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RESUMO

O tratamento bioldgico de efluentes téxteis tem despontado no cenario mundial em razao
das suas vantagens em relagdo aos métodos quimicos convencionais, como custo-
beneficio, sustentabilidade e baixa geracdo de lodo. O uso de microalgas para remogao
de corantes ¢ recente e tem como atrativo o potencial que as microalgas tem de utilizar os
referidos efluentes como fonte de energia e nutrientes para seu crescimento e reproducao,
por exemplo, transformando o nitrogénio inorganico em organico, incorporando em seus
processos metabodlicos. Além disso, podem remover os contaminantes dos efluentes por
biodegradagao e/ou adsor¢dao. No entanto, ha algumas lacunas no processo de remog¢ao
de contaminante téxteis via microalgas, como o entendimento do papel da fotodegradagao
e da adsor¢do no processo. A remoc¢ao do corante tetra-azo Direct Black 22 (DB22)
utilizando as microalgas Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta
e Tetradesmus obliquus foi avaliada no presente estudo, para elucidar a contribuigao dos
processos de biodegradacao, fotodegradagdo e adsor¢do na remog¢ao do composto. Com
o objetivo de medir a contribuicdo dos diferentes processos, as condi¢des experimentais
envolveram: o cultivo da microalga ativa na auséncia do corante (crescimento), controle
sem a microalga conduzidos na presen¢a do corante com luz (fotodegradagdo), cultivo da
microalga ativa na presenga do corante (biodegradacao), microalga inativa na presenca
do corante com luz (fotodegradacdo + adsor¢dao na biomassa), controle sem microalgas
conduzidos sem luz (adsor¢do no vidro) e controle com microalga inativa na presenca do
corante sem luz (adsor¢ao na biomassa). Todos os testes foram realizados em triplicata.
O crescimento e as caracteristicas morfologicas das quatro microalgas nao sofreram
interferéncia da presenca do corante no meio reacional. A eficiéncia de remog¢ao do
corante para C. vulgaris foi de 62,6 + 1,46%, sendo, 47,7% atribuidos a fotodegradagao,
13,2 + 6,5 % associados a contribuicdo da microalga, por via enzimatica e 1,7 + 1,3
%relacionados ao processo de adsorcdo. Para T. obliquus a maior eficiéncia foi de 67,2+
2,1%, indicando que a combina¢do de biomassa, meio e a luz foi determinante para a
remogao do corante, como também a acdo ativa da biomassa, além de processos abidticos.
A microalga A. platensis representou uma remogao de 66,2 + 4,3% do corante em meio a
biomassa ativa e destaca o papel da adsor¢cao com 76,0 + 1,8%, além dos processos de
fotodegradacdo. A D. tertiolecta representou remocao de 56,0 = 1,0 %, entretanto a parte
da remogao que foi atribuida a combinagdo dos processos de fotodegradacdo (remogao
devido a reacdo quimica da luz) e adsor¢do, que foi de 80,2 + 0,3 %. A biodegradagao foi
confirmada por verificagdo da acdo enzimatica e por testes de espectroscopia no
infravermelho (FTIR), que confirmaram a presenca de enzimas nas cé¢lulas das microalgas
nos experimentos com a C. vulgaris e T. obliquus. Todas as espécies se desenvolveram
na presenca do corante, o que foi visto como positivo, pois grande parte desses compostos
nao sao facilmente biodegradaveis, o que aponta para as microalgas como uma alternativa
viavel na reducdo dos impactos ambientais negativos causados por essas substancias no
meio ambiente.

Palavras-chave: microalgas; C. vulgaris, D. tertiolecta; A. platensis; T. obliquus,

tratamento biologico; efluente téxtil; corante azo; algas; biotecnologia.



ABSTRACT

The biological treatment of textile effluents has emerged on the world stage due to its
advantages over conventional chemical methods, such as cost-effectiveness,
sustainability and low sludge generation. The use of microalgae to remove dyes is recent
and has as its attraction the potential that microalgae have to use these effluents as a
source of energy and nutrients for their growth and reproduction, for example,
transforming inorganic nitrogen into organic, incorporating it into their metabolic
processes. In addition, they can remove contaminants from effluents by biodegradation
and/or adsorption. However, there are knowledge gaps from the process of removing
textile contaminants via microalgae, such as understanding the role of photodegradation
and adsorption. The removal of the tetra-azo dye Direct Black 22 (DB22) using the
microalgae Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta and
Tetradesmus obliquus was evaluated in the present study to elucidate the contribution of
the processes of biodegradation, photodegradation and adsorption in the removal of the
compound. In order to measure the contribution of the different processes involved in the
dye removal, the experimental conditions involved: cultivation of the active microalgae
in the absence of the dye (growth), control without the microalgae conducted in the
presence of the dye with light (photodegradation), cultivation of the active microalgae in
the presence of the dye (biodegradation), inactive microalgae in the presence of the dye
with light (photodegradation + adsorption on biomass), control without microalgae
conducted without light (adsorption on glass) and control with inactive microalgae in the
presence of the dye without light (adsorption on biomass). All tests were carried out in
triplicate. The growth and morphological characteristics of the four microalgae were not
affected by the presence of the dye in the growth medium. The dye removal efficiency
for C. vulgaris was 62.6 £ 1.46%, of which 47.7% was attributed to photodegradation,
13.2 + 6.5% to the enzymatic contribution of the microalgae and 1.7 + 1.3% to the
adsorption process. For 7. obliquus, the highest efficiency was 67.2 + 2.1%, indicating
that the combination of biomass, medium and light was decisive for the removal of the
dye, as well as the active action of the biomass and abiotic processes. The microalgae 4.
platensis represented a removal of 66.2 +4.3% of the dye in active biomass and highlights
the role of adsorption with 76.0 + 1.8%, in addition to photodegradation processes. D.
tertiolecta accounted for 56.0 £ 1.0 % of the removal, although the part of the removal
that was attributed to the combination of the photodegradation and adsorption processes
was 80.2 + 0.3 %. Biodegradation was confirmed by checking for enzymatic action and
by infrared spectroscopy (FTIR) tests, which confirmed the presence of enzymes in the
microalgae cells in the experiments with C. vulgaris and T. obliquus. All species grew in
the presence of the dye, which was seen as positive, as most of these compounds are not
easily biodegradable, highlighting the microalgae as a viable alternative for reducing the
negative environmental impacts caused by these substances in the environment.

Keywords: microalgae; C. vulgaris; D. tertiolecta; A. platensis; T. obliquus; biological

treatment; textile effluent; azo dye; algae; biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A industria téxtil emprega milhdes de pessoas no mundo e impulsiona a economia de
muitos paises, sobretudo asiaticos, como a China. Em nivel global, a industria téxtil
movimentou US$ 925,3 bilhoes em 2018 e deve registrar uma taxa de crescimento de 4,24%
até 2025. No Brasil, em 2024, o setor téxtil e de confec¢des faturou R$ 215 bilhdes, registrando
um crescimento de 4,8% na producdo em relacdo ao mesmo periodo de 2023. Existem cerca de
25,3 mil de industrias téxteis no Brasil (ABIT, 2025).

O arranjo produtivo local de confecgdes do Agreste de Pernambuco (APLCAPE)
abrange principalmente trés cidades da regido: Caruaru, Santa Cruz do Capibaribe e Toritama
(SECTI, 2020). O APLCAPE ¢ responsavel por 15% da produgdo de jeans do Brasil e por 3%
do Produto Interno Bruto (PIB) do estado de Pernambuco, gerando diversos empregos diretos
e indiretos. A ABIT projeta um crescimento de 1,2% em toda cadeia, com base no Confederagao
Nacional da Industria (CNI) que deve refletir no poder de compra dos consumidores (ABIT,
2025).

Os efluentes téxteis sdo apresentam altas concentragdes de compostos organicos,
salinidade, sulfato e cor (Amaral et al., 2014). A maioria dos corantes usados na industria sao
classificados como azo, caracterizados pela dupla ligacdo entre atomos de nitrogénio (-N = N)
em sua estrutura molecular.

A industria téxtil € um setor em crescimento expressivo e o estudo dos tratamentos de
efluentes téxteis sdo relevantes e cada vez mais necessarios. Todavia, ainda ha diversas lacunas
a serem exploradas e o langamento de residuos sem tratamento nos corpos hidricos ¢ muito
prejudicial ao ecossistema aquatico e ao ser humano.

A presenga de corantes azo e seus subprodutos em ecossistemas aquaticos ocasiona
problemas estéticos e de saude, devido a coloracao de dguas, a inibi¢do da penetragao da luz e
da transferéncia de oxigénio (Asad et al., 2007). Além do fato de que alguns corantes azo, em
sua rota de biotransformacdo, podem ser toxicos, cancerigenos e teratogénicos para os
organismos presentes no ambiente natural, incluindo os seres humanos (Rauf et al., 2009;
Wijetununga; Li; Jian, 2010).

Em geral, as industrias téxteis do APLCAPE aplicam tratamento fisico-quimico aos
efluentes gerados em seu processo produtivo, composto por: coagulacdo, floculagdo e
decantacdo. A remocgdo de corantes através dos processos de coagulacdo, floculagdo e

sedimentacdo ¢ um método eficiente, utilizando como agente coagulante sais, em sua maioria
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de aluminio. Esse tipo de tratamento promove a transferéncia de massa do poluente da fase
liquida para a fase solida. Como desvantagens, ha custo dos reagentes quimicos necessarios,
restringindo a sua aplica¢do, além de produzir grandes quantidades de lodo (Huang et al., 2014).

Uma alternativa para o tratamento fisico-quimico € o tratamento bioldgico, que tem
recebido bastante atengao em razao das suas vantagens em relagao aos métodos convencionais.
Este tipo de tratamento apresenta um bom custo-beneficio, sendo amigavel ao meio ambiente,
além de apresentar simples operagdo, possui baixa geragdo de lodo e ndo configurar uma
transferéncia de poluentes (Silva Junior et al., 2022).

Através do processo biologico ¢ possivel transformar compostos de dificil
biodegradabilidade em substancias simples (Ahmad ef al., 2015).

Os tratamentos utilizando microalgas sdo eficientes na remog¢do destes poluentes,
evitando que boa parte seja lancada nos corpos d’agua, além de gerar subprodutos que agregam
valor a biomassa e que também podem ser aproveitados, por exemplo, na producao de biodiesel
através dos lipidios que as algas sdo capazes de acumular. Além do emprego de sistemas
bacterianos, o uso de microalgas desponta como proposta de tratamento para os efluentes té€xteis
(Lekshmi et al., 2015; Oyebamiji et al., 2019).

A composi¢ao do efluente apresenta caracteristicas que podem favorecer o crescimento
algal (pH, temperatura, nutrientes disponiveis, oxigénio dissolvido.). Variagdes na demanda
desses nutrientes sdo um fator preponderante, pois cada espécie de microalga apresenta
caracteristicas especificas de crescimento (Lim ef al., 2010; Sinha ef al., 2016).

As microalgas sdo capazes de remover nutrientes de efluentes téxteis podendo utilizar
os efluentes como fonte de energia e nutrientes para seu crescimento e reproducao,
transformando, por exemplo, o nitrogénio inorganico em organico, incorporando em seus
processos metabolicos (Cai; Park; Li, 2013; Yaseen et al., 2016). Além disso, os contaminantes
podem ser removidos por biodegradagdo e/ou adsorcao (Lebron et al., 2018).

Adicionalmente, uma das vantagens do uso das microalgas para biorremediacdo ¢ a
producao de biomassa algal, com alto teor de lipideos e proteinas, que apresenta potencial de
uso para a produgdo de biodiesel e racao animal (Huang ef al., 2010).

A utilizag@o das microalgas para promover a bioconversao do corante azo em compostos
mais simples ¢ bastante recente. O processo de reducdo ¢ intermediado pela acdo das
azoredutases, presente nas células das microalgas (Sinha et al., 2016). Apesar desse

entendimento, pouco se conhece sobre esse processo, incluindo seus mecanismos, a
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contribuicao da fotodegradacao ou fototransformagao, a relevancia da adsor¢do, dentre outros
processos.

Dessa forma, este trabalho tem por finalidade contribuir para o conhecimento do
processo de remocao de corantes téxteis do tipo azo por microalgas, avaliando o potencial das
microalgas Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta e Tetradesmus

obliquus, na degradagdo do corante tetra azo Direct Black 22 (DB22).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INDUSTRIA TEXTIL

A industria téxtil brasileira desempenha um papel significativo na economia nacional,
destacando-se como um dos maiores empregadores do setor industrial. Em 2023, o Brasil
ocupava a quinta posi¢do mundial na produgao téxtil, com um faturamento de R$ 203,9 bilhoes
e mais de 25 mil empresas formais em operagdo. Além disso, o pais se destaca como o maior
produtor de denim e malhas do Ocidente, sendo o Uinico a possuir uma cadeia téxtil completa
no hemisfério ocidental (Mendes Junior, 2024).

As industrias téxteis produzem 200 bilhoes de litros de efluentes coloridos anualmente.
A elevada quantidade de efluentes industriais contendo corantes (acima de 50%) sdo
direcionados a estagdes de tratamento de residuos convencionais, onde sdo submetidos a
tratamentos primarios, secundarios e terciarios baseados em processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, ou descartados diretamente no ecossistema aquatico (Kant, 2012; Zaharia; Suteu,
2012).

De acordo com Tkackyk et al., (2020), os corantes t€ém sido encontrados em diversos
tipos de amostras ambientais, tais como agua, material particulado suspenso, sedimento e
peixes, sendo assim considerados micro poluentes dos ecossistemas aquaticos. A persisténcia
ambiental permite que esses poluentes alcancem todos os niveis troficos de uma cadeia
alimentar, proporcionando a biomagnificacao (Sandhya, 2010), de forma que os organismos
em altos niveis tréficos mostram altos niveis de contaminacdo comparados as suas presas
(Newman, 2015).

Nas estacoes de tratamento de residuos convencionais, os métodos de tratamentos
fisicos e quimicos sdo incapazes de degradar, de forma efetiva, os compostos quimicos
indesejaveis, especialmente os corantes organicos sintéticos (Sudha et al., 2014; Tkaczyk et al.,
2020). Muitos dos produtos quimicos utilizados nos tratamentos, produtos de degradagdo,
metabolitos e contaminantes refratarios com baixo teor mas elevada toxicidade permanecem
apods o tratamento, o que provoca efeitos adversos graves nas massas de agua naturais (Asghar
et al., 2015; Liang et al., 2018).

Neste sentido, a descoloragdo e degradacdo de corantes usando tratamento
microbiologico incluindo bactérias, microalgas, fungos, leveduras (Jadhav et al., 2016;

Zabtocka-Godlewska et al., 2018), por metabolismo anaerobico e/ou aerdbico, tém recebido


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074220300048#bib4
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atencao especial devido a sua simples operacdo, natureza pouco dispendiosa e sustentavel.
Além disso, diversos microrganismos degradam os compostos-alvo, eliminando o problema da
transferéncia de poluentes (Menezes ef al., 2019).

Entre os tratamentos de efluentes téxteis, a utilizagdo de microalgas, conhecida como
fitorremediacao, tem sido proposta como uma alternativa para mitigar os poluentes toxicos e
recalcitrantes nos efluentes. As microalgas, especialmente as verdes, t€ém a capacidade de
remover diferentes tipos de contaminantes através de diferentes métodos, tais como biossorgao,
bioacumulagdo e bioconversao (Lekshmi et al., 2015), devido a presenca de diferentes grupos
funcionais na sua parede celular, tais como grupos amino, carboxilo, hidroxilo e fosfato, que

sdo responsaveis pelo processo de remog¢ao de corantes (Ayele ef al., 2021).

2.2 POLUENTES GERADOS PELA INDUSTRIA TEXTIL

A produgao da industria téxtil, além de utilizar grandes volumes de dgua, gera efluentes
que muitas vezes sao lancados nos corpos hidricos sem o devido tratamento. Entre os produtos
liberados no ambiente através do efluente téxtil, destacam-se variados compostos quimicos
potencialmente toxicos, como 0s corantes e os surfactantes, que causam danos ambientais tanto
no meio hidrico quanto aos organismos (Bathia, 2017; Kant, 2012).

Nas ultimas décadas, houve um aumento da preocupacdo com a poluicdo dos recursos
hidricos por efluentes téxteis, que contribuem para deterioragao de ambientes aquaticos. Assim,
sistemas de tratamentos que visam a descoloragao e redugao da toxicidade destes efluentes tém
sido objetos de discussdo em muitos paises (Prigione et al., 2008).

Efluentes de industrias téxteis, em especial os originarios dos processos de tinturaria,
estamparia e etapas de acabamento, sdo extremamente dificeis de tratar devido ao elevado teor
de poluentes, tais como: corantes, surfactantes, metais pesados, detergentes, solventes e
compostos recalcitrantes, muitas vezes toxicos (Amin et al., 2008; Chen et al., 2009; Korbathi;
Tanyolag, 2008; Lau; Ismail, 2009).

Os compostos aromadticos sdo complexos, tém diversidade estrutural significativa e
propriedades que proporcionam um elevado grau de estabilidade quimica, biologica e
fotocatalitica (Saratale et al., 2011). Os corantes azo, em geral, sdo confeccionados para resistir
ao ataque aerobio, a degradacdo por luz solar, a 4gua e ao sabdo; o que significa dizer que

podem ser resistentes a completa degradacdo no meio ambiente (Savin; Butnaru, 2008).
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Os corantes azo sdo caracterizados pela presenga de uma ou mais ligagdes duplas entre
atomos de nitrogénio (N=N). Dependendo do nimero de ligagdes azo na molécula, classificam-
se em: monoazo, diazo, triazo e poliazo (Chacko; Subramaniam, 2011; Chengalroyen; Dabbs,
2013; Saratale et al., 2011). Além disso, anéis aromaticos e grupos sulfonicos também formam
as moléculas destes corantes (Vijayakumar; Karegoudar, 2016).

A presenca de corantes azo e seus subprodutos em ecossistemas aquaticos leva a
problemas estéticos e de saude, devido a coloracao de aguas, a obstrug¢do da penetracio da luz
e a inibicdo de transferéncia de oxigénio (Asad et al., 2007; Fang; Wenrong; Yuezhong, 2004).

Embora mais empregados nas industrias, por serem métodos convencionais de
tratamento, os métodos fisico-quimicos apresentam diversas limitagdes como o custo geral do
tratamento e a alta quantidade de poluentes secundarios ¢ de lodo residual gerado. Como
também, a interferéncia no tratamento por outras substancias que compdem o efluente, além de
se configurar uma transferéncia de poluentes do estado liquido para o s6lido (Amaral et al.,
2014; Naresh kumar et al., 2015).

Os processos de tratamento biologico t€ém recebido bastante atengdo em razao das suas
vantagens em relacdo aos métodos convencionais: eles apresentam bom custo beneficio, sdo
amigéaveis ao meio ambiente, sdo de simples operacdo e possuem baixa geracdo de lodo
(Menezes et al., 2019), além de nao configurar uma transferéncia de poluentes, uma vez que os
microrganismos degradam os compostos alvo.

Através do processo biologico € possivel transformar compostos perigosos em
substancias simples (Ahmad et al., 2015), sendo necessario um bom conhecimento do processo,
e nao so do funcionamento do reator e de sua combinagdo correta com o tipo de efluente a se
tratar, como também do processo bioldgico e seus pontos 6timos de trabalho (pH, temperatura,
concentra¢cdo dos compostos) para que se assegure o correto tratamento do efluente (Vikrant et
al., 2018).

A biodegradacao de efluentes téxteis pode ser realizada utilizando tanto bactérias,
quanto fungos, plantas e algas, podendo ser com organismos isolados ou uma combinagao
destes (Ahmad et al., 2015). Um dos desafios do tratamento bioldgico dos efluentes téxteis € a
producdo de lodo, o que torna o tratamento com microalgas uma vertente promissora, pois a
biomassa gerada tem se tornado fonte de produtos com valor para industria, por exemplo, a

producao de biocombustiveis (Behl ef al., 2019,).
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2.3 PROCESSOS BIOLOGICOS DE TRATAMENTO

Os processos biologicos de tratamento de efluentes tém como vantagem, sobre os de
base fisico-quimica, serem “eco amigaveis”, por se tratar de processos de degradagao da matéria
organica e ndo somente da transferéncia de massa da fase liquida para sélida.

A mineralizagdo do corante ocorre em ambientes oxidativos, sendo, portanto, os
processos bioldgicos anaerdbio e aerdbio ou microaerofilicos nessa ordem, complementares
para a completa degradacgao dos corantes (Ferreira et al., 2024; Aguiar et al., 2023; Araujo et
al.,2022; Silva et al., 2022; Floréncio et al., 2021; Carvalho ef al., 2021; Da Costa et al., 2021;
Menezes et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Ferraz et al., 2011; Gavazza et al., 2015; Naresh
Kumar et al., 2015).

A remocgdo de corantes azo no tratamento de aguas residuarias téxteis pode ser feita por
processo bioldgico em que ocorre uma combinacdo do tratamento anaerdbio seguido de um
aerdbio (Amaral et al., 2014; Amaral et al., 2017; Amorim et al., 2013; Carvalho et al., 2020;
Ferraz et al., 2011; Santos et al., 2004). Nesse tipo de sistema, o corante ¢ primeiro
transformado, na fase anaerdbia, formando assim as aminas aromaticas, que sao compostos
intermediarios de elevada toxicidade.

Dentre as tecnologias de tratamento que podem ser aplicadas aos efluentes téxteis,
encontram-se os tratamentos de natureza fisico-quimica tais como a coagulacdo, floculagdo e
sedimentacao (Huang et al., 2014); sendo estes os mais utilizados no APLCAPE (Amaral et al.,
2014). Esses processos sdo bastante utilizados em escala real, porém também sdo muito
utilizados os métodos de oxidacao quimica e adsor¢ao (Vikrant ef al., 2018).

A combinagdo dos processos anaerdbios seguido de aerdbio para tratamento deste tipo
de efluente tem produzido bons resultados em estudos conduzidos com efluentes sintético e real
na regido do APLCAPE (Amaral et al., 2014; Amaral et al., 2017; Ferraz et al., 2011; Menezes
et al., 2019). Com uma configuragdo de reator do tipo UASB seguido de biofiltro aerado
submerso (BAS), para tratar efluente téxtil real, Amaral ef al. (2014) conseguiram remogao
maxima de cor de 96% e remog¢ao méaxima de DQO de 71%. Ja para Menezes et al. (2019) que
avaliaram estratégias de microaeracdo em RBSs anaerobios, utilizados para degradar efluente
téxtil sintético contendo 32,5 mg/L do corante tetra azo Direct Black 22, conseguiram 77% e
81% de remocao de cor e DQO, respectivamente.

A transformac¢do do corante se da pela quebra da ligacao azo, em fase anaerobia, sendo

o corante o aceptor de elétrons para a degradagcdo de uma fonte externa de carbono e energia



22

(doador de elétrons) (Santos, 2007). Também foram conduzidos estudos com algas e fungos,
separadamente e/ou em consércio com bactérias para remocao do corante azo (Baéta et al.,
2015; Mata; Pinheiro; Lourengo, 2015; Yurtsever; Calimlioglu; Sahinkaya, 2017; Vikrant et
al.,2018)

Estudos vem reportando a capacidade desses processos de tratamento como os de Baéta
et al. (2015) que conseguiram atingir remoc¢do de cor ¢ DQO acima de 90% e 85%,
respectivamente, utilizando reator anaerobio seguido de aerébio com adi¢ao de carbono ativado
em po (PAC) e a remogao completa do subproduto acido sulfanilico, produzido durante a
degradacao anaerobia do azo Remazol Golden Yellow RNL, pelo reator aerado. Yurtsever et
al. (2017), utilizando processo anaerobio seguido de aerdbio no tratamento de efluente
contendo o corante azo Remazol Brilliant Violet SR, conseguiram uma remog¢ao completa de
cor ¢ 86% de remogao de DQO.

Na ultima década, as microalgas t€m sido utilizadas para tratamento de efluentes da
industria téxtil, dada a sua versatilidade, presenga de enzimas especificas, capacidade de
adsorcao e facilidade de cultivo (Lebron et al., 2019) aliando o potencial de geracao de produtos

de valor agregado.

2.4 MICROALGAS

Microalgas sdo organismos unicelulares, fotossintetizantes que vivem em grupos ou
colonias e podem ser encontradas em corpos d’dgua em toda extensdo do globo terrestre
(Menezes et al., 2015). Os estudos sobre todos os grupos de microalgas existentes no territorio
brasileiro foram atualizados por Menezes et al. (2015) sendo identificados 1.250 espécies,
apontando, entre os grupos de microalgas, a classe das Cyanophyceae, Bacillariophyceae,
Chlorophyceae e Euglenophyceae.

As microalgas apresentam caracteristicas que demostram as especialidades do grupo no
seu desenvolvimento: em dias mais quentes passam por intensa divisao celular e
consequentemente, boa fixa¢do de nitrogénio o que favorece seu crescimento. Ademais, a
presenca de aerdtopos possibilita a flutuacdo no meio aquoso, aproveitando melhor a luz e os
nutrientes (Gentil; Tucci; Sant’anna, 2008). De géneros bastante cosmopolitas, as microalgas
sdo encontradas sobretudo em ambientes eutrofizados, e sdo também caracterizadas por serem

um dos principais produtores de biomassa (Pham et al., 2014; Ramos et al., 2012).
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O crescimento algal se dd em ambientes com abundancia de nutrientes como o fosforo
e nitrogénio e com variagdes ambientais como, por exemplo, o pH alcalino entre 8,0 ¢ 9,3
(Komarek et al., 2008; Furtado et al., 2009). Por apresentar caracteristicas que favorecem a
atenuacgao e/ou degradagao de poluentes, as microalgas sao utilizadas em variados processos de

tratamento de efluentes.

2.4.1 Caracteristica taxonémicas, fisiologia e aplicacoes

O género Chlorella abriga individuos conhecidos pelo seu crescimento rapido,
metabolismo mixotréfico e alto rendimento lipidico, sendo Chlorella vulgaris uma das espécies
mais investigadas (Santos ef al., 2023). Esses individuos correspondem a microalgas verdes
pertencentes a divisdo Chlorophyta, estruturados como células esféricas de tamanho
microscopico, medindo entre 2—10 um de didmetro, e que contam com varios elementos
semelhantes as plantas em sua estrutura (Safi ef al., 2014).

Em relacdo a utilizagdo da biomassa deste género, ha abrangéncia de aspectos que vao
desde a producdo de biocombustiveis, passando pela nutricdo humana, ragdo animal e até
mesmo o uso enquanto organismo modelo para avaliacdo de ecotoxicidade de poluentes. Este
ultimo € possivel gragas ao seu “curto ciclo de crescimento, facilidade de cultivo e sensibilidade
a toxicos” (Liu et al., 2022; Safi et al., 2014).

Além disso, por também possuirem caracteristicas como adaptacdo aos meios de cultura
flexiveis e resisténcia a fatores externos, auxiliam em processos de biorremediacao de aguas
residuais, contribuindo para a redugdo das cargas poluentes em meio aquoso. Isso pode ser
aliado ainda a producdo de biomassa microalgal para usos diversos (Assis Neto et al., 2022; Li
etal., 2021).

Arthrospira platensis ¢ um organismo pertencente a classe Cyanophyceae, nos
agrupamentos Cyanobacteria e Prochlorales, sendo reconhecido, portanto, como uma
cianobactéria. Sua caracterizagdo morfoldgica inclui a presenga de “tricomas curtos com um
didmetro constante das espirais soltas”, o que traz um diferencial na sua identificacdo em
relagdo a outra espécie filamentosa pertencente ao género Arthrospira, conhecida como
Arthrospira maxima, na qual os tricomas possuem maior diametro e h4 auséncia de constrigao
desses nas paredes transversais (Gentscheva et al., 2023; Thangsiri et al., 2024).

Por apresentar uma vasta e rica composi¢do quimica, como a presenga de seus

pigmentos naturais ficocianina e carotenoides, A. platensis vem sendo bastante cultivada para
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diversos fins comerciais, popularizando-se enquanto “Spirulina” e participando da producao de
alimentos e suplementos nutricionais, no setor farmacéutico e na medicina (Gentscheva et al.,
2023).

Além disso, também conta com uma capacidade de crescimento em ambientes diversos,
fruto de uma plasticidade metabodlica entre as formas fotoautotrofica, heterotréfica ou
mixotrofica. Isto contribui para a sua agdo na absorc¢ao de diferentes compostos (nutrientes e
matéria organica, por exemplo), auxiliando na limpeza do ambiente em que forem empregadas.
Dessa forma, ¢ um organismo promissor para o tratamento de aguas em processos de
biorremediacao ou semelhantes. Por fim, a biomassa resultante dessas aplicagdes também pode
ter aplicagdes industriais, como na produgdo de biocombustiveis ou biofertilizantes (Araujo et
al., 2021; Dolatabadi; Hosseini, 2016; Papadopoulos et al., 2022).

Dunaliella tertiolecta configura-se como uma das espécies que compdem o género
Dunaliella, o qual conta com algas verdes biflageladas halofiticas, de formatos esféricos a
fusiformes, com auséncia de parede celular e elevada resisténcia a fatores externos, de forma
geral (Barbosa et al., 2023; Baudelet et al., 2017). Além disso, outras caracteristicas marcantes
sa0 a sintese de B-caroteno, que tem usos multiplos nas areas farmacéuticas e nutracéuticas, ¢ a
presenca de varios outros componentes na sua biomassa que possuem valores diversos para a
saude humana, animal e na origem de biocombustiveis (Ramdhony ef al., 2024).

No campo das aplicagdes ambientais, D. tertiolecta mostra-se de grande valia para a
avaliacdo da ecotoxicidade de elementos antrdpicos, enquanto bioindicador, ja que apresenta
elevada sensibilidade a efluentes de origem urbana e industrial (Barbosa et al., 2023). Com a
adicdo, ainda, do seu papel na remog¢do de poluentes nas dguas, como os antibioticos, que
podem ser biodegradados por esses organismos (Hom-Diaz et al., 2022).

Tetradesmus obliquus ¢ uma espécie de microalga verde que conta principalmente com
“acucares neutros” na formagao da sua parede celular, um cloroplasto tnico ocupando cada
célula individualmente e estratégias de defesa variadas, como a formag¢do de uma bainha de
mucilagem ou de colonias (Oliveira et al., 2021). Adicionalmente, esses organismos também
apresentam uma rapida taxa de crescimento, resisténcia a fatores adversos, alta tolerancia a
elevadas temperaturas e irradidncia; com o adicional de ainda poderem se desenvolver em
panoramas heterotréficos e mixotroficos (Oliveira ef al., 2021).

Esses aspectos, por sua vez, acabam contribuindo para a aplicagdao de 7. obliqguus em
diferentes panoramas, como ¢ o caso da sua contribui¢ao para o cendrio ambiental. Um exemplo

¢ o seu papel na remoc¢do de nutrientes e micropoluentes (nitrogénio, ortofosfato, produtos
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farmacéuticos e desreguladores enddcrinos, por exemplo) em aguas residuais municipais,
aliado a formag¢do de uma biomassa com atividade antimicrobiana, de interesse agricola

(Grivalsky et al., 2022).

2.4.2 Microalgas e a remocdo de corantes azo

As microalgas podem remover o contaminante por dois processos: biodegradagao e/ou
biossor¢do. O processo de biossor¢do das microalgas pode ser explicado pelo poder absorvente
que sua parede celular apresenta. Metabolicamente, as microalgas possuem moléculas que
fixam carbono e outros nutrientes, como estratégia para favorecer seu crescimento.

No primeiro processo, enzimas como a RuBisCO (Ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase) podem atuar quebrando a ligagdo azo, na biossor¢ao, alguns grupos
funcionais presentes na alga podem funcionar como sitios ativos para diversos compostos, tais
como corantes.

Estudos como os de Baroukh et al. (2016) sugerem que a estratégia de acumulagdo de
carbono pelas moléculas das microalgas, durante o dia, e sua liberagdo durante a noite €, de
fato, favoravel para seu desenvolvimento, visto que todo carbono disponivel é transformado em
biomassa e carboidratos. Em resposta a condi¢des ambientais, as microalgas alteram seu
metabolismo para acumular lipidios ou proteinas, estratégia que pode ser aproveitada para
producao de biocombustiveis (Baroukh et al., 2016).

O funcionamento do metabolismo algal facilita o entendimento do mecanismo de
adsor¢do das microalgas na remocdo de corantes, como também nutrientes, uma vez que 0s
compostos do efluente téxtil sdo de forma geral de dificil degradabilidade. A bioquimica das
algas indica sua eficiéncia em responder a ambientes com estresse toxico.

O processo de adsor¢cao do corante azo por microalgas pode resultar em compostos
secundarios de menor toxicidade (Kurade et al., 2016). Dellamatrice et al. (2017) estudaram a
degradagdo do corante Indigo (ANIL) pela microalga Phormidium sp. e constataram que o
corante foi biotransformado em dois subprodutos, o 4cido antranilico e isatina, apos 17 dias de
tratamento.

A biossor¢do do corante realizada pelas microalgas esta relacionada a composicao dos
grupos funcionais presentes na estrutura quimica do corante. Ademais, a adesdo a superficie da
biomassa algal, ocorre devido a parede celular da alga possuir enzimas azoredutoras, o que

favorece a degradagao (Lebron et al., 2018).
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Uma das formas de observar a capacidade das microalgas de remover corantes ¢ a partir
das alteracdes dos fatores abidticos. Espécies da divisdo Chlorophyta sdo grandemente
utilizadas nesses processos de tratamento (Moreira et al., 2019). A Chlorella pyrenoidosa foi
testada na remocao do corante azul de metileno (MB), por exemplo (Pathak et al., 2015).
Hernandez-Zamora et al. (2015), também utilizaram a Chlorella vulgaris para investigar a
biodegradacao do corante azo Congo Red, e indicaram a presenga de enzima azoredutoras como
fonte da biodegradagao.

Ademais, outras espécies de microalgas estdo sendo testadas para biodegradacao de
corantes do tipo azo. Tais como as espécies estudadas por Lebron et al. (2019), que utilizaram
Spirulina maxima e Chlorella pyrenoidosa para testar a remogao de corantes téxteis sintéticos,
expondo as microalgas a modificagdes na presenga de acido fosforico e cloreto de zinco. Com
estas mesmas espécies, foi avaliada a capacidade de biossor¢ao das microalgas usando o corante
azul de metileno (Lebron et al., 2018).

O favorecimento da adsor¢do da enzima azo redutase é proporcional as condi¢des
operacionais de pardmetros como pH e temperatura que, quando controladas, favorecem a
biodegradacdo de corantes (Srinivasan ef al., 2019). Dellamatrice ef al. (2017), verificaram que
o pH alcalino favoreceu o aumento da descoloracdo do efluente. O controle destes parametros
pode ser facilmente assimilado pelas microalgas, visto que possuem caracteristicas que as

fazem altamente adaptaveis as variadas condi¢cdes do ambiente.

2.4.3 Microalgas no tratamento de efluentes téxteis

O uso das microalgas para o tratamento de efluente té€xtil vem sendo cada vez mais
estudado devido ao potencial de remog¢do de contaminantes que as algas apresentam (Lekshmi
etal., 2015).

Oyebamiji ef al. (2019), estudaram algumas espécies de Chlorophyceae (algas verdes)
em efluente téxtil e comprovaram o poder de remog¢a@o dos nutrientes assim como a geracao de
biomassa, alcangando um percentual de remog¢ao de 70% de cor do efluente. Isso ocorre devido
a capacidade de adaptacao celular, modificando-se morfologicamente para suportar as
condi¢gdes operacionais, passando de uma célula para duas, além de serem favoraveis a
producdo de lipidios (Behl et al., 2019a).

Entre as espécies mais utilizadas na remoc¢ao de poluentes em 4guas residuarias téxteis,

podem ser citadas: Arthrospira sp. (Spirulina sp.) (Lebron et al., 2018), Chorella sp. (Lebron
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et al., 2018; Lekshmi et al., 2015; Moreira et al., 2019), e Scenedesmus sp. (Lekshmi et al.,
2015) que também pertence ao grupo das Chlorella sp. (Pathak et al., 2015; Oliva-Martinez et
al., 2014).

Estudos que comprovam a eficiéncia de remogao de poluentes téxteis pelas microalgas

vém sendo publicados, enfatizando a possibilidade do uso dessa tecnologia de fonte renovavel

e biodegradavel (Tabela 1).

Tabela 1- Comparativo do uso de diferentes espécies de microalgas utilizadas no tratamento téxtil

Remocio Tino de
Microalga Mecanismo Corante de cor Tempo p Referéncia
efluente
(%)
Anabaena sp. Bioconversao Indigo 71.2 14 dias  Sintético  Dellamatrice
(ANIL) etal. (2017)
Aphanocapsa Bioconversao Orange 49.1 7 dias  Sintético  El-Sheekh et
elachista 2RL al. (2018)
Chlorella sp. Bioconversao Orange 55.2 7 dias  Sintético  El-Sheekh er
2RL al. (2018)
Chlorella Bioconversao G-Red 59.1 7 dias  Sintético  El-Sheekh et
vulgaris (FN-3G) al. (2009)
C. vulgaris Biossorcao NU 75.6 15 dias Real El-Kassas;
Mohamed
(2014)
C. vulgaris Bioconversao Congo 83.0 15 dias  Sintético  Hernandez-
Red Zamora et al.
(2015)
C. vulgaris Biossorgao Congo 90.0 15 dias  Sintético Mahalakshmi
Red et al. (2015)
C. vulgaris Biossorgao Methylene 98.5 8 dias  Sintético Fazal et al.
Blue (2021)
Chlorella Bioconversao Direct 78.6 180 Real Sinha et al.
pyrenoidosa Red-31 min (2016)
C. pyrenoidosa Biossorgao Methylene 98.2 2h Sintético  Lebron et al.
Blue (2018)
C. pyrenoidosa Biossorgao Methylene 99.7* 4h Sintético  Lebron et al.
Blue (2019)
Desmosdesmus Biossorcao Direct Red 36.0 4h Real Behl et al.
sp. 31 (2019a)
Microcystis Bioconversao  Reactive 55.12 7 dias  Sintético  El-Sheekh et

aeruginosa Black NN al. (2017)



M. aeruginosa

Phormidium sp.

Pseudoanabaena
sp.

Pseudoanabaena
sp.

Spirogyra sp.

Spirulina
platensis

Spirulina
maxima

S. maxima

Spirulina
platensis

Spirulina
platensis

Chlorella
vulgaris
(biochar)

Chlorella sp.
(biochar umido)

C. vulgaris
(biomassa
ativada)

Bioconversao

Bioconversao

Bioconversao

Bioconversao

Biossorcao

Biossorcao

Biossorcao

Biossor¢ao

Biossorcao

Biossorcéo

Biossorcdo

Biossorcdo

Adsorcdo

Orange
2RL

Indigo
(ANIL)

Reactive
yellow
3RN

Tracid red
BS

Reactive
Yellow 22

Reactive
Red 120

Methylene
Blue

Methylene
Blue

Malachite
Green

Malachite
Green

MB, CR

MB, CR

Acid Red
1

65.07

91.2

58.4

78.44

92.0

97.1

94.1

41.6*

94,12%

94,12%

var.
(mg/g)

113 mg/g
(MB),
164 mg/g
(CR)

~80-90%

7 dias
14 dias

7 dias

7 dias
120 h
NI
2h
4h
52.,4

min

52,4
min

até 120

120 h/
4h

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

Sintético

28

El-Sheekh et
al. (2017)

Dellamatrice
etal. (2017)

El-Sheekh et
al. (2017)

El-Sheekh et
al. (2017)

Mohan et al.
(2002)

Cardoso et al.
(2012)

Lebron et al.
(2018)

Lebron et al.
(2019)

Bonyadi et al.
(2022)

Bonyadi et al.
(2022)

Zha et al.
(2022)

Alabi et al.
(2024)

Chen et al.
(2021)

Fonte: A autora (2025).

Em tratamento de 4guas residudrias téxteis, as microalgas tém sido utilizadas como

alternativa devido a sua capacidade de fixacdo de nutrientes. O potencial de remocdo de

poluentes téxteis esta ligado a capacidade de absor¢do do corante, que ¢ facilitada pela estrutura

da parede celular.

Além do potencial das microalgas na degradacao da cor, estudos t€ém investigado sua

capacidade de biossor¢ao. El-sheekh et al. (2018) utilizaram as microalgas Chlorella vulgaris
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e Aphanocapsa elachista na degradagdao do corante Orange 2RL e encontraram 55,22% e
49,16% de remocgao respectivamente. Outros estudos tém reportado o emprego de microalgas
para redugdo de poluentes organicos e inorganicos em efluentes contaminados (Cho et al., 2013;
Lekshmi et al., 2015; Yaseen et al., 2016).

A eficiéncia de remocao de cor, através das microalgas, foi relatada previamente por
Behl et al. (2019b), que alcangaram remocgao do corante Direct Red 31 utilizando a microalga
Chlorella pyrenoidosa, e por Lebron et al. (2018) e Lebron et al. (2019), que conseguiram 94-
98% de remocao do azul de metileno utilizando as espécies Chlorella sp. e Spirulina maxima.

Dessa forma, o tratamento bioldgico por microalgas apresenta vantagens como: rapido
crescimento, facilidade de cultivo, adaptacdo a variagdes ambientais, aproveitamento da
biomassa, geracdo de compostos secundarios (lipidios, carboidratos, proteinas) e baixo custo

de manutengao.

2.4.4 Aproveitamento dos recursos gerados no tratamento de efluente via microalgas

Além da remocao de poluentes, o cultivo de microalgas em efluentes téxteis oferece
vantagens econdmicas devido ao potencial de aproveitamento da biomassa gerada. Tratamentos
utilizando microalgas sdo reconhecidos pelo potencial de geracdo de biomassa rica em
carboidratos e lipidios, que sdo utilizados na fabricagdo de biogas e biocombustivel, por
exemplo. Além disso, essa vantagem fecha o ciclo de bioprodutos gerados pelo tratamento do
efluente téxtil. A utilizacdo de microalgas para o tratamento téxtil produz tanto a biomassa
necessaria para uso industrial quanto a remoc¢do de contaminantes téxtil, tornando este um
excelente prospecto para aplicag¢do industrial (Behl et al., 2019a; Behl, ef al. 2019b; Oyebamiji
etal.,2019; Yadav et al., 2019).

O cultivo de microalgas no efluente téxtil gera uma quantidade significativa de biomassa,
rica em lipidios, carboidratos e proteinas, que pode ser utilizada para obtencdo de bioprodutos
de valor econdmico agregado, como ocorre na producdo comercial de biodiesel a partir dos
oOleos lipidicos gerados (Behl et al., 2019a; Huang et al., 2010; Raheem et al., 2018).

A produgao de lipidios por microalgas agrega valor a sua biomassa, visto que, algumas
espécies como Chlorella pyrenoidosa vem sendo estudada para este fim, alcangado resultados
positivos como o de Zhang et al. (2019) que, variando as condigdes de disponibilidade de
nitrogénio e fosforo, observaram a producdo de 48,90% de lipidio a partir da biomassa

microalgal. Isso ocorre devido a capacidade de adaptagdo celular, onde ocorre a modificacao
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morfologica para suportar as condigdes operacionais, passando de uma célula para duas. Além
de serem favoraveis a produgdo de lipidios (Behl et al., 2019a).

Em termos de custo e como alternativa sustentdvel, os microrganismos s3o viaveis no
tratamento de poluentes aromaticos téxteis. Nesse sentido, as microalgas sao promissoras fontes
para a aplicabilidade dessa tecnologia. Nadarajah et al. (2017) utilizaram as microalgas como
fonte de lipidios na producdo de biodiesel, e constataram sua eficiéncia de produgdo de
biomassa (6000 mg. L) além do rapido crescimento.

A producao de biomassa a partir de microalgas utilizando efluente téxtil e de esgoto
doméstico pode ser uma alternativa a biodegradacao destes contaminantes, uma vez que as
microalgas podem empregd-los como fonte de energia e nutrientes para seu crescimento e
reproducdo (Lekshmi er al., 2015). As microalgas também podem utilizar o nitrogénio
inorgénico a fim de converté-lo em organico, incorporando-o em seus processos metabolicos

(Cai; Park; Li, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a remo¢ao do corante tetra azo Direct Black 22 (DB22) pelas microalgas
Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta, Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus em
sistemas de cultivo fechado, investigando os mecanismos de biodegradagao, fotodegradacao e

adsor¢ao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir, dentre as espécies Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta, Chlorella
vulgaris e Tetradesmus obliquus., quais apresentam maior eficiéncia de crescimento e
remocao do corante tetra azo Direct Black-22 em cultivo fechado.

e Avaliar a contribui¢do da fotodegradagdo e da adsor¢do na remocao do corante tetra azo
Direct Black-22;

e Analisar a capacidade de biodegradacdo do DB22 pelas microalgas, com énfase na
atividade enzimatica;

e Monitorar a toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade do corante tetra azo Direct
Black 22 seus possiveis subprodutos de degradagdo antes e apds o processo de cultivo

com as microalgas utilizando o sistema teste A//ium cepa.
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4 METODOLOGIA

4.1 MICROALGAS E MEIOS DE CULTURA

Os microrganismos fotossintetizantes Arthrospira platensis (UTEX 1926), Dunaliella
tertiolecta (UTEX 1999) e Chlorella vulgaris (UTEX 1803) foram obtidos da colegdo de
cultura da Universidade do Texas, e a microalga Tetradesmus obliquus (ASF5402) foi isolada
a partir de amostras coletadas no Agude de Apipucos (Recife, Pernambuco, Brasil, coordenadas
8° 1'13.08"S; 34°55'56.51"W). As cepas originais desses microrganismos estdo mantidas no
Laboratério de Biotecnologia/CENAPESQ da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

A composi¢do dos meios de cultivo segue a metodologia de Schldsser (1982) para A.
platensis, meio Bold basal (Bischoff; Bold, 1963) para C. vulgaris, Bold basal (Bischoff; Bold,
1963) com adaptacdo de Moura et al. (2020) para D. tertiolecta (para esta microalga foi
utilizada 4gua do mar no preparo do meio, substituindo a 4gua deionizada), e BG-11, de acordo
com Stanier et al. (1971) para Tetradesmus obliquus.

Os meios de cultivo utilizados para inoculacdo em cada experimento estdo descritos a

seguir (Tabela 2).
Tabela 2 - Composi¢do dos meios de cultivo
Bold’s Basal
Nutriente Concentracao (g/L)
NaNO; 10
CaCl,.2H, 0,1
MgS04.7H, 0,3
K>HPO4 3
KH,PO4 7
NaCl 0,001
Na,EDTA 50
FeS0O4.7H,O 4,98
H3BO; 11,42
ZnS0O4.7H,0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44
MoNO3 0,71
CuS04.5H,0 1,57

Ca(NO5).6H,0 0,49
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BG-11

Nutriente Concentracao (g/L)
NaNO3 1,5
K;HPO, 0,04
MgSO,-7H,O 0,075
CaCl-2H,O 0,036
Citric acid 0,006
Ferric ammonium citrate 0,006
EDTA (disodium salt) 0,001
NaCOs 0,02
Trace metal mix A5 1.0 (ml)*
H;BO; 2,86
MnCl,-4H,O 1,81
ZnS0O4 7TH,0 0,222
NaMoOs4-2H,0 0,39
CuSO4-5H0 0,079
Co(NOs)2-6H20 0,0494

Schlosser
Solucio 1

Nutriente Concentracao (g/L)
NaHCOs3 27,22
Na,COs 8,06
K>HPO4 1,0

Solucio 2

Nutriente Concentracio (g/L)
NaNO; 5,0
K2SOq4 2,0
NaCL 2,0
MgS0,.7H,0 0,4
CaCl,.2H,O 0,08
PIV* 12(mL)
CHU* 2(mL)

Fonte: A autora (2025).
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As cepas foram mantidas em tubos de ensaio com o meio liquido de cultivo padrao para
cada cepa. Inicialmente, cada microrganismo foi cultivado em frascos de Erlenmeyer de 500
mL, contendo 200 mL dos meios de cultivo selecionados. Apds atingir a fase exponencial de
crescimento, os microrganismos foram cultivados em frascos de Erlenmeyer de 1 L, contendo
500 mL dos meios de cultivo. As condi¢des de cultivo apresentavam concentragdao celular

inicial de 200 mg L™!, temperatura de 28 °C e iluminagio de 72 pmol fotons m2 s™!.

4.2 INATIVACAO DA BIOMASSA

Para a inativagdo da biomassa foi realizado um pré-tratamento térmico, no qual a
biomassa de cada uma das espécies utilizadas foi submetida a autoclave (121 °C, 20 min). Apds
o resfriamento a temperatura ambiente, toda a biomassa foi centrifugada (marca CT-6000 a
3000 RPM) por 10 min. Em seguida, A biomassa foi seca em estufa (marca Nova técnica, 80

°C, 20 h). A inativagao foi realizada por meio de uma adaptagao do trabalho de Khalaf (2008).

4.3 CORANTE DIRECT BLACK 22

O corante Direct Black 22 - DB22 (féormula molecular: Cs4H32N13Naz011S3), foi
utilizado como composto alvo deste estudo. O DB22 tem origem comercial (ExataCor — Lote
7011), possuindo pureza de 50% (Menezes et al., 2019). A concentragdo de 65 mg L' de DB22
foi escolhida com base nos estudos ja realizados com o devido corante, a mesma concentracao
foi encontrada nos corpos receptores em que os efluentes téxteis finais sdo lancados (Ferraz et
al., 2011). Inicialmente, preparou-se uma solucio estoque de 5 g. L! e para a realizagio do
experimento, a solucdo estoque de 65 mg. L' foi diluida em 4gua destilada. A absorbancia do
corante DB22 foi obtida por espectrofotometria no pico de absor¢do maxima do corante

(espectrofotometro UV-Vis HITACHI, modelo U-2910, 475 nm).

4.4 TESTE ENZIMATICO

Para verificar a atividade enzimatica referente a azoredutases presentes nas células das
microalgas. O teste enzimatico foi realizado por meio da preparagdo do extrato celular da

microalga. Para isso foram utilizados 2 mL de amostra liquida coletadas em eppendorf, os quais
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foram centrifugados (marca Hermle, modelo Z306) a 5500 rpm por 10 min. Posteriormente, o
extrato celular foi lavado (2x) com solugdo 50 mM de tampao fosfato-salino (PBS) em pH 7,0.
As células do extrato concentrado foram lisadas mecanicamente por meio de Beadbeater (marca
MP Biomedicals™, modelo FastPrep -24™, Valiant) utilizando 0.05 + 0.015 g de pérolas de
vidro de 150-212 pum (Sigma-Aldrich, San Luis, MO) por dois ciclos de 15 minutos. Apds a
centrifugacdo a 20.000 rpm a 4°C por 30 min (CAPP APS, CR-1730R) o sobrenadante do
extrato celular foi separado.

Para a reagdo enzimatica, 200 uL do sobrenadante do extrato celular foram adicionados
em eppendorf de 1 mL juntamente com 400 uL de PBS a 50 mM (pH 7,0), 200 uL da solugao
do corante DB22 a 65 mg L' € 200 uL da solugdo de fosfato de dinucleétido de nicotinamida
e adenina (NADPH) a 0,2 mM. Posteriormente, a solugdo foi homogeneizada ¢ mantida em
repouso por 5 min em temperatura ambiente para leitura em espectrofotometro UV-Vis (marca
HITACHI, modelo U-2910 no comprimento de onda de 475 nm. A atividade enzimatica foi
evidenciada pela diminui¢do da area do pico de absor¢do do corante durante o experimento,
utilizando o software OriginPro 9.0 (OriginLab, Northampton, MA). O teste enzimatico foi
adaptado da metodologia descrita por Sinha et al. (2016).

4.5 ANALISE DE FTIR

Com a finalidade de analisar a presenca de grupos funcionais provenientes da
degradacao do corante azo, foi realizada a andlise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), utilizando o espectrofotometro modelo Perkin Elmer, modelo
Spectrum 400, na faixa de 400-4000 cm™', em pastilhas de KBr na razio 5:95. Os valores foram

observados em transmitancia.

4.6 SISTEMA-TESTE Allium cepa

Para os testes de toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade foram utilizadas sementes
de 4. cepa (Vale Ouro - [PA 11), fornecidas pelo Instituto Agrondomico de Pernambuco — IPA.
As sementes foram germinadas em placas de Petri, com tamanho médio de 100x20 mm,
contendo algodao e papel filtro embebidos em 10 mL de amostra e mantidos em temperatura

ambiente (Figura 1).
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Figura 1 - Preparagdo das l1aminas do ensaio teste Allium cepa

Fonte: A autora (2025).

Foram utilizadas 50 sementes por placa, e cada tratamento foi realizado em
quadruplicata. Como controle negativo foi utilizado dgua destilada e para controles positivos
foram utilizados o metil metanosulfonato (MMS, 4x10* M) que tem agdo clastogénica e o
herbicida trifluralina (TRI - 0,84 mgL™! de principio ativo) que tem a¢o aneugénica.

No sistema-teste 4. cepa, para a validagdo da atenuag¢do do potencial téxico das
amostras, foram utilizadas sementes de 4. cepa (Vale Ouro - IPA 11). Cinco tratamentos foram
testados: (1) agua destilada (H20), como controle negativo (CN); (2) herbicida trifluralina (TRI
- 0,84 mgL! de principio ativo), como controle positivo para analise da genotoxicidade; (3) C1
- Chlorella vulgaris e meio Bold’s basal; C2 - meio Bold’s basal e corante azo DB22; C3(i)
inicio (dia 01) - Chlorella vulgaris, meio Bold’s basal e corante azo DB22, e C3(f) final (dia
17) - Chlorella vulgaris, meio Bold’s basal e corante azo DB22.

Para andlise de toxicidade, foi observado o indice de germinag¢do durante 13 dias,
acompanhando o periodo necessario para a germinagdo de todas as sementes nas amostras.
Adicionalmente, foi analisado o comprimento médio de 20 raizes coletadas aleatoriamente no
quarto dia de germinagdo. Tais raizes foram fixadas em solug¢do de carnoy (3 partes de etanol
para 1 parte de acido acético) por 2h e armazenadas a -20 °C. Posteriormente, raizes entre as

selecionadas foram utilizadas para preparacao das laminas (Carit4; Marin-Morales 2008).
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Para analise da citotoxicicidade e genotoxicidade, 10 raizes das 20 selecionadas foram
submetidas a trés lavagens consecutivas de 5 min em 4gua destilada para retirar o excesso de
fixador. Posteriormente, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1 normal por 8 min a 60 °C em
banho-maria. Apos hidrolise, as raizes foram lavadas em agua destiladas por 5 min, trés vezes
consecutivas, ¢ entdo coradas em Reativo de Schiff por 2 h em local escuro. Em seguida as
raizes foram lavadas e seus meristemas esmagados em uma gota de carmim acético (2%), para
melhor visualizag¢ao do citoplasma. Para montagem de cada lamina utilizou-se apenas uma raiz,
que foi coberta com uma laminula (22 x 22), esmagando ligeiramente o material de modo a
espalhar as células pela lamina. Posteriormente, a 1amina foi imersa em nitrogénio liquido por
3 min; ap6s a imersao, retirou-se a laminula, e a lamina foi montada com Entellan (MERK).

Para cada tratamento foram confeccionadas 10 laminas, das quais foram analisadas 500
células por lamina, totalizando 5.000 células por tratamento. Para analise da citotoxicidade, foi
calculado o indice mitético a partir da razao entre o numero de células que foram observadas
em divisdo pelo nimero total de células analisadas e o resultado foi multiplicado por 100.

Para avaliagdo da genotoxicidade, foram observadas as frequéncias de alteragdes
cromossomicas (C- metéafases, anafase multipolar, metafases poliploides, metifases com
aderéncia cromossdmica, nucleos lobulados, metafases com perdas e quebra cromossdmicas,
pontes cromossdmicas € microntcleo em diferentes fases da mitose, seja ela profase, metafase,
anafase e telofase). A frequéncia de alteragdes cromossdmicas identificadas foi calculada pela
razdo do niimero de alteracdes cromossdmicas observadas pelo total das células analisadas,
sendo o resultado multiplicado por 100.

Para anélise estatistica foi realizado um delineamento inteiramente casualizado. Para o
parametro de toxicidade, foram analisados o indice de germinag¢do ao longo do tempo com base
na analise de quatro placas de Petri por tratamento e o comprimento médio de 10 raizes por
tratamento. Para os parametros citoxicidade e genotoxicidade, 5.000 células por tratamento
foram analisadas (500 células/lamina de um total de 10 laminas/tratamento). As unidades
experimentais consistiam de uma placa de Petri, de uma raiz e das células analisadas por lamina,
respectivamente.

Os resultados obtidos foram comparados com o controle negativo normatizados
utilizando os testes de normalidade e homogeneidade, seguindo o modelo de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Posteriormente, utilizou-se o teste de variancia (ANOVA) seguido
do teste a posteriori de Tukey, utilizando o programa de estatistica OriginPro 9.0 (OriginLab,

Northampton, MA). Todas as andlises foram realizadas no nivel de significancia de p < 0,05.
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4.7 CULTIVO

O cultivo foi realizado em sistema foto autotréfico em meio estéril, com temperatura de
28,5 °C (%1,5), aferida diariamente por meio de um termdémetro portatil em fotoperiodo
constante (24 h), com iluminacdo de 132-160 pmol'm™s™’ medida com Photo Radiometer,
(HD2102.2), e com aeragdo constante, vazio de ar 0,5 L-min! e liberagdo de CO, 2% (£1),
utilizando bomba de compressao de ar.

Quando o intuito era avaliar a influéncia da luz (fotodegradagao) foram realizados testes
removendo a iluminagdo (Figura 2). Para o experimento com a espécie Arthospira Platensis a
aeragdo ndo € necessaria, portanto, o cultivo foi realizado em mesa incubadora (Incubadora
Shaker- 1713, NOVA Instrument), com temperatura de 30°C e agitagdo de 100RPM (Figura
3).

Figura 2 - Montagem dos cultivos para espécies Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus e Dunaliella
tertiolecta

Fonte: A autora (2025).
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Figura 3 - Montagem do cultivo para espécie Arthospira Platensis

Fonte: A autora (2025).

4.8 COLETA

A cada dois dias foram coletadas aliquotas de 4 mL para realizagdo das analises:
quantificagdo do corante DB22, quantificagdo da biomassa algal e teste enzimatico (para
espécie C. vulgaris). Para o teste enzimatico foram utilizadas amostras do inicio e final do
experimento. A biomassa algal foi quantificada por leitura da densidade Optica em 685 nm (C.
vulgaris), 680 nm (D. tertiolecta), 650 nm (T. obliquus) e 560 nm (A. platensis)
(spectrophotometer HITACHI, U-2910, Chiyoda, Japao). A defini¢do de quantidade de
biomassa foi feita com base na curva de calibragao da densidade 6tica (OD) e nimero de células,
uma unidade de OD 5o correspondeu a 7 x 106 células/mL. Além disso, uma unidade de
OD 6g0 correspondeu a 0,23 g/L de peso de biomassa seca.

Para avaliacdo da morfologia das microalgas em microscopio optico (Leica-DM E,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) foi utilizado parte do volume amostral da varredura

espectrofotométrica.
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Para avaliar os grupos funcionais presentes no meio e para verificar a remogao do DB22
(para a espécie C. vulgaris), foi realizada a anélise de Fourier Transform Infrared spectroscopy
(FTIR - Perkin Elmer, Spectrum 400, Waltham, MA) na faixa de 400-4000 cm™, em pastilhas
de KBr na razdo 5:95, da biomassa final do cultivo.

Ao final do cultivo, as células foram centrifugadas, através de 3 lavagens sucessivas
com agua destilada para retirada do sal adsorvido as células, e foram submetidas a secagem

com ventilagdo a 55 °C por 12 h (Pelizer et al., 1999).

4.10 ETAPA EXPERIMENTAL

O desenho esquemadtico da figura 4 representa um fluxograma de panorama geral das

etapas até os experimentos.



Figura 4 - Fluxograma experimental para a montagem dos cultivos
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4.10.1 Experimento 01 — Chlorella vulgaris

Para inoculagdo de cada condi¢dao determinada foi preparada uma solu¢ao padrao em
Erlenmeyer de 2 L previamente autoclavado. Sendo distribuidos da seguinte forma: 615 mL de
biomassa ¢ 1,385 mL de meio Bold’s basal (C1); 1,974 mL de meio Bold’s basal ¢ 26 mL de
DB22 (C2); 615 mL de biomassa, 1,359 mL de meio Bold’s basal e 26 mL de DB22 (C3); 400
mg de biomassa inativa, 1,359 mL de meio Bold’s basal e 26 mL de DB22 (C4); 1,974 mL de
meio Bold’s basal e 26 mL de DB22 (sem iluminagao) (C5); 400 mg de biomassa inativa, 1,974
mL de meio Bold’s basal, e 26 mL de DB22 (sem iluminagdo) (C6). As concentragdes finais
obtidas, apos a mistura dos componentes, foram de 200 mg L de biomassa, 200 mg de
biomassa seca (inativada) e 65 mg L' de DB22. Posteriormente, a solu¢do de cada condicio
(C1, C2, C3, C4, C5 e C6) foi distribuida em Erlenmeyers de 1 L contendo 600 mL cada.

Na tabela 3 estdo descritas as condig¢des de analise. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

Tabela 3 - Condi¢des experimentais usadas durante o experimento 01
Microalga Corante Luz
Ausente Ativa Inativa Ausente Presente Ausente Presente
Cl X X X Avaliar
crescimento da
biomassa

Objetivo

C2 X X X Avaliar a
fotodegradacao

C3 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa com a
presenga de
DB22

Cc4 X X Avaliar o efeito
da adsorgdo em
presenca da luz

C5 X X X Avaliar o efeito
da adsorgao
sem a presenga
da luz

Co6 X X X Avaliar o efeito
da adsor¢ao

Fonte: A autora (2025).
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4.10.2 Experimento 02 — Tetradesmus obliquus

Para inoculagdo de cada condi¢dao determinada foi preparada uma solugao padrdao em
Erlenmeyer de 2 L previamente autoclavado. Sendo distribuidos da seguinte forma: 510 mL de
biomassa ¢ 1,490 mL de meio BG (T1); 510 mL de biomassa, 1,464 mL de meio BG-11 ¢ 26
mL de DB22 (T2); 1,974 mL de meio BG-11 e 26 mL de DB22 (T3) e 1,974 mL de meio BG-
11 e 26 mL de DB22 (sem iluminacao) (T4). As concentragdes finais obtidas, apos a mistura
dos componentes, foram de 200 mg L' de biomassa, 200 mg de biomassa seca (inativada) e 65
mg L' de DB22.Posteriormente, a solugdo de cada condigdo (T1, T2, T3 e T4) foi distribuida

em Erlenmeyers de 1 L contendo 600 mL cada.

Na tabela 4 estao descritas as condi¢oes de analise. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

Tabela 4 - Condic¢des experimentais usadas durante o experimento 02
Microalga Corante Luz
Ausente  Ativa Inativa  Ausente Presente  Ausente Presente

Objetivo

T1 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa

T2 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa com a
presenca de DB22

T3 X X X Avaliar o efeito da
adsorgao em
presenca da luz

T4 X X X Avaliar o efeito da
adsorgao

Fonte: A autora (2025).

4.10.3 Experimento 03 — Arthrospira platensis

Para inoculagdo de cada condicdao determinada foi preparada uma solu¢do padrao em
Erlenmeyer de 2 L previamente autoclavado. Sendo distribuidos da seguinte forma: 137 mL de
biomassa e¢ 1,862 mL de meio Schlosser (Al); 137 mL de biomassa, 1,837 mL de meio
Schlosser e 26 mL de DB22 (A2); 400 mg de biomassa inativa, 1,837 mL de meio Schlosser e
26 mL de DB22 (A3); 1,974 de meio Schldsser e 26 mL de DB22 (A4) e 1,974 de meio

Schlosser e 26 mL de DB22 (sem iluminacdo) (AS). As concentragdes finais obtidas, apds a
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mistura dos componentes, foram de 200 mg L' de biomassa, 200 mg de biomassa seca
(inativada) e 65 mg L' de DB22.Posteriormente, a solugdo de cada condi¢io (A1, A2, A3, A4
e A5) foi distribuida em Erlenmeyers de 1 L contendo 600 mL cada.

Na tabela 5 estao descritas as condi¢des de analise. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

Tabela 5 - Condigdes experimentais usadas durante o experimento 03
Microalga Corante Luz
Ausente  Ativa Inativa  Ausente Presente  Ausente Presente

Objetivo

Al X X X Avaliar
crescimento da
biomassa

A2 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa com a
presenca de DB22

A3 X X X Avaliar a
fotodegradacdo ¢
adsorgdo

A4 X X X Avaliar a
fotodegradacdo

A5 X X X Avaliar a
degradacgao
quimica do DB22

Fonte: A autora (2025).

4.10.4 Experimento 04 — Dunaliella tertiolecta

Para inoculagdo de cada condicao determinada foi preparada uma solugdo padrao em
Erlenmeyer de 2 L previamente autoclavado. Sendo distribuidos da seguinte forma: 252 mL de
biomassa ¢ 1,748 mL de meio Bold’s basal (D1); 252 mL de biomassa, 1,722 mL de meio
Bold’s basal e 26 mL de DB22 (D2); 400 mg de biomassa inativa, 1,722 mL de meio Bold’s
basal e 26 mL de DB22 (D3); 1,974 mL de meio Bold’s basal e 26 mL de DB22 (D4) e 1,974
mL de meio Bold’s basal e 26 mL de DB22 (sem iluminagao) (D5). As concentragdes finais
obtidas, ap6s a mistura dos componentes, foram de 200 mg L' de biomassa, 200 mg de
biomassa seca (inativada) e 65 mg L' de DB22.Posteriormente, a solucdo de cada condi¢do

(D1, D2, D3, D4 e D5) foi distribuida em Erlenmeyers de 1 L contendo 600 mL cada.
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Na tabela 6 estao descritas as condi¢des de analise. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

Tabela 6 - Condigdes experimentais usadas durante o experimento 04
Microalga Corante Luz
Ausente  Ativa Inativa  Ausente Presente  Ausente Presente

Objetivo

D1 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa

D2 X X X Avaliar
crescimento da
biomassa com a
presenca de DB22

D3 X X X Avaliar a
fotodegradacdo ¢
adsorgao

D4 X X X Avaliar a
fotodegradacao

D5 X X X Avaliar a
degradacgao
quimica do DB22

Fonte: A autora (2025).

4.9 ANALISE CROMATOGRAFICA

Para avaliar o subproduto da degradagdo, foi realizada a analise cromatografica da
anilina foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ao detector
de arranjo de diodos (DAD) modelo LC-20AT (Shimadzu, Japdo) usando uma coluna de fase
de reserva C18 (Lichrospher® RPC18 com 250 mm x 4,6 mm x 5 um, Merck Life Science,
Darmstadt, Alemanha). A fase mével usada foi 4cido acético 60% com trietilamina 5 mM e
acetonitrila 40% com uma taxa de fluxo de 1 mL.min™' e um volume de inje¢do de 50 uL com
um tempo de execucao de 5,5 minutos.

O HPLC-DAD modelo LC-20AT (Shimadzu, Japao) usando uma coluna de fase de
reserva C18 (Lichrospher® RPC18 com 250 mm x 4,6 mm x 5 um, Merck Life Science,
Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para a andlise de catecol, 4cido benzoico e acido 4-
aminobenzodico. A fase movel consistia em 30% de acetonitrila e 70% de fase aquosa com
0,03% de acido fosforico. A taxa de fluxo foi definida em 0,8 mL.min"!, o volume de injecdo

foi de 50 puL e o tempo de execugdo foi de 9 minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao serdo apresentados os resultados que se referem as etapas desenvolvidas
durante a fase experimental com as quatro espécies de microalgas testadas (Chlorella vulgaris,
Tetradesmus obliquus, Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta). As discussdes dos

resultados serdo apresentadas de acordo com cada etapa dos experimentos 01, 02, 03 e 04.

5.1 EXPERIMENTO 01 - Chlorella vulgaris

5.1.1 Efeito do corante tetra azo DB22 no crescimento da microalga C. vulgaris

O crescimento da microalga com e sem a presenga do DB22 (C3 e C1, respectivamente),
indicam que a C. vulgaris foi capaz de se desenvolver em ambas as condi¢des (Figura 5).
Inicialmente, a producao de biomassa na condi¢cdo C3 foi inferior a observada em C1. No
entanto, apos as primeiras 24 horas, ambas apresentaram taxas de crescimento semelhantes.
Isso indica que a microalga conseguiu se adaptar e crescer satisfatoriamente mesmo na presenca

do DB22 em C3.

Figura 5 - Concentragdes da biomassa para C1 (C. vulgaris, meio Bold’s basal) e para C3 (C. vulgaris, meio
Bold’s basal e corante DB22), obtidos em 685 nm, durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).
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Apos a estabilizagdo do crescimento, a condi¢do contendo C. vulgaris no meio Bold's
basal (C1) apresentou uma concentracao de biomassa algal de 679,1 mg L', mais que o triplo
da concentragdo inicial (200 mg L™"). Na presenga do corante (C3), a concentracao foi de 963,9
mg L', quase cinco vezes a concentragao inicial. No entanto, observou-se que a constante de
crescimento foi menor para C3 (0,15 + 0,03) em comparagdo com C1 (0,38 + 0,07) (Figura 5).

Para consolidar os resultados apresentados em relacdo a estabilizagdo da biomassa, foi
aplicado um modelo matematico, em que a concentracao de biomassa ¢ calculada. As equagdes

do modelo Gompertz para C1 e C3 correspondem as equacdes (1) e (2), respectivamente.

Concentragio de biomassa (mg - L) = 714,0 - e(-e 010074739 (1

Concentragio de biomassa (mg - L) = 1127,7 - (-7 0074370 9y

Isso indica que o crescimento da biomassa de microalgas foi possivelmente estimulado
na presenca do corante azo. Além do crescimento, a morfologia celular também foi avaliada,
nao foram observadas alteragdes morfoldgicas significativas em C. vulgaris, como mudanga de
formato ou tamanho celular (Figura 6), diferentemente do relatado por Sinha et al., (2016), que,
ao estudar o crescimento de Chlorella na presenga do corante Direct Red 31, observou uma

alteracdo nas células de redondas para elipticas.

Figura 6 - Imagens de microscopia Optica apresentando as caracteristicas morfologicas da Chlorella vulgaris nos
dias 1, 12 e 17 em C1 (C. vulgaris e Meio Bold’s basal) e em C3 (C. vulgaris, meio Bold’s basal e corante
DB22)

01 Dia 12 Dias 17 Dias

Obj. 100x

Fonte: A autora (2025).
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Em sistemas de cultivo fechado ndo ¢ recomendavel manter o cultivo ap6s trés dias de
estagnagdo do crescimento (F. Javed et al., 2022). No caso do sistema C1, foi observada
estagnagdo constante a partir do décimo segundo dia. Por esse motivo, o monitoramento dessa
condicdo foi encerrado no 12° dia (Figura 5).

Em estudos como o de F. Javed et al. (2022) com a microalga Chlorella vulgaris,
também foi possivel observar o crescimento inicial acelerado, passando por uma fase de
estagnagdo e uma diminuicdo em torno de 11-12 dias, corroborando com os resultados no
presente estudo.

Além do DB22, outros corantes azo também foram estudados em sistemas de
microalgas, como por Dellamatrice et al. (2017); Behl et al. (2019) e El-Sheekh et al. (2018)
que observaram a descolora¢do do corante Indigo (91,2%), Direct Red 31(32,74%) ¢ Orange
2RL (49,16%) com as microalgas Phormidium sp., Chlorella pyrenoidosa e Chlorella sp.,
respectivamente.

Durante o experimento, foi possivel visualizar a alteracdo na coloragdo do meio na
condi¢do C3, que mudou de preta no inicio do experimento para verde escuro no sétimo dia,
terminando com uma coloragao alaranjada no dia 17. A mudanga de cor foi avaliada e registrada
fotograficamente (Figura 7). Nesse processo, a ligacao dupla de nitrogénio do grupo croméforo
azo ¢ quebrada pela a¢do da enzima azorredutase, diminuindo a coloragdo preta e levando a

formagao de aminas aromaticas.

Figura 7 - Demonstracdo da descoloragdo do corante DB22 nos dias 1, 7, 14 e 17. (C1 (C. vulgaris e meio Bold’s
basal) e C3 (C. vulgaris, meio Bold’s basal e corante DB22)
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Fonte: a Autora (2025).

A continua aeracao do meio pode proporcionar condigdes para que ocorra a reagao de

auto-oxida¢do das aminas aromaticas, recompondo alguns azo-dimeros e possivelmente
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formando novos compostos, que, neste experimento, exibiam coloragdo alaranjada. O processo
de auto-oxidagdo foi reportado por Menezes et al. (2019) e Carvalho et al. (2020) quando

aminas aromaticas sao expostas ao oxigénio molecular.

5.1.2 Avaliagdo da atividade enzimdtica

O teste de atividade enzimatica foi realizado com a finalidade de confirmar a presenga

de enzimas nas células das microalgas (Figura 8).

A produgdo enzimatica foi avaliada pela reducdo do valor da absorbancia no
comprimento de onda de maxima absor¢do de luz do corante (475 nm). Em C3, houve uma
reducdo de 27% ao comparar os valores iniciais e finais, o que indica a ocorréncia de atividade

enzimatica.

A absorbancia observada em C1 pode ser desconsiderada, visto que, a condi¢ao avaliada
continha apenas microalgas e meio de cultivo. De forma semelhante, Sinha ef al. (2016) e
Zamora et al. (2015) utilizaram o género Chlorella e apontaram maior ocorréncia de

azoredutases na presenca dos corantes Direct RED-31 e Vermelho Congo, respectivamente.

Figura 8 - Espectro de varredura na regido UV-Vis obtido para o teste enzimatico (A) C1 (C. vulgaris e meio
Bold’s basal), (B) C3 (C. vulgaris, meio Bold’s basal e corante DB22). Absorbancia em 475 nm.
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Fonte: A autora (2025).

Considerando o que ¢ reportado na literatura, na auséncia de corantes, as azoredutases
ndo sdo detectadas ou estdo em baixas concentragdes. Pesquisas indicam que o aumento na

producao de enzimas ¢ um indicador de biodegradacao de corantes. As microalgas ativam
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enzimas quando necessario para seu devido crescimento e nutri¢do (Russel ef al., 2022; Duval
et al., 2023). Por outro lado, na auséncia de corantes ndo houve deteccado nenhuma ou baixa

presenca de azoredutases.

Um dos mecanismos de remoc¢do dos corantes por microalgas consiste na acao
enzimatica que pode acontecer extracelularmente. Além da alta resisténcia da parede celular
das microalgas o tamanho e a complexidade molecular oriundas do nimero de liga¢des azo do
corante azo DB22 sdo fatores que provavelmente dificultaram a absor¢do do corante para o
meio intracelular, o que facilita a adaptagdo da microalga ao corante durante seu crescimento

(Baudelet et al., 2017).

No presente estudo, foi observado que as azoredutases foram induzidas na condigdo
adversa para as microalgas (C3), indicando que a Chlorella vulgaris pode ser um agente
bioldgico capaz de realizar tratamento para remocao do DB22. A degradacdo de azo corantes
estd diretamente ligada a presenga de enzimas azorredutoras que quebram a moléculas do
corante e geram compostos intermediarios.

Para determinagdo da producdo de enzimas pelas microalgas, foi realizado a analise de
espectroscopia de infravermelho com transformacdo de Fourier (FTIR, Fourier transform
infrared) que ¢ uma importante ferramenta para avaliar os grupos funcionais presentes no meio
e para verificar a degrada¢do do DB22 com possivel formacao de subprodutos. Os dados de
FTIR foram obtidos da biomassa final nos fotoreatores C1 e C3 (Figura 9).

O teste de FTIR realizado com a biomassa colhida no final do experimento valida os
resultados obtido pelo teste enzimatico, uma vez que, as bandas de grupos funcionais como o
N-H, grupo indicativo da presenga de aminas aromaticas, foram detectadas na faixa 3500-3000
cm’! (Figura 9). Faixas de absorbincia no infravermelho indicam possiveis grupos funcionais
(N-H) existentes na biomassa microalgal. Para aminas aromaticas primarias ou secunddarias a

banda de estiramento ¢ de 1500-1000 cm™! (Rosa et al., 2018; Soto-Ramirez et al., 2021).

O aparecimento de vibragdes N-H na condi¢cao C3 ocorreu na banda de estiramento 3280
cm! e para C1 foi 3283 cm’!, indicando que a condi¢io C3 promoveu a remogio do corante
DB22, gerando grupos N-H como subproduto de degradag¢dao, como pode ser verificado na

Figura 8 (Baudelet et al., 2017; Mahendra Kumar et al., 2018; Rosa et al., 2018).

Os testes de FTIR foram realizados com a biomassa final visando validar os resultados
obtidos pelo teste enzimatico, uma vez que as microalgas indicam a presenca enzimas

potencialmente azo redutoras. Para que ocorra a remocao ¢ necessario obrigatoriamente que
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grupos funcionais estejam presentes (N-H, C-H), estes, sdo indicadores por meio da quebra da
molécula do corante azo, o que corrobora com o presente estudo, no qual a biomassa da
Chlorella vulgaris apresentou enzimas e células capazes de gerar subprodutos de degradacao

do corante DB22 (Figura 8 e Figura 9).

Figura 9 - FTIR da biomassa apds 17 dias de experimento. Cl1 (C. vulgaris e meio Bold’s basal) e C3 (C.
vulgaris, meio Bold’s basal e corante DB22)
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Fonte: A autora (2025).

5.1.3 Remocido do corante tetra azo DB22 (Chlorella vulgaris)

A avaliagdo da remogao bioldgica do corante foi realizada na condicao C3 (C. vulgaris,
meio basal Bold, DB22 adicionado). Além disso, para avaliar a contribui¢cdo da remocao fisico-
quimica por fotodegradagdo e adsor¢do, foram realizados testes com o corante no meio basal
Bold sem a presenga de microalgas (C2) e na presenca de microalgas inativadas (C4).

Na presenca do DB22 e de microalgas vivas ativas (C3), a remog¢ao do DB22 foi de 62,6
+ 1,46%. No entanto, essa remocdo pode ser atribuida & combinagdo dos processos de

fotodegradacao (remocao devido a reagdo quimica causada pela exposicao a luz), degradacao
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enzimatica, degradagdo quimica e adsor¢ao na biomassa. Os processos de fotodegradagao,
degradagdo quimica e adsor¢ao juntos contribuiram para uma remogao de 49,4 + 6,4% (Figura
10), conforme observado em C4 (C. vulgaris inativa, com luz). C2 (sem C. vulgaris, com luz)
mostrou que a remocao correspondente a fotodegradacao e degradagdo quimica na auséncia
de C. vulgaris foi de 47,7 + 7,2%. Isso também indica que a contribuicdo da adsor¢do na
biomassa de microalgas foi pequena, apenas 1,7 £ 1,3%. Portanto, a remog¢do enzimatica em
C3 foi responsavel por 13,2 + 6,5% do total de 62,6 + 1,46% de remog¢ao do DB22. Embora o
experimento C3 tenha mostrado uma eficiéncia de remog¢ao maior que C2 e C4, ndao houve
diferenca significativa entre as médias desse experimento no nivel de p < 0,05 usando o teste

ANOVA. No entanto, observou-se que a presenca de microalgas ativas diminuiu a concentracao
de DB22 no meio.

Figura 10 — Concentra¢do em 475 nm em C2 (Meio Bold’s basal e corante DB22); C3 (C. vulgaris, meio Bold’s
basal e corante DB22) e C4 (C. vulgaris (Inativa), meio Bold’s basal e corante DB22) durante o periodo de
experimento.
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Para investigar a contribuicdo majoritaria da exposi¢ao a luz na remocao do DB22,

foram realizados testes na auséncia de luz (C5 e C6). Os resultados obtidos sdo apresentados

na Figura 12.

Figura 11 - Concentragdo em 475 nm em C2 (Corante DB22 e meio Bold’s basal); C4 (C. vulgaris (Inativa),
meio Bold’s basal e corante DB22); C5 (Corante DB22, meio Bold’s basal (sem iluminagéo)) ¢ C6 (C. vulgaris
(Inativa), meio Bold’s basal (sem iluminagéo)) durante o periodo de experimento.
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Fonte: A autora (2025).

Os testes realizados sem luz (C5 e C6) apresentaram uma remoc¢ao baixa do DB22 (4,1
+3,9% e 4,3 = 1,5%, respectivamente). Testes como os realizados nas condigdes C2, C5 e C6
nao foram relatados anteriormente na literatura, o que torna este estudo promissor para elucidar
aremogao de corantes azo em sistemas de cultivo fechado de microalgas. Esses dados mostram
que, diferentemente da atividade bioldgica relatada em estudos similares, a remog¢ao do corante
azo neste estudo derivou predominantemente da fotodegradacdo. O teste ANOVA entre as
condigdes C2, C4, C5 e C6 mostrou diferengas significativas com p < 0,05 para os experimentos
sob influéncia da luz, demonstrando que o DB22 sofre processos de fotodegradacdo neste
estudo.

Corantes azo podem sofrer fotodegradacao direta e indireta. Em reagdes fotoquimicas

diretas, 0 mecanismo mais provavel neste estudo, as moléculas do corante absorvem luz e sdo
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excitadas para um estado energizado, levando a reagdes intra ou intermoleculares (Jaiswal et
al., 2022).

As reagdes fisico-quimicas responsdveis pela remocdo do corante ndo levaram a
formagdo de aminas aromaticas, pois nenhum aumento foi detectado na absorbancia na faixa
de comprimento de onda correspondente as aminas aromaticas na varredura UV-Vis (200-350
nm) (Pinheiro et al., 2004). Testes cromatograficos foram realizados para determinar aminas
como anilina e 4cido sulfanilico, além de 4cido benzoico e catecol, compostos intermediarios
da degradacao de corantes azo, e nenhum dos compostos foi detectado. (Sun et al., 2015; Arora,

2015).

Aminas aromaticas sdo produzidas como compostos intermediarios da degradacao
anaerobia de corantes azo e sao conhecidas por apresentarem toxicidade igual ou superior a dos
corantes azo, além de muitas destas aminas serem cancerigenas (Dellamatrice et al., 2017;
Pinheiro et al., 2004; Puvaneswari ef al., 2006; Santos et al., 2007; Tu et al., 2022; Wang et al.
2023).

Desta forma, pode-se inferir que a remoc¢ao do corante DB22 neste experimento ocorreu
por meio de trés possiveis rotas: enzimatica (bioldgica — 13,2 + 6,5 %), adsorc¢ao (1,7 = 1,3 %)

e fotodegradacao (43,46+ 6,4 %), como pode ser visualizado na Figura 11.

A fotodegradagdo teve papel preponderante na remocao do DB22, considerando que
uma das provaveis rotas de remog¢ao do corante ocorreu por via quimica, buscou-se confirmar
a ocorréncia de fotocatalise nos sistemas por meio de testes sem a presenca de luz (C5 e C6).

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Rotas de degradagdo do DB22 na presenca da microalga C. vulgaris.
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Os resultados obtidos na condicao C4, com DB22 e microalga inativa, na presenca de
luz, indicaram percentual total de remocao de corante de 49,4%, demonstrando que houve
remocdo de corante na auséncia de biomassa ativa, correspondendo, portanto, & soma da
remogao por adsor¢do na biomassa, fotodegradacao e degradacao quimica. Considerando que
a remocao por fotodegradagado foi de 49,4 + 6,4%, a contribuicao real da adsor¢ao (biomassa +

fotoreator) foi apenas de 1,7 + 9,6% (Figura 10).

A interacdo da luz com o oxigénio tornou possivel a ocorréncia da fotodegrada¢do com
os componentes do meio (MgS0O4.7Hz, KoHPO4, KH2PO4, NaCl, NaaEDTA, FeSO4.7H>0,
H3BOs3, ZnS04.7H>20, MnCl2.4H>0, MoNO3, CuSO4.5H,0, Ca (NO3)2.6H20). A reacdo quimica
da fotodegradacao na presenca da luz. (El-Sheekh ef al. 2018; Jaiswal et al., 2022; Pena et al.,
2020; Santhanam et al., 2017; Vu Nu et al., 2022).



56

A utilizagdo da luz nas condigdes observadas foi o fator preponderante para degradacao
do corante, visto que a fotodegradacdo resulta do contato do adsorvato e o adsorvente. O
processo de fotodegradacdo ocorreu pela adsor¢do do corante pelo ativador (luz) (JAISWAL et
al. 2022). Sem a presencga da luz o corante permanece em mistura estavel, ndo ocorrendo
nenhuma reacao relevante, tanto para o inicio (dia 0) quanto para o fim do experimento (dias

17 e 15).

5.1.4 Avaliacdo da Toxicidade

A avaliacdo da toxicidade de processos de degradacao envolvendo corantes téxteis foi
importante para consolidar sua eficiéncia, uma vez que, os compostos intermediarios da
degradacdo de corantes podem ser mais toxicos do que o proprio corante (Ali ef al., 2020; Al-
Tohamy et al., 2022; Katheresan et al., 2018; Oyeniran et al., 2021; Wang et al., 2020). No
presente estudo, foi realizado teste com o bioindicador 4. cepa, visando avaliar a toxicidade e

a citogenotoxicidade do DB22 e dos subprodutos gerados no processo de degradagao.

Nenhuma amostra diferiu estatisticamente do controle negativo (indice germinativo/IG:
72,0£9,89%:; crescimento médio das raizes/CMR: 0,65+0,16 cm), com variagoes de 59-73,5%
(IG) € 0,57-0,65 cm (CMR), indicando auséncia de toxicidade (Tabela 7).

Tabela 7 - Ensaio com sistema-teste Allium cepa ap6s 72 h de exposi¢do das sementes a amostras de tratamentos
de biodegradagdo do corante DB22, utilizando Chlorella vulgaris, avaliando dados de indice de germinagdo
(IG), comprimento médio das raizes (CMR), indice mitdtico (IM) e indice de alteracdo cromossoémica (IAC)

Tratamento 1G (%) CMR (cm) IM (%) IAC (%)
CN 72,0+£9,89 0,65+0,16 16,14+4,62 2,12+0,66
TRI ; ; . 7.18+4,17*
C1 73,5+14,3 0,62+0,10 19,26+8,77 2,78+1,09
C2 59,0+6,63 0,57+0,21 19,48+4,10 2,82+0,89

C3(i) 79,0+1,1 0,60+0,19 25,1244,72* 3,56+1,50%*
C3(f) 67,5+8,29 0,65+0,17 27,32+3,83* 2,56+0,95

Nota: CN (Controle negativo), C1 (C. vulgaris e meio Bold’s basal), C2 (Corante DB22 e meio Bold’s basal) e C3
(C. vulgaris, meio Bold’s basal e corante DB22). * representam diferenca significativa em relacdo a CN de acordo
com o teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: A autora (2025).
Por outro lado, em relagdo a analise da citotoxicidade, constatou-se um estimulo
significativo do indice mitdtico (IM) para as amostras de C3 tanto para inicial C3(i) (25,1%)
quanto final, C3(f) (27,3%), demonstrando a¢do citotoxica do tipo desordenada na divisao das

células quando comparada ao CN (16,1%). Nas amostras com C. vulgaris na presenca do

corante, C3(i) e C3(f), os resultados de IM indicam que a citotoxicidade ndo foi reduzida do
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meio, mesmo apos 62,6% de remocdo do corante. Essa relagdo sugere que o corante nao ¢ o
unico fator responsavel, uma vez que em C2 nao foi observada diferenca em relagdo ao CN. A
interagdo entre a microalga, o corante e o proprio processo de tratamento que envolve oxigénio
e luz, podem ter refletido neste resultado. Mathur et al. (2007); Zhang et al. (2019) e
Domingues et al. (2020) observaram em seus estudos, utilizando os sistema teste 4. cepa, que

efluentes téxteis apos tratamentos ainda podem apresentar citotoxicidade.

Na andlise da genotoxicidade, por sua vez, medida por meio do indice de alteragdes
cromossomicas (IAC), tanto o controle positivo TRI (7,18%) quanto C3(i) (3,56%)
apresentaram diferencas significativas em comparagdo ao CN (2,12%), enquanto C1, C2 e C3(f)
foram semelhantes estatisticamente em relagdo ao CN, apresentando TAC de 2,78%, 2,82% e

2,56%, respectivamente (Tabela 7).

A concentracdo inicial do corante azo DB22 no meio (65 mg. L!) pode explicar a
genotoxicidade em C3(i). Pode ter sido induzida alteragdes do material genético nuclear das
c¢lulas meristematicas de 4. cepa, diferente do observado em C3(f), na qual ndo se observou a
acao genotoxica, provavelmente pela redugdo da concentracdo do corante no meio. Resultados
semelhantes foram reportados na literatura, na qual se encontrou aumento significativo na
frequéncia de alteragdes cromossomicas em efluentes té€xteis sem tratamento, quando

comparados ao controle negativo (Caritd, Marin-Morales 2008; Domingues ef al., 2020).

O presente estudo demonstrou o potencial da condicao C3 (C. vulgaris, DB22 e meio
de cultivo) em remover o DB22, em sistemas de cultivo fechado. A microalga C. vulgaris possui
capacidade de adaptacdo e crescimento facil na presenca do corante tetra azo Direct Black-22
(DB22). A toxidade neste experimento ndo se mostrou um fator preponderante para o
crescimento da C. vulgaris. Ainda que o corante DB22 ndo tenha induzido toxicidade, cito e

genotoxicidade foram observadas na presenga do corante quando na concentragdo inicial

elevada (C3(1)).

5.2 EXPERIMENTO 02 — Tetradesmus obliquus

5.2.1 Efeito do corante tetra azo DB22 no crescimento da microalga Tetradesmus obliquus

A Figura 13 apresenta a variacdo da biomassa de 7. obliquus ao longo dos 23 dias de

cultivo. Durante esse periodo, observou-se crescimento tanto na auséncia do corante DB22, em
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T1 (T. obliguus no meio BG-11), quanto na presen¢a do corante, em T2 (7. obliquus no meio
BG-11 com DB22). Como ¢ comum em cultivos de microalgas, a biomassa em T1 e T2 passou
por uma fase de adaptacio.

Por volta do 10° dia, atingiu aproximadamente 800 mg L', quadruplicando a
concentracgdo inicial de 200 mg L' (Figura 13). Apds o periodo de adaptacao a biomassa
continuou a aumentar, apresentando em T1 concentragdo final de biomassa 1600 mg L' e T2
de 2000 mg L. Assim como no experimento 01 (C. vulgaris), os testes com a microalga 7.
obliguus obtiveram maior producao de biomassa quando o crescimento ocorreu na presenca do
corante.

Figura 13 — Taxa de crescimento da biomassa em T1 (7. obliquus, meio BG-11) e para T2 (T. obliquus, meio
BG-11 e corante DB22), obtidos em 650 nm, durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).

A partir do 16° dia, a biomassa cresceu de forma significativa em ambas as condigdes,
com T2 superando T1. O aumento mais acentuado em T2 pode ser associado a acdo enzimatica
que ocorre extracelularmente, atuando principalmente na assimilacdo de nutrientes € na
regulagdo do metabolismo celular. Enzimas como nitrato redutase, fosfatase e urease sdo
produzidas pelas proprias microalgas e participam da conversdao de nutrientes inorganicos
(como nitrato, fosfato e ureia) em formas assimilaveis, facilitando o seu aproveitamento para a
biossintese celular e, consequentemente, promovendo o crescimento algal (Yadav et al., 2020),

de forma semelhante ao ocorrido no experimento 1.
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O crescimento estabilizou proximo aos dias finais, com T2 alcangando
aproximadamente 2000 mgL™" e T1, 1600 mgL". O diferencial de 400 mg L' refor¢a que o
corante contribuiu para maior produ¢do de biomassa.

No dia 1, T2 apresentou coloracao preta intensa (DB22), enquanto no dia 23, a solugao
tornou-se verde-escura (devido a biomassa algal). Além disso, observou-se coloragdo sugestiva
de processos de auto-oxidacdo em T2 apds centrifugacdo (Figura 14), fendmeno também
verificado nos Experimentos 1 e 3 (Figuras 7 e 19).

A mudancga de coloragdo observada neste estudo pode estar associada ao processo de
degradacdo do corante. Inicialmente, a ligacdo do cromodforo azo pode ter sido quebrada por
acao de enzimas azoreductases, diminuindo a coloragdo preta, levando a formacao de aminas
aromaticas. O meio entdo tende a coloracdo verde escuro em funcdo do crescimento da

biomassa algal (Ameen et al., 2021).

Figura 14 - Demonstragdo da descolorag@o do corante DB22 nos dias 1 e 23. T1 (7. obliquus, meio BG-11) e T2
(T. obliquus, meio BG-11 e corante DB22)
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4

Fonte: A autora (2025).

A aeragdo continua do meio favoreceu a auto-oxida¢do das aminas aromaticas,
recompondo azo-dimeros e gerando compostos alaranjados. A coloragdo alaranjada observada
em T2 apds centrifugacdo (Figura 14) sugere auto-oxidacdo das aminas aromaticas, conforme
reportado por (Menezes et al., 2019). Esse processo pode regenerar azo-dimeros, explicando a

tonalidade distinta em relagdo ao controle (T1).
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5.2.2 Avaliacao da andlise de FTIR

A avaliacdo da atividade enzimética da biomassa ¢ essencial para compreender os
mecanismos de degradacdo do DB22 pelas microalgas. Para que a a¢do enzimatica ocorra, €
necessario que grupos funcionais estejam presentes e se associem, promovendo a degradagdo
do corante (C. Russel et al., 2022).

Na auséncia de corantes, a atividade enzimatica é reduzida ou ndo detectavel. O aumento
na producdao enzimadtica ¢ relatado na literatura como um indicador da biodegradagdao de
corantes. As microalgas ativam enzimas quando necessario para seu devido crescimento e
nutri¢do (C. Russel et al. 2022; Duval et al. 2023).

Nas condigdes T1 e T2 a analise por FTIR foi realizada para identificagdo de bandas de
estiramento de grupos funcionais como N-H (Figura 15). Em T1 ndo foram observadas bandas
de grupos funcionais, enquanto em T2 foram observadas bandas correspondentes a vibragdes
de estiramento largo de N-H de 3279 cm™ e vibragdes em 2925 cm™! correspondente ao grupo
C-H (Figura 15).

As vibragdes correspondentes ao grupo N-H também podem ser sobre bandas de
dobramento na faixa 1610-1500 cm™ (Baudelet et al., 2017; Mahedra kumar et al., 2018). No

presente estudo as vibragdes foram de 1633-1532 cm™! (Figura 15).

Figura 15 - FTIR da biomassa ap6s 23 dias de experimento. T1 (T. obliguus, meio BG-11) e T2 (T. obliquus,
meio BG-11 e corante DB22)
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Fonte: A autora (2025).

5.2.3 Remocido do corante tetra azo DB22 (Tetradesmus obliquus)

Para avaliar a remo¢ao do DB22 durante o crescimento da microalga 7. Obliquus, a
eficiéncia de remogao foi analisada nas condi¢des T2 (Biomassa + Meio + DB22), T3 (DB22
+ Meio) e T4 (DB22 + Meio, sem luz) conforme Figura 16.

Na presenca do DB22 e microalgas vivas ativas (T2), a remog¢ao de DB22 foi de 67,2 +
2,1 %. Apresentando, nesta condi¢do, a melhor remocao que foi atribuida a combinagdo dos
processos de biodegradacdo e fotodegradacdo (remocdo devido a fotodegradagdo e agdo da
microalga viva ativa). Nas condi¢des T3 e T4, em que foram avaliados os processos de
fotodegradacdo (com presenca e auséncia de luz), contribuiram com 47,2 = 1,5% e 0,0%

respectivamente (Figura 16).

Figura 16 - Concentracdo em 475 nm em T2 (7. obliquus, meio BG-11 e corante DB22), T3 (meio BG-11 e corante
DB22) e T4 (meio BG-11 e corante DB22 — sem luz) durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).
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Observou-se que T2 apresentou a maior eficiéncia (67,2 2,1%), indicando que a
combinag¢do de biomassa, meio e luz foi determinante para a remog¢ao do corante. Ja a diferenca
entre T2 e T3 destaca o papel ativo da biomassa na remog¢ao do corante, além de processos
abioticos.

A auséncia de remog¢ao em T4 (0,0%) enfatiza a importancia da luz, possivelmente pela
sua contribuicdo em processos fotocataliticos ou na ativagdo metabolica da biomassa. A
remocdo eficiente do corante em condi¢des de luz indica uma combinagdo de processos
metabolicos e fotocataliticos (Vu Nu et al., 2022; Khan et al. 2013; El-Sheekh et al., 2018).

A fotodegradacdo que correspondeu a 47,2 + 1,5% demonstraram que a fotodegradacao
pode alcangar eficiéncia na remocgao de corantes (Huang et al., 2022; El-Kalliny et al., 2021).
Por sua vez a degradacdo enzimatica apresentou uma taxa de 20%, no entanto, em sistemas nao
otimizados ou com baixa densidade microbiana, os valores podem ficar em torno de 20%, como
observado em estudos com sistemas de tratamento integrados (El-Shafei ef al., 2024; Khan et
al., 2022).

Enquanto que, a degradacdo quimica demonstrou-se pouco eficaz para a degradagao de
corantes azo. A estabilidade estrutural do grupo azo (-N=N-) dificulta sua quebra apenas com
agentes quimicos comuns, resultando, em muitos casos, em eficiéncias proximas de zero
(Mousa et al.,2021). Assim, embora métodos quimicos ainda sejam utilizados como tratamento
preliminar ou auxiliar, seu desempenho limitado evidencia a necessidade de integracdo com
processos mais avangados, como a fotocatdlise ou o uso de consorcios microbianos com

capacidade enzimadtica elevada.

5.3 EXPERIMENTO 03 — Arthrospira platensis

O experimento a seguir verifica a capacidade de atua¢do da microalga A. platensis em

relacdo ao seu crescimento e desenvolvimento com a presenga do corante DB22 e suas reagdes

quimicas e bioldgicas.

5.3.1 Efeito do corante tetra azo DB22 no crescimento da microalga Arthrospira

platenses
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A Figura 17 apresenta o crescimento da biomassa durante os 17 dias de experimento.
Durante esse periodo, foram realizados dois ensaios: um sem exposi¢do ao DB22, em Al (4.
platensis no meio Schldsser), e outro na presenga do corante, em A2 (A. platensis no meio
Schlésser com DB22).

Nos primeiros dias, as células apresentaram desenvolvimento lento (fase lag), seguido
por um crescimento reduzido e perda celular entre o segundo e terceiro dia (Figura 17),
possivelmente devido a adaptagdo metabdlica, independentemente da presenga do corante. A
partir do quarto dia, a biomassa entrou em fase exponencial, estabilizando-se posteriormente
(fase estacionaria).

Durante o experimento a producio da biomassa aumentou de 200 mg L' para
aproximadamente 500 mg L' em A2. Enquanto em Al a biomassa foi de 200 mg L' inicial
para aproximadamente 650 mg L™!. Apesar de apresentar maior crescimento da biomassa em
Al, o que era esperado, em A2 o crescimento pode ser considerado satisfatério, visto que a

microalga conseguiu se adaptar e crescer em condigdes de estresse para seu devido crescimento.

Figura 17 - Concentragdes da biomassa para Al (4. platensis, meio Schldsser) e para A2 (4. platensis, meio
Schldsser e corante DB22), obtidos em 560 nm, durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).
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As caracteristicas morfologicas dos filamentos de A. platensis mantiveram-se
inalteradas durante o experimento, tanto em Al (Meio e 4. platensis) quanto em A2 (Meio e

DB22), indicando que o corante ndo afetou sua estrutura ou pigmentacgao (Figura 18).

Figura 18 - Imagens de microscopia Optica apresentando as caracteristicas morfologicas da Arthrospira platensis
nos dias 1 ¢ 17 em A1 (4. platensis, meio Schldsser) e em A2 (A. platensis, meio Schldsser e corante DB22).

01 dia 17 dias

Objetiva: 40x
Fonte: A autora (2025).

Fonte: Autor (2022)
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Figura 19 - Demonstra¢ao da descolora¢ao do corante DB22 nos dias 1 e 17. Al (4. platensis,
meio Schlosser), (4. platensis, meio Schlosser e corante DB22) e A3 (4. platensis (inativa),
meio Schlosser e corante DB22)

Dia 01 Dia 17

Fonte: A autora (2025).

5.3.2 Remocdo do corante tetra azo DB22 (Arthrospira platensis)

Para avaliar a remoc¢do do corante no experimento 3, foi observada a reducdo da
concentracdo do DB22 durante os 17 dias de experimento (Figura 20). A remocao foi de 66,2
+ 4,3% em A2 (A. platensis no meio Schlosser e corante DB22), 76,0 £ 1,8% em A3 (4.
platensis (inativa) no meio Schlosser e corante DB22), 65,1 £ 0,8% em A4 (meio Schldsser e

corante DB22) e 13,1 + 0,3% em A5 (meio Schldsser e corante DB22, sem luz).

A remocao do DB22 comegou a ser observada a partir do 4° dia, pois as células das
microalgas estavam em fase de adaptacdo, tanto em A2 quanto em A3, conforme mostrado na
Figura 20. Ja para A4 e A5 os processos de remogao se deram pela capacidade de adaptagdo da

microalga ao corante com o meio, na presenga e na auséncia de luz.

Na Figura 19, a descoloragdo visual do corante pode ser observada ao comparar o
crescimento da biomassa entre o dia 01 e o dia 17. Em A2 e A3 (Meio, DB33 e 4. platensis
(inativa)), a cor inicial do corante foi substituida pela tonalidade da microalga no 17° dia.

Ainda na figura 19 ¢é possivel observar que ocorreu um possivel auto-oxidagdo em A2

e A3 apos centrifugacdo. Infere-se que ao atingir a degradagdo do corante o sobrenadante
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adquire coloragdao avermelhada que possivelmente estd associada a compostos intermediarios,

que advém do processo de degradagdo (Amorim et al., 2020). Esta mesma observacao ocorreu

nos experimentos 1 e 2 (Figura 7 e 14).

Figura 20 - Concentracdo em 475 nm em A2 (4. platensis, meio Schlosser e corante DB22); A3 (4. platensis
(inativa), meio Schlosser e corante DB22); A4 (meio Schldsser e corante DB22) e AS (meio Schldsser e corante
DB22 — sem luz) durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).

As possiveis rotas de degradacao do DB22 (enzimatica, adsorc¢ao e fotodegradacao) que
ja foram apontadas durante os experimentos desse trabalho, também se mostraram evidentes no
experimento 3. Na presenga do corante e da luz a remocdo do corante € evidente em

porcentagens de 76%.

A remogdo correspondente a adsorcao (A3) foi de 10,9 = 0,8%, possivelmente
decorrente da combinacdo dos processos de fotodegradacdo (remoc¢do devido a adsorcdo,
fotodegradacgdo e degradagao quimica) e adsorgao.

A remocgao correspondente a degradagao quimica (meio Schldsser e corante DB22) foi
de 65,1 = 0,8%. Ja nos testes sem iluminacdo (A5), a remocao foi de 13,1 = 0,3%, que pode ser

atribuido a degradacdo quimica (Vu Nu et al., 2022).
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Quando comparado com os experimentos 1, 2 ¢ 4, o desempenho da microalga 4.
platenses na degradacdo do corante DB22 apresentou maior eficiéncia na degradagdo.
Entretanto a auto-oxidagdo foi fortemente evidenciada, com o corante passando da cor preta
para avermelhada, assim como observado no Experimento 1. Esse fendmeno pode ser atribuido
a fotodegradacao, que ocorre por meio de uma reagao quimica (Vu Nu et al., 2022; Khan et al.,
2013; Acuner E. et al., 2004; El-Sheekh et al., 2018).

Além disso, observou-se que a eficiéncia de remocao da cor por via bioldgica foi de
66,2 + 4,3%, o que ¢ considerado uma boa contribuicao, visto que todos os processos ocorrem

de forma simultanea em todas as condigdes expostas no presente estudo.

5.4 EXPERIMENTO 04 — Dunaliella tertiolecta

5.4.1 Efeito do corante tetra azo DB22 no crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta

O cultivo foi realizado em duas condigdes distintas: microalga e meio de cultivo (D1) e
microalga, meio de cultivo e DB22 (D2) (Figura 21). Os resultados mostram um
comportamento atipico no crescimento da D. tertiolecta, com o rendimento da biomassa nao
seguindo o padrdo observado nos experimentos anteriores. Esse fato pode ser atribuido as
condig¢des de alta salinidade e ao estresse imposto a cepa.

Durante todo o experimento as cepas cresceram de forma irregular apresentando baixas
e altas concentragdes em dias alternados. Esse comportamento foi confirmado tanto para o
acompanhamento do crescimento por espectrofotometria (680 nm) quanto para contagem de

células em microscépio.
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Figura 21 - Concentragdes da biomassa para D1 (D. fertiolecta, meio Bold’s basal) e para D2 (D. tertiolecta,
meio Bold’s basal e corante DB22), obtidos em 680 nm, durante o periodo de experimento
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Fonte: A autora (2025).

Devido a instabilidade da biomassa, o experimento foi interrompido no 22° dia de
amostragem, o que ndo interfere no objetivo esperado. A microalga D. fertiolecta demonstrou
capacidade de sobrevivéncia e crescimento em presenga de DB22, com aumento de biomassa
de 200 mg L para 1200 mgL! (D2). Enquanto em D1 a biomassa foi de 200 mg L' inicial
para aproximadamente 800 mg L.

O crescimento em DB22 foi superior ao observado nos experimentos 1, 2. e reforga a
capacidade de crescimento desse género em ambientes extremos. Células do género Dunaliella
tém parede celular delimitada por uma membrana fina e elastica que permite uma adaptacao
morfologica mais eficiente, se adaptando as variacdes de pressao osmotica do meio externo
(Barbosa et al., 2023).

A produtividade da biomassa da D. tertiolecta nas condigoes D2 (presencga do corante
DB22) e D1 (auséncia do corante DB22) evidencia a capacidade que a espécie tem de se

desenvolver em ambas as condicdes (Figura 22).
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Figura 22 - Imagens de microscopia Optica apresentando as caracteristicas morfoldgicas da | D. tertiolecta nos
dias 1 € 21 em D1 (D. tertiolecta e Meio Bold’s basal) e em D2 (D. tertiolecta, meio Bold’s basal e corante
DB22)

01 dia 21 dias

Objetiva: 40x

Fonte: Autor (2022)

Fonte: A autora (2025).

Em cultivos convencionais, a biomassa estabiliza ap0s trés dias, o que ndo ocorreu com
aD. tertiolecta. Isso pode ser atribuido a forma de crescimento em que foi submetida (condigdes
de altas salinidades) o que comprometeu a verificagdo do crescimento, seja via
espectrofotometro ou por contagem em microscopio. Assim, ndo foi possivel identificar a fase

de estagnacdo, usualmente reportada em outros estudos (Javed et al., 2022) e no Experimento

1 desta tese.

5.4.2 Remocdo do corante tetra azo DB22 (Dunaliella tertiolecta)

A avaliacdo da remog¢do bioldgica do corante foi realizada na condicdo D2 (D.
tertiolecta, meio Bold’s basal e corante DB22). Para avaliar a contribui¢do da fotodegradacao
e da adsorcdo, foram realizados testes com o corante em meio Bold’s Basal, sem a presenca da
microalga (D4) e com a presenga da microalga inativada (D3). Além disso, para avaliar a

fotodegradagao, utilizou-se a condi¢cdo sem luz (D5) (Figura 23).
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Figura 23 - Concentragdo em 475 nm em D2 (D. tertiolecta, meio Bold’s basal e corante DB22); D3 (D.
tertiolecta (Inativa), meio Bold’s basal e corante DB22); D4 (meio Bold’s basal e corante DB22) e D5 (meio
Bold’s basal e corante DB22 — sem luz) durante o periodo
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Fonte: A autora (2025).

Contrariamente aos experimentos anteriores (1, 2 e 3), na presenca do DB22 e
microalgas vivas ativas (D2), a remog¢ao de DB22 foi de 56,0 = 1,0 %. Entretanto a parte da
remogao que foi atribuida a combinagdo dos processos de fotodegradagdo (remog¢ao devido a
reacdo quimica da luz) e adsorcao (D3) foi de 80,2 + 0,3 %. A remocgdo correspondente a

fotodegradacdo (D4 e D5) (meio Bold’s basal e corante azo DB22 com e sem presenga de luz)

foi de 100,0 %, para ambos.

Sendo assim, quando nas condi¢des em que houve auséncia de microalgas (D4 e D5) a
reacao entre o corante € o meio foi imediata e resultou na completa remogao de cor desde o dia

zero, sugerindo um processo de coagulacao/sedimentagao.

Quando ocorreu adi¢do de microalgas (D2 e D3) verificou-se que em D2 (D. tertiolecta,
meio Bold’s basal e corante DB22) a microalga foi resistente a presenca do corante desde o dia
zero, apresentando crescimento de biomassa (Figura 24) até o dia final. Na condi¢do D3, que
teve como objetivo avaliar a adsor¢do do corante a biomassa, observou-se visualmente a

adsorcao do corante. No entanto, ao comparar as condi¢des D2 e D3 no dia final € visivelmente
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perceptivel a reducdo da quantidade de material particulado formado na presenga de microalgas

vivas, podendo ser um indicativo de biodegradacdo do corante DB22.

Figura 24 - Demonstra¢do da descolorag@o do corante DB22 nos dias 1 e 21. D1 (D. tertiolecta e meio Bold’s
basal); D2 (D. tertiolecta, meio Bold’s basal € corante DB22) e D3 (D. tertiolecta (inativa), meio Bold’s basal e
corante DB22)

D3

ALY

Fonte: A autora (2025).

A provavel explicagdo para o fendmeno que ocorreu no experimento 4, se da por uma
remo¢ao quimica imediata ja no dia 0, fato observado quando ¢ feita a centrifugagdo (Figura 23
e 24). Desta forma, esse processo pode ser explicado por uma competi¢do entre ions do sal e as
moléculas do soluto pela dgua, for¢ando o soluto a se separar da solucao aquosa. Esse processo
¢ chamado de salting-out, que ¢ uma técnica de separacdo em que a adicao de sais inorganicos
reduz a solubilidade de compostos orgdnicos na 4gua, promovendo sua precipitacdo ou
cristalizagao.

Outro ponto para se observar ¢ que, mesmo que o corante tenha passado pela hidrélise
¢ possivel que ao misturar com o meio altamente salino, tenha revertido a solubilidade do DB22
e dessa forma interferiu na degradagao.

Quando o corante entra em contato com o meio ocorre uma forma de “coagulacao” do
DB22 e esta coagulagdo ocorre devido as concentragdes elevadas dos cations e anions que

neutraliza o corante formando um material particulado. O meio Bold adaptado possui sais em
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concentragoes descritas na metodologia (Tabela 2) assim como ¢ conhecido que a 4gua do mar
possui concentragdes de cations e anions que possivelmente reagiram com o corante em um
processo fisico-quimico de coagulagdo, resultando na formagao de material particulado (Figura
24).

A separacao eficiente de corantes reativos em meio aquoso tem sido um desafio
recorrente em processos de tratamento de efluentes industriais, especialmente devido a
estabilidade estrutural desses compostos. Estudos recentes demonstram que a cristaliza¢do por
salting-out ¢ uma alternativa promissora, com elevada eficiéncia na recuperacdo de corantes
como o Reactive Blue 49 (tipo antraquinona) e o Reactive Black 8 (tipo azo). Cho et al. (2009)
desenvolveram um processo otimizado baseado na adi¢do de sais inorganicos que induzem a
precipitagdo seletiva dos corantes, com rendimentos que chegaram a 70% e 90% para os
corantes mencionados, respectivamente, sob condigdes especificas de temperatura,

concentragdo salina e agitagdo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo a capacidade de crescimento da microalga na presenga do corante, os
experimentos indicarem que todas as espécies de microalgas (Arthrospira platensis, Dunaliella
tertiolecta, Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus) tiveram desenvolvimento satisfatorio
na presenca do corante tetra azo Direct Black 22 com capacidade de adaptagdo e alta taxa de
crescimento. Também ndo foram observadas alteragdes morfologicas nas células das
microalgas durante os experimentos. Entretanto, em relagdo a microalga Dunaliella tertiolecta,
o crescimento da biomassa ndo teve relacdo direta com a degradacao do corante.

Em relagdo a remogao/biodegradagdo para avaliar a eficiéncia do tratamento com as
microalgas, foi possivel inferir que o desempenho das espécies variou conforme as condigdes
de meio e luminosidade. Para a espécie Chlorella vulgaris, a adsor¢ao (C4) de 49,4 + 6,4 %
esta associada a processos de reagdo quimica e fotocatalitica. Enquanto a fotodegradagdo (C2)
de 47,7 + 7,2 % foi atribuida a intera¢do da luz com o meio de cultivo utilizado.

Para a espécie Tetradesmus obliquus, a parte correspondente a fotodegradacao foi de
42,7% + 1,5% (T3), a biodegradacao foi de 67,1 + 2,1% (T2). Para a espécie Arthrospira
platensis a representagao da biodegradacao foi de 66,2 +4,3% (A2) enquanto a fotodegradacao
foide 52,0 £ 1,8% (A3) e a adsor¢ao fo1 10,9 + 0,8% (A4). Para a espécie Dunaliella tertiolecta,
a remocao por via da biodegradacao foi de 56,0 = 1,0 % (D2) e a remocgao preponderante foi

devido ao processo imediato de coagulagdo (quimico) que foi de 100,0 % (D4 e D5).

Testes como os realizados nas condigdes propostas, neste estudo, nao foram reportados
na literatura; portanto, ndo foi encontrado nenhum relato da ocorréncia dessa condi¢dao (Meio e
DB22). Isso confere carater inovador aos resultados, abrindo perspectivas para estudos mais
aprofundados sobre os mecanismos de remocao do DB22.

Os resultados evidenciam a necessidade de avaliar de forma integrada os processos
simultaneos de biodegradagdo, fotodegradagdo, degradagdo quimica e adsor¢dao, uma vez que
esses mecanismos podem apresentar interagdes sinérgicas ou antagonicas.

O presente estudo trouxe avangos para os processos de biorremediagdo com corantes
azo, com testes enzimaticos e fotocataliticos. Embora a literatura ainda ndo reporte a
importancia da fotodegradagdo em sistemas com microalgas, este estudo demonstrou sua
relevancia para a biorremediacdo de corantes azo, combinando testes enzimaticos e

fotocataliticos.
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A toxicidade que foi avaliada no experimento 1 ndo se mostrou um fator preponderante
para o crescimento da C. vulgaris. Ainda que o corante DB22 ndo tenha induzido toxicidade,
cito e genotoxicidade foram observadas na presenca do corante quando na concentragdo inicial
elevada (C3(i).

De forma geral, o desenvolvimento de todas as espécies em relagdo ao corante
contribuiu para elucidar os conhecimentos desse tipo de tratamento do DB22, visto que, o
corante em questdo tem dificil degradacdo por processos bioldgicos. As microalgas foram
resistentes a presen¢a do corante de forma a levantar a possibilidade de estudos mais

aprofundados.
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