226 0,223 0,225 0,370 0,363 0,369 0,367 0,537 0,535 0,538

3 0,146 0,211 0,209 0210 0,335 0,337 0,335 0,336 0,491 0,494 0,495

4 0,219 0,217 0218 0341 0375 0369 0362 0553 0,551 0,555
5 0,218 0,217 0218 0364 0,357 0365 0,362 0,500 0,493 0,492
Amostra 26 - SE.Br - SEMA
inicial
6 0,210 0,266 0,280 0279 0,387 0,388 0,386 0,525 0,542 0,539
7 0,221 0,268 0,273 0274 0412 0,417 0,418 0,585 0,577 0,576
8 0,212 0,272 0,270 0,271 0,425 044 0,415 0,590 0,585 0,587
Média 0,214 0,269 0,274 0,275 0,408 0,415 0,406 0,567 0,568 0,567
Amostra 10 - S.SB.P mais
Petréleo
9 0,175 0,245 0,245 0249 0369 0,374 0,38 0,522 0,521 0,537
10 0,178 0,244 0,243 0244 0369 0,379 0,373 0,521 0,520 0,533
11 0,175 0,241 0,247 0243 0378 0,371 0,377 0,535 0,543 0,550
Média 0,176 0,243 0,245 0,245 0,372 0,375 0,377 0,526 0,528 0,540
Amostra 11 - S.CR.P com
Petrdleo
12 0,188 0,216 0,221 0224 0272 0,285 029 0,354 0,367 0,385
13 0,189 0,230 0,220 0,221 0,287 0,291 0,294 0,356 0,377 0,363
14 0,188 0,227 0,223 0228 0288 0,285 0,299 0,380 0,383 0,391
Média 0,188 0,224 0,221 0,224 0,282 0,287 0,294 0,363 0,376 0,380
Amostra DP - Dicromato
de Potassio
15 0,139 0,214 0,219 0218 0,335 0,334 0,341 0,459 0,465 0,465
16 0,142 0,208 0,207 0207 0,322 0,327 0,325 0,440 0,446 0,451
17 0,141 0,222 0,220 0,221 0,348 0,349 0,352 0,506 0,508 0,504
Média 0,141 0,215 0,215 0,215 0,335 0,337 0,339 0,468 0,473 0,473

Tabela 2. Ecotoxicidade dados crescimento do 3° teste no periodo de 3 dias

Autor: autoria prépria

O mesmo acontece com o pH no sentido de verificar o potencial de acidez quanto
a formacéo de complexos organicos, sabendo que devido ter agua do mar, solugcéo
salina e cristalizada. Foram observados os pardmetros dentre outros foram observados
os critérios como temperatura constante, pH, tamponamento das amostras, tempo de
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duracado, luz e medidas diarias de absorvéncia.

3 | RESULTADOS

As analises de absorvéncia foram feitas diariamente durante o periodo de teste.
A absorvéncia da solucdo mae 2 foi multiplicada por mais de 16 entre o primeiro dia e
o Ultimo dia de incubacédo. Portanto, novas condi¢cdes de trabalho permitem o melhor
crescimento de microalgas. Com os resultados das 5 réplicas do controlo (Figura 6),
foi realizada uma média dos valores de Absorvancias e aplicada a formula do ensaio, a
equacao DESVPAD do crescimento exponencial. Com a média da taxa de crescimento
do controlo foi calculado para cada teste e suas amostras respectivamente, de 3 e 4
dias em condi¢des iguais para todas.

Controlo Teste 3 - 3 dias

0 1 2 3 4 5
0,5
E el
§ 1 By = 0.4094x - 2,346
2 -15 o y = 04438x - 23729
- RTiL

&*'"1" y =04162x - 2.3646
y = 04544x - 24034

Tempo (dias) y=04211x - 2,348

Figura 6 — Grafico de absorvéncia do controlo com 5 replicatas do teste 3 com 3 dias.

Fonte: autoria prépria

Segundo a Portaria 732-A/96 o valor de CE_  da substancia de referéncia
dicromato de potassio (K,Cr,O,) deve situar-se dentro do intervalo de 0,60 a 1.03 mg/L.
Isto se justifica hos metais encontrados nas analises de Microscopia Eletronica de
Varredura, antes e o depois da biorremediacdo nas amostras de SEMA. Guilherme et.
al. (2005), em seus estudos afirma, que para muitos microrganismos se faz necessario
em determinadas concentragcdes ou associacfes metais denominados elementos-
traco. Segundo o autor € possivel que a presenca de espécies de ferro, geralmente
encontradas no meio ambiente, permite reacbes de Fenton por ser este o agente
oxidante no sistema (Peralta-Zamora & Tiburtius, 2004). Alguns microrganismos
sobrevivem em condi¢cbes ambientais totalmente adversas, ao extremas (EMBAR et
al.,2006). Resultando a metabolizacdo dos compostos organicos que podem ser por
fermentacao, respiracdo ou cometabolismo (CETESB, 2004).

No Quadro 1 sdo apresentados 0s calculos que resultou para o sedimento
biorremediado valor baixo em 12% de inibicdo durante 3 dias de teste com as microalgas
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Pseudokirchneriella subcapitata.

Percentual de Inibicdo = 0,4290- 0,3794 /0,4290” 100 = 11,56 ou 12% de inibi¢do

Média das Ln
Designacéo dia Absorvancias dia (absorv) 450 nm
450 nm
Amostra 1 2 3 1 | 2 | s
0 0,173 0,173 0,173 0 -1,75446 -175446 -1,75446
0,243 0,245 0,245 1 -1,41469 -1,4065 -1,4065
10 - SEMA 2 0,372 0,375 0,377 2  -0,98886 -0,98083 -0,97551
S.Biorremed 3 0,526 0,528 0,540 3  -0,64245 -0,63866 -0,61619
Taxa de crescimento S.SB Sedimento Biorremediado
Controlo 0
Ensaio 1 0,3762 = 0 0.5 1 1.5 2 25 3 35
Enssio2 03773 | & 05 e
Ensaio 3 0,3846 é -1 P Rl Lo
Média 0,3794 = e y=0.3762x - 1.7644
Desvio 1.5 e ¥ y=0.3773x - 1.7611
padrdo  0,004565 o y = 0.3846x - 1.765
DP (%) 1,2 -2

Tempo (dias)
Controlo 0,4290

Quadro 1. Apresenta os calculos da amostra SEMA — sedimento biorremediado com  12% de
inibicdo com 3 dias de Teste.

Autor: Autoria propria

Como € sabido, as amostras aqui testadas sao oriundas de rejeito de mineragéo
de ferro com um percentual apds biorremediacdo para o sedimento SEMA foi de
Oxigénio em Wit% 21.49 em etiqueta padrao de SiO2, acompanhado por Cloro, Sédio,
Magnésio e outros. Sendo estes 0s compostos que estdo presentes ha amostra. Foi
elaborada a Tabela 3 com os dados de absorvéncia e a Tabela 4 com 0s calculos da
ecotoxicidade dos testes do sedimento SEMA 1, 2 e 3 por de 3 dias.

1° Teste - 3 dias 2° Teste - 3 dias 3°teste - 3 dias

Amostra Taxad Desvio Média Taxa Desvio Média Taxa Desvio
SEMA Média Cresci Inibic Padrdo Cresci Inibic Padrdo Cresci Inibic Padrao

Controlo 0,5264 3,2 0,5845 4,6 0,4290 45
SE Inicial 0,2757 48% 1,3 0,05609 91% 8,9 0,3332 22% 0,5
S Cristal
Res Petrol 0,2231 58% 0 0,3545  39% 1,3 0,2309 46% 41
Sedimen
Biorrem Pet 0,4196 20% 0,4 0,4620 21% 0,4 0,3794 12% 1,2
Biopolimer 0,4213 20% 0,7
Dicr Potas
2mg/L 0,4070 5% 0,6

Tabela 3. Dados de Absorvéncia SEMA dos testes 1, 2 e 3 por periodo de 3 dias

Autor: Autoria propria
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Taxa de

Média

Desvio

. . 40
Biorreator Sigla Amostra - 1° Teste Inibigio  Crescimento Pad %
Controle 0% 0,5264 3,2
SE.Br 26 - SE Inicial - Branco 48% 0,2757 1,3
Protétipo  S.8B.p 10 SESedimBiorrem 0 0,4196 0,4
Petrol
Protétipo  S.BS.2 2 - SE Biopolimero 20% 0,4213 0,7
Seco
Protétipo  S.CRP 11 -SECrstalResid 5o, 0,2231 0
Petrbleo
. . Taxa de Média Desvio
_ 0o
Biorreator Sigla Amostra - 2° Teste Inibigio  Crescimento Pad %
Controlo 0% 0,5845 4,6
SE.Br 26 - SE Inicial - Branco 60% 02314 2,4
. 10 — SE Sedim Biorre o
Protétipo S SBP Petrol 21% 0,462 0,4
Protétipo  S.CRp 11 -SECrstalResid 45, 0,3545 13
Petrol
. . Taxa de Média Desvio
- 1]
Biorreator Sigla Amostra - 3° Teste Inibigio  Crescimento Pad %
Controle 0% 0,429 4,5
SE.Br 26 — SE Inicial - Branco 22% 0,3332 0,5
Prototipo  S.sB.p 10~ SESedimBiore 50 0,3794 12
Petrol
Prottipo S.CRP 11 -SECrstalResid 00 0,2309 4,1
Petrol

Tabela 4. Ecotoxicidade de produtos da Biorremediacdo SEMA (sedimento de mineracéo de

Mariana) medida com a microalga Pseudokirchneriella subcapitata

Autor: Autoria propria

Isto porque é nesta fase do teste de microalgas que se permite observar um
maior crescimento exponencial ao longo do periodo de 3 dias para o crescimento ou

inibicdo das microalgas.

Na tabela 5 apresenta-se a diminui¢do da toxicidade do sedimento inicial obtida

nos varios ensaios e que foi calculada da seguinte forma:

x100
Biorreator Ensaio Redug_éo da Ec_otoxicid_ade Média Desvjo
Ecot. no sedimento bioremediado Padréo
Protétipo 1°Teste 66%
Protétipo 2° Teste 41 % 51% 11%
Protétipo 3° Teste 45 %

Tabela 5. Remocao da toxicidade do sedimento inicial (SE Inicial — Branco) versus sedimento
bioremediado (SE Sedimento Biorremediado Petréleo)

Fonte: Autoria propria, dados da pesquisa
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Verifica-se que houve uma diminuicdo muito significativa da ecotoxicidade
do sedimento contaminado de Mariana apds biorremediacdo, obtendo-se valores
relativamente proximos independentemente do tipo de biorreator utilizado para o
ensaio (aquario ou protétipo). Por outro lado, verifica-se um aumento da toxicidade
(Tabela 6) na fracdo superficial de sedimento (designada por “Cristal Resid Petrol”
devido a sua morfologia em cristais de halita).

. Ensaio Remocéao da Ecotoxicidade - Desvio
Biorreator . Média ~
Ecot. do sedimento Padréo
Prototipo 1°Teste 17%
Prototipo 2° Teste 15% 28 17
Protétipo 3° Teste 52 %

Tabela 6. Aumento da toxicidade na fracao superficial do sedimento biorremediado (SE Ciristal
ResidPetrol) versus sedimento inicial (SE Inicial — Branco)

Fonte: Autoria propria, dados da pesquisa

Como resultado, houve uma média de crescimento para o controlo de 0,5264 e
um desvio padrdo de 3,2%, acompanhado por um decréscimo de toxicidade para o
sedimento biorremediado e para os biopolimeros em relacdo do sedimento inicial, no
qual este obteve uma taxa de inibicdo de 48%.

2° Teste: Amostra 26-SE.Br- SEMA inicial . O teste 2, mostra as mesmas
analisadas, entretanto a amostra SEMA inicial nédo foi filtrada devidamente, com isso
houve um aumento significativo na absorvéncia inicial, elevando a taxa de inibicéo
para 91%, e um desvio padrao de 8,9%. As demais foram normalmente.

3° Teste: No teste 3, foi utilizada a substancia de referéncia como controle de
inibicdo, Dicromato de Potassio 2mg/L. Obtendo-se o percentual de taxa de inibicdo
de 5%, média de crescimento de 0,4070 e um desvio padrdo de 0,6%, dentro do
limite permitido (EC 761/2009-anexo V). Quanto ao sedimento biorremediado nos 3
testes/ensaio mostrou-se como esperado (EC 761/2009-anexo V). Confirma, menor
toxicidade em relagcédo ao sedimento inicial, proporcdo maior que 50%, se torna
importante na validacdo da biorremediacao.

4 | DISCUSSAO

Apbs todo o tratamento de dados efetuados, para melhor comparacao
de resultados foi elaborada a Tabela 4 com o conjunto dos resultados de taxa de
crescimento, taxa de inibicdo e desvio padrdo calculados através dos valores de
absorvéncia (192 valores) nas 10 analises efetuadas aos produtos da biorremediacéo
do sedimento de mineracdo recolhido em Mariana. De notar como ja referido que a
raz&o paraarealizacao de tantos ensaios “repetidos” prende-se com a heterogeneidade
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intrinseca da amostra (apesar de terem sido aplicadas técnicas de homogeneizacao) e
o elevado grau de variabilidade associado aos testes bioldgicos, assim sé com um grau
de representatividade elevado de ensaios € possivel retirar conclusdes sustentadas.

Analisando a Tabela 4 verifica-se que as analises de ecotoxicidade decorreram
com uma grande qualidade experimental tendo em conta o desvio padréo obtido para
as taxas de crescimento dos replicados que varia entre 0,4 e 4,6% 0 que s&o valores
baixos e excelentes para este tipo de método biolbgico.

Observando os resultados de ecotoxicidade da Tabela 4 relativamente ao produto
formado durante a biorremediacdo e denominado “biopolimero” verifica-se que este
detém também uma ecotoxicidade muito mais baixa do que o sedimento inicial (66%
menos), OU Seja nao incorporou o0s inorganicos nefastos na sua estrutura ou incorporou-
0s através de compostos complexos que 0s mantém aprisionados, ndo contaminando
0 ambiente mesmo que lancados no mesmo. Por outro lado, observando a tabela 4
verifica-se um aumento da toxicidade na fragcéo superficial de sedimento designada
por “Cristal Resid Petrol” (devido a sua morfologia em que se observam cristais) em
dois dos trés ensaios realizados. Para a ecotoxicidade do sedimento inicial de Mariana
e o0 sedimento obtido apds biorremediacéo verifica-se que de forma consistente, se
obtém valores mais baixos de inibi¢do de crescimento das microalgas. No ensaio 1 ha
um abaixamento de inibicdo de 48% para 20%, no ensaio 2 de 60% para 20% e no
ensaio 3 de 22% para 12%. Segundo Guilherme, et al., (2005), este verificou através
de seus estudos e concluiu que, em determinadas concentracfes ou associacdes
alguns metais pesados, identificados como elementos-traco, podem ser necessarios
ao metabolismo dos microrganismos.

51 CONCLUSOES

A microalga Pseudokirchneriella subcapitata apresentou 51% de reducéo da
ecotoxicidade nas amostras do sedimento biorremediado SEMA na presenca dos
metais juntos no meio de cultura. Tais resultados atribuem a Pseudokirchneriella
subcapitata grande potencialidade para sua utilizagcdo em processos de ecotoxicologia
em biorremediacdo com metaloide de residuos de mineracdo. Entretanto, quanto aos
cristais bioativos estes obtiveram um indice alto de toxicidade devido ao seu alto teor de
sal de halita, sendo este o principal componente do produto bioativo cristalizado, cristal
de halita. Observou-se que os éxidos de ferro contribuiram para a producao das algas
e 0s metaldides contidos nas outras amostras ndo apresentaram a mesma toxicidade.
Assim, a principal iniciativa deste estudo foi desenvolver testes ecotoxicoldgicos
mesmo que em escala de bancada, para validar o residual de derrame de minerag¢éo
com o proposito de aplicacdes para direcionar os bioprodutos de acordo com sua
afinidade e potencial a ser desenvolvido no mercado industrial.

Tais propostas atendem aos principais requisitos para o desenvolvimento
sustentavel, promovendo o equilibrio entre desenvolvimento econémico e preservacéo
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ambiental.
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