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Dedico este trabalho a primeira mulher pesquisadora
a alertar sobre os perigos dos agrotoxicos

no mundo, Rachel Carson!
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“But man is a part of nature,
and his war against nature
is inevitably a war against himself”

Rachel Carson



RESUMO

A producdo de alimentos impulsionada pelo crescimento da populagdo tornou a
agricultura dependente do uso de agrotoxicos. Esse crescimento foi simultaneo a poluicdo dos
recursos hidricos, principalmente devido ao uso intensivo e por vezes inadequado dos
pesticidas. O glifosato ¢ o herbicida mais utilizado no mundo, logo, faz-se necessario
desenvolver tecnologias para minimizar os impactos negativos deste agrotdxico. O biochar e
as microalgas apresentam potencial para remog¢ao deste poluente. Com isso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a capacidade de remediagao do glifosato utilizando adsorvente de carogo de
acai e a biodegradacdo do herbicida por Synechococcus nidulans LEB 115 e Scenedesmus
obliquus LEB 117. O biochar do carogo de agai foi obtido por pirdlise (1 h e 700 °C). Os
adsorventes produzidos (biochar de carogo de acgai e biochar do carogo de acai com Fe) foram
analisados na remocgao de glifosato. Ensaios de adsor¢do em batelada foram realizados para
investigar o efeito do pH (3,0 a 9,0), dosagem de adsorvente (0,25 a 10 g L"), concentracio de
glifosato (0 a 220 mg L), tempo de contato (0 a 90 min) e temperatura (25 a 45 °C) sobre a
capacidade de adsorcdo, cinética, pardmetros isotérmicos e termodinamicos. A reutiliza¢do do
biochar foi avaliada por 5 ciclos. Cultivos microalgais também foram testados quanto a
capacidade de remocdo de glifosato. S. nidulans LEB 115 e S. obliquus LEB 117 foram
analisadas com 4, 8 ¢ 12 mg L ™! de glifosato em meio BG-11 por 15 d. Além disso, consorcios
microalgais foram realizados com adi¢io de 4 mg L' de glifosato. Ao final do cultivo, a
biomassa foi coletada para determinacdo da composi¢do bioquimica e o sobrenadante foi
utilizado para determinacdo residual de glifosato e 4cido aminometilfosfonico (AMPA). O
biochar impregnado com ferro apresentou maior eficiéncia de adsor¢ao (87,9%) em relacao ao
adsorvente puro, sendo reutilizado com boa eficiéncia por até 5 ciclos. O modelo de pseudo-
primeira ordem foi mais apropriado para descrever a cinética de adsor¢do. As isotermas de
equilibrio de adsor¢do foram melhor ajustadas ao modelo de Langmuir. A capacidade maxima
de adsor¢do foi 96 mg g ! (25 °C). O estudo termodindmico foi espontineo, favoravel e
exotérmico. Os cultivos microalgais demonstraram resisténcia em até 12 mg L' de glifosato,
com produg¢io maxima de biomassa de S. nidulans LEB 115 (0,68 g L ™) e S. obliguus LEB 117
(1,11 g LY. Entretanto, maiores eficiéncias de biodegradagido ocorreram em 4 mg L' de
glifosato (35,3% para S. nidulans LEB 115 e 28,5% para S. obliquus LEB 117). S. obliquus
LEB 117 apresentou menor producio de AMPA (0,01 mg L!) e maior potencial para ser
utilizada na producao de biocombustiveis (41,2% carboidratos e 21,0% lipidios). A utilizacao
de consorcios ndo influenciou nos processos de biodegradacao. Dessa forma, os resultados deste
estudo indicam que S. obliqguus LEB 117 pode crescer utilizando glifosato como fonte de
nutriente, realizando a biorremediacdo e sendo fonte sustentdvel para a producdo de
biocombustiveis e outros bioprodutos, sem gerar polui¢do secundaria pela formagao de AMPA.

Palavras-chave: Adsorcao. Agrotoxicos. Euterpe oleracea Mart. Biorremediagdo. Scenedesmus
obliquus. Synechococcus nidulans.



ABSTRACT

The production of food driven by population growth has made agriculture dependent
on pesticide use. This growth has occurred simultaneously with water resource pollution,
mainly due to the intensive and sometimes inappropriate use of pesticides. Glyphosate is the
most widely used herbicide in the world, hence the need to develop technologies to minimize
its negative impacts. Biochar and microalgae have the potential for removing this pollutant.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the remediation capacity of glyphosate
using acai seed biochar as an adsorbent and the herbicide biodegradation by Synechococcus
nidulans LEB 115 and Scenedesmus obliquus LEB 117. The agai seed biochar was obtained by
pyrolysis (1 h and 700 °C). The produced adsorbents (agai seed biochar and acai seed biochar
with Fe) were analyzed for glyphosate removal. Batch adsorption assays were performed to
investigate the effect of pH (3.0 to 9.0), adsorbent dosage (0.25 to 10 g L!), glyphosate
concentration (0 to 220 mg L"), contact time (0 to 90 min), and temperature (25 to 45 °C) on
adsorption capacity, kinetics, isotherm, and thermodynamic parameters. Biochar reusability
was evaluated for up to 5 cycles. Microalgal cultures were also tested for glyphosate removal
capacity. S. nidulans LEB 115 and S. obliguus LEB 117 were analyzed with 4, 8, and
12 mg L' of glyphosate in BG-11 medium for 15 days. Additionally, microalgal consortia were
conducted with the addition of 4 mg L™! glyphosate. At the end of the cultivation, biomass was
collected for biochemical composition determination, and the supernatant was used for residual
glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) determination. Iron-impregnated
biochar showed higher adsorption efficiency (87.9%) compared to the pure adsorbent and was
efficiently reused for up to 5 cycles. The pseudo-first order model was more appropriate to
describe the adsorption kinetics. The adsorption equilibrium isotherms were best fitted by the
Langmuir model, with a maximum adsorption capacity of 96 mg g ! (25 °C). The
thermodynamic study indicated a spontaneous, favorable, and exothermic process. Microalgal
cultures showed resistance up to 12 mg L' of glyphosate, with the maximum biomass
production for S. nidulans LEB 115 (0.68 g L") and S. obliquus LEB 117 (1.11 g L™).
However, higher biodegradation efficiencies occurred at 4 mg L' of glyphosate (35.3% for
S. nidulans LEB 115 and 28.5% for S. obliquus LEB 117). S. obliquus LEB 117 exhibited lower
AMPA production (0.01 mg L ') and greater potential for use in biofuel production (41.2%
carbohydrates and 21.0% lipids). The use of consortia did not influence the biodegradation
processes. Thus, the results of this study indicate that S. obliquus LEB 117 can grow using
glyphosate as a nutrient source, performing bioremediation and being a sustainable source for
biofuel production, without generating secondary pollution through AMPA formation.

Keywords: Adsorption. Bioremediation. Euterpe oleracea Mart. Pesticides. Scenedesmus
obliquus. Synechococcus nidulans.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo causada pela agricultura ¢ uma preocupagdo crescente em paises em
desenvolvimento como o Brasil. Isso ocorre, principalmente porque a utilizagcdo de agrotoxicos
tem demonstrado ser uma pratica bastante comum para aumentar a producdo de alimentos no
setor agricola. A introdu¢ao de novos agrotdxicos e formulagdes com maiores eficiéncias
impulsionam maiores producdes e consumo destes produtos quimicos em todo o mundo (LIMA
etal., 2022; RAJAK et al., 2023; RAMAKRISHNAN et al., 2019).

A aplicacdo inadequada e o uso frequente destes pesticidas podem causar problemas
ambientais em fun¢do de suas caracteristicas toxicas e persistentes no ambiente (NIE et al.,
2020). Embora os agrotdxicos contribuam positivamente para manter a produgdo anual de
alimentos, o uso intensivo destes produtos quimicos vem acompanhado de sérios problemas
relacionados a degradacao ambiental e aos riscos a saide humana. Isso ocorre uma vez que o
aumento da utilizacdo de pesticidas esta proporcionalmente ligado a contaminacao dos solos,
do ar e dos recursos hidricos (MEFTAUL et al., 2020; PANDEY et al., 2019).

A maioria dos contaminantes presentes em menores concentragdes nos corpos hidricos
nao sdo tratados em estagdes de tratamento de dguas e efluentes. Logo, a contaminagdo da dgua
destes recursos torna-se uma grande preocupagdo, pois além de apresentar efeitos toxicos
diretos, os poluentes ainda podem acumular-se na cadeia alimentar, causando efeitos indiretos
a longo prazo (AVILA et al., 2021; SUTHERLAND; RALPH, 2019).

A busca por métodos sustentaveis e eficientes para o tratamento de contaminantes em
aguas e efluentes tem sido amplamente desenvolvida. As técnicas baseadas em biorremediacao,
nas quais a descontaminacao ocorre por meio de plantas ou micro-organismos, t€m se mostrado
alternativas aos métodos tradicionais e apresentam boa aceitabilidade e eficiéncia (MORALIS et
al., 2022). Nesse contexto, as microalgas podem oferecer um meio sustentdvel aos processos
de biorremediacdo de compostos organicos como o glifosato, pois esses micro-organismos
toleram diversas condi¢des de cultivo, adaptando seu metabolismo e degradando ou tornando
os contaminantes menos toxicos (BORELLA et al., 2023; PANDEY et al., 2019). A utilizagao
de microalgas ainda garante outros beneficios como fixacdo de dioxido de carbono (CO>) e
producao simultanea de biocombustiveis, uma vez que boa parte dos contaminantes confere um
ambiente de estresse favorecendo a sintese de compostos como carboidratos ou lipidios
(REMPEL et al., 2021; ZAPAROLI et al., 2020).

Embora a biorremediacdo seja uma pratica bastante comum, as abordagens utilizadas

enfrentam diversas limitagdes quanto a auséncia de valores de referéncia para aplicacdes em
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biorremediacdo de agrotdxicos, especialmente em pesquisas com microalgas. Poucos estudos
objetivando o rastreamento de espécies tolerantes ao glifosato foram realizados até o0 momento,
bem como do uso de estratégias de consorcios microalgais sendo utilizados para processos de
biorremediacao de herbicidas (LIN et al., 2023).

Além da contaminagdo gerada pelo uso de agrotoxicos, dos residuos do processamento
da Euterpe oleracea Mart. (Agai) sdo gerados anualmente cerca de 1,4 milhdo de toneladas de
caroco de acai. O descarte incorreto destes residuos constitui uma segunda problematica,
principalmente em funcao dos riscos de contaminagao ambiental, tais como eutrofizagdo, além
de favorecer a proliferacao de vetores de doengas, como roedores e mosquitos (JORGE et al.,
2022; SATO et al., 2019). Uma alterativa sustentavel para contornar esta problematica ¢ a
producdo de biochar, material produzido a partir da pirdlise, rico em carbono e com alto
potencial de adsor¢do de contaminantes como os agrotoxicos. Os residuos da extracdo de acai
sao eficientes adsorventes, sendo capazes de tratar diversos contaminantes organicos €
inorganicos, além de sua utiliza¢do visando aumentar a fertilidade de solos agricolas (PEREIRA
et al., 2021; VARJANI; KUMAR; RENE, 2019). Além disso, o biochar possibilita um
tratamento rapido e eficiente das aguas contaminadas, permitindo reutilizacdo do adsorvente
apos processos de dessor¢do e recuperagdo, reduzindo os custos do tratamento (COSTA et al.,
2023; PESSOA et al., 2019).

Neste contexto, este estudo corrobora com a linha de pesquisa em remediagdo e
biorremediacdo. Essas tecnologias t€ém como objetivo a criagdo de sistemas sustentaveis de
tratamento de glifosato em matrizes aquosas, utilizando processos fisicos, quimicos e
biologicos. Além de reduzir os niveis de CO> atmosférico, a pesquisa também visa realizar o
gerenciamento dos carogos de acai e tratar aguas residuais contaminadas com glifosato. Com
isso, essas abordagens contribuem para a sustentabilidade ambiental, oferecendo solucdes

eficientes e ecologicamente responsaveis.

1.1 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA

Desde 1996, o Laboratdrio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) tem se dedicado ao cultivo e aplicagdo de microalgas, conduzindo
pesquisas inovadoras nessa area. O grupo de pesquisa ¢ composto por docentes, técnicos, pos-
doutorandos, doutorandos, mestrandos e estudantes de iniciacdo cientifica. As pesquisas
desenvolvidas no LEB abrangem principalmente a 4rea de bioprocessos e biotecnologia,

explorando diversas aplicacdes praticas no desenvolvimento de alimentos e na area ambiental.
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O grupo tem se destacado na area ambiental pelo desenvolvimento de projetos
relacionados ao cultivo de microalgas, oferecendo solugdes inovadoras e ecologicamente
corretas para diversas questdes ambientais. As pesquisas abrangem ampla gama de
problemadticas, permitindo enfrentar desafios como a reducdo das emissdes de gases do efeito
estufa (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2019; DUARTE; FANKA; COSTA, 2020; MORAIS
et al.,, 2021; VAZ; COSTA; MORAIS, 2019), producdo de biocombustiveis renovaveis
(BEZERRA et al., 2023; MARGARITES; FREITAS; COSTA, 2014), tratamento de efluentes
(COSTA; CRUZ; ROSA, 2021; MOREIRA et al., 2023), 4gua para uso potavel (LOPES, 2021)
e a promocao da segurancga alimentar sustentavel (FREITAS et al., 2019; PATERNINA et al.,
2022). Os trabalhos desenvolvidos pelo grupo refletem o compromisso com a sustentabilidade
e contribuem para obtencdo de abordagens mais conscientes em relagdo ao meio ambiente.

No ano de 2015, deu-se inicio o projeto de extensdo intitulado “Centro de Vocacao
Tecnoldgica das Agrobiodiversidades Bailique”, financiado pelo Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdes (MCTI). O projeto coordenado pelo Prof. Jorge Alberto Vieira Costa,
tem por objetivo principal promover a valorizagdo e o desenvolvimento sustentavel da regido
do Arquipélago do Bailique/Amapa-Brasil, por meio de agdes tecnoldgicas e inovadoras,
agregando valor a cadeia produtiva do agai e atuando na formag¢do de recursos humanos. O
projeto representa colaboragdo entre as institui¢des de ensino, pesquisa € a comunidade local,
fortalecendo a preservacdo ambiental e o desenvolvimento socioecondmico da regido
(BRASIL, 2020). As pesquisas do grupo foram incialmente focadas no desenvolvimento de
alimentos enriquecidos com agai. Posteriormente, em 2017, o grupo voltou suas atengdes ao
carogo do agai, desenvolvendo novos produtos visando solucionar problemas relacionados a
gestdo ambiental deste residuo. Com isso, isolantes termoacusticos foram produzidos em
trabalho de conclusao de curso, além de outros trabalhos referentes a dissertagdes de mestrado,
que envolvem o desenvolvimento de biochar para aplicagdo no tratamento de 4gua para uso
potavel (IZAGUIRREZ, 2021), bem como a produgdo de nanocelulose a partir do caroco do
acai (CENTENO, 2021).

Nesse contexto, o presente estudo buscou integrar as duas linhas de pesquisa da equipe
do LEB, por meio do desenvolvimento de tecnologias de biorremediagdo e remediagdo de

glifosato utilizando microalgas e biochar derivado do caroco de acai.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de remediacdo do glifosato utilizando adsorvente derivado do

caroco de acai, bem como investigar a biodegradacao do herbicida por S. nidulans LEB 115 e

S. obliqguus LEB 117.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Produzir e caracterizar o biochar do carogo de agai e o biochar de carogo de agai
com Fe e identificar o adsorvente com maior capacidade e eficiéncia de adsor¢ao
de glifosato;

Analisar o pH, a concentracdo do adsorvente, o adsorvato, a temperatura, os
parametros cinéticos, isotérmicos e termodindmicos da adsorcao de glifosato por
biochar de carogo de agai com Fe;

Avaliar o potencial de reciclabilidade do biochar de carogo de agai com Fe;
Avaliar a capacidade de biodegradagao de diferentes concentragdes de glifosato
em cultivos axénicos e em consoércios de S. nidulans LEB 115 e S. obliquus LEB
117;

Avaliar os efeitos do herbicida sobre os pardmetros cinéticos e composi¢ao
bioquimica das microalgas em cultivos axénicos e consorcios;

Verificar a producdo de acido aminometilfosfonico (AMPA) nos ensaios de

biorremediacao de glifosato.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GLIFOSATO

O glifosato (C3HsNOsP), denominado N-(fosfonometil)glicina pela Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), ¢ um herbicida organofosforado, pos-
emergente, sistémico e ndo seletivo utilizado no controle de plantas daninhas. O herbicida de
amplo espectro possui trés grupos funcionais (carboxilato, amino e fosfonato), atuando no nivel
foliar, a partir da inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
presente na sintese de aminoacidos aromaticos essenciais em plantas € em alguns micro-
organismos (IORI et al., 2020; IUMMATO et al., 2019). A estrutura quimica do glifosato pode
ser observada na FIGURA 1.

FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA DO GLIFOSATO

FONTE: Diel et al. (2021).

O glifosato ¢ utilizado na agricultura, em pomares, bosques, areas urbanas e recursos
hidricos para eliminar plantas invasoras. A frequéncia, intensidade e a superficie de terras
pulverizadas com este herbicida t€ém aumentado constantemente, especialmente depois da
introdugdo das culturas geneticamente modificadas em 1996 (VAN BRUGGEN et al., 2018).
Por este motivo, os residuos de glifosato e do acido aminometilfosfonico (AMPA), principal
metabolito do glifosato, vém sendo detectados com frequéncia nos recursos hidricos (BAI;
OGBOURNE, 2016).

Na agricultura convencional, os pesticidas atingem o solo por aplicacdo direta ou
indireta. Dessa forma, nem todo o herbicida pulverizado ¢ absorvido pelas plantas, parte
permanece disponivel na matriz do solo, onde passa por diferentes processos fisico-quimicos e

biologicos, delimitando o destino final no ambiente. Os processos de adsor¢do no ambiente sao
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dependentes das caracteristicas do solo como o pH, textura, conteudo de carbono organico,
dentre outros (MORAES; ROSSI, 2010; PENA; DELGADO-MORENO; RODRIGUEZ-
LIEBANA, 2019).

Embora o glifosato possua alta adsor¢do nas particulas do solo, principalmente na
matéria organica, argila e nos 6xidos de ferro e aluminio, foi comprovado que em determinadas
condi¢des climaticas, parte das particulas do solo sdo transportadas para os recursos hidricos
em forma de sedimentos. Nessas condicdes, o glifosato pode ser degradado em AMPA e
continuar sofrendo degrada¢do microbiana (GALLIL; MONTEZUMA, 2005; ROMERO;
MOLINA; JUAREZ, 2011). Outros fatores como lixiviagio e escoamento superficial podem
acarretar a contaminacao dos recursos hidricos por glifosato (BORELLA et al., 2023). O
glifosato é altamente solavel em 4gua (12 mg L' a 25 °C) (AMARANTE JUNIOR; SANTOS,
2001) e possui baixa volatilidade (MARIA et al., 2020).

O herbicida foi detectado em &4guas naturais do estado do Parana, Brasil, na
concentragio de 1,48 mg L™! (TZASKOS et al., 2012). Em outro estudo, realizado na regido
sudeste do Brasil, concentragdes de glifosato na faixa de 0,5 e 8,7 mg L™! foram detectadas em
80% das fontes de agua potavel amostradas pelo estudo (LIMA et al. 2022). Em ambos os casos,
valores superiores aos permitidos pela legislagdo brasileira foram registrados. A resolugao
357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (BRASIL, 2005), que dispde sobre a
classificagcdo dos corpos de agua, permite concentracdo de glifosato para classe I e II de 4gua
doce de 65 pg L' e 280 ug L™, respectivamente. Ja valores de até 500 pg L™! sdo permitidos
para agua potavel, segundo Ministério da Saude do Brasil (2017). Estes valores estdo acima dos
permitidos pela Diretiva Européia de Agua Potavel 98/83/EC, onde a concentragdo méxima ¢
de 0,1 ug L' (AVILA et al., 2021).

Apesar da presenca comprovada de glifosato nos corpos hidricos em concentragdes
acima das permitidas pelas legislacdes vigentes, a avaliacdo de sua ecotoxicidade permanece
uma questdo controversa para a comunidade cientifica (BAI; OGBOURNE, 2016). Alguns
defendem que o herbicida ¢ ecologicamente correto, ndo causando efeitos negativos a
organismos ndo alvos, mesmo quando usado para o controle de ervas daninhas aquaticas. No
entanto, varias evidéncias rejeitam fortemente essa hipotese (LU et al., 2020), como as
correlagdes entre o aumento do uso de glifosato e doencas humanas, que incluem riscos de
cancer, danos aos rins, transtorno do déficit de atengdo com hiperatividade, autismo, doenga de
Alzheimer, Parkinson, abortos involuntarios, doencas respiratérias e dermatoldgicas

(MEFTAUL et al., 2020; VAN BRUGGEN et al., 2018). Além disso, o aumento da polui¢ao
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ambiental por pesticidas nos sistemas aquaticos pode ainda levar a significativa reducdo da
fixagdo de CO, (ESPERANZA et al., 2016).

Estudos de exposicdo agricola do glifosato, realizados principalmente nos EUA,
Canadé e Suécia, e evidéncias de cancer (presenca de tumores) em animais de laboratdrio
(camundongos) conduziram a reclassificagdo do herbicida pela Organizagao Mundial de Satde
em 2015, definindo-o como provavelmente cancerigeno para humanos (IARC, 2015;
PEILLEX; PELLETIER, 2020).

As formulacdes a base de glifosato (ingrediente ativo) sdo constituidas por inimeros
compostos, muitas vezes considerados “inertes” podendo modificar o nivel de toxicidade do
herbicida. Os surfactantes utilizados como co-adjuvantes junto ao glifosato sdo responsaveis
por aumentar a mobilidade do agrotdxico, atingindo organismos ndo-alvo (ANNETT; HABIBI;
HONTELA, 2014). Os herbicidas a base de glifosato como o Roundup® e o surfactante
polioxietileno amina (POEA), utilizado para aumentar a eficiéncia deste herbicida, apresentam
toxicidades mais altas que o glifosato de qualidade técnica, para diversos organismos aquaticos,
como microalgas, bactérias, protozoarios e crustaceos (VAN BRUGGEN et al., 2018).

O tempo de meia vida ¢ um parametro importante, pois atua como indicativo da
persisténcia da molécula no ambiente, representando o tempo necessario para que a
concentracdo da substancia seja reduzida pela metade do seu valor inicial em um determinado
meio. Muitas vezes, o tempo de meia vida ¢ dificil de ser determinado, principalmente em
funcdo das formulagdes comerciais, as quais correspondem a uma mistura de vdrios
ingredientes, que nem sempre tem suas informac¢des completamente disponibilizadas pelos
fabricantes (MARIA et al., 2020). Para o glifosato e AMPA, o tempo de meia vida pode variar
conforme o solo e as caracteristicas fisico-quimicas, podendo durar de dias a meses (0,8-151 d

e 10-98 d, respectivamente) (BAI; OGBOURNE, 2016).

3.2 PRODUCAO E APLICACAO DE BIOCHAR DO CAROCO DE ACAI

3.2.1 Carogo de acai como matéria-prima para producao de biochar a partir de pirdlise

O acai (Euterpe oleracea Mart.) ¢ uma espécie geralmente encontrada nas florestas
tropicais da América do Sul. No Brasil ¢ encontrado principalmente na regiao Norte e Nordeste,
com maior producdo no estado do Para. O beneficiamento do agai ¢ de extrema importancia
para a economia local dos extrativistas (PESSOA et al., 2019). A producdo da fruta aumentou

89% entre 2010 e 2020, chegando a mais de 1,7 milhdo de toneladas. Em 2020 a
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comercializa¢do gerou mais de US$ 800 milhdes para a economia brasileira (JORGE; SILVA;
BRIGAGAO, 2022).

O caroco do agai ¢ rico em celulose, hemicelulose e lignina, sendo o principal residuo
gerado no processamento da fruta, representando 85% da composi¢do. Estima-se que a geracao
deste residuo corresponda a 1,3 milhao de toneladas por ano, causando danos ao meio ambiente
e a comunidade local quando destinados incorretamente (ALVES et al., 2020; PESSOA et al.,
2019). Uma alternativa ecologica para a gestdo dos residuos do processamento do agai ¢ a
producdo de biochar (DIAS et al., 2019; RAMIREZ et al., 2022).

O biochar obtido a partir da pir6lise da biomassa vegetal, contém alto teor de carbono,
porosidade e area superficial, além dos grupos funcionais, estrutura aromatica e composi¢ao
mineralogica, adequados para os processos de adsor¢do de poluentes organicos e inorganicos
(LIU et al, 2018; VARJANI; KUMAR; RENE, 2019). O processo de carbonizagdo ¢
responsavel pela decomposicao de parte da biomassa. No entanto, grande parte do contetido de
carbono ¢ retido (WEBER; QUICKER, 2018).

Existe uma diversidade de processos de conversao térmica para a formagao de biochar,
como a pirolise, torrefacdo, gaseifica¢do e carbonizag¢do. Destes métodos, a pirdlise apresenta
vantagens como menores custos € maiores eficiéncias, sendo a mais utilizada nos estudos de
producao do composto (VARJANI; KUMAR; RENE, 2019). O processo de pirolise ocorre a
partir da decomposi¢do térmica da biomassa na presenca de elevadas temperaturas e auséncia
total ou parcial de oxigénio. As condi¢des do processo como tempo de residéncia e temperatura
sdo dependentes do material a ser formado, podendo ser gasosos, liquidos ou s6lidos (MORAIS
etal., 2022; OSMAN et al., 2023). As técnicas podem ser divididas em pirolise lenta, com taxa

de aquecimento de 5 a 7 °C min

e temperaturas de 100 a 1000 °C, onde ocorrem maiores
producdes de biochar, ou pirolise rapida com taxas de aquecimento de 300 a 800 °C min' e
temperaturas de 300 a 1000 °C (VARJANI; KUMAR; RENE, 2019). Para a producdo do
biochar ¢ indicada a pirolise lenta, ou seja, obtengdo de material sélido carbondceo, obtido a
partir da liberacao do vapor da agua e dos materiais volateis, com taxas de aquecimento baixas
e tempos de residéncia longos (1 ou 2 h) (WEBER; QUICKER, 2018).

Os compostos da matéria-prima como celulose, hemicelulose e lignina sdo degradados
em temperaturas que variam de 200 a 900 °C. A hemicelulose, composta principalmente por
polissacarideos possui estrutura ramificada sendo mais facilmente decomposta (220-315 °C).
A celulose também formada por polissacarideos ¢ mais estavel, decompondo-se em

temperaturas de 280 a 400 °C. Ja a lignina tem estruturas mais complexas e decompde-se em

temperaturas que podem variar de 200 a 900 °C. A ampla faixa de temperatura de decomposi¢ao
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ocorre em fung¢do dos diferentes grupos funcionais, os quais apresentam estabilidades térmicas
diferenciadas. A partir do processo de carbonizacdo ocorre mudanga na composi¢do quimica
em relagdao a matéria-prima utilizada na pirolise, principalmente em fungdo do desprendimento
dos grupos funcionais formados especialmente por oxigénio e hidrogénio e aumento do
conteudo de carbono (WEBER; QUICKER, 2018).

O biochar obtido a partir dos processos de pirdlise possui grande variedade de
aplicagoes, entre elas destaca-se o potencial uso como fertilizante de solos, remocao de
contaminantes organicos e inorganicos ou suporte catalitico (MORAIS et al., 2022). Dentre
estes, 0 uso do biochar como adsorvente de contaminantes como agrotoxicos recebe atengao,
principalmente em func¢ao de eficiéncia e praticidade da utilizagdo e reutilizacdo em processos
de adsor¢do. O QUADRO 1 demonstra a relagdo de alguns estudos, apresentando as condigdes
de producdo de biochar a partir de diferentes matérias-primas para a adsor¢ao de contaminantes
em matriz aquosa.

O potencial de adsor¢cao do biochar depende de varios fatores, principalmente a
composicdo da matéria-prima utilizada e as condi¢des da pirdlise (temperatura, taxa de
aquecimento e tempo de residéncia). A temperatura, por exemplo, ¢ responsavel por alterar a
porosidade, conteudo de carbono organico, pH e a hidrofobicidade do biochar. Geralmente,
estruturas mais porosas € com maior area superficial resultam em maiores eficiéncias de
remog¢ao dos contaminantes. As propriedades dos pesticidas, condigdes ambientais € o tempo
de tratamento também podem ter influéncias significativas nestes processos (LIU et al., 2018;
VARJANI; KUMAR; RENE, 2019; YAVARI; MALAKAHMAD; SAPARI, 2015).

A porosidade do biochar pode ser alterada pela saida dos gases volateis durante a
pirdlise e pela area superficial da biomassa. Esta caracteristica est4 associada a retencao de agua
e também a capacidade de troca cationica. Os poros podem ser classificados em macroporos
(1.000 a 0,05 pm), mesoporos (0,05 a 0,002 um) e microporos (0,05 a 0,0001 um). O biochar
geralmente apresentam estrutura com maior formacdo de microporos. A area superficial do
biochar geralmente ¢ definida por andlises de BET (Brunauer, Emmet e Teller) na qual a
amostra ¢ exposta a uma atmosfera de gas, normalmente nitrogénio a temperatura de 77 K, e a
quantidade de gés absorvida ¢ determinada (WEBER; QUICKER, 2018).

Geralmente, uma tendéncia na producao de biochar em relagdo a temperatura e tempo
de pirdlise € observada. Com o aumento destes parametros ocorre redugdo no rendimento do
biochar, aumento no teor de carbono e redu¢ao no contetdo de oxigénio e hidrogénio. Quando
os grupos funcionais sdo reduzidos pela elevacdo da temperatura, ocorre aumento no pH, na

formacao de estrutura porosa e na area superficial do adsorvente (WEBER; QUICKER, 2018).
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Estas caracteristicas sdo preferidas para os processos de adsor¢do de contaminantes como

glifosato.

QUADRO 1- APLICACAO DE BIOCHAR PROVENIENTE DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS PARA

O TRATAMENTO DE CONTAMINANTES EM MEIO AQUOSO

Matéria-prima

utilizada na

Eficiéncia e/ou

capacidade de

Referéncia

Poluente | Producao do biochar
produciao do adsorc¢ao dos
biochar poluentes
Producdo por
Corante ‘ .
gaseificagdo, ativagao Pessoa et al.
Caroco de acai azul de 93,23 mg g
com NaOH em mufla, (2019)
metileno
700 °C, 2 h.
Pirolise a 600 °C, 1 h,
86% para Pb*",
Pb*", Fe’" | ativacdo quimica por Queiroz et
Carocgo de acai ' 69% para Fe** e
e Mg?* KOH e modificagio 001 Mo al. (2020)
o para Mg
por HNOs3
. Gaseificagdo 700 a Mayakaduwa
Lenhoso Glifosato 44 mgg!
1000 °C et al. (2016)
_ Pirolise lenta a 700 °C, Herath et al.
Casca de arroz | Glifosato 82%
ativacao por vapor 2016
p P
Sem, Datta e
Casca de . Pirélise 300 °C, 2 h,
. Glifosato . 98% Mondal
eucalipto ativado com H3POq4
(2019)

3.2.2 Adsorgao

Os processos de adsor¢do sdo extremamente importantes do ponto de vista ambiental,

principalmente em func¢ao da ampla gama de aplicacao no tratamento de 4guas residuais e gases,

baixos custos, alta seletividade e simplicidade na operagdo, quando comparada a outras técnicas
(ALMEIDA et al., 2021; BORBA et al., 2019; DIAS et al., 2019; GONCALVES et al., 2020;
VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). Este processo ¢ caracterizado pela transferéncia de massa

entre o adsorbato ou adsorvato presente na fase liquida ou gasosa (contaminante) e adsorvente
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(superficie so6lida). Os processos de adsor¢ao podem ser explicados por meio de dois fendmenos
principais, a quimissorcao e fisissor¢d@o. A quimissor¢ao ou adsor¢ao quimica ¢ um fendémeno
geralmente irreversivel, caracterizado por ligacdes fortes, nas quais as moléculas do adsorvato
trocam elétrons com a superficie do adsorvente, compreendendo um sistema de monocamadas.
Na fisissor¢ao ou ligagdes fisicas, normalmente ocorre deposi¢do de mais de uma camada de
adsorvato sobre a superficie do adsorvente. As interagcdes ocorrem principalmente por Forcas
de van der Waals e liga¢do de hidrogénio. Estes mecanismos resultam em ligagdes fracas entre
o adsorvente e o adsorvato, sendo facilmente reversivel e o equilibrio ¢ atingido rapidamente.
Este tipo de adsor¢do ¢ denominado nao localizado (ou inespecifico), porque a adsor¢ao ocorre
em toda a superficie do adsorvente, diferente da quimissor¢cdo que ocorre nos sitios ativos,
sendo assim, localizada (RUTHVEN, 1984; TRAN; YOU; CHAO, 2016).

A capacidade de adsor¢do ¢ dependente das propriedades do adsorvente (area
superficial, porosidade, tamanho da particula e grupos funcionais), processos de operacao da
adsor¢do (temperatura, pH, dosagem de adsorvente, agitacdo e outros parametros) e também
das caracteristicas do adsorvato (solubilidade, polaridade, tamanho da molécula, acidez ou
basicidade) (COSTA et al., 2023; NASCIMENTO et al., 2014). A temperatura, por exemplo,
pode alterar a capacidade e a taxa de adsor¢ao. A partir do aumento da temperatura pode ocorrer
aumento da mobilidade das espécies de adsorvato promovendo aumento da taxa de difusdo
intraparticula em direcao aos poros da superficie do adsorvente. Este fendmeno ocorre devido
a reducao da viscosidade da solucdo, resultando na diminuicao da resisténcia da transferéncia
de massa e aumento da mobilidade do adsorvato. A capacidade de adsor¢ao também pode ser
aumentada em funcdo da intensidade das interacdes entre os sitios ativos do biochar e o
adsorvato. Este processo depende se a adsor¢do ¢ de natureza exotérmica ou endotérmica

(BARQUILHA; BRAGA, 2021).

3.2.3 Cinética de adsorgao

A cinética é um parametro importante na adsor¢do, uma vez que esta envolvida na
eficiéncia do processo, fornecendo informagdes sobre a velocidade de adsor¢do e as interagdes
envolvidas na interface adsorvato-adsorvente. A cinética ¢ representada pela relacao
dependente entre a taxa de remog¢do do contaminante na fase fluida em relagdo ao tempo.
Fatores como temperatura, pH, concentrag¢do inicial do adsorvato, tamanho das particulas,
agitacdo, forca idnica e distribui¢do do tamanho dos poros podem afetar a velocidade de

adsor¢ao (NASCIMENTO et al., 2014).
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Os modelos mais utilizados para estudar a cinética de adsor¢do sdo os modelos de
pseudo-primeira ordem (PPO) o qual assume que a adsor¢ao ocorre como consequéncia de um
gradiente de concentracdo entre a superficie do adsorvente e da solugdo, sendo expresso pela
Equacdo 1 e o modelo de pseudo-segunda ordem (PSO), geralmente mais adequado aos

processos de adsor¢ao quimica representado pela Equagdo 2 (RUTHVEN, 1984).

9.7 q,(1-exp(-k;1)) )]

t

71N\ (2)
e 2

Onde ¢, é a capacidade de adsor¢do no tempo ¢ (mg g '), k; é a constante da taxa de
adsorcdo para PPO (min!) e k2 é a constante da taxa de adsor¢do de PSO (g mg 'min'), gs e

g2 sdo valores tedricos para capacidade maxima de adsor¢do (mg g ') no tempo ¢.
3.2.4 Isoterma de adsor¢ao

As isotermas de adsor¢ao sdao extremamente importantes para determinar a capacidade
maxima de adsor¢do dos adsorventes. As isotermas sdo curvas e/ou equagdes matematicas
utilizadas para descrever o comportamento da adsor¢do, demonstrando a quantidade adsorvida
por superficie de adsorvente. Quando o adsorvato entra em contato com o adsorvente as
moléculas ou ions tendem a fluir do meio aquoso para a superficie do adsorvente, até que a
concentragdo das moléculas se torne constante (C.). Neste momento ¢ atingido estado de
equilibrio, tendo a capacidade de adsor¢do do adsorvente determinada (g.). No estado de
equilibrio os processos de adsor¢ao continuam a acontecer, no entanto a velocidade com que as
moléculas sdo adsorvidas ¢ igual as que sdo dessorvidas na superficie do adsorvente
(NASCIMENTO et al., 2014).

Para a construcao de isotermas de adsor¢ao sdo necessarios dados sobre a concentragao
de equilibrio na fase liquida com as respectivas capacidades de adsorcao. Para isso, se faz
necessario a adicdo de uma massa de adsorvente em um determinado volume (V) utilizando
diferentes concentrag¢des iniciais de solucao (Cy) conhecidas. Apos o equilibrio ser atingido,
tem-se a concentra¢do final de soluto na solu¢do em equilibrio (Ce, g L"), obtendo-se assim a

capacidade de adsor¢do (¢, mg g ). A partir disso, um grafico de g versus C. pode ser
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construido. A quantidade de adsorvato adsorvido ¢ definido pela Equagdo 3 (PICCIN et al.,
2017).

=Ly ()

m

Onde ¢ é a capacidade de adsor¢do (mg g '), Cp e Crsdo a concentragio inicial e final
do adsorvato, m ¢ a massa do adsorvente (g) e V' € o volume da solugao (L).

As isotermas sdo construidas em temperatura constante. No entanto, testes em batelada
realizados em diferentes temperaturas constantes podem ser realizados, gerando um conjunto
de dados g versus C. para cada temperatura. Assim, ¢ possivel verificar a influéncia da
temperatura nos processos de adsor¢ao (TRAN; YOU; CHAO, 2016).

Diversas equagdes de isotermas foram propostas para ajustar os dados experimentais
sobre os valores obtidos por g versus Ce. Entre elas, as isotermas de Freundlich e Langmuir sdo
os modelos mais utilizados para estabelecer a relagdo entre quantidade de material adsorvido
por massa de adsorvente (HERATH et al., 2016; YAVARI; MALAKAHMAD; SAPARI,
2015).

O modelo de Langmuir assume que a adsor¢ao ocorre em monocamada, ndo havendo
interagdo entre as moléculas adsorvidas. A adsor¢@o ocorre em locais especificos, homogéneos
e energeticamente idénticos, com numero definido de sitios. Cada sitio comporta apenas uma
molécula adsorvida. A partir desta isoterma, ¢ possivel verificar a capacidade maxima de
adsor¢ao do adsorvente (NASCIMENTO et al., 2014; SEN; CHATTORAJ, 2021). A isoterma
de Langmuir € representada pela Equagdao 4 (LANGMUIR, 1918).

_ quLCe
e 1tk Ce (4)

Onde ¢. ¢ a capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg g '), C. é a concentracdo de
adsorvato no equilibrio (mg L"), g é a capacidade méaxima de adsor¢do na monocamada
(mg g 1), e K1 é a constante de Langmuir (L mg ).

O fator de separagdo ou equilibrio RL ¢ uma caracteristica importante da adsorcao de
Langmuir, correspondendo ao grau de desenvolvimento do processo de adsor¢do. Os valores
de Ri>1 indicam processo desfavoravel, em que hé indicativo de que o soluto tem maior
afinidade pela fase liquida do que pela fase solida, Ri=1 corresponde a uma isoterma linear,

R1=0 indica processo irreversivel e 0<R_.<1 indica processo favoravel, com maior afinidade do
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adsorvato pela fase solida do que pela liquida (ERDOGAN et al., 2005; NASCIMENTO et al.,
2014). O Ry ¢é expresso pela Equacdo 5 (LANGMUIR, 1918).

o
Ri=rxc (5)

A isoterma de Freundlich relaciona a quantidade de material adsorvido com a
concentracdo do material na solucao utilizando um modelo empirico. Este modelo considera
que a adsor¢do ocorre em superficies heterogéneas, assumindo-se que os sitios com ligagdes
mais fortes sdo ocupados primeiro, e que a forga de ligacao ¢ reduzida com o aumento do grau
de ocupacao dos sitios, prevendo assim, a existéncia de multicamadas. A Equagado 6 representa

o modelo de Freundlich (FREUNDLICH, 1906).
Qegp 0 (6)

Onde qc é a capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg g!), kr é a constante de
Freundlich (mg g™! (L mg ")), 1/n é o fator de heterogeneidade e C. ¢ a concentragdo da
solucdo de equilibrio (mg L™).

De modo geral, a adsor¢ao favoravel tende a ter um valor de constante de Freundlich
(n) entre 1 e 10. Quanto menor o valor de 1/n mais forte ¢ a interacdo adsorvato/adsorvente.
Adsorgao linear ¢ obtida quando o valor de 1/n € igual a 1. Neste caso, as energias sdo idénticas
para todos os sitios de adsor¢do. Se o valor de 1/n for maior que a unidade, o adsorvente tem

mais afinidade pelo solvente (NASCIMENTO et al., 2014).
3.2.5 Termodinamica de adsorgao

Os estudos termodinamicos tém por objetivo analisar os mecanismos de equilibrio da
adsorcdo a partir da variagdo da temperatura. A partir disso, é possivel verificar a natureza do
processo e a espontaneidade de adsor¢do, como variacdo da energia livre de Gibbs (AG®, kJ
mol "), varia¢do da entalpia (AH°, kJ mol™!) e da entropia de adsor¢do (AS°, kJ mol ' K™).
Estes parametros fornecem informagdes importantes sobre os mecanismos da adsor¢do. A partir
deles ¢ possivel indicar se o processo ¢ espontaneo, exotérmico ou endotérmico. A variagdo da
energia livre de Gibbs pode ser calculada pela Equagao 7 (IGANSI et al., 2019; MILONJIC,
2007; TRAN; YOU; CHAO, 2016).
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AG°=-RTInK, (7)

Onde K. ¢ a constante de equilibrio adimensional obtida da relacdo q./Ce na forma
adimensional, T ¢ a temperatura absoluta (K) e R ¢ a constante universal dos gases
(8.314 J mol ! K).

A variagdo da energia livre de Gibbs ¢ a diferenca entre a entalpia e entropia da
adsorcdo, a uma temperatura constante. Logo, aplicando este conceito os parametros
termodindmicos AH° e AS°® podem ser obtidos pela relagdo de Van’t Hoff, representada pela

Equac¢ao 8 (ELWAKEEL, 2009; TELLINGHUISEN, 2006).

-AHP | AS°
InK,=—+

RT R ®)

A variagdo da AG®° ¢ um fator critico para determinar o grau de espontaneidade da
adsor¢do. Valores negativos de AG® indicam reagdo de adsor¢ao espontanea e energeticamente
mais favoravel. Quanto maior a magnitude de AG®, mais favordvel e espontanea a adsor¢ao.
Ao contrario serd invidvel e ndo espontanea. Para AH®, valores positivos indicam natureza
endotérmica, enquanto que valores negativos de AH° correspondem a sistemas exotérmicos.
Quando o adsorvente apresenta caracteristicas de fisissor¢do, como interagdes de van der
Waals, geralmente os valores de AH° sdo inferiores a 20 kJ mol . Interagdes eletrostaticas
apresentam valores entre 20 e 80 kJ mol™! e processos de quimissogdo, valores entre 80 a
450 kJ mol ! (PICCIN et al., 2017). O sinal e a magnitude de AS°® podem contribuir para refletir
se a adsor¢do se tona menos (AS°<0) ou mais aleatéria (AS°>0). Sinais de AS° negativos
implicam em fendmenos de adsor¢ao envolvendo mecanismo dissociativo, enquanto que AS°
positivos sugerem possibilidade de mudancas ou reajustes estruturais no complexo

adsorvente/adsorvato, sendo associativos (TRAN; YOU; CHAO, 2016).
3.2.6 Aplicagao do biochar na adsor¢ao de glifosato

Existem diversas tecnologias para o tratamento de glifosato, como processos
oxidativos avancgados, osmose reversa, precipitacdo e adsor¢do. Dentre elas, a adsor¢do tem
recebido destaque por ser considerada segura, eficaz e de baixo custo, principalmente quando

o adsorvente provém de residuos agroindustriais, como no caso do biochar, considerado fonte
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sustentavel de biomassa. No entanto, os processos de adsor¢do sdo complexos, uma vez que
podem envolver diferentes mecanismos de adsor¢do como interagdes por forgcas de van der
Waals, interacdes eletrostaticas, hidrofobicas, preenchimento de poros, ligacdes de hidrogénio
e interagdes m-m. Todos estes mecanismos sdo influenciados por uma série de fatores ja
descritos, como propriedades do biochar, do adsorvato e condigdes de operacao
(BARQUILHA; BRAGA, 2021; CHENG et al., 2021). Os principais mecanismos envolvidos
na adsor¢do de glifosato por biochar sdo apresentados na FIGURA 2.

FIGURA 2- POSSIVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ADSORCAO DE GLIFOSATO EM BIOCHAR

Interacoes /
eletréstaticas /

FONTE: adaptado de Aziz et al. (2023).

Dos mecanismos apresentados, o preenchimento de poros € altamente dependente das
caracteristicas do contaminante, além da porosidade e area superficial do biochar. Adsorventes
com alta porosidade podem fornecer centros ativos abundantes. Outro mecanismo bastante
comum, principalmente na adsor¢do de contaminantes organicos i0nicos € ionizaveis sao as
interacOes eletrostaticas. Estes compostos sdo geralmente atraidos pela carga oposta da
superficie do biochar, a qual pode ser alterado pelo pH da solugdo. A superficie do biochar pode
estar carregada positivamente quando o pH ¢ inferior ao ponto de carga zero do adsorvente. Por
outro lado, a superficie estaria desprotonada e carregada negativamente quando o pH da solu¢ao

¢ superior ao ponto de carga zero (BARQUILHA; BRAGA, 2021; DU et al., 2022). Ja as
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ligagdes de hidrogénio sdo uns dos principais mecanismos da adsor¢do de compostos organicos
polares no biochar. Poluentes organicos sdo compostos por hidroxilas, amino e outros grupos.
Logo, a presenga de grupos funcionais do contaminante e do adsorvente contribuem para a
formag¢do de pontes de hidrogénio, as quais apresentam forte energia de ligacdo, sendo
dificilmente separadas. As interagdes m-n sdo fracas, sendo formadas frequentemente por anéis
aromaticos. O adsorvato e o adsorvente sdo unidos por transferéncia de elétrons entre doador e
receptor de elétrons (BARQUILHA; BRAGA, 2021; CHENG et al., 2021).

Quando o biochar ndo apresenta alta capacidade de adsor¢ao para remogdo de
contaminantes do meio, podem ser usadas estratégias para aumentar a eficiéncia da adsorgao,
como uso de tratamentos simples para impregnacao de metais. Estes tratamentos apresentam
bom custo-beneficio, melhorando a funcionalidade dos adsorventes a partir do aumento da area
de superficie, sitios de ligagdo ou favorecendo a coleta e reciclabilidade a partir de campos
magnéticos. Além disso, esta etapa de tratamento ndo requer ativacao do biochar reduzindo
significativamente os custos de produgdo e as etapas necessarias para a obtengao do adsorvente
(DU et al., 2022).

O glifosato, por exemplo, apresenta melhores eficiéncias de remediagdo quando em
contato com ferro (Fe), seja no solo ou na presenca de adsorventes como biochar. Isso ocorre
porque o Fe pode ser um excelente adsorvente de certas moléculas organicas. No caso do
glifosato, estudos demonstram que os oxidos de ferro podem interagir com o glifosato,
principalmente através do grupo fosfato, aumento assim a capacidade de adsor¢do do herbicida
(PEREIRA et al., 2019). Dessa forma, o uso de suporte magnético no biochar permite aumento
da eficiéncia de remediagdo a partir da capacidade de adsor¢ao e também facil recuperacao, a
qual pode ocorrer a partir de campos magnéticos (JIA et al., 2020). Alguns biochars com Fe
foram desenvolvidos, como por exemplo, carvao ativado magnético impregnado com Magnésio
(Mg) e Fe (YAMAGUCHI; RUBIO; BERGAMASCO, 2019), adsorventes magnéticos de
lignina/Fe304/La(OH)3 (LI et al., 2021), CuFe204@BC derivado de phragmites (JIA et al.,
2020), entre outros.

Os processos de reutilizagdo do biochar sdo importantes para redugdo dos custos
operacionais. Os processos de dessor¢do geralmente sdo térmicos ou quimicos. Para realizar a
dessor¢ao, € necessario ter conhecimento sobre as caracteristicas do adsorvente e do adsorvato,
bem como das for¢as de interagdo entre ambos. Biochars com alta capacidade de adsorgao,
possibilidade de regeneragdo e reutilizacao sdo altamente recomendados. No entanto, embora
0 biochar possua estas caracteristicas, o desempenho do adsorvente reduz gradativamente ao

longo dos processos de adsor¢ao (BARQUILHA; BRAGA, 2021). Segundo Cheng et al.
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(2021), a capacidade de adsor¢@o do biochar pode se manter estavel por cerca de trés a cinco
ciclos de regeneragdo. No entanto, cada caso deve ser analisado individualmente.

O mecanismo de adsor¢ao do glifosato em biochar proveniente de material lenhoso,
descrito por Mayakaduwa et al. (2016) foi classificado como um processo heterogéneo de
quimissor¢do de acordo com as isotermas de Freundlich e Temkin. Este processo ¢
caracterizado pela quimissor¢cao com interagdes eletrostaticas entre o glifosato e a superficie
heterogénea do biochar. No estudo de Herath et al. (2016), os modelos de Freundlich e
Langmuir sugeriram ocorréncia de mecanismos de adsor¢ao fisica e quimica. Os mecanismos
envolvidos na adsorcao foram definidos como difusdo nos poros, ligagdes de hidrogénio e
interacdes doador-receptor de elétrons. Neste estudo, o biochar produzido a partir de cascas de
arroz em pir6lise lenta a 700 °C foi ativado por vapor e utilizado para a remogao de glifosato
em solu¢do aquosa. O estudo ainda demonstrou influéncia do pH nos processos de adsorg¢ao,
no qual foi alcangado 82% de remocao em pH 4cido (4,0). A partir dos dados de modelagem
matematica, Sem, Datta e Mondal (2019), demonstraram que os mecanismos de ligacdo do
glifosato em biochar derivado das cascas de eucalipto, também poderiam ser classificados
como fisissor¢do ou quimissor¢ao.

Além da matéria-prima e das condi¢des da pirdlise, os tratamentos de ativagdo de
biochar por acidos ou bases, tratamentos com Fe>O, ativacao por vapor, também sao utilizados
para melhorar a capacidade de adsorcao (HALL et al., 2017; HERATH et al., 2016; PESSOA
et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020). No estudo de Cederlund et al., (2016), o tratamento do
biochar produzido a partir de madeira e tratado com sais de Fe aumentaram a adsor¢do de
glifosato de 9% para 90%, aproximadamente, mesmo tendo sido reduzida a area superficial do
biochar. Segundo os autores, € provavel que o grupo fosfonato, presente no glifosato tenha sido
adsorvido superficialmente pelos ions de magnetita. Em outro estudo, o biochar de acai ativado
com NaOH demonstrou ser altamente reciclavel. A eficiéncia de remog¢do do poluente azul de
metileno passou de 99% para 95% apds 5 ciclos. Porém, o biochar controle, sem o tratamento
por ativacdo perdeu a capacidade de adsor¢do, passando de 70% para 26% ao final do 5° ciclo
de tratamento (PESSOA et al., 2019).

Ramirez et al. (2022) desenvolveram um adsorvente poroso a partir do caroco de agai
utilizando cloreto de zinco (ZnCl») como ativador do carvao para adsorcao de 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético). O adsorvente foi produzido a 700 °C, na propor¢ao 1:1 (material
precursor: ZnCly) por 90 min, sendo pirolisado em tubo de quartzo sob atmosfera de N». O
adsorvente apresentou elevada 4rea superficial (920,56 m? g'!), didmetro de poro de 1,126 nm

(microporoso) e volume de poro de 0,467 cm® g~ !'. O adsorvente apresentou capacidade maxima
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de adsor¢do de 218 mg g ' em 55 °C. Os pardmetros termodinAmicos confirmaram processo de
natureza fisica e endotérmica (AH°= 16,16 kJ mol!). Os perfis cinéticos demonstraram que o
equilibrio da adsorcao foi atingido em 120 min. O QUADRO 2 apresenta a aplicagdo de biochar
no tratamento de glifosato presente em matriz aquosa, demonstrando as principais condigdes
de adsor¢ao utilizadas em cada estudo e os principais mecanismos envolvidos na adsor¢ao do

herbicida.

QUADRO 2- APLICACAO DE BIOCHAR PROVENIENTE DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS PARA

O TRATAMENTO DE GLIFOSATO

Adsorvente Qmax Mecanismos da Condicoes de Referéncia
(mg g™ adsorcio adsor¢io
Ve 2omeln | ietal
Al/Fe304/La(OH)3 83,87 Langmuir/ PSO de glifosato: (2021)
25 °C
Yamaguchi,
Carvao ativado 24 h adsorg¢ao; 800 Rubi
impregnado com 9.19 Freundlich/ PSO mg/ 80 mL; 5-80 ublo e
0,5% Mn e 1% Fe ’ mg L! glifosato; | Bergamasco
—1 o
(mm™) 45°C (2019)
1 h adsor¢ao; pH
161.29 12; 20 mg L' de Sen et al.
Solo de floresta ’ Langmuir/ PSO glifosatoe 1 g (2017)
adsorvente/ 50 mL
solugao
Freundlich/ PSO; | . Lempo de Yamaguchi;
Compdsito hibrido adsor¢ao equﬂrlrll)gi_ﬁ }(11’65_80 Bergamasco
magnético 39 espontanea, . .
M f;lez Oy exgtémica . glifosato; 0,08 g e Hamoudi
vidvel de 5-450C | 2dsorvente/B0mL |5, o
solugao; 5 °C
CuFexOs@biochar . 4 h de adsorgao; Jia et al.
derivado de 269,4 L:;eﬁlilrlfgse o | PH4 600 mg Lt (2020)
phragmites g de glifosato; 25 °C
Tempo de
Biochar de arroz Freundlich e equilibrio 3 h; pH |- Herath et al.
ativado com vapor 123,3 Langmuir/ PPO 4 0-100 mg L (2016)
p gm glifosato; 0,5 g L'
adsorvente
pH 5; tempo de
Biochar de dendro 44 Freundlich e esqllll ggrrlg gsgrflérel; Mayakaduwa
(madeira) Temkin/ PSO glifosato: 1 g L et al. (2016)
de adsorvente

PPO: pseudo-primeira ordem e PSO: pseudo-segunda ordem.
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3.3 BIORREMEDIACAO DE GLIFOSATO A PARTIR DE MICROALGAS

3.3.1 Microalgas

As microalgas s3o micro-organismos fotossintetizantes, que fazem parte de um grupo
heterogéneo, predominantemente aqudticas com variagdes morfologicas, estruturais e
fisiologicas que permitem sua adaptacdo a variadas condi¢des ambientais de cultivo. As
microalgas podem ser eucaridticas (com organelas que controlam fungdes celulares) ou
procaridticas como as cianobactérias (ndo possuem organelas ligadas a membrana),
unicelulares ou pluricelulares, apresentando similaridades com as plantas superiores
(JOHANSEN et al., 2012).

O género Scenedesmus ¢ representado pelas microalgas do filo Chlorophytas,
unicelulares e uninucleadas, em formato elipsoidal. Estas microalgas formam colonias pela
unido de 2 a 16 células dispostas lado a lado (FRANCESCHINI et al., 2009). J4 o género
Synechococcus sao cianobactérias unicelulares, procaridticas e fotossintetizantes, muito
semelhantes as microalgas. As células apresentam-se em formato oval alongado ou cilindrico,
com tamanho variando de 0,8 a 1,5 um, a reproducao ocorre por fissao binaria (FANKA et al.,
2022; FORLANI; CAMPANI, 2001; MARGULIS; SCHWARTZ, 2001). Micrografias das

microalgas Synechococcus e Scenedesmus sao apresentadas na FIGURA 3.

FIGURA 3- MICROGRAFIAS DE Synechococcus nidulans LEB 117 (A) E Scenedesmus obliquus LEB 117 (B)

(b)

As microalgas tém sido estudadas como fontes alternativas para a producdo de

biocombustiveis e fixacdo de CO., sendo renovaveis e de baixo impacto ambiental. Além disso,
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podem ser utilizadas para o tratamento de uma diversidade de contaminantes emergentes,
incluindo agrotoxicos (COSTA; CRUZ; ROSA, 2021; MAGRO et al., 2021; MORAIS et al.,
2023; MOREIRA et al., 2023; REMPEL et al., 2021; ZAPAROLI et al., 2020). Desta forma, o
meio de cultivo pode variar em relagdo aos componentes, resultando em diferentes
caracteristicas no crescimento e na composi¢ao celular destes micro-organismos (DEVI et al.,
2023).

As microalgas cultivadas em dguas residuais sdo uma das formas mais promissoras
para tornar os cultivos economicamente viaveis (CHOUDHARY; PRAJAPATI; MALIK,
2016). Além da biorremediagdo de poluentes, as microalgas podem ainda ser utilizadas para a
producao de biochar, compostos de alto valor agregado e biocombustiveis como bioetanol e
biodiesel (COSTA et al., 2023; MORAIS et al., 2022; NIE et al., 2020). Isso porque, em
resposta as condigdes de estresse, muitas microalgas alteram suas rotas metabolicas como
defesa antioxidativa, e passam a acumular compostos como carboidratos e lipidios. Dessa
forma, para aumentar a sustentabilidade dos cultivos e tornd-los economicamente viaveis,
processos de biorremediacdo de pesticidas podem ocorrer em conjunto com a acumulagdo

destes biocompostos (KUMAR et al., 2016).

3.3.2 Biorremediacao utilizando microalgas

A biorremediacao ¢ uma tecnologia ecologicamente correta € de menor custo quando
comparada a tecnologias de remediacdo ambiental. Além de ser efetiva ¢ empregada para a
remogao de diversos poluentes (PARWEEN et al., 2017), entre eles, os agrotoxicos (KURADE
et al., 2016). No entanto, embora apresente inimeras vantagens, a biorremediagdo ¢ um
processo complexo, sendo influenciado por diversas variaveis e altamente dependente do
comportamento bioquimico dos micro-organismos utilizados e também das caracteristicas
quimicas do contaminante ¢ do ambiente a ser remediado (PANDEY et al., 2019).

A biorremediacao de glifosato por microalgas ainda pode ser alterada pelas condi¢des
dos processos, como a concentragdo do poluente, tempo de exposi¢cdo e microalga utilizada.
Em grande parte das pesquisas foi identificado que concentra¢des micromolares e milimolares
de glifosato ndo afetam a concentragao celular inicial da biomassa nos cultivos. Além disso,
maiores periodos de exposi¢ao entre a microalga e o agrotdxico sao requeridos para a obtengao
de maiores eficiéncias nos processos de biorremediagao (MORALIS et al., 2022).

Os mecanismos de biorremediacdo podem ocorrer por meio de processos ativos ou

passivos, no qual interacdes fisico-quimicas e bioldgicas ocorrem. Os mecanismos de
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biorremediacdo de poluentes emergentes por microalgas podem ser visualizados na FIGURA

4. Estes correspondem a processos de bioadsor¢ao, bioacumulagdo e biodegradagdo. Processos

de fotodegradacao e volatilizacdo também podem ocorrer durante a biorremediagdo (NIE et al.,

2020; SHENG et al., 2022; SUTHERLAND; RALPH, 2019):

a)

b)

d)

Bioadsor¢do: € caracterizada como processo passivo, ndo metabolico em que
ocorre uma interagao entre o contaminante e a parede celular das microalgas, as
quais estdo carregadas negativamente, devido a presenca de grupos funcionais
(carboxila, hidroxila, sulfato e outros). Para que este processo ocorra ¢
necessaria afinidade quimica entre o contaminante € 0 micro-organismo, além
do controle de condic¢des externas como pH e temperatura;

Bioacumulacdo: ocorre quando o poluente ¢ absorvido ou transportado pela
parede celular das microalgas, ligando-se as proteinas e a outros compostos
intracelulares. A bioacumulagdo ocorre apds a adsor¢do e pode ocorrer
simultaneamente a biodegradagao;

Biodegradagdo: ¢ a transformagdo de um contaminante complexo em uma
molécula mais simples, ou seja, menos toxica. Os processos de biorremediacao
ocorrem em trés fases principais. Na fase I ocorre a transformacao inicial do
composto a partir de hidrolise, oxidagdo ou reducdao pela acdo da enzima
citocromo Psso. A fase Il envolve a conjugacdo dos metabdlitos da fase I com
acUcares, glutationa ou aminoécidos. Na fase III ocorre a transformacao dos
metabolitos da fase II em substancias menos toxicas ou nao toxicas em relagao
aos compostos iniciais, sendo utilizados para o crescimento das células
microalgais;

Fotodegradacdo e volatilizacdo: estes dois mecanismos podem ocorrer nos
processos de biorremediagdo. A fotodegradacdo ocorre por fotdlise (quando
ocorre a degradacdo do contaminante a partir da absor¢do da luz) ou
fotodegradacao (degradagdao dos contaminantes por meio de interagdes com
radicais hidroxila, por exemplo). J4 a volatilizagcdo ocorre através da perda dos
compostos organicos volateis, facilitados pelas condi¢cdes dos cultivos

microalgais através da aeragdo e altas temperaturas.
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FIGURA 4- MECANISMOS DE BIORREMEDIACAO DE POLUENTES POR MICROALGAS

.
vt
L

S Y
" Biodegradagio
d«‘, &

FONTE: Adaptado de Rempel et al. (2021).

A identificacdo das vias de degradacdo dos agrotoxicos ¢ extremamente importante
nos processos de biorremediagdo, especialmente do glifosato. Este herbicida apresenta como
principal rota do metabolismo microbiano a producdo de AMPA, que por sua vez apresenta
toxicidade semelhante ao glifosato, gerando poluicao secundéria no ambiente (OKADA et al.,
2020). A ocorréncia de AMPA tem sido relatada em diversos recursos urbanos e rurais. Em
estudo conduzido por Piel, Baures e Thomas (2012) foi identificado AMPA em riachos de uma
bacia hidrogréfica francesa durante todo o ano. Também foi demonstrado valores superiores de
AMPA em areas urbanas em relacdo as rurais, sendo de 5 e 2 ug L™! respectivamente. A via de
degradacdo pela qual os micro-organismos metabolizam o glifosato ¢ um fator importante nos
estudos de biodegradacao. Até agora foram demonstradas duas rotas principais do metabolismo
microbiano, estas podem ser observadas na FIGURA 5.

A produgdo de AMPA ocorre através da clivagem da ligagcdo carbono-nitrogénio (C-
N), sendo a via de degradacdo mais frequente, principalmente de bactérias e fungos,
correspondendo a 70% dos estudos de biorremediagdo. Enquanto a segunda rota, envolve a
clivagem da ligacdo carbono-fosforo (C-P) e resulta em sarcosina. Na biodegradacdo de
glifosato, a principal enzima na degradagao desta molécula em AMPA e glioxilato ¢ a glifosato

oxidorredutase (GOX). O AMPA apresenta caracteristicas semelhante ao glifosato, sendo
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motivo de preocupagdo por se destacar como toxico em organismos nao alvo (ANNETT;
HABIBI; HONTELA, 2014; IORI et al., 2020). Por esse motivo, torna-se cada vez mais
importante a identificacdo de micro-organismos capazes de realizar a biodegradagdo pela via
secundaria. Esta por sua vez ¢ menos comum entre 0os micro-organismos estudados e ocorre a
partir da clivagem de C-P catalisada pela enzima C-P liase. O resultado desta degradagdo ¢ a
formagdo de sacorsina, a qual ¢ posteriormente degradada em glicina e a carbono, nao

apresentando efeitos toxicos no ambiente (CHEN et al., 2022; ZHAN et al., 2018).

FIGURA 5- VIAS DE BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO POR MICRO-ORGANISMOS
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FONTE: Adaptado de Grandcoin, Piel e Baures (2017).

A identificagdo de microalgas com capacidade de metabolizar glifosato pela via
sarcosina ainda permanece escassa. Além disso, esta via de degradacdo foi relacionada
negativamente com a concentracdo de fosforo inorganico disponivel durante os processos de
biorremediacdo, o que pode afetar a biodegradagdo por esta via, uma vez que o fosforo
inorganico ¢ comumente encontrado em aguas residuais (LIPOK et al., 2007; ZHAN et al.,

2018).
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3.3.3 Consorcios microalgais aplicados a biorremediagao

Uma das formas de estimular a degradagao de contaminantes por microalgas ¢ a partir
do uso de diversas linhagens microalgais, atuando em conjunto. Nos consorcios as interagdes
cooperativas entre os micro-organismos aumentam, tornando os sistemas mais resistentes a
condi¢des ambientais externas e aumentando a capacidade de remoc¢do de contaminantes
(GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2016; ZHU; HUO; FENG, 2019). O uso de consorcios
também pode promover maiores produtividades de biomassa, sendo considerada uma estratégia
promissora para o tratamento de aguas poluidas e producao de biocombustiveis (QIN et al.,
2016; RENUKA et al., 2013). Diferentes morfologias, tamanhos e densidades microalgais
podem contribuir nos processos de biorremediacdo em consorcios (HUSSEIN et al., 2017).

Embora a maioria dos estudos envolvendo a utilizagdo de consdrcios microalgais seja
destinada ao tratamento de efluentes com elevadas concentragdes de nitrogénio e fosforo
(CHOUDHARY; PRAJAPATI; MALIK, 2016), o uso desta estratégia para o tratamento de
agrotoxicos vem sendo descrito na literatura. No entanto, em fun¢do do grande nimero de
combinagdes possiveis, os estudos envolvendo a utilizacdo de consoércios microalgais ainda sdo
escassos (GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2017; QIN et al., 2016).

O cultivo de microalgas em consorcio pode oferecer diversas vantagens para a
biorremediagdo de aguas residuais e obtencao de bioprodutos. No entanto, existe uma série de
gargalos nos sistemas de cultivo que merecem atencao. Entre eles, faz-se necessario o estudo
de quais interagdes cooperativas entre as microalgas proporcionam maiores produtividades
maximas de biomassa e remoc¢do de poluentes. Associado a isso, 0S mecanismos que
proporcionam maior obten¢ao de bioprodutos, visando a reducao dos custos de produgdo deve
ser avaliada (MAGRO et al., 2021).

O consoércio microalgal de Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricuda e Spirulina
platensis foi considerado eficiente para biorremediar o inseticida malation (99%) e metais
pesados (88% Cd, 95% Ni, 89% Pb) de aguas residuais urbanas. A combinagdo de todos os
contaminantes provenientes de aguas agricolas e residuais urbanas propiciou o maior
crescimento das microalgas (ABDEL-RAZEK et al., 2019). Além deste estudo, relagdes
benéficas no consorcio de microalga-bactéria foram identificadas no crescimento de Chlorella
protothecoides exposta a 50 mg L' de glifosato. O sistema proposto removeu 53,7% do

herbicida, sem producdo de AMPA (BORELLA et al., 2023).



CAPITULO III
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4 DESENVOLVIMENTO DA TESE

A tese foi dividida em um capitulo de livro, trés artigos de pesquisa e uma patente. O
capitulo de livro intitulado “Microalgae for bioremediation of pesticides: Overview, challenges,
and future trends” foi publicado no capitulo 4 do livro “Algal Biotechnology: Integrated Algal
Engineering for Bioenergy, Bioremediation, and Biomedical Applications”, da Elsevier.

O primeiro artigo intitulado “Biochar as a sustainable alternative for the use of residues
from the processing of acai and removal of glyphosate” foi publicado no Journal of
Environmental Chemical Engineering (doi:10.1016/j.jece.2023.111162). Neste estudo foi
desenvolvido um biochar magnético do caroco de agai impregnado com Fe para realizar a
adsor¢do de glifosato em matriz aquosa. Parametros de adsor¢do, como pH, massa de
adsorvente, temperatura, pardmetros cinéticos, isotérmicos e termodindmicos foram
determinados. A reciclabilidade do adsorvente foi realizada por 5 ciclos de adsorcdao e
dessorcao. A partir do estudo foi obtido um processo de adsor¢do rapido e eficiente de glifosato
com boa capacidade de reutilizacdo do adsorvente.

O desenvolvimento do biochar magnético com Fe resultou também no depdsito de
uma patente relacionada ao processo de obtencdo de um biochar magnético para adsorcao de
glifosato, intitulado “Processo de obtengdo de hiochar magnético e uso do biochar magnético
como adsorvente de glifosato em matriz aquosa”. O pedido de propriedade intelectual foi
realizado junto ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual- INPI na data 27/02/2023, com
nimero do processo BR 10 2023 003650 3.

O segundo artigo intitulado “Biodegradacao do herbicida glifosato por microalgas”
refere-se a exposi¢ao das microalgas S. nidulans LEB 115 e S. obliqguus LEB 117 em 4, 8 e 12
mg L! do herbicida glifosato. O objetivo do artigo foi avaliar o comportamento cinético das
microalgas em relagdo as diferentes concentragdes do herbicida e composi¢do bioquimica da
biomassa (carboidratos, lipidios e proteinas), bem como analisar a capacidade de biodegradagao
do glifosato nos cultivos realizados e verificar a producdo de AMPA, principal metabolito
produzido por micro-organismos.

O terceiro artigo de pesquisa intitulado “Biodegradacdo do herbicida glifosato por
meio de cultivos axénicos e consoOrcios microalgais” teve como objetivo analisar a
biodegradagao de glifosato em cultivos axénicos de S. nidulans LEB 115 e S. obliquus LEB
117 e em consorcio, utilizando diferentes concentragdes iniciais de cada microalga no cultivo.
Além disso, as relagdes sinérgicas e antagonicas resultantes dos cultivos foram discutidos a

partir da obtengdo dos parametros cinéticos. Os resultados da biodegradacao de glifosato e
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produgdo de AMPA para todos os cultivos foi elucidado, bem como a composi¢do bioquimica

das microalgas, indicando um potencial uso sustentavel da biomassa.



CAPITULO DE LIVRO

Microalgas na biorremediacdo de agrotoxicos: visdo geral, desafios e tendéncias futuras

Michele Greque de Morais, Munise Zaparoli, Barbara Franco Lucas e Jorge Alberto Vieira Costa

(https://doi.org/10.1016/B978-0-323-90476-6.00010-8)
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RESUMO

O uso intensivo de agrotoxicos pode impactar negativamente a satide humana e o meio
ambiente. Assim, diversos estudos tém sido realizados utilizando espécies bioldgicas para
biorremediar esses sistemas. Dentre essas espécies, o uso de microalgas se destaca e apresenta
a possibilidade de biorremediacdo ambientalmente correta. As microalgas podem utilizar
poluentes como fonte de energia produzindo biomassa rica em carboidratos e lipidios. Os
mecanismos utilizados pelas microalgas para biorremediagdo incluem biodegradacao,
bioacumulagdo e bioadsor¢ao. Esses mecanismos estio relacionados a selegdo de microalgas
adequadas com potencial para biorremediacdo e as caracteristicas de pesticidas. Portanto, este
capitulo tem como objetivo fornecer uma visdo geral das pesquisas mais recentes sobre
microalgas usadas para biorremediagdo de agrotdxicos, ilustrando os desafios dessa técnica e
destacando perspectivas futuras e tendéncias nesse campo.

Palavras-chave: Aguas residuais. Biodegradagdo. Gestdo de residuos. Herbicidas. Poluentes
organicos.
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1 INTRODUCAO

O aumento da producdo de alimentos impulsionado pelo crescimento da populacdo
mundial tornou a modernizacdo da producdo agricola altamente dependente de agrotdxicos. Os
pesticidas sdo substancias usadas para proteger as culturas contra pragas e atingir um pré-
requisito de qualidade e eficiéncia da produgdo vegetal (HU et al., 2021; NEHRA et al., 2021).
No entanto, o uso excessivo de pesticidas pode impactar negativamente o meio ambiente,
resultando na contaminacdo do solo, ar e 4gua. Estes compostos podem se acumular no solo,
plantas, micro-organismos e aguas superficiais, e também podem gerar efeitos nocivos a satde
humana (AVILA et al., 2021; ZAINITH et al., 2021).

Portanto, nos ltimos anos, alternativas eficientes de biorremedia¢do usando micro-
organismos foram desenvolvidas para fornecer uma solugdo sustentavel para mitigar os
impactos ambientais destes compostos (AVILA et al., 2021; ZAINITH et al., 2021). A
biorremediacdo ¢ uma tecnologia baseada em materiais biologicos (por exemplo, bactérias,
fungos, microalgas e cianobactérias). Essa tecnologia ¢ usada para remover, degradar, acumular
ou transformar contaminantes, como agrotoxicos e produtos farmacéuticos. No entanto, embora
apresente inumeras vantagens, a biorremediacdo ¢ complexa e influenciada por diversas
variaveis (PANDEY et al., 2019).

As microalgas se destacam entre as espécies utilizadas para biorremediagdo
(KURADE et al, 2016; NIE et al., 2020). As microalgas s3o micro-organismos fotossintéticos
encontrados em ambientes marinhos ou de agua doce (YIN et al., 2020). Esses micro-
organismos podem purificar diferentes dguas residuais usando os residuos como substratos para
o crescimento. Além disso, durante o crescimento, esses micro-organismos podem fixar CO»,
ajudando a mitigar o dioxido de carbono atmosférico (CHAI et al., 2021).

Microalgas como Chlorella spp., Scenedesmus spp. € Chlamydomonas spp. foram
usadas para remover uma variedade de poluentes organicos de aguas residuais (CHAI et al.,
2021; HU et al., 2021; KURADE et al., 2016). As microalgas podem remover pesticidas por
meio de bioadsor¢do, biodegradagdo e bioacumulacdo (MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020;
NIE et al., 2020). A taxa de remocdo de pesticidas depende do micro-organismo usado, da
estrutura do pesticida e da area contaminada (NEHRA et al., 2021). Estudos tém demonstrado
eficiéncia de remocdo de agrotoxicos por microalgas superior a 90% (KURADE et al., 2016;
WAN et al., 2020). No entanto, a inibicdo do crescimento de microalgas por produtos de

degradacdo ¢ um desafio para esta tecnologia (HU et al., 2021).
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O uso de biomassa de microalgas resultante de processos de biorremediagdo deve ser
destacado devido aos seus diversos usos. A biomassa pode ser valorizada para a producao de
biocombustiveis, como o biogas, bioetanol, biodiesel e biochar usando a abordagem da
biorrefinaria (AVILA et al., 2021). Portanto, este capitulo fornece uma visdo geral da
biorremediacdo de pesticidas por microalgas. Diferentes mecanismos e técnicas de
biorremediacdo s3o destacadas por esses micro-organismos, sendo também sugerido
alternativas para aumentar a remocdo dos agrotoxicos juntamente com a valorizacdo da

biomassa. Além disso, sdo destacados desafios e perspectivas futuras.

2 CONTAMINACAO POR AGROTOXICOS

Os agrotdxicos sdo compostos que incluem herbicidas, inseticidas, fungicidas, entre
outros (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009; NIE et al., 2020) que sao aplicados para
evitar doengas nas culturas, ervas daninhas e pragas de insetos (LI et al., 2021). Esses
compostos t€ém desempenhado papel importante na produgdo agricola por muitos anos
(LTetal., 2021; NIE et al., 2020). O glifosato e a atrazina estdo entre os herbicidas mais usados
em todo mundo (HU et al., 2021; MAHLER et al.,, 2017). Cada agrotoxico tem certas
propriedades quimicas especificas e mecanismos de acdo. O glifosato pode ser usado como
herbicida foliar pés-emergente, enquanto a absor¢do de atrazina pode ser incorporada pelas
raizes de maneira pré-emergente (MAHLER et al., 2017).

Estudos anteriores relataram pesticidas persistentes detectados em ambientes
aquaticos (HU et al., 2021; MAHLER et al., 2017). Além disso, a resisténcia de pragas a
produtos quimicos causada pelo uso prolongado de pesticidas ¢ outro desafio a ser superado
(LT et al., 2021). Mahler et al. (2017) investigaram a ocorréncia dos agrotoxicos atrazina e
glifosato em corregos agricolas e urbanos. A presenca de herbicidas em corregos urbanos pode
ser causada por sistemas de drenagem, que podem, por exemplo, direcionar a agua de chuvas
paraum corrego proximo. Além disso, de acordo com Nie et al. (2020), a aplicacao de pesticidas
por pulverizagdo pode facilitar a contamina¢do ambiental.

O tratamento de agrotdxicos na agua ¢ desafiador, sendo um obstaculo aos processos
convencionais (JATOI et al., 2021; NEHRA et al., 2021; SUTHERLAND; RALPH, 2019).
Residuos de agrotoxicos na agua e no solo podem ter efeitos perigosos nos organismos vivos €
no meio ambiente (NEHRA et al., 2021). Além disso, sua presenga em produtos agricolas ou
alimentos processados afeta diretamente a seguranca alimentar. O teor de residuos de pesticidas

presentes nos alimentos dependera de varias propriedades dos pesticidas, como solubilidade e
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pressdo de vapor (LI et al., 2021). Foi relatado que altos niveis de exposicao a pesticidas podem
contribuir potencialmente para varias doencas multiplas, como cancer e distirbios enddcrinos
(HU etal., 2021; MAHLER et al., 2017; MORALES-PEREZ; ARIAS; RAMIREZ-ZAMORA,
2016).

Chai et al. (2021) relataram que a escassez de agua apropriada para consumo humano
em alguns paises pode ser atribuida a falhas no tratamento de 4dguas residuais e descarga de
efluentes. As 4aguas residuais contendo residuos de pesticidas podem ser origindrias da
fabricagdo e formulacdao de pesticidas (por exemplo, de atividades de limpeza) e industrias
agricolas. Esses residuos podem poluir corpos d'agua e lencoéis freaticos com compostos toxicos
(MORALES-PEREZ; ARIAS; RAMIREZ-ZAMORA, 2016). Assim, estratégias para remover
pesticidas da 4dgua de maneira sustentavel e para diminuir os riscos a satide associados a

contaminagdo por pesticidas tém sido recentemente foco de pesquisa.

3 DESTINO AMBIENTAL DOS AGROTOXICOS

O destino ambiental dos agrotoxicos inicia a partir da pulverizagdo no meio ambiente.
A partir desse momento, esses compostos podem ser absorvidos pelas plantas ou permanecer
disponiveis na matriz do solo. No ambiente, os pesticidas estdo sujeitos a diferentes processos
fisico-quimicos e biologicos. Esses processos incluem adsorcao, dessorcdo, biodegradacao,
fotodegradacdo e volatilizacio (KUMAR; SINGH, 2017; PENA; DELGADO-MORENO;
RODRIGUEZ-LIEBANA, 2019) (FIGURA 1).

Alguns pesticidas possuem caracteristicas volateis ou semivolateis e, como resultado,
podem ser transportados na atmosfera, aumentando sua mobilidade (WOODROW; GIBSON;
SEIBER, 2018). Além disso, podem ocorrer outros processos, como a erosdo edlica e a
volatilizacdo desses compostos presentes no solo e nas plantas. Esses pardmetros sdo
influenciados pelas caracteristicas de sor¢cdo do solo, propriedades lipofilicas das plantas e
pressao de vapor. O vento também pode promover a mobilidade dos pesticidas antes mesmo de
encontrarem o solo ou as plantas (MAMY et al.,, 2021). Muitos fatores influenciam a
volatilizag¢do de pesticidas no solo, incluindo o grau de adsor¢ao, teor de 4gua, propriedades do
solo e temperatura ambiente (SPENCE, FARMER, CLIATH, 1973).

Os processos de adsor¢ado e dessor¢ao dependem das caracteristicas do solo, como pH,
matéria organica, umidade, argila e composicdo do silte, e sdo considerados alguns dos
parametros mais importantes no destino de agrotdxicos. A inclinagao do solo, a permeabilidade

e a profundidade do lengol freatico também afetam o movimento dos pesticidas. Esses
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processos determinam a distribui¢do destes nas fases solida, gasosa e aquosa, controlando a
disponibilidade para outros processos de transporte e degradacio (PENA; DELGADO-
MORENO; RODRIGUEZ-LIEBANA, 2019; GAVRILESCU, 2005).

FIGURA 1- DESTINO AMBIENTAL DE PESTICIDAS APOS APLICACAO NA AGRICULTURA
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Outros produtos quimicos tém alta solubilidade em agua, permitindo que se dissipem
pela chuva, resultando na lixiviagdo de pesticidas para os recursos hidricos e afetando
potencialmente espécies marinhas e outras espécies nao-alvo (GAVRILESCU, 2005;
RAJMOHAN; CHANDRASEKARAN; VARJANI, 2020). O transporte e o armazenamento de
pesticidas também podem contribuir para possiveis rotas de contamina¢do, assim como o
descarte inadequado de aguas residuais da etapa de lavagem de embalagens ou durante a

producao de pesticidas (IUMMATO et al., 2019; NIE et al., 2020).

4 BIORREMEDIACAO DE AGROTOXICOS POR MICROALGAS

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos microscopicos encontrados em
agua doce e marinha (YIN et al., 2020) e utilizam fontes de energia e carbono para crescer
(PATEL; CHOI; SIM, 2020). Esses micro-organismos podem ser aplicados na producdo de
alimentos, racdo animal e varios biocombustiveis devido a flexibilidade da producao de uma

variedade de compostos, como proteinas, acidos graxos, vitaminas e pigmentos
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(YIN et al., 2020). Entre as varias vantagens do uso de microalgas estdao a capacidade de usar a
energia solar e a eficiéncia na captura de CO; da atmosfera (ZAINITH et al., 2021. Além disso,
as microalgas tém sido aplicadas no tratamento de 4guas residuais e estudadas quanto a
assimilagdo de pesticidas como fontes de energia para o seu crescimento (CHAI et al., 2021;
NIE et al., 2020).

A Dbiorremediagdo mediada por microalgas também ¢ conhecida como
fitorremediacao, ficorremediacdo e cianorremediacdo. Essa técnica ndo apenas acumula ou
adsorve pesticidas, mas também os transforma em poluentes menos toxicos ao meio ambiente,
dependendo da espécie microalgal, das vias metabodlicas utilizadas e das caracteristicas dos
pesticidas  (PRIYADARSHANI; SAHU; RATH, 2011; VIDYASHANKAR;
RAVISHANKAR, 2016). Os mecanismos de biorremedia¢do incluem processos ativos ou
passivos, nos quais ocorrem interagdes fisico-quimicas na parede celular das microalgas. Os
mecanismos envolvidos na biorremediacdo de microalgas incluem processos de bioadsorgao,
bioacumulagdo e biodegradacao, além de fatores de degradagao externos, como fotodegradagao
e volatilizagdo (HENA, GUTIERREZ; CROUE, 2021; NIE et al., 2020; SUTHERLAND;
RALPH, 2019).

Varios estudos demonstraram o uso de microalgas para a biorremediagao de pesticidas
(TABELA 1). Na maioria dos estudos, foi identificada a inibi¢do do crescimento de microalgas
em altas concentragdes de poluentes, além de induzir respostas oxidativas e alteragdes no

contetdo e morfologia celular (SALMAN; ABDUL-ADEL, 2015).
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4.1 BIOADSORCAO

A bioadsor¢ao ¢ um processo passivo € nao metabolico no qual ocorrem interagdes
entre o contaminante (carregado positivamente) e a parede celular da microalga (carregada
negativamente) em seu estado ativo ou inativo. E necessaria uma afinidade quimica entre o
contaminante € 0 micro-organismo para que ocorra esse processo e o controle das condigdes
externas como pH e temperatura. Os processos quimicos que afetam a bioadsor¢do também
incluem reagdes de complexagdo, troca iOnica, precipitagdo e interagdes eletrostaticas
(NIE et al., 2020; SUTHERLAND; RALPH, 2019).

Em microalgas, os processos de bioadsorcdo de compostos organicos ocorrem
principalmente por causa de grupos funcionais (por exemplo, carboxila, amina e fosforil),
espagos intercelulares, polissacarideos sulfatados e carboidratos presentes na parede celular
(BILAL et al., 2018; XIONG et al., 2018). A bioadsor¢ao também pode ocorrer em substancias
poliméricas extracelulares (EPS) ligadas a células das microalgas ou excretadas no meio
extracelular (HENA et al., 2021). Essas substancias, formadas principalmente por proteinas,
lipidios e polissacarideos sdo responsaveis pela agregagao das células e formacdo de um filme.
Esse filme protege as células de estresses externos, como altas concentragdes de contaminantes
e variagao de temperatura e pH, além de facilitar a adsor¢ao (XIAO; ZHENG, 2016).

Os processos de adsor¢ao geralmente t€ém vantagens mais significativas do que a
bioacumula¢do, como menor custo e tempo. De acordo com Sutherland e Ralph (2019), a
otimizacdo do crescimento de microalgas influenciard positivamente a remediacdo de
contaminantes emergentes. Segundo esses autores, quanto maior a quantidade de células de
microalgas, maior a bioadsor¢do. Além disso, células inativas nao requerem controle das
condi¢des biologicas para o crescimento de micro-organismos e metabolismo celular,
apresentando assim maior versatilidade (HANSDA; KUMAR; ANSHUMALLIL 2016).

As desvantagens estao relacionadas a ndo seletividade desses processos, o que € um
problema devido a diversidade de contaminantes presentes nas aguas residuais. Assim, a
presenga de mais de um contaminante pode interferir nos processos de adsor¢do e saturar os
sitios de ligacdo com contaminantes ndo-alvo, diminuindo a eficiéncia da remocdo dos

contaminantes pretendidos para biorremediacdo (SUTHERLAND; RALPH, 2019).
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4.2 BIOACUMULACAO

A bioacumulagao ocorre quando os poluentes sao absorvidos ou transportados através
da parede celular da microalga. Nesse processo ativo, os contaminantes se ligam a proteinas e
outros compostos intracelulares. Esse mecanismo pode ser dividido em (a) difusdo passiva, que
nao requer energia da célula porque o contaminante, que tem baixo peso molecular e é apolar,
se difunde através da membrana celular (hidrofobico). (b) A difusdo passiva facilitada ocorre
com a ajuda de proteinas transportadoras, facilitando a difusdo de contaminantes através da
membrana celular. O ultimo mecanismo ¢ (c) captagdo ativa, que requer energia das células
(SUTHERLAND; RALPH, 2019).

A bioacumulagdo € o processo posterior a bioadsorcao e pode ocorrer simultaneamente
com a biodegradacgao (JIN et al., 2012). Esse processo pode ser vantajoso, permitindo maior
eficiéncia na remocao do contaminante devido ao maior nimero de sitios de ligagao (superficie
e dentro da célula) (HANSDA et al., 2016).

Durante a bioacumulagdo, altas concentragdes de pesticidas podem induzir estresse
devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo responsaveis por numerosos
efeitos toxicos no metabolismo das microalgas (NIE et al., 2020). Entre eles estdo danos
oxidativos, disfuncoes celulares, alteracdes no conteudo de clorofila e carotendides, influéncia
em enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase e catalase, ¢ at¢ mesmo a morte dos
micro-organismos (KURADE et al., 2016). Portanto, o estudo das concentracdes dos
contaminantes e a sele¢do de cepas de microalgas adequadas ¢ extremamente importante para

evitar a morte celular.

4.3 BIODEGRADACAO

A biodegradacdo ¢ o processo mais importante na biorremediacdo de contaminantes
por microalgas, pois € este mecanismo que resulta na transformacdo metabdlica de
contaminantes complexos em moléculas simples e menos toxicas. Além disso, a biodegradagao
elimina problemas adicionais associados ao tratamento de biomassa contaminada. A
biodegradagao pode ser dividida em degradacao metabdlica e co-metabolismo (NIE et al., 2020;
SUTHERLAND; RALPH, 2019).

Na primeira fase da biodegradag@o, a enzima oxidativa citocromo P4so desempenha
um papel importante no metabolismo e estd relacionada a oxidacdo, reducdo e hidrélise dos

agrotoxicos. Outras enzimas como as polifenoloxidases e peroxidases, também podem atuar
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nesses processos. Na segunda etapa, os pesticidas ou metabolitos sdo conjugados a agucares,
glutationa ou aminoacidos. Os compostos produzidos nesta etapa sdo convertidos na fase trés
em substancias de menor toxicidade ou ndo toxicas (em relagdo aos compostos originais), o que
¢ util para o crescimento de células de microalgas (KUMAR; SINGH, 2017; VAN EERD et al.,
2003).

Durante a biodegradagao, outros compostos com toxicidade igual ou maior podem ser
formados. Alguns micro-organismos podem gerar dcido aminometilfosfonico (AMPA) a partir
da via de decomposi¢do mais comum, ao metabolizar glifosato (ANNETT et al., 2014; BAIL
OGBOURNE, 2016; IORI et al., 2020). Além disso, alguns tratamentos fisico-quimicos, como
Sono-Fenton, tratamento com UV e H>O», irradiag¢do ultrassonica e fotocatalise induzida por
TiO2, podem resultar em compostos mais toxicos da oxidagdo do pesticida diazinon (KURADE
et al., 2016). No entanto, Kurade et al. (2016) relataram que o uso da microalga Chlorella
vulgaris na biodegradacdo desse contaminante resulta em compostos menos toxicos, como

2-Isopropil-6-metil-4-pirimidinol.

4.4 FOTODEGRADACAO E VOLATILIZACAO

Processos de fotodegradacdo e volatilizacdo podem ocorrer em um sistema de
tratamento de 4gua contaminada durante a biorremediacao realizada por microalgas. Ambos os
processos podem ser melhorados com base nas condi¢des utilizadas para o cultivo de
microalgas. A fotodegradagdo ocorre por fotdlise e pode ser realizada por absorcdo de luz ou
por degradacdo foto-oxidativa (que ocorre a partir de interagdes com radicais hidroxila)
(AVILA et al., 2021; SUTHERLAND; RALPH, 2019). Os processos de volatilizagdo ocorrem
devido a perda de compostos organicos volateis, o que pode ser facilitado pelas condigdes de
cultivo de microalgas, como aeragdo adequada e altas temperaturas (HENA; GUTIERREZ;
CROUE, 2021; SUTHERLAND; RALPH, 2019). No entanto, os processos de volatilizacao
também dependem das caracteristicas do contaminante (GAVRILESCU, 2005).

5 PRINCIPAIS FATORES ENVOLVIDOS NA BIORREMEDIACAO DE
AGROTOXICOS POR MICROALGAS

A biorremediagdo de pesticidas estd relacionada com as condi¢des de sobrevivéncia
das microalgas, tempo de contato entre os micro-organismos e os pesticidas, fatores ambientais

e operacionais. Na remog¢ao de poluentes organicos, fatores como tamanho da célula, linhagem
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microalgal, atividade bioldgica e morfologia podem ter influéncia substancial (PATEL; CHOI;
SIM, 2020). Os mecanismos de remoc¢ao de pesticidas por microalgas podem depender de seus
grupos ativos de superficie, propriedades da parede celular (bioadsor¢do) e enzimas
(biodegradacao e bioacumulagdo) (NIE et al., 2020). Durante a biorremediagao, a clorofila e os
carotendides podem ser usados como biomarcadores para detectar a exposi¢ao de células de
microalgas a compostos toxicos de pesticidas (KURADE et al., 2016). A selecdo de espécies
de microalgas ¢ uma das primeiras etapas no processo de biorremediagdo e, associada as
técnicas de cultivo, pode influenciar na producdo de EPS (XIAO; ZHENG, 2016). Outros
fatores que influenciam a velocidade da biorremediacdo estao relacionados a estrutura quimica
dos pesticidas, grupos funcionais, peso molecular, solubilidade em 4gua, concentragdo e
toxicidade do pesticida (NIE et al., 2020). O entendimento desses fatores pode melhorar as
condi¢cdes operacionais dos processos destinados a produtividade de biomassa,
consequentemente melhorando a eficiéncia da biorremediacio (MARYJOSEPH;
KETHEESAN, 2020).

Geralmente, a maior remog¢do de pesticidas por microalgas ocorre com tempos de
exposi¢do mais elevados (MATAMOROS; RODRIGUEZ, 2016). Hultberg et al. (2016)
observaram que a exposi¢cao de Chlorella vulgaris na remediagdo de 10 agrotdxicos por 4 d
mostrou-se mais eficaz em relacao ao curto prazo (1 d). Os autores observaram uma reducgao de
aproximadamente metade dos pesticidas (por exemplo, carbofuran, terbutilazina,
carfentrazone-ethyl e difenoconazol).

Hu et al. (2021) aplicaram Chlorella sp. para a remoc¢do do herbicida atrazina
(pesticida muito utilizado em todo o mundo) e avaliaram a bioacumulagao ¢ a toxicidade dos
produtos de degradacdo durante esse processo. Dentro de 8 d de exposi¢do a atrazina, a
eficiéncia de remog¢do foi > 83%. (TABELA 1). Em outro estudo, a microalga Chlorella
vulgaris exibiu maior remocdo (94%) do pesticida diazinon do que outras linhagens
(Chlamydomonas mexicana, Scenedesmus obliquus e Chlamydomonas pitschmannii). Os
autores relataram a biodegradagdo de diazinon por Chlorella vulgaris com eficiéncias de
remocdo de 100, 87,67 ¢ 93,31% em concentragdes de 0,5, 5 e 20 mg L™}, respectivamente
(TABELA 1). Os autores também observaram a formac¢ao de um composto menos toxico apos
a biorremedia¢ao (KURADE et al., 2016).

Os mecanismos de biorremediacao dependem do tempo de retengdo hidraulica. A
bioacumulagdo, por exemplo, pode ser aumentada saturando a capacidade de biodegradacao.
Além disso, o processo de bioacumulagdo geralmente ndo ocorre no inicio da remediagao.

Longos periodos de exposi¢ao podem resultar na adaptacao das microalgas aos contaminantes,
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tornando-as mais resistentes ao estresse causado por altas concentragdes de poluentes (JIN et
al., 2012).

Algumas espécies inibem o crescimento quando expostas a altas concentragdes de
pesticidas, enquanto outras possuem tolerancia natural. Arthrospira fusiformis e Spirulina
platensis, por exemplo, apresentam resisténcia quando expostas a concentragdes de glifosato
de 0,01 a 10 mM. No entanto, essas duas cepas ndo podem usar o fosfonato como tnica fonte
de fosforo, o que, por sua vez, ndo permite a quebra da molécula de glifosato. Ao contrario
dessas cepas, outras cianobactérias, como Anabaena sp., Leptolyngbya boryana, Microcystis
aeruginosa e Nostoc punctiforme, foram capazes de metabolizar o glifosato (FORLANI et al.,
2008).

A tolerancia de algumas cianobactérias pode ser explicada pela forma resistente da
enzima 5-enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase, além da capacidade das linhagens de
metabolizar o glifosato, utilizando-o como fonte de fosforo (ARUNAKUMARA et al., 2013;
IORI et al., 2020). Assim, para suprimir os efeitos toxicos dos contaminantes, as microalgas
podem ser pré-aclimatadas usando concentra¢des subtdxicas dos contaminantes antes da
biorremediacdo. A aclimatacdo reduz os efeitos toxicos dos contaminantes, melhorando a
fungao celular e os processos metabolicos (MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020). A melhoria
das linhagens também pode ocorrer a partir da evolucdo adaptativa das microalgas a
contaminantes especificos. Estudos tém mostrado resultados promissores usando esses métodos
(LI etal., 2018; PERRINEAU et al., 2014).

Entre os mecanismos ambientais e operacionais envolvidos na biorremediacdo, a
temperatura se destaca na bioadsor¢do, principalmente por ser um processo termodinamico
(MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020). A temperatura também ¢ essencial para o cultivo de
microalgas, o que pode aumentar a taxa de crescimento e o processo de adsor¢do de
contaminantes (SUTHERLAND; RALPH, 2019). Em geral, as microalgas podem se adaptar a
uma ampla faixa de temperaturas, embora as mais utilizadas se adaptem melhor a temperaturas
variando entre 25 e 30 °C (ENAMALA et al., 2018).

Além da temperatura, o pH ¢ um fator intrinseco no cultivo de microalgas e esta
relacionado com a ionizagdo ou dissociacdo de contaminantes em processos de bioadsor¢ao
(HENA et al., 2021). Além disso, a degradacdo de fungicidas, como iprodiona, pode ser
acelerada em condigdes abiodticas, como em meio alcalino ao qual as microalgas estdo adaptadas
(BAGLIERI et al., 2016). Li et al. (2018) demonstraram mudangas no pH através fotossintese
de Chlorella pyrenoidosa e a influéncia desses parametros na degradac¢ao do 2,4-diclorofenol,

um composto usado para produzir pesticidas. Os autores relataram que o pH influenciou a
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formagdo de compostos de clorofenol na agua. Assim, para sua degradacdo com Chlorella
pyrenoidosa, foi considerado ideal um pH préximo a neutralidade.

A luminosidade ¢ outro fator ambiental de grande importancia para cultivos de
microalgas (taxa de crescimento e producdo de biocompostos) e processos de fotodegradacao.
Segundo Remucal (2014), intensidades de luz relevantes para os processos de fotodegradacao
sdo comprimentos de onda superiores a 290 nm. A intensidade da luz e o fotoperiodo também
tém uma influéncia consideravel no crescimento de microalgas. Intensidades de luz mais altas
afetam a taxa de fotossintese de microalgas, aumentando a produtividade de biomassa e
producao de compostos, como carboidratos e lipidios, que sdo utilizados na producgdo de

bioetanol e biodiesel, respectivamente (KHOO et al., 2020; SUPARMANIAM et al., 2019).

6 TECNICAS UTILIZADAS PARA AUMENTAR A REMOCAO DE AGROTOXICOS
DA AGUA

6.1 CONSORCIOS ENTRE MICRO-ORGANISMOS

A utilizagao de consorcios entre bactérias-microalgas/cianobactérias costuma ser uma
pratica comum, uma vez que, em aplicagdes praticas de tratamento de efluentes e recursos
hidricos, estes micro-organismos compartilham do mesmo espago (NIE et al., 2020). Estes
sistemas criam um ambiente de equilibrio, onde o oxigénio produzido pelas microalgas a partir
dos processos de fotossintese ¢ utilizado pelas bactérias como aceitador de elétrons para
degradar matéria organica e carbono organico. Ao utilizarem o oxigénio na respiracao, as
bactérias produzem CO», acessivel as microalgas, além de outros compostos como siderdforos,
fitohormonios e vitamina B (LIU et al., 2017; MAHESH et al., 2021; RAMANAN et al., 2016).
Estes consorcios oferecem interagdes de cooperacdo e competicdo, demonstrando maior
resisténcia na presenga de espécies invasoras, reduzindo custos com aeragao (SUTHERLAND;
RALPH, 2019).

No entanto, as condigdes de cultivo destes micro-organismos podem ser diferentes,
principalmente em relacdo aos fatores ambientais como pH, temperatura e intensidade de luz.
Outros fatores estao relacionados a disponibilidade de nutrientes, as fases de crescimento destes
micro-organismos ¢ as condi¢oes de cultivo (fotoautrotrofico, fotoheterotrofico). Além destes,
a produg¢do de metabolitos toxicos produzidos por microalgas (exotoxinas) e bactérias

(fitotoxinas) podem atuar como inibidores de crescimento (ZHANG et al., 2020).
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Com relagdo ao uso de consorcios microalga-microalga, as principais vantagens
envolvem maiores taxas de remogdo de poluentes, maiores produtividades de biomassa e de
compostos como lipidios. Esta alternativa ¢ considerada uma estratégia promissora para
tratamento de dguas poluidas e producao de biocombustiveis (KUBE et al., 2018; QIN et al.,
2016; RENUKA et al., 2013). Nestes consorcios, as interagdes cooperativas entre as microalgas
aumentam, tornando os sistemas mais resistentes a condi¢des ambientais externas ¢ invasao de
outras espécies, aumentando a capacidade de absor¢do de nutrientes e outros contaminantes
(GONCALVES et al., 2017; ZHU et al., 2019).

Avila et al. (2021) avaliaram a remogio de compostos hidrofobicos de pesticidas
usando um consorcio de microalgas (TABELA 1). Os autores observaram remocao de
clorpirifos (35%), cipermetrina (14%) e oxadiazon (55%), sendo O,O-dietil tiofosfato
identificado como o produto de transformacdo do clorpirifés. A sorcdo de clorpirifos,
cipermetrina e oxadiazonio para a fase solida da biomassa microalgal foi de 62, 60 e 33%,
respectivamente.

Os co-cultivos entre fungos-microalgas também sdo realizados para a remoc¢ao de
contaminantes organicos como pesticidas. Assim como descrito nos sistemas entre bactéria-
microalga, consorcios entre fungos-microalgas também fornecem uma relagao de sinergia entre
os micro-organismos. Nestes sistemas a degradagdo de poluentes com altos pesos moleculares
podem ser viabilizados pela agdao de enzimas extracelulares produzidas por fungos (CHU et al.,
2021).

Hultberg e Bodin (2018) utilizaram a Chlorella vulgaris em conjunto com o fungo
Aspergillus niger para biorremediagdo de diversos pesticidas. Os autores reportaram que a
formacao dos biopellets com estes micro-organismos tornou mais eficiente o tratamento de 16
dos 38 pesticidas. Entre os pesticidas, carfentrazona-etilica, phenmedipham, difenoconazol e
trinexapaque etilico ficaram abaixo do limite detectavel. De acordo com o estudo, este sistema

(biopellets) pode facilitar a colheita da biomassa, impactando diretamente nos custos.

6.2 CULTIVO MICROALGAL IMOBILIZADO

As técnicas de cultivo suspenso sdo mais comuns em relagdo aos cultivos
imobilizados, principalmente em fung¢do do custo dos processos. No entanto, questdes
relacionadas a colheita das microalgas acabam dificultando a aplicacdo deste método de cultivo.
Dessa forma, a imobilizacdo microalgal pode ser uma alternativa para a otimiza¢do dos

processos, além de proteger as células em relagao a fotoinibig¢do, oferecendo maior resisténcia
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em ambientes de estresse por salinidade e toxicidade (GONCALVES et al., 2017; HENA et al.,
2021).

O processo de imobilizagdo consiste em manter as células vivas e metabolicamente
ativas dentro de uma matriz natural ou sintética hidrofilica, que limite a mobilidade das células
e permita a filtracdo da dgua. Em alguns casos, a biomassa morta pode funcionar como
adsorvente, realizando um processo passivo (DE-BASHAN; BASHAN, 2010). Diversas
matrizes naturais (alginato, esponja de lufa, carragena, coldgeno celulose, agar, agarose) e
sintéticas (poliuretano, acrilamida, polivinil) foram consideradas para a imobilizagdo de
microalgas (FERRANDO; MATAMOROS, 2020; MALLICK, 2020).

As matrizes poliméricas de alginato de calcio sdo as preferidas para a imobilizagao
microalgal. O material polimérico apresenta caracteristicas como menor custo e transparéncia,
essencial para o cultivo microalgal (EROGLU et al., 2015; LAM; LEE, 2012). No entanto,
embora as matrizes de alginato apresentem facil manuseio, diversos fatores como concentragao
insuficiente de alginato, Ca*? e saturagdo de células podem afetar o desenvolvimento das esferas
microalgais. Esses fatores podem levar ao rompimento das capsulas e ineficiéncia dos processos
de colheita (LAM; LEE, 2012).

A eficiéncia dos processos de biorremediacao por imobilizacdo de microalgas ainda
pode ser influenciada pelas altas densidades celulares (ex. 5 g L), quantidade de matrizes
adicionadas ao meio e fatores relacionados as condi¢des de sobrevivéncia das microalgas como
intensidade luminosa e fotoperiodo (HU et al., 2020). Existem inimeros desafios para uma
aplicacdo em larga escala da imobilizacdo de microalgas, como a estabilidade das céapsulas,
escolha de matrizes adequadas, comercializagdo e preservacao das células (HU et al., 2020).

No entanto, este processo apresenta grande potencial para o tratamento de dguas residuais.

7 DESAFIOS E TENDENCIAS FUTURAS

A remediacdo de aguas residuais com agrotoxicos utilizando microalgas tem
demonstrado avangos nos ultimos anos. Os sistemas baseados em algas podem ser destacados
como uma alternativa para melhorar o meio ambiente. Sutherland e Ralph (2019) descreveram
o cultivo de microalgas associado a remog¢ao de contaminantes emergentes como uma opgao
econdmica. No entanto, outros pesquisadores relataram que sao necessarias mais investigagoes
sobre a qualidade das 4guas residuais resultantes do tratamento com microalgas. Além disso,
também ¢ apontada a necessidade de analise do ciclo de vida e avaliacdo da biorremediagao

além das condi¢des de laboratorio (MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020). De acordo com
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Sutherland e Ralph (2019), a presenga de diversos contaminantes para remediagdo de
microalgas podem ser um desafio para uma espécie metabolizar, assim, a aplicagdo de
consorcios pode surgir como uma solucdo muito mais vidvel. Alcancar maior produtividade
também pode ajudar a superar questoes econdmicas (PATEL et al., 2020).

Apesar de demonstrar o alto teor de remocgao de pesticidas, algumas microalgas foram
afetadas negativamente pelos pesticidas ou seus produtos de degradagdo. Os efeitos inibitdrios
desses compostos foram observados em estudo conduzido por Hu et al. (2021). Neste estudo, a
atrazina degradada inibiu o crescimento de Chlorella sp. mais do que atrazina pura. No entanto,
a inibicdo ocorreu em ambos os tratamentos. Os autores atribuiram a inibicdo causada pela
atrazina pura ou seus produtos de degradacdo a reducdo na absor¢do e utilizagdo da luz,
resultando em menor eficiéncia fotossintética. Kurade et al. (2016) observaram reduc¢ao no
crescimento de Chlorella vulgaris e na eficiéncia de remogdo de agrotdéxicos com maiores
concentragdes de diazinon (40 mg L™ e 100 mg L™!) (TABELA 1). Segundo os autores, altas
concentracoes do poluente podem causar ruptura da membrana celular e exposicao de
compostos intracelulares a compostos toxicos. Além disso, Sutherland e Ralph (2019) relataram
que a bioacumulagdo de contaminantes emergentes por células de microalgas pode levar a
producao de ERO e consequentemente, pode causar a morte celular.

Em relacdo aos mecanismos operados pelas microalgas durante a remediacdo de
agrotoxicos, a biodegradacdo pode ser considerada a mais promissora por nao resultar em
biomassa com poluentes. Em vez disso, os pesticidas sdo transformados em compostos menos
toxicos (MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020). Nesse contexto, Sutherland e Ralph (2019)
sugeriram otimizar as condig¢des (por exemplo, propriedades e produgdo de enzimas) em certas
espécies de microalgas para estimular niveis mais altos de degradagao dos contaminantes.

Em uma revisdo recente, Nie et al. (2020), consideraram algumas abordagens
interessantes para aumentar a remoc¢do de pesticidas por microalgas e foi apoiado por outros
autores (MARYJOSEPH; KETHEESAN, 2020). De acordo com Nie et al. (2020), novas
abordagens com futuro possivel podem ser consideradas como triagem e cultivo de certas
linhagens de microalgas, consorcio de microalgas e bactérias e imobilizacdo de microalgas.
Segundo os autores, a primeira refere-se principalmente a possibilidade de obtencdo de
linhagens que crescem em condigdes extremas, como aguas residuais, e podem degradar
compostos toxicos. A segunda abordagem também ¢ interessante; os autores exemplificam a
possibilidade de microalgas fornecerem O para crescimento bacteriano, enquanto bactérias
oferecem CO> para uso de microalgas como substrato. A terceira abordagem refere-se a

imobilizacao de microalgas para melhorar as etapas de remediagdo, protegendo as células e
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permitindo sua reutilizagdo. Recentemente, Hu et al. (2019) relataram que as células de
Chlorella sacchrarophila imobilizadas em agar mantiveram alta eficiéncia no tratamento de
aguas residuais ap6s varias reciclagens. A literatura também sugere a modificacdo genética de
microalgas como outra opc¢do para futuros pesquisadores, visando melhorar a remoc¢do de
pesticidas (NIE et al., 2020). Xiong et al. (2018) indicaram abordagens semelhantes para
melhorar a remog¢ao de contaminantes farmacéuticos por microalgas.

Para melhorar a viabilidade econdmica dos processos envolvendo microalgas para
biorremediacdo e tratamento de aguas residuais, a valorizagdo da biomassa resultante ¢
importante e pode ser realizada usando a abordagem de biorrefinaria (AVILA et al., 2021;
CHAI et al., 2021) (FIGURA 2). No entanto, de acordo com Nie et al. (2020), as substancias
toxicas na biomassa devem ser abordadas para evitar efeitos negativos durante a aplica¢do da
biomassa. Em um estudo recente conduzido por Avila et al. (2021), apds a biorremediacdo de
compostos ativos de pesticidas, a biomassa resultante contendo pesticidas foi utilizada para a
producao de biometano. Os autores observaram que a produgdo de biogas nado foi inibida por
agrotoxicos na biomassa, confirmando a possibilidade de integragdo desses processos,

resultando na valorizagdo da biomassa.

FIGURA 2- REMOCAO DE PESTICIDAS POR MICROALGAS E POSSIVEIS ALTERNATIVAS PARA
VALORIZACAO DA BIOMASSA
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

As microalgas tém sido exploradas nos ultimos anos como importantes organismos
que metabolizam alguns pesticidas, utilizando-os como fontes de energia enquanto realizam a
biorremediacdo do ambiente. A remocao de certos agrotoxicos do solo e da dgua geralmente
resultam na transformagdo de compostos toxicos em produtos menos toxicos. Este capitulo
resume o0s mecanismos envolvidos neste processo (biodegradagdo, bioadsorcdo e
bioacumulacdo) e destaca os principais fatores que afetam a biorremediacdo. Em geral, a
atividade do mecanismo de microalgas durante a biorremediacao depende dos grupos ativos de
superficie, propriedades da parede celular e enzimas. Com base nos presentes resultados,
Chlamydomonas spp. e Chlorella spp. sdo cepas consideradas promissoras. Além disso, mais
pesquisas devem ser realizadas em diferentes consorcios com microalgas e imobilizagdo para
melhorar a viabilidade da biorremediacao por esses micro-organismos. Este capitulo também
demonstrou que a biomassa de microalgas proveniente da biorremediagdo pode ser considerada
uma chave para transforma-la em um processo de custo vidvel, pois a biomassa pode ser usada

para a producdo de biocombustiveis.
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RESUMO

Neste estudo, adsorventes produzidos a partir de residuos do processamento do agai
da Amazonia foram adquiridos e impregnados ou nao com FeCl, e FeCl; para remover o
glifosato presente em matrizes aquosas. Os efeitos do pH, massa do adsorvente, concentracio
de glifosato, tempo de contato e temperatura na capacidade de adsor¢do, cinética, parametros
isotérmicos e termodinamicos foram estudados por meio de testes de adsor¢do em batelada. A
remocao de glifosato no hiochar de carogo de acai com Fe foi 85,7% maior do que no biochar
de carogo de acai, atingindo uma eficiéncia de remog¢io de 87,9% ao utilizar 20 mg L' de
glifosato e 10 g L™! de adsorvente. O estudo de pH demonstrou maiores capacidades de adsorgao
apH 4,0 (18,6 mg g!). O modelo pseudo-primeira ordem foi o mais apropriado para descrever
a cinética de adsor¢@o. O modelo de Weber-Morris mostrou que a adsor¢ao ocorreu por filme
e difusdo intraparticula. As isotermas de equilibrio de adsorcao se ajustaram melhor ao modelo
de Langmuir (qm= 351,4 mg g!). Os dados termodindmicos demonstraram que o processo foi
espontaneo e favordvel, e que a adsor¢cdo foi exotérmica. Devido as suas caracteristicas
magnéticas, o biochar de carogo de acai com Fe pode ser facilmente separado e reutilizado.
Portanto, dependendo da capacidade de adsor¢do do adsorvente com Fe e das eficiéncias de
adsorcdo demonstradas neste estudo, conclui-se que o adsorvente pode ser usado como
intermediario nos processos de remocgao do glifosato presente em matrizes aquosas.

Palavras-chave: Adsorcao. Agrotoxicos. Biochar magnético. Remediagdo. Tratamento de agua.
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1 INTRODUCAO

Os frutos do acai (Euterpe oleracea Mart.) sdo nativos das florestas tropicais da
América do Sul e sdo conhecidos por seus potencias beneficios a satde humana. No Brasil,
principalmente nas regides norte e nordeste, a cadeia produtiva do agai possui grande
significancia para a populagdo (IBGE, 2021). Como resultado de sua extragdo, grande volume
de residuos ¢ gerado, principalmente porque 85% do fruto corresponde ao caroco, material rico
em celulose, hemicelulose e lignina. Estes residuos sdo descartados irregularmente em vias
publicas, podendo resultar na proliferacao de doengas transmitidas por vetores, sendo, portanto,
um desafio para a gestdo ambiental (GONCALVES et al., 2020; SATO et al., 2020).

Como alternativa vidvel para o gerenciamento dos residuos do processamento do agai,
pode-se produzir biochar. Este por sua vez, ¢ caracterizado por ser um produto sélido, rico em
carbono produzido a partir de processos de pirolise em condigdes limitadas de oxigénio
(ALMEIDA et al., 2021; AWASTHI, 2022). O biochar pode ser utilizado para o
aprimoramento da capacidade produtiva dos solos, reducao de acidez (JI et al., 2022; SATO et
al., 2019) ou no tratamento de aguas contendo contaminantes organicos € inorganicos
(ALMEIDA et al., 2021; DIAS et al., 2019; HERATH et al., 2016; LUCACI et al, 2019;
PRAVEEN et al., 2022).

Nesse sentido, o tratamento de contaminantes organicos e inorganicos tem despertado
grande interesse, principalmente devido sua presenca frequente em recursos hidricos
(VARJANI et al., 2019). O glifosato (N-(fosfonometil)glicina, C3HsNOsP) ¢ um dos herbicidas
mais utilizados no mundo para o controle de ervas daninhas. Este composto ¢ caracterizado por
ser organofosforado, nao seletivo e altamente solivel em dgua (FENG et al.,, 2020;
YAMAGUCHTI et al., 2016). Devido ao uso frequente e em grandes quantidades, este herbicida
pode causar efeitos carcinogénicos e mutagénicos, levando a prejuizos ao meio ambiente e a
saude humana (HERATH et al., 2016; MAHLER et al., 2017). Por esse motivo torna-se
essencial o desenvolvimento de tecnologias seguras, de baixo custo e eficientes para o
tratamento destes compostos (PEREIRA et al., 2021).

Diversos métodos vém sendo estudados para a remocdo de glifosato, dentre eles
adsor¢do, osmose reversa, precipitacdo, tratamentos biologicos e processos oxidativos
avangados, entre outros (FENG et al., 2020; PEREIRA et al., 2021; SEN et al., 2019). O
tratamento por adsorcdo se destaca como um método flexivel e eficaz, com baixo custo de

produgdo, manutencdo e aplicagdo no tratamento de agua contendo pesticidas e outros



77

contaminantes (AHMADI et al., 2022; JIA et al., 2020; FOROUTAN et al., 2022b; SAVARI
et al., 2021).

Tendo em vista as vantagens da utilizagdo de técnicas de adsor¢do, diversos
adsorventes foram desenvolvidos para remog¢do de glifosato, como carvao ativado magnético
impregnado com Mg e Fe (YAMAGUCHI et al., 2019), adsorventes magnéticos de
lignina/Fe3O4/La(OH); (LI et al., 2021), CuFe;O4@BC derivado de phragmites (JIA et al.,
2020). O biochar magnético oferece a possibilidade de um tratamento econdmico, aprimorando
a funcionalidade dos adsorventes por meio do aumento da area superficial, dos sitios de liga¢ao
ou facilitando a coleta e a reciclagem com campos magnéticos. Além disso, ndo requer ativagao
do biochar, reduzindo significativamente os custos de producdo e as etapas necessarias para
obter o adsorvente (DU et al, 2022; QU et al., 2022). Conforme demonstrado, tratamentos
fisicos e quimicos podem ser utilizados com o objetivo de aumentar a capacidade de adsor¢ao
a partir de modificacdes nas propriedades superficiais dos adsorventes, aumentando os sitios de
ligacdo (JIA et al., 2020).

Nesse sentido, os processos de coprecipitacdo simples usando metais tém mostrado
boa aplicabilidade. Dentre os metais utilizados, o Fe se destaca na remog¢do do glifosato,
principalmente por aumentar significativamente as taxas de remoc¢ao do contaminante (JIA et
al., 2020). Até o momento, a impregnacao de metais como o Fe no biochar sintetizado a partir
do carogo de agai nao foi realizada.

Portanto, ¢ essencial desenvolver adsorventes economicos, sustentaveis e reutilizaveis
com boa capacidade de adsorcao de glifosato (LI et al., 2021). Este trabalho teve como objetivo
agregar valor ao carogo de acai, desenvolvendo adsorventes impregnados ou ndo com Fe, e
investigar sua aplicagdo eficaz como adsorvente para a remoc¢do de glifosato em matrizes
aquosas. O estudo também visou caracterizar os adsorventes, avaliar as condi¢des ideais para a
adsor¢ao de glifosato e explorar a viabilidade de reutilizagdo do adsorvente. Além disso, buscou
determinar os parametros cinéticos, isotérmicos e termodinamicos da adsor¢ao de glifosato no

biochar de carogo de agai com ferro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O carogo de agai amazonico utilizado como precursor do biochar foi obtido a partir

dos residuos agroindustriais do processamento do agai (Euterpe oleracea Mart.). Os carogos
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foram coletados pela Cooperativa dos Produtores Agroextrativistas do Bailique (AmazonBai),
situado no Arquipélago do Bailique, distrito do Macapa, Amapa, Brasil. O glifosato de grau
analitico (N-(fosfonometil)glicina, C3HsNOsP, pureza 96%) e o molibdato de sédio (MoNaxO4,
pureza 99,5%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. A ninidrina (CoHeOs, pureza 99%) foi

adquirida da Dindmica Quimica Contemporanea LTDA.

2.2 PREPARACAO DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAf

A producao do biochar foi realizada de acordo com metodologia proposta por Dias et
al. (2019) com adaptagdes. Os residuos de agai coletados foram lavados e posteriormente secos
em estufa a 60 °C por 24 h. A pirdlise foi realizada utilizando 5 g de carogo de agai em cadinhos
de porcelana submetidos a 700 °C por 1 h em mufla, utilizando taxa de aquecimento de
18 °C min™!. O processo de pirélise foi realizado em condigdes limitadas de oxigénio, obtidas
a partir da vedacdo dos cadinhos com tampas. Apds o processamento e resfriamento em
temperatura ambiente, as amostras de biochar foram moidas utilizando gral e pistilo, sendo
posteriormente peneiradas (<75 pum) para homogeneizagdo das amostras. O biochar foi
posteriormente armazenado em recipientes herméticos, ¢ mantido em temperatura ambiente

para posteriores analises.

2.3 PREPARACAO DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI COM Fe

A fim de aumentar a capacidade de adsor¢do do biochar foi utilizado método de
coprecipitagdo. Para isso, 1 g de biochar foi disperso em 50 mL de solugdo contendo FeCls
(0,06 mol L") e FeCl, (0,06 mol L™!) em temperatura ambiente e sob agitacdo. Em seguida,
2 mol L™ de NaOH foi adicionado por gotejamento até a solugdo atingir pH proximo a 10. A
solucdao foi mantida em agitacdo por 2 h a 95 °C. Por fim, os adsorventes foram filtrados,
lavados duas vezes com 50 mL de dgua destilada e posteriormente secos em estufa a 100 °C
por 24 h (adaptado de Jia et al., 2020). Apos a secagem, o biochar tratado foi macerado,
peneirado e armazenado em recipientes herméticos, até realizacdo dos ensaios de adsor¢do e

caracterizacao.
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2.4 CARACTERIZACAO DOS ADSORVENTES

O ponto de carga zero (pHpcz) seguiu metodologia de 11 pontos. Para isso, 0,02 g do
biochar foi adicionado em solugdes contendo 20 mL de NaCl 0,1 mol L™}, em pH variando de
2 a 12. O pH foi ajustado utilizando 0,1 mol L' de HCI ou NaOH. Posteriormente, as solugdes
foram agitadas por 24 h a 120 rpm, utilizando agitador termostatico (Innova® 44). O pHyc, foi
obtido pela construgdo de grafico de ApH versus pH inicial, obtido pela determinacdo do pH
antes e apos agitacdo (DIEL et al., 2021a). A caracterizacdo dos grupos funcionais foi realizada
por analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Prestige
21, Shimadzu, modelo 210045, Japao), utilizando técnica de refletancia difusa, com KBr. Os
espectros foram obtidos na faixa de 400 a 4000 cm™'. As analises foram realizadas antes e apds
o processo de adsor¢do. A morfologia da superficie foi avaliada a partir de microscopia
eletronica de varredura (MEV) (JSM-6610 LV, JEOL, Japan), utilizando voltagem de 15 kV.
A area superficial especifica (4s) e o volume dos poros (Vp) dos biochars foram determinados
através de analisador Micromeritics (modelo ASAP 2020), operando a 77 K. A As foi obtida a
partir de isotermas de adsorcdo/dessor¢ao de nitrogénio por método de Brunauer-Emmett-
Teller (BET). O volume e o diametro médio dos biochars foram obtidos com base no método

de Barret-Joyner-Halenda (BJH).

2.5 DETERMINACAO DE GLIFOSATO E CURVA DE CALIBRACAO

As concentracdes de glifosato foram determinadas por método colorimétrico descrito
por Bhaskara e Nagaraja (2006). Uma solugio estoque contendo 500 mg L' de glifosato foi
preparada para determinacgdo da curva padrdo. As concentragdes de glifosato utilizadas foram
1,5,10,15,20,25,30 e 35 mg L', As concentra¢des de glifosato foram adicionadas em tubos
de ensaio contendo 1 mL de ninidrina (5% m v ') e 1 mL de molibdato de sédio (5% m v !).
Em seguida, os tubos foram vedados e acondicionados em banho maria, 95 °C a 100 °C para
reacdo e formacdo do complexo roxo, sendo posteriormente resfriados a temperatura ambiente.
A quantificacdo do glifosato foi realizada em espectrofotometro UV-Vis (UV mini-1240) a
570 nm. Para garantir a reprodutibilidade foi realizado ensaio branco com agua destilada,

ninidrina e molibdato de sddio.



80

2.6 ENSAIOS DE ADSORCAO

Os ensaios de adsorc¢ao foram realizados inicialmente para fins de sele¢ao do biochar
com maior capacidade de adsor¢do de glifosato. Os adsorventes foram analisados em ensaio de
adsorcdo em batelada, contendo 10 g L™! de adsorvente e 20 mg L™! de glifosato, utilizando pH
natural do meio (pH = 4,0). Posteriormente, o biochar com maior capacidade de adsor¢ao foi
avaliado quanto ao efeito da concentracdo de adsorvente, variando de 0,25 a 10 g L. Estes
resultados foram utilizados para anélise do pH do meio (3,0 a 9,0), ajustado com solugdo de 0,1
mol L™! de HNO3 e NaOH (HERATH et al., 2016).

Os experimentos de adsorcdo foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL com
volume ttil de 50 mL, em agitador termostatico (Innova®44), a 100 rpm e 25 °C por 24 h. Para
analisar a concentragdo do glifosato no sobrenadante, uma aliquota de 5 mL foi coletada e
filtrada em membrana de 0,45 um (JIA et al.,, 2020; YAMAGUCHI et al.,, 2019). A
determinagdo do glifosato residual foi determinada conforme metodologia descrita por
Bhaskara e Nagaraja (2006). Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A
capacidade de adsorcdo a qualquer instante (¢: mg g ') e no equilibrio (g mg g ') foram
determinadas conforme Equagado 1. O percentual de remocgao do herbicida (R, %) foi calculado

de acordo com Equacgao 2.

(Co—Cer)V
qet = me

(1

R = % 100% (2)

0

Onde Cy é a concentragdo inicial de glifosato na fase liquida (mg L™'), C; é a
concentragdo de glifosato na fase liquida em qualquer instante (mg L™'), m ¢ a massa do
adsorvente (g), V € o volume da solugdo (L) e C. ¢ a concentracao no equilibrio do glifosato na

fase liquida (mg L™).
2.7 MODELOS CINETICOS
Os ensaios cinéticos foram conduzidos utilizando 20 mg L™! de glifosato, com tempo

de contato de 0 a 90 min, a 25 °C. Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (PPO)

(Equagao 3) e pseudo-segunda ordem (PSO) (Equagdo 4) foram utilizados para descrever o
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comportamento do adsorvente durante a cinética de adsor¢do (CADAVAL etal., 2015; IGANSI
et al., 2019).

q: = q1(1 — exp(—kqt)) (3)

t

qr = % (4)

Onde ¢ é a capacidade de adsor¢do no tempo ¢ (mg g '), k; é constante da taxa de
adsorcdo para PPO (min ') e k2 ¢é constante da taxa de adsor¢do de PSO (g mg ' min'), g; e ¢>
sdo valores tedricos para capacidade maxima de adsor¢do (mg g ') no tempo ¢. O modelo de
Elovich também foi usado para avaliar os pardmetros cinéticos do estudo, sendo apresentado

pela Equacdo 5 (HO; MCKAY, 1998; LUTKE et al., 2019)
g~ ~In(1+abr) (5)

Onde na modelagem de Elovich, a representa a velocidade inicial devido a dq/dt com
q=0 (mg g ' min"!), e b é a constante de dessor¢do do modelo de Elovich (g mg ™). Para elucidar
o mecanismo de difusdo, os dados experimentais foram analisados pelo modelo de difusdo

intraparticula (Equagdo 6) (KHAN; SHARMA; ALI 2011; WEBER; MORRIS, 1963).

qr = kypt'/2 + C (6)

Onde kws ¢é a constante de taxa de difusdo do modelo de Weber e Morris (mg g~ ' t ?),
e C ¢ um parametro do modelo de Weber e Morris relacionado a espessura da camada limite do

filme.
2.8 MODELOS ISOTERMICOS E PARAMETROS TERMODINAMICOS
As isotermas de equilibrio foram obtidas a partir dos resultados das etapas anteriores.

As concentragdes de glifosato variaram de 0 a 220 mg L™!. Os dados obtidos nos ensaios de

equilibrio foram ajustados as isotermas de adsor¢dao de Freundlich (Equagdo 7), Langmuir
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(Equag¢ao 8), Temkin (Equagdo 9) e Dubinin—Radushkevich (D-R) (Equagdo 10)
(FREUNDLICH 1906; KHAN; SHARMA; ALI, 2011; LANGMUIR, 1918; PICCIN et al.,
2017).

q,~keC."" (7)
_ quLCe
& Tt RC, (8)
q,=B InA+B InC, 9)
q,=9,,pg €XP (B €%) (10)

Onde g. ¢ a capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg g!), kr é a constante de
Freundlich (mg g ' (L mg ")'™), 1/n é o fator de heterogeneidade e C. ¢ a concentracio da
solucdo de equilibrio (mg L™!), gm é a capacidade mixima de adsor¢io na monocamada
(mg g 1), k. é a constante de Langmuir (L mg '), B (=RT/b) ¢ uma constante que representa o
calor de adsor¢do b (k] mol™') e A ¢é a constante de ligagdo de equilibrio (L mg™)
correspondente & energia de ligagdo maxima, qmpr (mg g ') é a capacidade maxima de adsor¢io
DR, ¢ (potencial de adsorc¢dio) pode ser determinada através da Equacdo 11, e B (mol® kJ %)
fornece a energia livre média de sor¢io E (kJ mol ) e pode ser calculada usando a Equagio 12

(PICCIN et al., 2017).

e=RTIn (1+Ci) (11)

(4

(12)

ﬁ|p
=

A adsorcao de glifosato no biochar de carogo de acai com Fe também foi utilizada
para determinar os parametros termodinamicos, a partir da variagdo da energia livre de Gibbs

(AG®, kJ mol ™), variacdo da entalpia de adsor¢do (AH°, k] mol ') e variagdo da entropia de
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adsorgdo (AS°, kJ mol! K™!), utilizando as Equagdes 13 e 14 (IGANSI et al., 2019;
MILONIJIC, 2007).

AG°=-RTInk, (13)

AG® _ AH®  AS°
RT ~ RT R

(14)

Onde K. ¢ a constante de equilibrio adimensional obtida da relagdo g./c. na forma
adimensional, T ¢ a temperatura absoluta (K) e R ¢ a constante universal dos gases

(8.314 J mol ! K).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os modelos cinéticos e de equilibrio foram estimados por regressdo ndo linear
utilizando o modelo Quasi-Newton no Software Statistic 7.0 (StatSoft, USA). A qualidade dos
ajustes foi avaliada estatisticamente utilizando o coeficiente de determinagao (R?) e erro médio

relativo (EMR) (EL-KHAIARY; MALASH, 2011).

2.10 RECICLABILIDADE DO ADSORVENTE

Apo6s adsorgdo, o biochar de caroco de acai com Fe foi separado por filtragdo, lavado
trés vezes com agua destilada e ressuspendido em solugio de 20 mL de NaOH 0,5 mol L™! por
1 h. Posteriormente, o adsorvente foi separado por meio de filtragdo e seco a 80 °C por 24 h, e
reutilizado em novo ciclo de adsor¢dao (JIA et al., 2020). A reutilizagdo do adsorvente foi

realizada por 5 ciclos de adsor¢ao/dessorgao.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DOS ADSORVENTES
Os adsorventes produzidos apresentaram morfologias com caracteristicas

heterogéneas, superficies porosas e estruturas irregulares. Estas caracteristicas podem ser

observadas na FIGURA 1la e 1b com aumento de 3000 x. Nestas figuras as particulas dos
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biochars aparecem em diferentes tamanhos e formatos, comprovando as caracteristicas

heterogéneas dos adsorventes.

FIGURA 1- IMAGENS DE MEV (A, B), ESPECTROS DE FTIR (C) E PHecz (D) PARA BIOCHAR DE
CAROCO DE ACAI E BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI COM Fe
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Ao comparar as imagens MEV de ambos os biochars, foram observadas alteragdes na
superficie do adsorvente modificado. A modificacdo no biochar ¢ ocasionada pela deposicao
de material metélico, oriundo do processo de coprecipitagao na amostra de biochar de carogo
de agai com Fe. A modificacdo no adsorvente ocorre a partir da precipitacdo da solugdo
contendo cloreto férrico (FeCls) e cloreto ferroso (FeCly) e uma solucdo alcalina (NaOH),
resultando na formagdo de 6xido de ferro. Resultados semelhantes de deposicao dos metais
sobre o adsorvente foram encontrados por Yamaguchi et al. (2019) ao desenvolver um biochar

ativado magnético, utilizando manganés e ferro. Alteracdes na superficie no biochar
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modificado com FeCls (0,06 mol L) e CuCl, (0,03 mol L!), em relagdo ao biochar puro
derivado de phragmites também foram observadas no estudo de Jia et al. (2020).

Os espectros de FTIR registrados para os adsorventes produzidos, antes e apds o
processo de adsorcdo de glifosato, apresentaram semelhanca, conforme ilustrado na
FIGURA 1lc. As bandas em 3284 a 3800 cm ' apareceram em todos os espectros, sendo
atribuidas as vibragdes de estiramento do grupo hidroxila (-OH) na superficie do adsorvente
(ALIZADEH et al., 2022; FOROUTAN et al., 2022a, 2023; JACQUES et al., 2007; JIA et al.,
2020; KHATOONI et al., 2023; PESSOA et al., 2019). Picos proximos a 425 cm ™! (441 cm™)
identificados no biochar do carogo de acai com Fe podem ser atribuidos a presenca de Fe no
adsorbente (Fe—O) (JIA et al., 2020). A presenca de picos em aproximadamente 1363 cm ' em
ambos os biochar ap6s a adsorc¢do de glifosato pode ser atribuido a vibragdo do estiramento C-
N de uma liga¢do recém-formada (HERATH et al., 2016; MARCELINO; CUBA; TERAN,
2021). A baixa ocorréncia de grupos funcionais na superficie dos adsorventes pode ser
explicada pelas altas temperaturas utilizadas na producdo do adsorvente (ALMEIDA et al.,
2021).

O ponto de carga zero (pHpc,) € caracterizado como o valor de pH no qual as cargas
positivas e negativas da superficie do adsorvente se anulam. Neste estudo, o pHyc, do biochar
de caroco de acgai foi superior ao biochar de caro¢o de acai com Fe, sendo 8,34 e 7,84,
respectivamente (FIGURA 1d). A adsor¢do de anions € favorecida quando o pHsolugao<pHpcz,
porque nestas condi¢des a superficie do adsorvente estd carregada positivamente, promovendo
aumento das forgas eletroestaticas (HERATH et al., 2016). O glifosato, embora apresente
principalmente cargas negativas ¢ caracterizado por possuir caracteristicas anfotéricas,
apresentando cargas positivas e negativas, as quais variam de acordo com o pH (YAMAGUCHI
et al., 2019). O grupo fosfonato presente na molécula confere cargas negativas ao glifosato,
enquanto os grupos amina estdo relacionadas as cargas positivas. Dessa forma, em pH inferior
a 0,78 a carga de glifosato ¢ positiva, em fun¢do da protonacdo no local da amina. Se o pH
aumenta de 0,78 para 2,29 a carga torna-se neutra, devido a predominancia de dissociagao
(PO2H") e protonagdo (NH>"). Por sua vez, o aumento das cargas negativas ocorre quando o pH
estd acima de 2,29 (DIEL et al., 2021a). Em condi¢des naturais, as solugdes de glifosato
apresentam pH = 4, o que lhe confere cargas negativas, tornando-o vantajoso para os processos
de adsor¢do no biochar, uma vez que nao necessita de ajuste dos valores de pH para aumentar
a capacidade de adsorgao.

A érea de superficie BET do biochar de carogo de agai foi 321,11 m? g !, valor superior

quando comparado a area superficial BET do biochar de carogo de acai com Fe, no qual foram
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obtidos valores de 276,43 m* g !. Estudos tém demonstrado influéncia positiva do aumento da
temperatura nos processos de obtencao de biochar com alta area superficial, volume e didmetro
de poros. Temperaturas altas nos processos de pirolise tais como a utilizada neste estudo
(700 °C) atribuem ao biochar do caroco de acai maiores areas superficiais e volumes de poros
(SATO et al., 2019). No entanto, tratamentos quimicos como os de coprecipitagdo podem
reduzir a area superficial especifica do adsorvente impregnado com ions de Fe, como ocorreu
com o biochar de carogo de acai com Fe, o qual demonstrou redugdo de 13,9% da area
superficial especifica (Szer).

Embora reduza a Sper, a adigcdo de ions de ferro aumentou o volume de poros de 0,019
para0,141cm?® g !, e o didmetro médio dos poros de 4,192 para 7,811 nm. Dessa forma, associa-
se que as particulas de Fe impregnadas na superficie do material ocuparam a estrutura porosa,
reduzindo a Szer e provocando aumento no volume e didmetro dos poros. A reducdo da Sper
ndo ¢ caracteristica favoravel, uma vez que reduz a area de contato entre o adsorvente € o
adsorvato. No entanto, o biochar de carogo de acai com Fe apresentou elevada area superficial,
e elevado aumento no didmetro dos poros, o que pode facilitar a adsor¢do de glifosato
(DIEL et al., 2021a). A reducdo Sper € uma caracteristica observada em outros estudos, quando
realizado tratamento superficial do adsorvente puro com metais (YAMAGUCHI et al., 2019).

A FIGURA 2a e 2b ilustra as isotermas de adsor¢ao e dessor¢ao de N> para biochar de
carogo de acai e biochar de caro¢o de acai com Fe, respectivamente. De acordo com os
resultados e com classificagdo das isotermas de adsor¢do da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) (THOMMES et al., 2015), as isotermas mostram correlagdo entre
o Tipo I (FIGURA 2a) e Tipo [ e IV (FIGURA 2b), caracterizado por materiais microporosos
e mesoporosos. Nestas isotermas também ¢ possivel identificar ponto de inflexdo entre as
curvas de adsor¢do-dessorcdo de N> em elevados valores de pressdo, sendo esta histerese
classificada como Tipo H4, caracteristica de materiais carbondceos microporosos e
mesopororos (LUTKE et al., 2019; NADERI, 2015; PESSOA et al., 2019; THOMMES et al.,
2015). A partir da distribui¢ao do tamanho dos poros, observa-se picos indicando a presenca de
microporos (0-2 nm) e maior presenca de mesoporos (2-50 nm). A presenga de microporos ¢

mais recorrente nas amostras de biochar de caroco de acai sem modificagao.
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FIGURA 2- ISOTERMA DE ADSORCAO-DESSORCAO DE N, PARA BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI
(A) E BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI COM Fe (B)
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3.2 ADSORCAO DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI E BIOCHAR DE CAROCO DE
ACAI COM Fe

A remogado de glifosato no biochar modificado com Fe foi superior ao biochar de
caroco de acai, atingindo eficiéncias de remocdo de 88%, quando utilizado 20 mg L™! de
glifosato e 10 g L™! de adsorvente. O biochar do caroco de agai sem modificagio nio possui
caracteristicas adequadas a adsor¢do de glifosato, apresentando capacidade de adsor¢do de
2,1%. A baixa capacidade de adsor¢@o do biochar de carogo de acai puro indica a necessidade
de tratamento para que se aumente a funcionalidade do adsorvente, e assim, melhore a
capacidade de remogao de glifosato. Outros adsorventes como nanotubos de carbono de paredes
multiplas também demonstraram baixos potenciais de adsor¢ao de glifosato quando em seu
estado natural ou funcionalizados com grupos OH ou COOH (<0,04%). Quando estes
adsorventes foram modificados com particulas metélicas, houve aumento nas eficiéncias de
remocdo de glifosato, chegando a 84% e capacidade de adsorcdo de 21,17 mg g, sintetizados
com extrato de noz-peca e impregnado com nanoparticulas metalicas de ferro (DIEL et al.,
2021a).

3.3 EFEITO DO pH E DA MASSA DE ADSORVENTE NA ADSORCAO DE GLIFOSATO

Uma das etapas fundamentais nos processos de adsor¢do ¢ a definicdo da massa de

adsorvente. Esta etapa ¢ fundamental para aplicacao do processo em escala industrial, uma vez
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que reduz os custos associados ao uso do adsorvente e a geracao de residuos. Logo, para definir
a quantidade de massa de adsorvente foram realizados experimentos com dosagens de biochar
de carogo de acai com Fe variando de 0,25a 10 g L™!. Conforme demonstrado na FIGURA 3a,
maiores percentuais de remocao de glifosato (>80%) ocorreram para maiores concentracdes de
adsorvente adicionado, de 4 — 10 g L™!. As maiores eficiéncias de remogdo ocorrem devido a
maior presenca de sitios de ligagdo presentes na superficie do adsorvente. Conforme a
concentracdo de biochar de caro¢o de acai com Fe foi reduzida, verificou-se reducdo da
eficiéncia de adsorcdo, porém, observou-se maiores capacidades de adsorcdo. Quando a
dosagem de biochar é excessiva (>4 g L") em relaciio a concentracgio de glifosato, o adsorvente
ndo atinge o estado de saturacdo. Consequentemente, a quantidade de glifosato adsorvido por
unidade de massa de adsorvente ¢ reduzida. Resultados semelhantes foram encontrados em
outros estudos (FOROUTAN et al., 2022a; HOSSEINI et al., 2022; SEN et al., 2019). Desta
forma, para se obter melhor custo-beneficio nos processos, optou-se por trabalhar com a
concentragio de 0,5 g L ™!, concentragiio estd responsavel pela maior capacidade de adsor¢io do

estudo em pH natural no meio (=4,0).

FIGURA 3- REMOCAO (%) E CAPACIDADE DE ADSORCAO (mg g ™) DO GLIFOSATO NO BIOCHAR
DE CAROCO DE ACAf COM Fe, EM RELACAO A DOSAGEM DO ADSORVENTE (g L'!) E VARIACAO
DO pH
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Além da massa de adsorvente, o pH exerce papel importante nos processos de
adsor¢do. Por este motivo, a adsorcao de glifosato foi avaliada em diferentes faixas de pH (3,0
a 9,0), conforme demonstrado na FIGURA 3b. Neste processo foram verificadas maiores

capacidades de adsorcdo em condigdes acidas de pH 3,0 e 4,0, condi¢cdes nas quais foram
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obtidas capacidade de adsorcio de 14,90+1,10 e 18,06+0,7 mg g !, respectivamente. A
capacidade de adsor¢do do glifosato é reduzida em niveis de pH acima de 4,0, permanecendo
estavel de pH 5,0 a 9,0, com capacidade de adsor¢do proxima de 10 mg g!'. A eficiéncia de
remocdo do herbicida seguiu a mesma tendéncia da capacidade de adsorcdo. As maiores
eficiéncias de remocdo de glifosato ocorreram em pH 3,0 e 4,0, com remocao de 36% e 45%,
respectivamente, com posterior redu¢do a partir de pH 5,0, chegando préximo a 20% de
remocao. Logo, evidencia-se que o pH exerce efeito direto na adsor¢do, uma vez que afeta o
grau de ionizagdo e especiacdo do glifosato, bem como na carga superficial do adsorvente
(HERATH et al., 2016).

Este resultado também pode ser explicado pelo estudo do pHpez (FIGURA 1d). Como
a solucdo de glifosato apresenta pH<pHj.. (pH<7,84), o biochar de carogo de acai com Fe
apresenta carga positiva, conferindo fortes interagdes eletroestaticas com as moléculas de
glifosato, que neste pH apresenta carga negativa. Quando o pH da solugdo aumenta, as cargas
positivas do biochar de carogo de acai com Fe diminuem, conduzindo a redugdo da adsorc¢ao,
causada pelas forgas repulsivas entre o glifosato e o adsorvente. Dessa forma, um dos principais
mecanismos envolvidos na adsor¢do de glifosato ocorre por meio de interagdes eletroestaticas
entre a superficie do adsorvente e os grupos anionicos do glifosato. Além disso, pontes de
hidrogénio podem ser formadas entre as moléculas do glifosato e os grupos carboxilicos
presentes no biochar, os quais podem atuar como doadores ou aceptores de H (HERATH et al.,
2016; JIANG et al., 2018).

O glifosato apresenta diferentes respostas na capacidade de adsor¢do em funcao da
protonacdo e desprotonagdao dos grupos funcionais em diferentes valores de pH. Por esse
motivo, o pH das solugdes contendo glifosato auxiliam positivamente na adsor¢dao quando
apresentam cargas negativas, ou seja, valores de pH>2,2. Ainda, deve-se considerar que um
aumento das cargas positivas de glifosato ocorre em valores de pH muito basicos, ocasionando
repulsdo do adsorvente e reducdao da eficiéncia do processo (LI et al., 2021). Resultados
semelhantes ao deste estudo foram encontrados em outros trabalhos, como nos desenvolvidos
por Herath et al. (2016) e Li et al. (2021) os quais demonstraram capacidades maximas de

adsorgdo de glifosato em pH acido de 3,0 e 4,0 (16,4 mg g ' e 130-140 mg g !, respectivamente)

3.4 CINETICA DE ADSORCAO DE GLIFOSATO

A cinética utilizada para descrever os mecanismos de adsor¢do foi realizada em

temperatura ambiente (25 °C), 100 rpm e utilizando diferentes concentracdes de glifosato, as
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quais variaram de 20 a 140 mg L™!. Conforme observado na FIGURA 4a, a capacidade de
adsor¢ao do biochar de carogo de agai com Fe esta relacionada com a concentragao inicial do
glifosato. Pode-se observar que em todas as concentragdes de glifosato, a adsor¢do foi rapida,
aumentando gradualmente até aproximadamente 30 a 45 min. Este fendmeno ocorre devido a
ampla disponibilidade de sitios ativos carregados positivamente no biochar de caroco de agai
com Fe, os quais interagem com o glifosato carregado negativamente (HERATH et al., 2016).
Ap6s este periodo, ndo foram verificadas mudangas significativas na capacidade de adsorcao.
A rapida adsor¢do do glifosato no biochar do carogo de acai com Fe ocorre devido a
disponibilidade de sitios ativos no adsorvente, nas primeiras etapas da adsor¢do. O processo €
seguido por uma fase lenta, associada a saturagcdo dos sitios ativos de adsorcao, levando a
saturagdo e equilibrio do sistema (DIEL et al., 2021b; HERATH et al.,, 2016; NOORI;
TAHMASEBPOOR; FOROUTAN, 2022). A adsor¢ao quando realizada em curtos periodos de
tempo, tais como neste estudo, sdo consideradas vantajosas para aplicagdo em tratamento de

aguas e efluentes (DIEL et al., 2021Db).

FIGURA 4- CINETICA DE EQUILIBRIO DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAf COM Fe UTILIZANDO
DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLIFOSATO
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Conforme esperado, as maiores concentragdes iniciais de glifosato promoveram
aumento nas capacidades de adsor¢do. Para melhor compreensao dos parametros cinéticos, os
dados experimentais foram ajustados aos modelos de PPO, PSO e Elovich. Os valores

estimados dos parametros cinéticos estao apresentados na TABELA 1.
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TABELA 1- PARAMETROS CINETICOS DA ADSORCAO DE GLIFOSATO EM DIFERENTES

CONCENTRACOES
Modelo Concentragio de glifosato (mg L)
PPO 20 60 100 140
g1 (mg g™ 12,666 33,823 47,647 59,947
Ki (min™) 0,138 0,101 0,147 0,187
R? 0,991 0,996 0,990 0,989
EMR (%) 3,160 3,853 5,270 3,605
PSO
g> (mg g™ 14,224 39,195 53,358 67,201
K> (min™) 0,013 0,003 0,004 0,004
R? 0,963 0,974 0,956 0,980
EMR (%) 8,294 8,980 10,610 7,560
Elovich
a (gmgh) 0,389 0,120 0,105 0,096
b (mg g!' min™) 7,402 9,035 31,068 79,392
R? 0,903 0,929 0,885 0,926
EMR (%) 13,79 14,60 16,78 11,06

A partir dos dados do R? e EMR, observa-se que a adsor¢do de glifosato é bem descrita
pelo modelo ndo linear de PPO. A qualidade do ajuste dos dados experimentais a este modelo
ainda ¢ comprovada pelos valores muito proximos da capacidade de adsor¢ao dos dados
experimentais em relacdo ao modelo aplicado.

O modelo de PPO assume que a adsor¢do ocorre em fung¢do de um gradiente de
concentragdo entre a solucdo e a superficie do adsorvente, indicando que a adsor¢ao do glifosato
ocorre por fisissor¢ao, que ¢ dependente da concentragdo inicial do herbicida (ALIZADEH et
al., 2022; HERATH et al., 2016). Na concentracdo de 140 mg L' obteve-se capacidade de
adsorcdo de 59,947 mg g! e constante de velocidade de adsor¢do de 0,187 min™'. Em estudo

desenvolvido por Herath et al. (2016), a adsor¢do do glifosato também foi observada na
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primeira hora de contato entre o glifosato e o biochar sintetizado pela casca de arroz ativada
por vapor, resultando em uma eficiéncia de remocao de 73% e uma capacidade de adsor¢do de
29,3 mg g'!. A cinética do estudo de Herath et al. (2016) foi bem descrita pelo modelo de PPO.

O modelo Elovich indica a presenca de processos quimicos na adsor¢do de poluentes
(FOROUTAN et al., 2022). Os valores de R? encontrados para todas as concentra¢des de
glifosato estudadas por este modelo foram inferiores aos dos modelos de PPO e PSO (<0,93).
O modelo de difusdo intraparticula de Weber-Morris também foi fornecido para auxiliar na
compreensdo dos mecanismos de adsorcao e das etapas de controle de taxa que afetam a
cinética. De acordo com este modelo, um grafico obtido pela representacao grafica de q¢ versus
t%> mostra multilinearidade, com cada por¢io representando um mecanismo de transferéncia de
massa diferente. A primeira parte refere-se a transferéncia externa de massa (difusao do filme)
ou etapa de adsor¢do instantdnea. A segunda parte refere-se a etapa de adsor¢do gradual, onde
a difusdo intraparticula pode ser a etapa de controle da taxa. Se a regressao passar pela origem,
a difusdo intraparticula ¢ a nica etapa limitante da taxa (DOTTO; PINTO, 2011).

O grafico de Weber-Morris ¢ apresentado na Figura 4b. A partir do gréafico ¢ possivel
verificar que a difusdo no filme e a difusdo intraparticula operaram simultaneamente durante o
processo de adsor¢ado do glifosato no biochar do carogo de acai com Fe. A por¢ao inicial refere-
se a difusdo da camada limite, e a segunda descreve a etapa de adsor¢ao gradual, onde o controle
da difusdo intraparticula ¢ limitante da taxa.

A Tabela 2 demonstra as constantes de taxa de difusdo obtidas pelo ajuste do modelo
Weber-Morris com a primeira (kwsi) € a segunda por¢do (kwgmz2). O estudo de difusdo
intraparticula indicou que kws1 > kw2 para todas as concentragdes de glifosato testadas. Além
disso, um aumento na concentracdo de adsorbato de 20 para 140 mg L! levou a um aumento
na constante de taxa de difusdo em relagdo a regido do filme (kwsi). Esse comportamento
facilita a difusdo das moléculas de glifosato para a superficie do biochar, levando a um aumento
na capacidade de adsor¢do (LUTKE et al., 2019). No kws2 demonstra-se maior similaridade
entre os dados, principalmente nas concentracdes de 20 a 100 mg L' de glifosato. Este
comportamento indica que a difusdo intraparticula ¢ independente da concentracdo de
adsorbato. Assim, a difusdo intraparticula depende principalmente das propriedades superficiais

do biochar, sendo independente da concentracao de glifosato.
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Tabela 2- Constantes de taxa de difusdo do modelo Weber-Morris em diferentes

concentragdes de adsorbato

Concentraciao do adsorbato Kwai , Kwg: R?
(mg L) (mg L t1?) (mg L t172)
20 3,090 0,972 0,480 0,942
60 7,230 0,963 0,760 0,999
100 12,240 0,967 0,440 0,946
140 15,300 0,955 1,400 0,870

3.5 MODELOS ISOTERMICOS E PARAMETROS TERMODINAMICOS

Para estabelecer os modelos mais adequados para o equilibrio, os dados foram

ajustados aos modelos de Langmuir, Freundlich, Temkin e D-R (FIGURA 5). As isotermas de

equilibrio foram obtidas em temperaturas de 25, 35 e 45 °C. Conforme demonstrado na

FIGURA 5a, a temperatura influenciou diretamente na capacidade de adsor¢do do biochar de

caroco de acai com Fe. A capacidade de adsor¢io reduziu de 96 para 67 mg g 'com o aumento

da temperatura de 25 para 45 °C. Este comportamento sugere que a adsorcao de glifosato no

biochar de carogo de acai com Fe ¢ um processo exotérmico. Tendéncia similar foi relatada por

Sen et al. (2017) ao analisar a adsor¢do de glifosato com solo florestal.

FIGURA 5- ISOTERMAS DE EQUILIBRIO DE ADSORCAO DE GLIFOSATO EM BIOCHAR DE CAROCO
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As constantes das isotermas sao demonstradas na TABELA 3, na qual se observa

melhor ajuste dos dados experimentais ao modelo de Langmuir. Este modelo sugere mecanismo

de adsor¢do baseado em sitios especificos, homogéneos e energeticamente idénticos

(RUTHVEN, 1984).



TABELA 3- ISOTERMAS DE ADSORCAO PARA REMOCAO DE GLIFOSATO
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Temperatura
Modelo
25°C 35°C 45 °C
Langmuir
gn(mg g 351,402 138,093 146,932
K. (L mgh) 0,002 0,008 0,005
R? 0,997 0,994 0,986
EMR (%) 3,639 6,250 7,040
Freundlich
Kr((mg g")(L mgt)m 0,004 0,003 0,002
nr 0,006 0,005 0,005
R? 0,988 0,935 0,931
EMR (%) 8,320 18,130 14,470
Temkin
bt (kJ mol ™) 80,162 112,995 116,982
At (L mg") 0,089 0,136 0,094
R? 0,923 0,945 0,922
EMR (%) 19,610 11,110 16,950
Dubinin—Radushkevich (D-R)
qmor (mg g™) 88,171 59,526 49,836
B (mol> kJ?) 0,55x10* 0,46x10* 0,49x10*
R? 0,808 0,825 0,774
E (kJ mol™) 0,95x107 1,4x107 1,01x102
ARE (%) 6,310 5,050 6,470
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Desta forma, a adsor¢ao de glifosato no biochar de carogo de agai com Fe ocorre em
monocamadas. Os dados também se ajustaram bem ao modelo de Freundlich, apresentando
coeficientes de regressio altos (R*>0,93). Este modelo sugere adsorcio em superficies
heterogéneas, sendo um processo fisico multicamadas (RUTHVEN, 1984). Semelhantes a estes
resultados, estudos apresentados por Borba et al. (2019) e Nourouzi et al. (2010) apresentaram
ajustes dos dados ao modelo de Langmuir, quando realizado adsorc¢ao de glifosato.

Em relacdo ao R? da isoterma de Temkin, observa-se que o modelo se ajustou
razoavelmente aos dados (R>=0,92-0,94). A energia livre média (E) do modelo D-R, que pode
ser utilizada para caracterizar processos de adsor¢cao como quimicos ou fisicos, rendeu valores
<8 kJ mol™, indicando processos de fisissor¢ao (WANG et al., 2023). Para o modelo D-R, o
baixo R? para todas as temperaturas analisadas (R?<0,825) indica que o modelo desta isoterma
ndo se ajustou satisfatoriamente aos dados de adsorcao.

A adsor¢ao de glifosato no biochar de carogo de acai com Fe foi obtida a partir das
isotermas e foram avaliados de acordo com os valores da constante de equilibrio (Ke), mudanga
na energia livre de Gibbis (AG°), mudanca na entalpia (AH®), e variacdo da entropia (AS®). Os

parametros termodindmicos estdo apresentados na TABELA 4. O R? do ajuste linear foi 0,9904.

TABELA 4- PARAMETROS TERMODINAMICOS DA ADSORCAO DE GLIFOSATO NO BIOCHAR DE

CAROCO DE ACAf COM Fe
Temperatura Ke AG® AH° AS°
(°C) (kJ mol™")  (kJ mol ™) (kJ mol! K1)
25 0,6347 -15,99 -12,185 0,01278
35 0,5457 -16,14
45 0,4659 -16,24

Os valores de K. apresentados na TABELA 4 aumentam conforme ocorre redugao na
temperatura, corroborando com maiores capacidades de adsorcao. Os valores negativos
apresentados por AG® indicam que o processo de adsor¢do de glifosato foi espontineo e
favoravel. Além disso, AG® foi determinado na faixa de -20 a 0 kJ mol™!, indicando processo
fisico (FOROUTAN et al., 2023). Da mesma forma, o sinal negativo de AH® indica natureza
exotérmica. Valores de AHP inferiores a 40 kJ mol™!, como o encontrado neste estudo (AH® -
12.185 kJ mol ™) indicam processos envolvendo mecanismos de fisissor¢do (IGANSI et al.,
2019). Além disso, os valores positivos de AS® indicam que a desordem na interface sélido-

liquido aumenta apds a adsorgao.
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3.6 RECICLABILIDADE DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAI COM Fe

Um dos aspectos importantes para aplicagdo em larga escala de adsorventes ¢ a
possibilidade de regenera¢do do material, o que possibilita redu¢do dos custos empregados no
processo de tratamento dos efluentes. A reciclabilidade do biochar de carogo de acai com Fe
foi testada em 5 ciclos, ndo havendo redugdo na capacidade de adsor¢ao, conforme pode ser
observado na FIGURA 6. Dessa forma, o adsorvente pode ser utilizado por mais de 5 ciclos
nos processos de adsorcdo de glifosato. A possibilidade de reutilizar o biochar do caroco de
acai com Fe por mais de 5 ciclos também demonstra a estabilidade do adsorvente desenvolvido
durante os processos de dessor¢do com NaOH. Outros adsorventes magnéticos, como o
desenvolvido por Jia et al. (2020), mostraram reducao de 100% para 72,3% na taxa de adsor¢ao
apos o 1° ciclo, 58,1% no 2° ciclo e 46,6% no 3° ciclo operacional. A redu¢do na eficiéncia do
biochar foi atribuida as lavagens com NaOH, que podem ter comprometido os locais de
adsor¢ao do glifosato.

No presente estudo, a redu¢do na eficiéncia de remocao de glifosato no biochar do
caroco de agai com Fe pode ter ocorrido porque o adsorbato ndo foi completamente dessorvido
durante a etapa de dessorcdo com NaOH, resultando em uma diminui¢do nos sitios ativos
disponiveis para adsor¢do de glifosato. Mesmo com essa reducdo de eficiéncia, vale ressaltar
que o biochar do carogo de agai com ferro continua sendo uma matéria-prima de baixo custo,
assim como o processo de coprecipitacao de Fe utilizado. Essas caracteristicas e a eficiéncia na
remocdo do glifosato tornam o biochar do caroco de acai com Fe competitivo entre os
adsorventes estudados, contribuindo para a sustentabilidade dos processos.

Além da reciclabilidade do biochar, ¢ importante estudar o impacto dos ions
interferentes no processo de adsor¢do em efluentes reais. Outro estudo envolvendo a adsor¢do
de violeta de metila e azul de metileno demonstrou que a presenca de NaCl (0,01-0,3 mg L)
reduziu a eficiéncia de adsor¢do. Essa redu¢do ocorreu devido a interagdes entre fons Na* e
grupos funcionais como -OH™ e COO™ presentes na superficie do adsorvente, bem como forgas

eletrostaticas repulsivas (AHMADI et al., 2022).
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FIGURA 6- ESTUDO DA REUTILIZACAO DO BIOCHAR DE CAROCO DE ACAf COM Fe
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3.7 POSSIVEIS MECANISMOS DE ADSORCAO DO CAROCO DE ACAI COM Fe

Os possiveis mecanismos de adsor¢do do biochar do caroco de agai com Fe podem
envolver processos de fisissor¢do e quimissor¢dao, de acordo com os dados de modelagem
isotérmica e cinética. A adsorcdo do glifosato no biochar pode envolver interagdes quimicas,
onde o pH entre 3 e 4 da solucdo confere cargas positivas ao biochar, possibilitando a formagao
de fortes interagdes eletrostaticas com o glifosato, que ¢ carregado negativamente. Além disso,
o processo de adsorcao do glifosato no biochar do caroco de agai com Fe foi bem descrito pelo
modelo de Langmuir (R? = 0,99), indicando que o processo de adsor¢do pode ser governado
por um mecanismo de quimissor¢ao. O modelo de Freundlich também indicou que a adsor¢ao
pode ser governada por processos fisicos, pois os dados também se ajustam bem a este modelo.
Em relagdo a cinética, observou-se que o modelo de PPO foi mais adequado aos dados,
indicando que a etapa determinante da taxa do processo de adsor¢cdo é governada por

mecanismos fisicos.

4 CONCLUSOES

O processo de coprecipitagdo no biochar de agai foi responsavel pela reducao da area
superficial e aumento no volume e didmetro dos poros, elevando a eficiéncia nos processos de

adsorcao de glifosato. Além disso, verificou-se que a adsorcao de glifosato no hiochar de carogo
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de acai com Fe ¢ dependente do pH (4,0), dosagem de adsorvente (0,5 g L'!) e concentracio de
glifosato (220 mg L!), bem como da temperatura (25°C) empregada nos processos. O modelo
de Langmuir ajustou-se bem aos dados (R?=0,997), indicando adsor¢do em monocamadas. A
concentragdo méaxima de adsorgdo por Langmuir foi 351 mg g !. Os processos de adsorc¢io
ocorreram em poucos minutos, atingindo equilibrio em até 45 min, para todas as concentragdes
estudadas. Além destas vantagens, o adsorvente demonstra potencial aplicagdo na adsor¢ao de
glifosato em meios aquosos, apresentando reciclabilidade e aplicacio em amplas faixas
ambientais de pH das aguas residuais e temperaturas. Dessa forma, além de agregar valor ao
residuo do processo produtivo do acai, o adsorvente resolve os problemas de destinacao destes

residuos, podendo ser produzido de forma econdmica e sustentavel.
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RESUMO

A aplicagdo generalizada de agrotdxicos na agricultura é reconhecida mundialmente
como estratégia para aumentar a producdo agricola. No entanto, o uso excessivo e inadequado
desses compostos pode gerar problemas ambientais, devido as suas caracteristicas toxicas.
Neste contexto, a identificacdo de micro-organismos com capacidade de biorremediacdo de
agrotoxicos, principalmente daqueles amplamente utilizados como o glifosato, ¢ de
fundamental importancia para tratamento de aguas residuais. O objetivo deste estudo foi avaliar
a biorremediacdo do glifosato e os efeitos deste herbicida sobre os pardmetros de crescimento
e composicdo bioquimica das microalgas Synechococcus nidulans LEB 115 e Scenedesmus
obliquus LEB 117. Para isso, o glifosato foi adicionado em concentracdes de 4, 8 ¢ 12 mg L™!
no meio de cultivo BG-11 contendo as microalgas. Os cultivos tiveram duragdo de 15 d, dos
quais foi realizado acompanhamento diario do crescimento, atividade fotossintética e pH. Ao
final dos cultivos, a biomassa foi coletada para determinagdo da composicao de carboidratos,
proteinas e lipidios e o sobrenadante foi utilizado para a determinagdo residual de glifosato e
acido aminometilfosfonico (AMPA) por andlise de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS). Os parametros cinéticos demonstraram que
a adicdo de glifosato ndo exerceu efeito negativo sobre a S. obliqguus LEB 117. No entanto,
houve reducio significativa de 0,096 para 0,084 d™! na pmax € aumento de 7,23 para 8,27 d no
tg para S. nidulans LEB 115, quando comparados os cultivos com adi¢do de 12 mg L' de
glifosato em relagdo aos controles (p<0,05), respectivamente. Também nao foram verificadas
alteracdes da adicdo do glifosato nas atividades fotossintéticas destas microalgas. As maiores
eficiéncias de remogio do agrotoxico ocorreram em 4 mg L', sendo 35,31% e 28,54% para S.
nidulans LEB 115 e S. obliquus LEB 117, respectivamente. A biomassa produzida durante o
cultivo apresentou altos teores de proteinas (=60%) na biomassa de S. nidulans LEB 115, além
de carboidratos e lipidios (33+1,08% e 22+0,65%) em S. obliqguus LEB 117. Contudo, esses
resultados demonstram potenciais usos da biomassa em processos posteriores a biorremediagao,
para obtencao de bioprodutos.

Palavras-chave: =~ Agrotoxicos. Aguas residuais. Biorremedia¢do.  Cianobactérias.
Fitorremediacdo. Tratamento de agua.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de agrotdxicos ¢ conhecida mundialmente por sua ampla utilizagdo na
agricultura visando o aumento da producdo agricola. No entanto, o uso intensivo destes
produtos quimicos vem acompanhado de sérios problemas relacionados a degradagdo ambiental
e aos riscos a saude humana, visto que o aumento da utilizacdo de pesticidas ¢ proporcional a
contaminag¢ao dos solos, do ar e dos recursos hidricos (LIMA et al., 2022; PANDEY et al.,
2019; RAJPUT et al., 2022; VAN BRUGGEN et al., 2018; ZABALOY et al., 2022).

O glifosato (N -[fosfonometil]-glicina) € um herbicida organofosforado, sist€émico, nao
seletivo, de amplo espectro e pds-emergéncia, apresentando alta mobilidade no ambiente (IORI
et al., 2020; IUMMATO et al., 2019). Este agrotdxico ¢ amplamente aplicado em cultivos de
soja e milho transgénicos, sendo um dos herbicidas mais utilizados no mundo (FERNANDES
et al., 2019). Em funcdo da ampla utilizagcdo, estudos de exposig¢des agricolas do glifosato
conduziram a reclassificagdo do herbicida pela Agéncia Internacional de Pesquisa contra o
Cancer (IARC), definindo-o como “provavelmente cancerigeno” para humanos (PEILLEX;
PELLETIER, 2020). Este herbicida foi ainda relacionado a outros problemas, como
desregulagdo endocrina, danos aos rins, transtorno do déficit de atengdo com hiperatividade,
autismo, doencga celiaca, Alzheimer, Parkinson, abortos involuntérios, doengas respiratorias e
dermatologicas (MEFTAUL et al., 2020; VAN BRUGGEN et al., 2018).

A contaminagdo de glifosato nas dguas superficiais e subterraneas ocorre
principalmente por escoamento superficial, derramamentos acidentais, lixiviagdo e erosdo de
solos (BORELLA et al., 2023). Uma vez disponiveis no meio, estes compostos podem ser
biodegradados por micro-organismos locais. No entanto, o tempo de meia vida do glifosato e
do seu principal metabolito, o d&cido aminometilfosfonico (AMPA), pode variar de dias a meses
(0,8-151 d e 10-98 d, respectivamente), dependendo das condi¢des do solo (BAI; OGBOURNE,
2016). E importante ressaltar que os niveis de glifosato na 4gua podem variar significativamente
dependendo de fatores como o local de amostragem, clima, solo e as praticas agricolas locais.
Na regido sudeste do Brasil, por exemplo, concentragdes de glifosato na faixa de 0,5 e
8,7mg L', acima do limite estipulado pela legislagdo nacional (0,5 mg L"), foram encontradas
em 80% das fontes de dgua potavel amostradas pelo estudo (LIMA et al., 2022).

Neste contexto, varias estratégias de tratamento convencionais € nao convencionais
foram citadas para a remog¢ao de glifosato dos corpos hidricos. Entre eles adsor¢ao, separagdo
por membrana, eletrolise, coagulacdo e processos oxidativos avangados (PEREIRA et al., 2020;

VILLAMAR-AYALA etal., 2019). Muitos destes métodos apresentam como desvantagem alto
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custo, utilizagdo de equipamentos complexos e, em alguns casos, geracdo de poluigdo
secundaria (DEVIRAM et al., 2020; RAJPUT et al., 2022).

A biorremediacdo surge como alternativa a estes problemas, principalmente por ser
considerada uma técnica ambientalmente amigavel, que remove poluentes a partir da
biodegradacdo por micro-organismos (microalgas, bactérias e fungos) e suas enzimas
(CASTREJON-GODINEZ et al., 2021; CHEN et al., 2022; MOHANTY; DAS, 2021). Destes
micro-organismos, as microalgas (eucaridticas) e as cianobactérias (microalgas verdes
azuladas, procarioticas) merecem atengdo, por apresentarem capacidade em melhorar a
qualidade das dguas residuais, removendo nutrientes, agrotoxicos, CO; e gerando subprodutos
de interesse comercial. Ao realizar a biorremediagdo, as microalgas produzem biomassa. Esta
por sua vez, pode ser utilizada estudada para possiveis aplicagdes na producdo de biogas,
biodiesel, bioetanol, biochar ou como biofertilizantes (MORALIS et al., 2022; TOULIABAH et
al., 2022).

Os processos de remoc¢do dos poluentes podem ocorrer a partir da bioadsorcao,
bioacumulacdo e biodegradacdo. A bioadsor¢ao envolve processos passivos de transferéncia de
massa para a parede celular das microalgas. Ja a bioacumulacdo ocorre quando os poluentes sao
absorvidos ou transportados através da parede celular da microalga, ligando-se a proteinas e
outros compostos intracelulares. Por fim, a biodegradacao ¢ responsavel pela transformacgao
dos poluentes em substancias menos toxicas. Estes processos podem apresentar altas eficiéncias
de tratamento (chegando a 100%), dependendo das condicdes aplicadas aos cultivos, do
contaminante e das linhagens microalgais utilizadas (MORALIS et al., 2022; REMPEL et al.,
2021).

Até o momento, a maioria dos relatos referentes a biorremediagdo de glifosato
envolvem o uso de bactérias e fungos, sendo poucos estudos relacionados a sele¢do de
microalgas para este fim (CASTREJON—GODfNEZ et al., 2021; CHEN et al., 2022). Por este
motivo, o comportamento cinético e composicdo bioquimica das microalgas em cultivos
contendo glifosato, bem como os processos de biodegradacao deste composto permanecem
desconhecidos para muitas microalgas. Com base nisso, este estudo objetivou avaliar a
biodegradacdo de glifosato e os efeitos deste herbicida sobre os parametros cinéticos e
composi¢do bioquimica das microalgas Synechococcus nidulans LEB 115 e Scenedesmus

obliguus LEB 117.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

As microalgas Synechococcus nidulans LEB 115 e Scenedesmus obliquus LEB 117,
investigadas no presente trabalho, sdo pertencentes ao banco de linhagens do Laboratério de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (Brasil). Os inoculos das
microalgas foram mantidos em reatores do tipo Erlenmeyers de 2000 mL (volume util de 1800
mL) em estufa termostatizada a 30 °C, luminosidade de 80 pmolssions m™ s~ !, fotoperiodo 12 h
claro/ 12 h escuro e aeragdo a partir de ar comprimido (MORAIS; COSTA, 2007). Para a
realizacdo dos ensaios, as microalgas foram adicionadas em meio BG-11 composto por (g L™):
NaNOs (1,5), KeHPO4.3H>0 (0,04), MgS04.7H20 (0,075), CaCl2.2H>0 (0,036), citrato férrico
amoniacal (0,006), EDTA dissddico (0,001), Na>COs3 (0,02), 4cido citrico (0,006) mais 1 mL
L' de solugdo A5+Co contendo micronutrientes (RIPPKA; DERUELLES; WATERBURY,
1979). A estes meios, foram adicionadas diferentes concentragdes de glifosato (4, 8 e 12 mg
LY. Além disso, foram realizados ensaios controle sem adicdo de glifosato para cada
microalga, assim como ensaio controle contendo apenas glifosato em meio BG-11, sem adigao
de microalgas, para avaliar os efeitos abidticos na remog¢ao do herbicida. Cada espécie foi
inoculada individualmente em reatores do tipo Erlenmeyers de 250 mL (volume util de 150
mL) e cultivadas em incubadora com agitagdo orbital de 150 rpm sob condi¢des controladas de
temperatura (30 °C), luminosidade (41,6 umolgons m 2 s ') e fotoperiodo (12 h claro/escuro).
A concentragio inicial de biomassa foi 0,20 g L™!. Os experimentos foram realizados em
duplicata por um periodo de 15 d.

Para melhor avaliar os efeitos toxicos da exposi¢ao ao glifosato, as microalgas foram
analisadas quanto a composi¢ao bioquimica de carboidratos, lipidios e proteinas. Para isso, ao
final dos experimentos, a biomassa foi colhida por centrifugacdo (Hitachi, Himac CR-GIII,
Japao) a 2000 g durante 20 min, sendo apds congelada a -80 °C, liofilizada e armazenada a

-20 °C para posterior analises de caracterizagao.
2.2 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E DETERMINACAO DO GLIFOSATO
O glifosato de grau analitico utilizado no estudo, foi obtido da Sigma-Aldrich (n° 1071-

83-6). Uma solucado estoque de glifosato (N-(fosfonometil)glicina) foi previamente preparada

em concentracdo de 500 mg L', sendo posteriormente filtrada com membrana Millipore 0,2
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um. As concentracdes de glifosato e 4cido aminometilfosfonico dos cultivos foram
determinados por analise de Cromatografia Liquida acoplado a Espectrometria de Massas em
Série (LC-MS/MS).

A eficiéncia de remocao de glifosato no meio residual (%) foi determinada conforme

Equacao 1.

R= COC;“ 100% (1)

0

Onde Co ¢ a concentragdo inicial de glifosato (mg L '), Cré a concentragio final de

glifosato (mg L") e R é a porcentagem de remogao do herbicida (%).

2.3 PARAMETROS CINETICOS, ATIVIDADE FOTOSSINTETICA E COMPOSICAO DAS
MACROMOLECULAS

A concentracdo de biomassa das microalgas (g L") foi determinada a cada 24 h pela
medida de densidade Optica em espectrofotdometro a 670 nm (espectrofotometro Shimadzu
UV/VIS UVmin-1240, Japao), utilizando curva padrdo que relaciona a densidade optica e
massa seca. Os parametros cinéticos determinados foram a concentragdo méaxima de biomassa
(Xmax, g L), produtividade em biomassa (Pbiomassa, mg L' d 1), velocidade especifica maxima
de crescimento (umax, d '), € o tempo de geragdo (tg, d). A velocidade especifica maxima de
crescimento foi determinada pela regressao exponencial da fase logaritmica de crescimento. Os
demais parametros cinéticos foram determinados conforme Equagdes 2 e 3, respectivamente

(BAILEY; OLLIS, 1986).

X—X,
Pbiomassa (mg L-l d-l):t__t(:) (2)

Ln2

pmax

Tempo de geragdo (d)= 3)

Onde X ¢é a concentracdo de biomassa (g L™!) no tempo t (d), Xo é a concentragio de

biomassa (g L") no tempo to (d).
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Para verificacdo do estado fisiologico das células expostas ou ndo ao glifosato, foi
verificada a fluorescéncia da clorofila das células microalgais (Fv/Fm). Esta verificagdo ¢ dada
pela relagdo da fluorescéncia variavel (Fv) e fluorescéncia maxima (Fm), determinada a partir
de Fluorimetro AquaPen AP 100 (Photon System-Instrument). Para isso, uma aliquota contendo
as células das microalgas foram aclimatadas no escuro por 15 min, sendo apos realizada a leitura
em equipamento portatil (NORDIO et al., 2023).

Para a determinacdo de carboidratos e proteinas, extratos contendo 5 mg de biomassa
liofilizada foram adicionados a 10 mL de 4gua destilada e submetidos a ruptura celular a partir
de sonda ultrassonica (Cole Parmer, CPX 130, EUA) para liberagao de material intracelular. Os
extratos foram sonicados com 10 ciclos operacionais (59 segs on/off).

O conteudo total de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico
(DUBQOIS et al., 1956) utilizando curva padrdo de glicose. A concentracdo de proteinas totais
foi determinada conforme descrito por Lowry et al. (1951), com prévia hidrélise alcalina. O
conteudo de lipidios foi determinado por método colorimétrico utilizando curva padrao de
tripalmitina, conforme estabelecido por Marsh e Weinstein (1966). Para isso, os lipidios foram

extraidos da biomassa liofilizada utilizando solventes organicos, cloroféormio e metanol (1:2).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios realizados em duplicata foram avaliados pela Andlise de Variancia
(ANOVA) seguida por teste de Tukey para comparacao das médias (p<0,05). Os resultados sao

apresentados por média + desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DO GLIFOSATO SOBRE O CRESCIMENTO E ATIVIDADE
FOTOSSINTETICA DAS MICROALGAS

Neste estudo, inicialmente foi analisada a influéncia das concentragdes de glifosato
sobre o comportamento cinético das microalgas. A densidade celular, por exemplo, ¢
frequentemente utilizada como indicador associado aos efeitos toxicos dos poluentes nos micro-
organismos, uma vez que demonstra o efeito inibitdrio no metabolismo celular (KABRA et al.,
2014). Nesse sentido, as concentragdes de glifosato adicionadas aos cultivos ndo podem

ultrapassar concentragdes que venham a inibir o metabolismo celular e por consequéncia afetar
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os processos de biodegradacdo. As curvas de crescimento das microalgas expostas a
~ . -1 . .
concentragdes crescentes de glifosato, de 4 a 12 mg L™ e os respectivos ensaios controle, sem

adi¢do do herbicida sdo apresentadas na FIGURA 1.

FIGURA 1- CURVAS DE CRESCIMENTO DE S. nidulans LEB 115 (A) E S. obliquus LEB 117 (B)
SUBMETIDAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLIFOSATO (0 A 12mgL™")
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Em todos os ensaios realizados, observou-se a auséncia de uma fase de adaptag¢do no
crescimento das microalgas. Além disso, elas demonstraram um comportamento de
crescimento semelhante nos primeiros dias de cultivo, mesmo quando expostas a diferentes
concentragdes de glifosato. Esta constatacdo estd de acordo com outros estudos da literatura,
onde foi avaliado os efeitos deste herbicida sobre o comportamento de diferentes cianobactérias
(LIN et al., 2023). Embora a adi¢do de 12 mg L' de glifosato tenha resultado em menores
concentragdes de biomassa para as microalgas estudadas ao final dos cultivos, é possivel
verificar que estas podem sobreviver em meio contendo o poluente (TABELA 1).

A adicao de maiores concentracdes de glifosato no cultivo de S. nidulans LEB 115
resultou em redu¢do no crescimento da microalga. No entanto, apenas a pUmax € tg foram
significativamente afetados nos cultivos com 12 mg L™! de glifosato em relagdo ao controle. A
Umax reduziu de 0,096+0,002 d! para 0,084+0,003 d! em relagio ao controle. Como
consequéncia o tg deste ensaio foi superior em relagdo a todos os experimentos realizados
(8,27+0,31d). Os demais parametros como Xmix € Ppiomassa Nd0 apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os cultivos desta microalga. Para S. obliguus LEB 117 ndo foram
verificadas diferencas significativas (p>0,05) nos parametros cinéticos do cultivo controle e das

condi¢des com adigdo de glifosato.
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TABELA 1- CONCENTRACAO MAXIMA DE BIOMASSA (Xmi), VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA
DE CRESCIMENTO (pimar), TEMPO DE GERACAO (tg) E PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA (Phiomassa)
PARA S. nidulans LEB 115 E S. obliquus LEB 117

Cultivo com Xmax Mmix tg Pbiomassa

glifosato (mg L) (gL @m (d) (mgL'd")
S. nidulans LEB 115

0 0,78*8+£0,03  0,096*48+0,002 7,23%48+0,14  39,44%B+1.42

4 0,81*8+£0,07  0,093*48+0,002 7,44%881£0,16  41,58%8+5,14

8 0,73%B+0,02  0,0923>A8+0,001 7,5134B£0.07  37,07*B+0,49

12 0,68*8+£0,04  0,084>E +£0,003 8,27°4+0,31 33,13%B+2.92
S. obliquus LEB 117

0 1,20%A+0,14 0,102%4+0,008 6,81%8+0,51 65,91449,26

4 1,19%4+0,02 0,102%4+0,002 6,79%2+0,15 66,44%"+1,89

8 1,13%A+0,04 0,106%+0,003 6,54%8+0,17 61,60%4+2,72

12 1,11%4+0,06 0,102%4+0,006 6,82%8+0,38 60,62%4+4,43

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna para diferentes concentragdes de glifosato indicam que as respostas
médias ndo diferiram significativamente quando utilizado teste de Tukey com nivel de confianga de 95% (p >
0,05). Letras minusculas referem-se a comparacdo entre diferentes concentragdes de glifosato para a mesma
microalga. Letras maitisculas referem-se a comparagdo entre as microalgas. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrao.

Ao comparar os parametros cinéticos das duas microalgas, ¢ possivel verificar maior
Xmax para S. obliquus LEB 117. Estes encontram-se de acordo com estudo desenvolvido por
Cruz et al. (2023) com as mesmas microalgas, os quais encontraram Xmax de 1,39 ¢ 0,92 g L™!
para S. obliquus LEB 117 e S. nidulans LEB 115. Além disso, S. obliqguus LEB 117 apresenta
maiores produtividade de biomassa em relagdo a S. nidulans LEB 115.

Pesquisas anteriores demonstraram diferentes efeitos do glifosato em microalgas. Em
estudo desenvolvido por Issa et al. (2013), concentragdes de glifosato de 150, 300 e 600 ppm
para Scenedesmus quadricauda e 37,5, 75 ¢ 150 ppm para Merismopedia glauca, foram
relacionadas a reducdo da densidade celular e concentragao de clorofila a ¢ b. Outro estudo
demonstrou a relagdo de diferentes dosagens de glifosato (4, 6 ¢ 8 mg L™!) com a reducio do
crescimento celular de Scenedesmus vacuolatus em relagdo ao controle. As redugdes no
crescimento foram na ordem de 18% a 57% dependendo da concentragdo testada. Também foi
verificada redugdao no conteudo de clorofilas totais (atb), alteragdes morfologicas e
metabolicas, além de aumento significativo do estresse oxidativo IUMMATO et al., 2019). No

entanto, a resisténcia de diferentes microalgas/cianobactérias a concentracdes significativas de
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agrotoxicos foi relatada em diversos estudos. Synechocystis PCC 6803 e Anabaena variabilis
ATCC 29413 demonstraram tolerancia ao acido livre do glifosato em concentragdes de até
20 mM. J4 a formulaco comercial, Roundup®, demonstrou ser mais toxica. Estes efeitos podem
ser atribuidos a presen¢a de surfactantes presentes na formulagdo do herbicida. A resisténcia
destas microalgas ao glifosato ndo foi atribuida a biodegradacio do agrotoxico, logo, sugeriu-
se que as microalgas produzam uma enzima tolerante ao glifosato ou que haja uma
superproducdo da enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) (POWEL et al.,
1991). Além das microalgas citadas, Spirulina spp. apresentou tolerancia em 20 mM de
glifosato, sem efeito inibitorio no crescimento. Por esta microalga possuir a enzima alvo do
glifosato, EPSPS, sendo bastante sensivel ao glifosato, os autores atribuiram a tolerancia a
expressao da via degradativa do herbicida (LIPOK et al., 2007).

Os efeitos toxicos do glifosato sobre as microalgas sdo dependentes da concentragao
do herbicida utilizado e das espécies microalgais, as quais variam em relacdo a fisiologia,
citologia, genética e morfologia. O efeito deste herbicida nas microalgas tem sido relacionado
ao efeito que causa nas plantas superiores, principalmente por ambas compartilharem vias
metabodlicas como a fotossintética, além da biossintese de aminoacidos aromaticos pela via
chiquimato. O mecanismo de a¢do do glifosato ocorre pela inibicao da enzima EPSPS. Esta por
sua vez € responsavel pela produgao dos aminoacidos aromaticos, os quais sao usados na sintese
de proteinas (IUMMATO et al., 2019). Porém, em estudo desenvolvido por Lin et al. (2023),
foi relatado que cianobactérias como Microcystis aeruginosa, Synechocystis sp.,
Synechococcus sp., Anabaena sp., Planktothrix sp. ndo apresentaram inibi¢ao da enzima EPSPS
quando expostas a 0 a 5000 pg L™! de glifosato, com exce¢do da Pseudanabaena. Também foi
sugerido neste estudo que o glifosato ¢ utilizado como fonte de fosforo, uma vez que
concentracdes de 5000 pug L' estimularam principalmente o crescimento de cianobactérias
como Microcystis aeruginosa € Synechococcus (LIN et al., 2023).

O estado fisiolégico das microalgas (Fv/Fm) foi ainda confirmado pela estabilidade
das atividades fotossintéticas para todas as condi¢des de adicao de glifosato nos cultivos
(FIGURA 2). Estes valores representam uma medida ndo invasiva da atividade do fotossistema
IT (PSII), estimando o estado fisioldgico da cultura (NORDIO et al., 2023).

Estudos anteriores indicam que pode haver redugdo destes valores quando as
microalgas sdo cultivadas em condigdes de estresse celular, uma vez que a medida da atividade
fotossintética reflete a toxicidade dos herbicidas ou dos produtos de sua degradagdo (HU et al.,
2021). A reducdo nos valores Fv/ Fm ocorrem em virtude da redugdo da atividade do PSII

ocasionada por condi¢des desfavoraveis de crescimento (RANGLOVA et al., 2019). Chlorella
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sp., por exemplo, quando exposta a diferentes concentragdes de atrazina pura (herbicida) e na
presenca de subprodutos da degradacdo de atrazina em concentra¢des de 40 e 80 pg L™
apresentou redu¢ao no crescimento (p<0,05) a partir de 4 d de cultivo. Nas concentragdes de
40 e 80 pug L' de atrazina degradada e 80 pg L™! de atrazina houve reducio significativa
(p<0,05) na fotossintese das microalgas (Fv/Fm), sendo a maior concentragdo do herbicida

responsavel pela maior inibi¢do (HU et al., 2021).

FIGURA 2- ATIVIDADE FOTOSSINTETICA AO LONGO DO CULTIVO PARA AS MICROALGAS
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLIFOSATO (0 a 12 mgL™)
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Fluorescéncia variavel (Fv) e fluorescéncia maxima (Fm).

Segundo Nordio et al. (2023), valores Fv/ Fm entre 0,6 e 0,7 representam auséncia de
estresse em microalgas. No entanto, valores inferiores de Fv/Fm (0,31 e 0,38) foram verificados
para cianobactérias do género Nostoc, Cylindrospermum e Synechocystis cultivadas em
condigdes favoraveis de temperatura (30 °C). Semelhante a estes resultados, neste estudo foram
verificados maiores valores de Fv/Fm para microalgas como Scenedesmus e valores inferiores
para cianobactérias como Synechococcus. Contudo, os valores da atividade fotossintética
encontrados se mantiveram constantes independente do aumento da concentragdao do herbicida
nos cultivos, demonstrando que as microalgas nao foram submetidas a condi¢des de estresse
significativo.

O glifosato quando presente em meio aquoso possui caracteristicas acidas. Embora
apresente este comportamento, o pH das microalgas permaneceu na faixa de cultivo encontrado
por outros estudos (CRUZ; ROSA; COSTA, 2023). Os perfis de pH dos ensaios controles

permaneceram proximos ao das maiores concentragdes de glifosato adicionados ao meio,
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variando de 9,27+0,3 a 9,57+0,32 para S. nidulans LEB 115 e 9,40+0,37 a 9,55+,34 para
S. obliguus LEB 117, respectivamente.

3.2 BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO POR S. nidulans LEB 115 E S. obliqguus LEB 117

Os mecanismos de acdo das microalgas para realizar a biorremediagdo de glifosato
podem ocorrer de diferentes formas, entre eles bioadsor¢do, bioacumulagdo e biodegradagao.
Além destes mecanismos, a fotodegradacao e volatilizacdo sdo processos naturais e que podem
ocorrer durante o processo de biorremediagao. No entanto, em funcdo da baixa pressao de vapor
do glifosato, a volatilizagdo pode ser considerada desprezivel (BAl; OGBOURNE, 2016).

As concentragdes residuais de glifosato nos meios de cultivo, apés um periodo de
15 d foram analisadas para determinar a capacidade de biodegradagcdo das microalgas e a
degradacao abiodtica ocasionada por fatores externos. A degradagdo abidtica foi avaliada em
meio ausente de microalgas, contendo apenas meio BG-11 e glifosato. Os dados sdo

apresentados na FIGURA 3a.

FIGURA 3- BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO (A) E FORMACAO DE AMPA (B) POR
S. nidulans LEB 115 E S. obliquus LEB 117
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Os dados sdo apresentados a partir do valor médio + desvio padrao. Letras iguais para mesmo grafico indicam
igualdade estatistica a um nivel de 95% de confianga (p>0,05).

A partir dos dados obtidos observou-se maior eficiéncia de biodegradacdo na
concentracio de 4 mg L™! de glifosato, sendo 35,31% para S. nidulans LEB 115 e 28,54% para
S. obliguus LEB 117. As microalgas estudadas ndo apresentaram o mesmo potencial em utilizar

o poluente como fonte de nutriente em 12 mg L', uma vez que foi verificado redugio da
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biorremediagdo em relagdo as demais concentragdes de glifosato. Neste caso, um periodo maior
de biorremediacao seria indicado, ou limitacdo das fontes de nutrientes, para que o glifosato
fosse utilizado por estes micro-organismos.

Semelhante a este resultado, Kurade et al. (2016) verificaram redugdo nas eficiéncias
de biodegradagdo de diazinon por Chlorella vulgaris ao aumentar a concentragao do agrotoxico
de 0,5 para 100 mg L. Além disso, foi observado 18% de remocio de diazinon por fatores
abidticos em meio controle sem microalgas contendo 20 mg L™!, apés 12 d de incubagdo. Em
relacdo a este estudo, no ensaio controle com auséncia de microalgas, apds 15 d, houve reducao
da concentragdo de glifosato variando de 4,10; 8,85 ¢ 9,33%, para as concentragdes de 4, 8
12 mg L™!. Esta remocdo pode ter ocorrido em fungio dos fatores abidticos do meio, como por
exemplo, foto-oxidacdo, entre outros. A maioria dos estudos envolvendo a biodegradagdo de
glifosato por microalgas ndo faz men¢ao da biodegradacdo do meio abidtico, sendo este um
importante parametro para os processos de biorremediagao.

As microalgas apresentam diferentes tolerancias ao glifosato, bem como capacidades
de biodegradacdo (RAJPUT et al., 2022). Estas caracteristicas dependem da morfologia, area
de superficie, tamanho das células, densidade microalgal inicial, tempo de contato e
concentracdo do agrotéxico (DEVIRAM et al., 2020). Neste contexto, algumas microalgas e
cianobactérias sao amplamente conhecidas por degradarem estes compostos. Linhagens de
Spirulina platensis, por exemplo, removem em apenas 7 d concentracdes de 2 ppm de fosmete,
etiona e parationa metilica, em percentuais de 70%, 61% e 50%, respectivamente (GUL et al.,
2021). Nannochloris oculata foi responsavel por uma remoc¢do de 73% de lindano, um
agrotoxico organofosforado, em concentragdes de 0,1 mg L' (PEREZ-LEGASPI et al., 2016).
Oscillatoria limnetica foi utilizada na biorremediacao de glifosato em diferentes periodos de
exposicdo 3, 5, 7, 14 e 35 d, demonstrando também boa capacidade de biorremediagdo. As
maiores eficiéncias foram observadas nos maiores periodos de contato entre o agrotoxico € as
microalgas, sendo 97,55% em 7 d com 5 mg L™!, 57,9% e 37,18% em 14 d com 10 mg L,
99,9% em 35 d com 20 mg L' (SALMAN; ABDUL-ADEL, 2015). Forlani et al. (2008)
descreveram a capacidade de seis cianobactérias (Anabaena sp., Leptolyngbya boryana,
Microcystis aeruginosa, Nostoc punctiforme, Spirulina platensis € Arthrospira fusiformis) em
utilizar fosfonato como Uunica fonte de fosforo. Essa avaliacdo foi realizada a partir do
crescimento destes micro-organismos na presenca de glifosato, com meios padrdes ou ausentes
de qualquer fonte de fosforo. Destes micro-organismos, apenas Spirulina platensis e
Arthrospira fusiformis nao apresentaram capacidade em metabolizar glifosato como tinica fonte

de fosforo. Esta caracteristica foi relacionada com a absorc¢ao ineficiente do fosfonato. Porém,
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em outro estudo realizado com Spirulina spp. foi demonstrada a capacidade desta microalga
em biodegradar glifosato como unica fonte de foésforo (LIPOK et al., 2007).

Geralmente, concentragdes menores de agrotoxico sdo responsdveis por maiores
percentuais de biodegradagdo, assim como maiores periodos de contato entre as microalgas e
os herbicidas, ou adaptagdo prévia do inoculo a determinadas concentragdes do herbicida.
Nestes casos, a biodegradacio de glifosato ocorre quando os micro-organismos transformam
este composto a partir de diferentes rotas metabolicas, utilizando-o como fonte de carbono,
fosforo e nitrogénio (CASTREJON—GODfNEZ et al., 2021; ZHAN et al., 2018). Porém, nem
todas as microalgas apresentam capacidade de biodegradagdo. Foi relatado anteriormente que
Synechocystis PCC 6803 e Anabaena variabilis ATCC 29413 nao demonstraram capacidade
de biodegradar glifosato (POWEL et al., 1991).

Na biodegradacdo de glifosato, duas vias metabdlicas principais sdo conhecidas, sendo
elas AMPA e sarcosina (ZHAN et al., 2018). A principal rota de transformacgao resulta na
formacao de AMPA e glioxilato, correspondendo a aproximadamente 70% dos subprodutos do
metabolismo de bactérias e fungos, principalmente (VILLAMAR-AYALA et al., 2019). Nesta
via, a ligagdo carbono-nitrogénio ¢ quebrada pela enzima glifosato oxidorredutase. O 4cido
glioxilato pode ser consumido pelos micro-organismos degradantes de glifosato, servindo como
fonte de energia. No entanto, 0 AMPA representa uma ameaga ao ambiente, causando poluicao
secundaria. Este composto pode ser metabolizado em metilamina e fosfato por alguns micro-
organismos, a partir da catdlise da enzima C-P liase. Outro caminho para a remoc¢do de AMPA
¢ a metabolizagdo em fosforil formaldeido pela transaminase, sendo posteriormente
transformado pela fosfatase em fosfato e formaldeido (CHEN et al., 2022; VILLAMAR-
AYALA et al., 2019). A segunda rota de biodegradacdo ¢ catalisada pela C-P liase,
transformando o herbicida em sarcosina e fosfato, produto de maior interesse nos processos de
biorremediacdo, porque desintoxica o glifosato, sendo a sarcosina utilizada como nutriente de
crescimento (ZHAN et al., 2018). Neste caso, a ligagao carbono-fosforo do glifosato ¢ clivada
pela catalise da C-P liase, e o glifosato ¢ utilizado como fonte de fosforo (CHEN et al., 2022;
SVIRIDOV et al., 2015; VILLAMAR-AYALA et al., 2019).

A identificacdo da formagdo de AMPA pelo metabolismo de S. nidulans LEB 115 e S.
obliguus LEB 117 ¢ demonstrada na FIGURA 3b. A partir dos resultados, ¢ possivel identificar
maiores producdoes de AMPA pela microalga S. nidulans LEB 115, correspondendo a
0,20+£<0,01 mg L™'; 0,34+0,02 mg L' e 0,45+ 0,08 mg L' para as concentracdes, 4, 8 ¢
12 mg L! de glifosato adicionado ao meio, respectivamente. Estes dados sdo concomitantes

aos maiores percentuais de biodegradacao de glifosato desta microalga, quando comparada a
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S. obliquus LEB 117. A S. obliquus LEB 117, apresentou a menor formagao deste composto.
Este comportamento pode estar relacionado a biodegradacio pela rota metabdlica sarcosina,
uma vez que esta microalga apresentou capacidade de remog¢do do agrotdxico, principalmente
em 4 e 8 mg L ! de glifosato. Embora os maiores percentuais de remogao de glifosato tenham
ocorrido para as menores concentracdes de glifosato testadas, foram verificadas maiores
formagdes de AMPA para as concentragdes de 12 mg L™! para ambas microalgas em estudo.
Até o momento, o rastreamento de espécies microalgais com capacidade de
biodegradar glifosato pela via secundaria ¢ limitado, sendo ainda muito restrito a linhagens de
fungos e bactérias. Por esse motivo, ¢ extremamente importante este estudo para que se
identifiquem espécies microalgais com tal potencial de biodegradacao. Além disso, a
disponibilizagdo de nutrientes nos meios de cultivos sdo fatores que podem ser avaliados, uma
vez que foi relatado anteriormente que concentragdes de fosforo inorganico podem estar
relacionados a inibicao da utilizagdo de glifosato como fonte de fosforo para a formagao de

sarcosina, por diversos isolados de bactérias (FORLANI et al., 2008; ZHAN et al., 2018).

3.3 INFLUENCIA DO GLIFOSATO SOBRE A COMPOSICAO BIOQUIMICA DAS
MICROALGAS

O conteudo de carboidratos, lipidios e proteinas de S. nidulans LEB 115 e S. obliquus
LEB 117 sdo apresentados na FIGURA 4. Os dados obtidos no crescimento celular das
microalgas frente a diferentes concentragdes de glifosato refletem também na composi¢do
bioquimica das microalgas, uma vez que nao houve resultados significativos positivos da adi¢ao
de glifosato nas concentragdes de carboidratos, lipidios ou proteinas (p>0,05) para as
microalgas, em relagdo ao controle. Estes resultados podem estar relacionados com a tolerancia
destas microalgas a presen¢a de glifosato e auséncia de estresse oxidativo, uma vez que este
estd vinculado a alteracdes na composicdo bioquimica das microalgas. Outra hipotese ¢ em
relagcdo ao nao esgotamento das fontes de nitrogénio no meio de cultivo.

Em estudo realizado por Issa et al. (2013), foi demonstrado aumento nas concentragdes
de carboidratos quando se aumentou a concentragdo de glifosato de 150 ppm para 600 ppm em
Scenedesmus quadricauda. Como consequéncia, o conteudo de proteinas reduziu, uma vez que
o glifosato atua na inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos (ISSA et al., 2013). Em
relacdo ao presente estudo, pode-se verificar que as concentragdes de glifosato adicionadas aos
ensaios ndo foram suficientes para alterar os parametros de crescimento e atividade

fotossintética das microalgas, ndo levando a um estresse oxidativo das células, que
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possivelmente alteraria as concentragdes das macromoléculas de maior interesse para producao

de biocombustiveis.

FIGURA 4- CONTEUDO DE CARBOIDRATOS, LIPIDIOS E PROTEINAS (%) PARA S. nidulans LEB 115
(A) E S. obliquus LEB 117(B) EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLIFOSATO
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Valor médio + desvio padrdo. Letras iguais em barras de cores iguais para a mesma microalga indicam igualdade
estatistica a um nivel de 95% de confianga (p> 0,05).

Ao comparar a composi¢ao bioquimica das microalgas, verificam-se maiores teores
de carboidratos e lipidios para a S. obliquus LEB 117 (334+1,08% e 22+0,65%) em relagdo a
S. nidulans LEB 115 (14£2,70% e 16+0,79%). Os maiores contetidos de proteinas foram
verificados para S. nidulans LEB 115 (= 60%). A valorizacdo de biomassa microalgal apos
processos de biorremediacdo ¢ um dos mecanismos possiveis para reduzir os custos do
processo. A obten¢do destes bioprodutos pode variar de acordo com a composi¢do bioquimica
das microalgas e dos métodos utilizados. Entre os bioprodutos, pode-se citar valorizagao da
biomassa a partir da producao de biocombustiveis, biochar, biogés, entre outros (GEREMEIA
etal., 2021; MORALIS et al., 2022). No entanto, devido aos processos de adsor¢do e acumulacao
do agrotdxico, faz-se necessaria a determinagdo deste composto na biomassa para que este nao
exerca efeitos toxicos durante aplicagdes futuras, assim como ocorre com outros poluentes
emergentes (REMPEL et al., 2021).

O uso de estratégias de biorremediacdo para o tratamento de aguas contendo
agrotoxicos como glifosato podem ainda ser conduzidas em 4guas residuais contendo outros
poluentes. Neste caso, os mesmos, podem ser utilizados na substitui¢do parcial ou total do meio

BG-11, dependendo da composicdo do efluente utilizado. Em estudo conduzido por
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Castellanos-Estupinan et al. (2022) foi demonstrado que Chlorella, Scenedesmus e
Hapalosyphon sp. podem ser cultivadas em aguas residuais nio diluidas provenientes do
escoamento agricola do cultivo de arroz. Estas microalgas sdo capazes de remover mais de 80%
de NOs3, POs. Além disso, foi constatado que o agrotoxico Clorpirifos foi removido em

eficiéncias de 42 % para Chlorella, seguido por 51% de Scenedesmus e 60% Hapalosyphon.

4 CONCLUSOES

A utilizacdo de micro-organismos para a biodegradacao de glifosato ¢ uma técnica
promissora para os processos de remediaco deste poluente da d4gua. Neste estudo, 4 mg L' de
glifosato foi removido em percentuais de 33,31% e 28,54% para S. nidulans LEB 115 e
S. obliquus LEB 117, respectivamente. As microalgas demonstraram resisténcia frente as
concentragoes de glifosato as quais foram expostas. A produ¢dao de AMPA foi verificada em
menor quantidade para a microalga S. obliqguus LEB 117, indicando que o glifosato pode ter
sido biodegradado pela via sarcosina. Além disso, a composi¢ao bioquimica de S. nidulans LEB
115 e S. obliquus LEB 117, com altos teores de proteinas, carboidratos e lipidios, indica
potencial em utilizar a biomassa das microalgas para a obtencao de produtos de interesse, apos

processos de biorremediagao.
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RESUMO

A produgdo agricola aumentou consideravelmente a polui¢ao dos recursos hidricos por
agrotoxicos, particularmente de glifosato, um dos herbicidas mais utilizados no mundo. Nesse
sentido, as tecnologias baseadas em cultivos de microalgas axénicas ou consorcios tém
demonstrado ser alternativa aos processos de remediagdo usuais, principalmente por possuirem
caracteristicas sustentaveis. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia dos processos de
biodegradagao de glifosato e os pardmetros cinéticos de Synechococcus nidulans LEB 115 e
Scenedesmus obliguus LEB 117 em sistemas de cultivos axénicos ou em consoércios. Para
realizacdo dos experimentos, diferentes proporcdes de cada microalga foram utilizadas
(100:0%, 75:25%, 50:50% e 25:75%) em cultivos com meio BG-11, adicionados de 4 mg L™!
de glifosato. Os ensaios foram realizados em biorreatores Erlenmeyers com volume util de
150 mL, a 150 rpm, fotoperiodo 12 h claro/ 12 h escuro e luminosidade de 41,6 pmolsstons
m 27!, por 15 d. Ao final dos cultivos foi realizada composicio das macromoléculas
(carboidratos, lipidios e proteinas). A concentracao residual de glifosato e produgdo do acido
aminometilfosfonico (AMPA) foi realizada por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS) a partir do sobrenadante obtido ao final do
cultivo. Os resultados demonstraram resisténcia das microalgas quando expostas a
concentragdes de 4 mg L™!. O sistema de cultivo, seja em cultura axénica ou consércio, nio
influenciou positivamente nos processos de biodegradacdo. No entanto, foram observadas
menores producdes de AMPA, que ¢ o principal metabolito do glifosato, na cultura pura de
S. obliguus LEB 117, sendo igual ao controle, onde ndo houve producdo (p>0,05). A biomassa
de S. obliguus LEB 117 produzida durante o cultivo apresenta potencial para ser utilizada nos
processos de producdo de biocombustiveis, uma vez que apresentou 41,2% de carboidratos e
21,0% de lipidios para os ensaios com glifosato. Dessa forma, os resultados deste estudo
indicam que a microalga pode crescer utilizando glifosato como fonte de nutriente, realizando
a remoc¢ao do herbicida e sendo fonte sustentavel para a produgdo de biocombustiveis, sem
gerar poluicdo secundaria pela geragao de AMPA.

Palavras-chave: Acido aminometilfosfonico (AMPA). Agrotoxicos. Biorremediagio.
Cianobactéria. Fitorremediacao.
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1 INTRODUCAO

O uso excessivo de agrotoxicos, especialmente do glifosato, representa uma das
principais ameacas a qualidade dos recursos hidricos em muitas regides do mundo. O glifosato
¢ amplamente utilizado em areas agricolas e urbanas para controle de plantas invasoras. No
entanto, o uso deste herbicida pode levar a contamina¢do dos cursos hidricos, afetando nao
apenas a qualidade da 4gua, mas também a biodiversidade aqudtica e a saide humana (BOTTA
etal., 2009; FELTRACCO et al., 2022; MUNOZ et al., 2023; NIE et al., 2020). Os agrotdxicos
podem persistir no ambiente por longos periodos. Devido a isso, preocupagdes sobre os efeitos
do glifosato na satide humana foram relatadas em diversos estudos, nos quais o herbicida foi
correlacionado com o desenvolvimento de doengas como cancer, doencga celiaca, desregulagao
endocrina, autismo, entre outros problemas de satde (MEFTAUL et al.,, 2020; VAN
BRUGGEN et al., 2018).

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) ¢ um herbicida organofosforado, ndo seletivo,
de amplo espectro e altamente soluvel em 4dgua (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014;
OKADA et al., 2020). Por esse motivo, as rotas de contamina¢do das dguas subterraneas e
superficiais ocorrem principalmente apds pulverizagdo, a partir da infiltracdo no solo e/ou
escoamento superficial, no qual a agdo das chuvas sdao as maiores responsaveis por conduzir os
compostos para rios e lagos (LIPOK; STUDNIK; GRUYAERT, 2010; WU et al., 2016). O
transporte do glifosato ¢ fortemente dependente das condi¢des do solo e intensidade das chuvas.
Com isso, estudos demonstraram concentracdes relevantes deste agrotoxico em recursos
hidricos, em concentragdes que variam de pg L' a mg L', na maioria das vezes acima dos
limites permitidos pelas legislagdes vigentes (LIMA et al., 2022; LUTRI et al., 2020; OKADA
et al., 2020). Logo, a problematica do uso de agrotdxicos na polui¢ao destes recursos ¢ um tema
urgente e requer uma abordagem integrada levando em consideracdo a protecdo ambiental, a
saude humana e a seguranca alimentar.

As microalgas sdo op¢ao promissora para a biorremediagao de aguas contaminadas
com agrotdxicos (MATAMOROS; RODRIGUEZ, 2016; NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI,
2023; SUTHERLAND; RALPH, 2019). Estes micro-organismos podem utilizar o glifosato
como fonte de nutrientes (carbono, fosforo e nitrogénio) para o crescimento, tolerando
concentracgoes de glifosato 3 ou 4 vezes superiores as encontradas normalmente nos ambientes
contaminados (BORELLA et al., 2023; FORLANI et al., 2008). As microalgas oferecem ainda
um sistema de tratamento sustentavel, reduzindo as concentragdes de CO> atmosférico, ao

tempo em que realizam a biorremediagdo e produzem biomassa, a qual pode ser utilizada para
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a obten¢do de uma variedade de subprodutos de interesse. Além disso, possuem diversidade
nos modos de operacdo dos cultivos, podendo ser utilizadas linhagens puras ou em consorcios.
Neste cenario, os consorcios oferecem uma opgao robusta, auxiliando na colheita de espécies
microalgais e evitando perdas de microalgas individuais durante os cultivos. Estes sistemas
também sdo adequados ao tratamento de aguas residuais, nos quais as microalgas podem ser
expostas a condi¢des outdoor com diferentes estresses celulares (MAGRO et al., 2022; ZHU;
HUO; FENG, 2019). Entre as principais vantagens do uso de consorcios de micro-organismos
pode-se citar maiores eficiéncias nos processos de biorremediacdo ¢ aumento da densidade
celular, a qual pode ser utilizada em processos posteriores de valorizagdo da biomassa (SOUSA
etal., 2023).

No entanto, até o momento, poucas pesquisas foram realizadas utilizando consorcios
combinando microalga—microalga/ cianobactéria para remog¢do de agrotoxicos. A literatura
indica estudos utilizando este sistema de consorcio para remog¢ao de nutrientes de efluentes de
laticinios (QIN et al., 2016), pds-tratamento de efluentes da digestdo anaerdbia de residuos
bovinos (MAGRO et al., 2022) e tratamento de &4guas residuais municipais (SILVA-
BENAVIDES; TORZILLO, 2012). Em relacdo ao glifosato, identificou-se processos de
biorremediagcdo em aguas residuais sintéticas e reais a partir de consorcio bactéria-microalga,
na qual o herbicida foi reduzido em 53 e 79%, respectivamente, sem formacdo de acido
aminometilfosfonico (AMPA) (BORELLA et al., 2023). Embora alguns estudos indiquem a
toxicidade do glifosato em relacdo a algumas microalgas (ISSA et al., 2013; [UMMATO et al.,
2019), at¢ o momento, nao foram encontrados estudos com a avaliagdo de consorcios de
microalga-microalga para a remog¢do de glifosato em meio aquoso com identificacdo da
produgdo de AMPA.

Os processos de remocdo de agrotoxicos por microalgas podem ocorrer por
biodegradagdo, bioacumulagdo e bioadsor¢ao (MORALIS et al., 2022). Destes, a biodegradagao
¢ de fundamental importancia, uma vez que € responsavel pela transformacao do glifosato em
compostos de menor toxicidade para o ambiente. No entanto, a maioria das linhagens com
potencial uso em processos de biodegradacdo de glifosato, em torno de 70%, dos quais
destacam-se bactérias e fungos, apresentam a formacao de AMPA como principal subproduto
do metabolismo. Este composto ¢ considerado uma problematica secundaria, uma vez que
apresenta toxicidade no ambiente (VILLAMAR-AYALA et al., 2019). Portanto, a verificacao
da formacao dos produtos do metabolismo ¢ essencial para verificar as vias de degradagdo nos

processos de biorremediagao.
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Com base nisso, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia dos processos de
biodegradacao de glifosato e o comportamento cinético de Synechococcus nidulans LEB 115 ¢

Scenedesmus obliquus LEB 117 em sistemas de cultivos axénicos ou em consorcios.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

Para a realizagdo dos consorcios microalgais foram utilizadas as microalgas
Synechococcus nidulans LEB 115 e Scenedesmus obliqguus LEB 117, pertencentes ao banco de
linhagens do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), Brasil. As microalgas foram cultivadas em meio BG-11 composto por (g L™'): NaNO;
(1,5), KoHPO4.3H20 (0,04), MgS04.7H20 (0,075), CaCl2.2H>O (0,036), citrato férrico
amoniacal (0,006), EDTA dissodico (0,001), Na>COs (0,02), acido citrico (0,006) mais 1 mL
L de solugdo A5+Co contendo micronutrientes (RIPPKA; DERUELLES; WATERBURY,
1979). O meio de cultivo foi esterilizado por 30 min a 121 °C.

Os indculos das microalgas foram mantidos em estufa termostatizada a 30 °C, sob
luminosidade de 80 pmolssons m s !, fotoperiodo de 12 h claro/ 12 h escuro, em reatores do
tipo Erlenmeyers de 2000 mL (com volume util de 1800 mL) e aerados com ar comprimido
(MORALIS; COSTA, 2007). Os consorcios foram obtidos pela mistura dos indculos em
diferentes proporcdes, conforme demonstrado na TABELA 1. Os cultivos foram realizados por
15 d em Erlenmeyers de 250 mL (com volume util de 150 mL), com concentragdo inicial do
indculo de 0,20 g L™! para cada microalga. Os cultivos foram realizados em incubadora com
agitacdo orbital a 150 rpm, sob condi¢des controladas de temperatura (30 °C), luminosidade
(41,6 pmolgetons m 2 571, fotoperiodo (12 h claro/ 12 h escuro) e adi¢do de 4 mg L™! de glifosato.
Ensaios controle sem adi¢do de glifosato e em cultura axénica foram realizados para ambas
microalgas, assim como controle contendo 4 mg L' de glifosato em meio BG-11 sem adigdo
de microalgas para avalia¢do da degradacdo por fatores abidticos. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata. Diariamente, foi realizado acompanhamento dos cultivos em
microscOpio para garantir auséncia de contaminacgao. Ao final dos experimentos, a biomassa
foi coletada por centrifugacao (utilizando centrifuga modelo Hitachi, Himac CR-GIII, fabricado
no Japdo) a 2000 x g durante 20 min. Em seguida, as amostras foram congeladas a -80 °C,

liofilizadas e armazenadas a -20 °C para as andlises de caracterizacao.
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2.2 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E DETERMINACAO DO GLIFOSATO

Uma solugdo estoque de glifosato de grau analitico, obtido da Sigma-Aldrich (n® 1071-
83-6) (N-(fosfonometil)glicina) foi previamente preparada em concentracdo de 500 mg L,
sendo posteriormente filtrada utilizando membrana Millipore 0,2 um. As concentracdes de
glifosato ¢ AMPA dos cultivos foram determinados por analise de Cromatografia Liquida
acoplado a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS). A eficiéncia de remog¢do de

glifosato no meio residual (%) foi determinada conforme Equacao 1.

R(%)zcg—‘ff 100% (1)

Onde Co ¢ a concentragio inicial de glifosato no meio (mg L™!), Cf é a concentragio
final de glifosato no 15° d de cultivo (mg L") e R ¢ a porcentagem de remocio do herbicida

(%).

2.3 PARAMETROS CINETICOS, ATIVIDADE FOTOSSINTETICA E COMPOSICAO DAS
MACROMOLECULAS

A densidade microalgal obtida dos consorcios foi determinada a cada 24 h a partir de
contagem de células em cdmara de Neubauer, sendo expressa em niimero de células por mL ™.
A contagem foi realizada usando microscopio (Axiocan Erc 5s Microscope Cam, Zeiss,
Germany) (CASSURIAGA et al., 2020). Para o preparo dos inoculos foi utilizando curva
padrao relacionando a densidade Optica e massa seca (COSTA et al., 2002), obtido a partir de
medida de densidade dptica em espectrofotometro a 670 nm (espectrofotdmetro Shimadzu
UV/VIS UVmin-1240, Japao),

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d ') foi determinada pela
regressdao exponencial da fase logaritmica de crescimento. A produtividade celular maxima
(Pmax, células por mL™! d!) foi determinada conforme Equacio 2. Também foi determinada a
concentragio maxima de biomassa (Xmax, nimero de células por mL™") (BAILEY; OLLIS,

1986).

X-Xo

P (célulasmL —1d — 1)= -
-to

)
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Onde X; a concentragio de células (niimero de células por mL™!) no tempo t (d), Xo é
a concentragio de células (nimero de células por mL™") no tempo to (d).

A fluorescéncia da clorofila das células microalgais (Fv/Fm) ocorreu apos aclimatagao
das células ao escuro por 15 min, com posterior determinacdo por equipamento portatil
Fluorimetro AquaPen AP 100 (Photon System-Instrument) (NORDIO et al., 2023).

Para determinagdo dos teores de carboidratos e proteinas, foram utilizados extratos
contendo 5 mg de biomassa liofilizada, os quais foram adicionados a 10 mL de 4gua destilada
e submetidos a ruptura celular por meio de sonda ultrassdnica (modelo Cole Parmer, CPX 130,
fabricado nos EUA) para liberagdo do material intracelular. Os extratos foram sonicados em 10
ciclos operacionais, cada um com 59 seg on/off.

Para determinar o contetido de carboidratos, foi utilizado o método fenol-sulfurico
descrito por Dubois et al. (1956). A concentragdo de proteinas totais foi determinada conforme
descrito por Lowry et al. (1951), com prévia hidrolise alcalina. O conteudo de lipidios foi
determinado por meio de método colorimétrico, utilizando curva padrdo de tripalmitina, de

acordo com metodologia estabelecida por Marsh e Weinstein (1966).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados pela Anélise de Variancia (ANOVA) seguida por teste
de Tukey para comparagao das médias (p<0,05). Os resultados foram apresentados por média

+ desvio padrdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DO GLIFOSATO E DOS CONSORCIOS MICROALGAIS SOBRE 0OS
PARAMETROS CINETICOS

A FIGURA 1 apresenta as micrografias dos cultivos microalgais das culturas axénicas
de S. nidulans LEB 115, S. obliquus LEB 117 e o consércio de ambas microalgas. Os micro-
organismos utilizados no consorcio possuem morfologias variadas. O género Synechococcus
sdo cianobactérias unicelulares, procarioticas e fotossintetizantes. As células apresentam-se em
formato oval alongado ou cilindrico (FANKA et al., 2022; FORLANI; CAMPANI, 2001). Ja o

género Scenedesmus sao microalgas da classe Chlorophytas, unicelulares e uninucleadas, na
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forma elipsoidais. Estas microalgas formam coldnias pela unido de 2 a 16 células dispostas lado

a lado (FRANCESCHINI et al., 2009).

FIGURA 1- OBSERVACOES MICROSCOPICAS (AUMENTO DE 50 x) DAS CELULAS MICROALGAIS
EM CULTURA AXENICA DE S. nidulans LEB 115 (A), S. obliquus LEB 117 (B) E CONSORCIO DAS
DUAS MICROALGAS (C)

(b)

As microalgas e cianobactérias, sdo reconhecidas pela capacidade de adaptacdo a
condi¢des de estresse causadas por contaminagdes nos ambientes aquaticos. Em relacdo as
contaminagdes por glifosato, foi relatado que alguns géneros como Nostoc e Spirulina
apresentam tolerancia maior ao glifosato e a isopropilamina (sal utilizado na formulacdo de
glifosato) do que outros géneros de microalgas como Anabaena, Leptolyngbya e Microcystis
(LIPOK; STUDNIK; GRUYAERT, 2010). Em relacdo a S. nidulans LEB 115 e S. obliquus
LEB 117 avaliadas neste estudo, concentragdes de 4 mg L' de glifosato ndo influenciaram
negativamente nos parametros cinéticos avaliados (Xmax, Pmax, Wmax) para os cultivos axénicos,
de ambas microalgas. Os dados podem ser observados na TABELA 1.

Os resultados da TABELA 1 mostram que menores Xmax foram obtidos para a S.
obliquus LEB 117, sendo 3,965 cél.10* ml™! e 3,735 cél.10* ml™! para cultivos controle e com
4 mg L' de glifosato, respectivamente. O efeito da adicdo de agrotoxicos depende da
concentragcdo utilizada e das caracteristicas de cada microalga. Por exemplo, em estudo
utilizando 5 mg L' glifosato, Chlorella protothecoides apresentou aumento na concentragio
celular. Isto ocorreu pela maior quantidade de nutrientes como fosforo e nitrogénio
disponibilizados pelo glifosato durante o processo de biorremediacdo (BORELLA et al., 2023).
Ja para Microcystis aeruginosa, a presenga de glifosato em concentracdes superiores a

0,8 mg L! foi responsdvel por reducio na pmsx (WANG; JIANG; SHENG, 2021).
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Nos cultivos com 25% de S. obliquus LEB 117 (Sc-25%+Sy75%), o consorcio
resultou em efeito antagénico (efeito negativo) nos parametros cinéticos desta microalga.
Houve reducdo de pmax nos cultivos com glifosato, variando pmax de 0,199 d™! para 0,103 d!,
em relacdo a condicdo axénica de S. obliquus LEB 117 (Sc-100%). Os valores de Xmax de S.
obliquus LEB 117 reduziram gradualmente conforme aumento da concentracdo de S. nidulans
LEB 115 nos cultivos, assim como os valores de Pmsx. No entanto, efeito sinérgico na pmax foi
observado nos consorcios com S. nidulans LEB 115. Um aumento de 0,061 d "' para 0,116 d™'
foi observado quando utilizado 75% da concentragdo inicial desta microalga e 25% de
S. obliquus LEB 117. Nesta condigdo, também foi observado maior Pmsx, em relacao as demais
condigdes estudadas com esta microalga. Esta condi¢do indica que a presenca de S. obliquus
LEB 117 em baixas concentragdes iniciais auxiliam positivamente na Pmax € Umax de S. nidulans
LEB 115.

Diferentes efeitos no crescimento de micro-organismos em consorcios podem ser
observados. Sousa et al. (2023) verificou efeito antagénico na produtividade de Chlorella
vulgaris cultivada em consorcio com bactérias. Magro et al. (2022) demonstrou efeito positivo
na umax utilizando consoércio com 50% Scenedesmus obliquus + 50% Spirulina platensis
cultivadas em meio Zarrouk a 20%. Neste estudo, maiores Xmax foram obtidas nos cultivos com
maiores adigdes iniciais de Spirulina, sendo 100 e 90% Spirulina (1,69 e 1,72 g L,
respectivamente). Desta forma, destaca-se a importancia em estudar quais relagdes sao
benéficas entre os consorcios microalgais, para que ndo ocorram efeitos negativos no
crescimento dos micro-organismos que venham afetar a eficiéncia dos processos de
biorremediagao.

O efeito do glifosato em consorcios de microalgas/microalgas nao foi bem elucidado
até o momento. No entanto, respostas do glifosato no crescimento de microalgas em culturas
axénicas foram avaliados em estudos anteriores. Spirulina spp. foi cultivada com 20 mM do
herbicida e ndo houve inibi¢do do crescimento da microalga. Esta microalga apresentou
capacidade em utilizar o glifosato como tnica fonte de fosforo no cultivo, dessa forma, o fosfato
inorganico foi substituido pelo glifosato. Uma fase de laténcia prolongada foi identificada
nesses ensaios, seguido por aumento da biomassa (LIPOK et al., 2007). Synechocystis PCC
6803 e Anabaena variabilis ATCC 29413 em cultivos axénicos demonstraram tolerancia ao
acido livre do glifosato em concentracdes de at¢ 20 mM (POWELL; KERBY; ROWELL,
1991). As diatomaceas, Pseudo-niszchia mannii e Chaetoceros decipiens, cultivadas em
monocultura e consorcio foram analisadas em relagdo a mistura dos herbicidas alachlor, diuron,

des-isopropil-atrazina e simazina, em 1 pg L™! de cada herbicida por 9 d. As descobertas da
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pesquisa indicaram que a toxicidade dos herbicidas pode ser intensificada devido a interagdes
entre diferentes espécies em ecossistemas naturais, resultando em diversas respostas
fisioldgicas e de crescimento. C. decipiens, por exemplo, apresentou maior sensibilidade aos
agrotoxicos quando cultivada em consorcio (SAHRAOUI et al., 2022). Para S. nidulans LEB
115 e S. obliguus LEB 117 cultivadas em monocultura nao foi verificada redu¢ao na Ppiomassa ©
Xmax em até 12 mg L' de glifosato, demonstrando o potencial destas microalgas ao serem
utilizados na biodegradacdo do herbicida (Artigo II, p. 104).

Além dos parametros de crescimento, comumente utilizados para verificagdo dos
efeitos toxicos de compostos como agrotoxicos em microalgas, a auséncia de efeito toxico do
glifosato foi verificada pela baixa variagdo dos valores da atividade fotossintética determinados
ao longo dos cultivos. Esse parametro ¢ uma forma ndo invasiva de medir a atividade do
fotossistema II (PSII), que ¢ responsdvel por avaliar o estado fisiologico das microalgas
(NORDIO et al., 2023). A diminui¢cao nos valores de Fv/Fm ocorre devido a reducdo da
atividade do PSII, que é causada por condi¢des desfavoraveis de crescimento (RANGLOVA et
al., 2019).

Os resultados deste estudo demonstram baixa variagdo Fv/Fm para todos os
experimentos nos 15 d de cultivo (TABELA 1). Também nao foram observadas diferengas entre
os cultivos em culturas axénicas com ou sem adicdo de glifosato. Resultados obtidos por
Sahraoui et al. (2022) também demonstraram integridade do fotossintema II a partir de medidas
de Fv/Fm nas condigdes experimentais de monocultivo e co-cultivo de Pseudo-niszchia mannii
e Chaetoceros decipiens, quando expostas a uma mistura dos herbicidas alachlor, diuron, des-
isopropil-atrazina e simazina, em concentracdo total de 4,6 ug L'

No entanto, alguns pesquisadores indicam que a avaliagdo do Fv/Fm para detectar
efeitos toxicos de herbicidas pode ndo ser o melhor pardmetro, uma vez que a sensibilidade ¢
baixa (KARGAR et al., 2019; SAHRAOQOUI et al., 2022). As diferengas no comportamento de
Fv/Fm em microalgas foram observadas em outros estudos. Valores entre 0,6 e 0,7 para
microalgas sao considerados em condigdes de cultivos adequadas. Ja para cianobactérias sdao
encontrados valores inferiores, de 0,31 e 0,38, para Nostoc, Cylindrospermum e Synechocystis
(NORDIO et al., 2023).

A diferenca nos valores de Fv/Fm em cianobactérias e microalgas ocorre
principalmente porque nas cianobactérias, os principais complexos de captacao de luz sao
ficobilissomos, enquanto nas microalgas sdo clorofila a e b. Além disso, as cianobactérias
possuem maior propor¢ao de PSI do que PSII do que células eucarioticas. O Fv est4 relacionado

aos complexos do PSII, enquanto Fm pode estar relacionado ao PSII, ficobiliproteinas e
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possivelmente ao complexo PSI (LAN et al., 2015). A razdo Fv/Fm refere-se ao rendimento
quantico maximo da fotoquimica do PSII. Estes resultados confirmam a auséncia de efeitos
negativos devido a adi¢do de glifosato em 4 mg L™!, colaborando com os resultados obtidos nos
parametros cinéticos de ambas microalgas.

Além disso, o pH dos cultivos permaneceu na faixa de 8,8 e 11,1, ndo demonstrando
influéncia da adi¢ao do glifosato em relagdo aos ensaios controle, no qual ndo houve adi¢ao do
herbicida. Esta variacdo de pH ocorre naturalmente no meio contendo microalgas, sendo
resultado do crescimento celular. Em outro estudo com S. nidulans LEB 115, a varia¢dao do pH
foi de 8,9 a 11,0, estando proxima da faixa de pH 10, do meio no qual a microalga foi isolada

(FANKA et al., 2022).

3.2 BIODEGRADACAO DE GLIFOSATO A PARTIR DE CULTURAS AXENICAS OU EM
CONSORCIOS MICROALGAIS

A degradagao de glifosato no ambiente envolve vias bidticas e abioticas, entre elas,
fotodegradacao, degradagdo quimica e biodegradagao por micro-organismos (MEFTAUL et al.,
2020). A volatilizacdo ¢ considerada insignificante, devido a baixa pressao de vapor do
herbicida. A degradagdo causada por fatores abidticos neste estudo, para o experimento controle
em condicao estéril foi 4%, conforme observado na FIGURA 2a.

As microalgas foram responséaveis por reduzir a concentragdo de glifosato, tanto nos
cultivos axénicos de S. nidulans LEB 115 e S. obliguus LEB 117, quanto nos consorcios
envolvendo as duas microalgas. Todos os ensaios realizados apresentaram remogao
significativamente superior de glifosato quando comparados ao controle (p<0,05). As remogdes
maximas foram de 28 e 29%, para culturas axénicas de S. nidulans LEB 115 e S. obliquus LEB
117, respectivamente. Outras microalgas/cianobactérias quando cultivadas em meio contento
glifosato também demonstraram redugao do herbicida. Microcystis aeruginosa removeu 20,7%
em meio BG-11 contendo 1,2 mg L™! de glifosato (WANG; JIANG; SHENG, 2021). Borella et
al. (2023) demonstraram relagdes benéficas do uso de consoércios microalga-bactéria para o
crescimento de Chlorella protothecoides exposta a altas concentracdes de glifosato (50 mg L™1).
Além disso, este sistema foi capaz de remover 53,7% do herbicida, sem producao de AMPA.
Contudo, embora os consorcios oferecam uma possibilidade de cultivo, principalmente porque
diferentes microalgas possuem diferentes requerimentos nutricionais, neste estudo, ndo foi

observado aumento da remogao do herbicida nestas condigoes.
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FIGURA 2- BIODEGRADAGAO DE GLIFOSATO (A) E PRODUGAO DE AMPA (B) PARA OS
CULTIVOS EM CONDICOES AXENICAS E EM CONSORCIOS
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Valores sdo apresentados em média + desvio padrdo. Sy refere-se a S. nidulans LEB 115 e Sc refere-se a
S. obliguus LEB 117, ambas cultivadas em diferentes proporgdes, conforme especificagao (%); Controle refere-
se ao ensaio estéril e sem adigdo de microalgas. Letras iguais para o mesmo grafico indicam igualdade estatistica
a um nivel de 95% de confianga (p>0,05).

Um dos fatores importantes nos estudos de biodegradagdo de glifosato ¢ a via de
degradacao pela qual os micro-organismos vao metabolizar o herbicida. Até o momento foram
identificadas duas principais rotas, a mais comum resulta na producao de AMPA a partir da
clivagem da ligacao carbono-nitrogénio (C-N). A segunda via e menos comum ¢ a clivagem da
ligagdo carbono-fosforo (C-P), resultando em sarcosina. Na biodegradagcdo de glifosato, a
principal enzima na degradacdo desta molécula em AMPA e glioxilato ¢ a glifosato
oxidorredutase (GOX), responsavel pela clivagem da ligacdo C-N. A via secundaria de
degradag@o ¢ menos comum entre 0os micro-organismos estudados e ocorre a partir da clivagem
de C-P catalisada pela enzima C-P liase. O resultado desta degrada¢do ¢ a formacdo de
sacorsina, a qual ¢ degradada em glicina e posteriormente a carbono (CHEN et al., 2022; ZHAN
et al., 2018).

A identificag¢do das vias de degradagdo ¢ extremamente importante nos processos de
biorremediacdo, especialmente do glifosato, uma vez que este herbicida apresenta como
principal rota do metabolismo microbiano a producdo de AMPA. Este por sua vez, ¢ conhecido
por possuir toxicidade semelhante ao glifosato, afetando organismos ndo alvo e sendo

considerado uma contaminacao secundaria (OKADA et al., 2020). A literatura indica varios

micro-organismos capazes de metabolizar glifosato e AMPA como fonte de fosforo inorganico,
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entre elas a Spirulina spp. (LIPOK et al., 2007). Ainda assim, a identificacdo de microalgas
com capacidade de metabolizar glifosato pela via sarcosina permanece escassa.

A transformacdo de glifosato em sarcosina foi relacionada negativamente com a
concentra¢do de fosforo inorganico disponivel durante os processos de biorremediacao (LIPOK
et al., 2007; ZHAN et al., 2018). Isso geralmente ocorre porque entre as estratégias de clivagem
da ligacdo carbono-fosforo a acdo de fosfatases ¢ inibida na presencga de fosforo inorganico
(SVIRIDOV et al., 2012). Como o glifosato ¢ um herbicida organofosforado, o fosfato pode ser
utilizado para sustentar o crescimento microbiano, ndo havendo necessidade da utilizacao de
fonte externa de fosforo (BORELLA et al., 2023). No entanto, a maioria das aguas residuais e
solos apresentam composi¢cdo com este nutriente. Desta forma, torna-se importante estudos que
avaliem estes processos em condi¢des mais proximas as condigdes ambientais reais.

Para investigar o mecanismo de remog¢do de glifosato por S. nidulans LEB 115 e
S. obliquus LEB 117, a presenca de AMPA no sobrenadante foi avaliada por LC-MS/MS ao
final dos cultivos. A identificagdo deste composto € importante uma vez que glifosato e AMPA
compartilham de caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, sendo altamente soltiveis em agua
e ndo volateis, além da toxicidade em organismos ndo alvo (OKADA et al., 2020). Os resultados
apresentados na FIGURA 2b mostram que maiores concentracdes deste composto foram
obtidas por S. nidulans LEB 115, no cultivo axénico ou em condi¢des em que esta microalga ¢
utilizada em maiores proporcdes nos cultivos, 50 ou 75% (Sc-50%+ Sy-50% e Sc-25%+Sy-
75%).

Em estudo anterior foi indicado que alguns micro-organismos como Comamonas
odontotermitis P2 e Bacillus cereus CB4 podem ser degradados pelas enzimas glifosato
oxidorredutase e CP liase, produzindo AMPA e sarcosina como subprodutos da degradacao
(FIRDOUS; IQBAL; ANWAR, 2020). Outro estudo mostrou que Spirulina spp. pode utilizar
glifosato como unica fonte de fosforo. Esta microalga ¢ capaz de remover de 70% de glifosato
em concentracao de 0,4 mM e 1% quando utilizado 10 mM, ambas apds 10 d de cultivo. A
analise de quantificagao dos subprodutos de degradacao, AMPA e sarcosina, mostrou que estes
ndo foram produzidos, sendo sugerido outra via, ndo elucidada (LIPOK et al., 2007). Em outro
estudo utilizando culturas axénicas de Oscillatoria limnetica a capacidade de remocdo de
99,9% foi obtida em meio contendo 20 mg L' de glifosato em 35 d. Neste estudo nio foi
identificada a via de degradacao (SALMAN; ABDUL-ADEL, 2015).



139

3.3 COMPOSICAO BIOQUIMICA

Alteragdes na intensidade de luz, fotoperiodo, tempo de cultivo e adigdo de estresse
celular por compostos quimicos como agrotdoxicos podem causar variagdes na composi¢cao
bioquimica das microalgas. Estes parametros sao muito utilizados quando se objetiva o acimulo
de biomoléculas como carboidratos e lipidios para a producao de biocombustiveis. Neste
contexto, dependendo da concentragdo de glifosato adicionada a sintese destes produtos pode
ser favorecida (JAISWAL et al., 2020).

No entanto, neste estudo a sintese de carboidratos e lipidios ndo foi influenciada pela
adicdo de glifosato. Em 4 mg L™! de glifosato, as linhagens estudadas nio demonstraram sofrer
influéncia direta de estresse celular no crescimento e atividade fotossintética. Desta forma, o
glifosato pode ter sido utilizado como fonte de nutrientes (C, N e P) para o crescimento das
células.

Os maiores teores de carboidratos foram identificados para os cultivos com S. obliquus
LEB 117, com ou sem adi¢cdo de glifosato em 4 mg L', sendo 41,2+<0,1 e 43,4+2,7%,
respectivamente (FIGURA 3). J4 as menores concentracdes desta biomolécula foram
identificadas nos cultivos com maiores proporg¢des de S. nidulans LEB 115, atingindo 15,1+0,3
e 18,2+1,9%, para as condi¢des Sy-C e Sy-100%, respectivamente. Estes resultados foram
inferiores aos encontrados por Fanka et al. (2022) em cultivo outdoor utilizando raceways.
Estes pesquisadores encontraram concentragdo de 23,3% de carboidratos e 14,4% de lipidios
para S. nidulans LEB 115 cultivada em meio BG-11.

Maiores contetidos de carboidratos eram esperados para Scenedesmus uma vez que em
condi¢des normais de crescimento esta microalga apresenta maior acumulo deste composto em
relacdo a Synechococcus. Em estudo anterior utilizando cultivo autotréfico, Cruz, Rosa e Costa
(2023) encontraram concentragdes de 11,242,6 e 11,0+1,7% para lipidios e carboidratos em
S. nidulans LEB 115 e 19,6£1,7 e 17,9+1,8% para S. obliquus LEB 117, respectivamente. As
diferentes condi¢des impostas aos cultivos, como modo de aeracdo, volume do cultivo,
intensidade de luz, justificam as diferengas na obten¢ao das biomoléculas em comparagdo ao

presente estudo.
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FIGURA 3- COMPOSICAO BIOQUIMICA DOS CULTIVOS EM CONDICOES AXENICAS E EM
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igualdade estatistica a um nivel de 95% de confianga (p>0,05).

Em relacdo ao conteudo de lipidios, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os diferentes cultivos. Valores maximos desta biomolécula foram encontrados nas
culturas axénicas de S. obliquus LEB 117, com ou sem adi¢ao de glifosato, chegando a 21,0+3,3
e 20,0+0,6%. Estes valores condizem com os encontrados por Cruz, Rosa e Costa (2023),
utilizando a mesma microalga (19,6+1,7%).

Dessa forma, a valorizacdo da biomassa microalgal ap6és o cultivo em meio
contaminado ndo apenas contribui para a descontaminacdo ambiental, mas também oferece
oportunidades econdmicas e industriais significativas, impulsionando o desenvolvimento
sustentavel. A biomassa microalgal resultante dos processos de biorremediagdo foi citada na
literatura como matéria-prima que pode ser aproveitada para a produgdo de diversos produtos
como biocombustiveis e biofertilizantes (REMPEL et al., 2021), além da digestao anaerdbia

visando a producdo de biometano, conforme indicado em estudo de Avila et al. (2021).

4 CONCLUSAO

O estudo revelou respostas distintas no cultivo de microalgas em consorcio. Efeito

sinérgico foi observado nos parametros cinéticos ao utilizar S. nidulans LEB 115 na propor¢ao
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Sy75%-Sc25%. No entanto, verificou-se efeitos antagbnicos nos consorcios envolvendo
S. obliguus LEB 117 na presenca de S. nidulans LEB 115 em concentracdes de 25, 50 e 75%.
Ambas as microalgas demonstraram tolerancia a concentragdo de glifosato adicionado ao meio,
o que foi confirmado pela estabilidade das atividades fotossintéticas durante os cultivos. Apesar
disso, a utilizacdo dos consércios ndo resultou em efeito positivo nos processos de
biodegradacdo. No entanto, foi observado diferengas entre os cultivos em relacido a produgao
de AMPA. A biodegradacao de glifosato por S. obliquus LEB 117 apresentou baixa produ¢do
deste metabdlito, o que a torna de maior importancia nos processos de biodegradacao, por nao
gerar poluentes secundarios. Além disso, estd microalga quando cultivada em cultura axénica
demonstra potencial para ser utilizada na produ¢ao de biocombustiveis, uma vez que apresentou

elevados teores de carboidratos (41,2%) e lipidios (21,0%).
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5 CONCLUSOES GERAIS

A pesquisa desenvolvida demonstrou a possibilidade de desenvolver técnicas
sustentaveis para o tratamento de glifosato presente em matrizes aquosas. Neste contexto, foi
demonstrado o desenvolvimento de um adsorvente magnético utilizando residuos provenientes
do beneficiamento do agai e processos de biorremediacdo a partir de microalgas. Através dos
processos de adsorcao de glifosato em biochar com Fe verificou-se que estes sdo dependentes
do pH utilizado na solugdo, da concentragdo de adsorvente ¢ do adsorvato, bem como da
temperatura ¢ tempo utilizados nos processos. A capacidade maxima de adsor¢do foi de
96 mg g !, utilizando pH 4,0, temperatura de 25 °C e 220 g L™! de glifosato. O equilibrio foi
atingido em até 45 min. O processo foi exotérmico e melhor ajustado ao modelo de Langmuir
(R*=0,997), indicando adsor¢do em monocamadas.

Os processos de biorremediacdo com microalgas também demonstraram ser
promissores para o tratamento de glifosato. As microalgas utilizadas demonstraram resisténcia
frente as concentragdes de glifosato estudadas. A producdao de AMPA foi verificada em menor
quantidade para a microalga S. obliqguus LEB 117, indicando que o glifosato pode ter sido
biodegradado pela via da sarcosina. Em relacdo aos consorcios microalgais, o estudo revelou
respostas distintas, sendo observado efeito sinérgico nos parametros cinéticos ao utilizar
S. nidulans LEB 115 na propor¢do Sc25%- Sy75%, e efeitos antagonicos nos consorcios
envolvendo S. obliguus LEB 117 com adicdo de S. nidulans LEB 115 em proporcdes de 25, 50
e 75%. A utilizacdo dos consércios ndo resultou em efeito positivo nos processos de
biodegradacdao. Dessa forma, S. obliguus LEB 117 quando cultivada em cultura axénica
demonstra potencial para ser utilizada na biorremediacdo de glifosato com possibilidade de
produgdo de biocombustiveis, uma vez que apresentou elevados teores de carboidratos (41,2%)
e lipidios (21%).

Pode-se concluir que o adsorvente magnético produzido a partir do caroco de agai
demonstra potencial para aplicacao na adsor¢ao de glifosato em meios aquosos, apresentando
boa reciclabilidade e aplicacdo em amplas faixas ambientais de pH e temperaturas. Além disso,
o cultivo de microalgas em meio contendo agrotdxicos pode ser utilizado visando o tratamento
de poluentes e aplicagdao na producao de compostos de interesse, como biocombustiveis. Essas
tecnologias oferecem a possibilidade de criagdo de sistemas sustentaveis para o tratamento de

glifosato em sistemas aquosos, utilizando processos fisicos, quimicos e biologicos.
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6 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Durante o periodo da pesquisa, os residuos gerados incluiram principalmente dguas
residuais contendo glifosato e solventes utilizados em analise da composicao bioquimica das
microalgas. Esses residuos foram devidamente identificados e armazenados conforme as
regulamentacdes do Laboratdrio de Engenharia Bioquimica e da Universidade Federal do Rio

Grande, garantindo seu correto descarte.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)
b)

©)

d)

Avaliar o efeito do biochar magnético na presenga de aguas residuais reais;
Realizar experimentos de biodegradagdo de glifosato sem fonte de fosforo
inorganico e avaliar a produ¢cdo de AMPA pelas microalgas;

Verificar a formacdo de sarcosina como via de degradacdo de S. obliquus LEB
117;

Avaliar o efeito conjunto de biochar e microalgas em sistemas imobilizados para

remocao de glifosato em matrizes aquosas.
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