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Resumo

As microalgas vém despertando interesse no meio académico e industrial, uma vez que
apresentam elevado potencial biolégico. A filtracdo e a coagulacdo sdo os métodos de
concentracdo de biomassa que apresentam menor consumo energético. Como uma tecnologia
emergente, a osmose direta tem mostrado grandes avancos e atraido crescente interesse na
geragdo de energia, processamento de alimentos, entre outros. Dentro deste contexto, o
objetivo deste trabalho é buscar alternativas de colheita de microalgas para a extragdo de
carotenoides e lipideos que associem baixo consumo energético, biodegradabilidade e
garantia de integridade das células algais. Na primeira etapa foi realizada a pré-concentracdo
da biomassa por coagulacdo, onde se analisou a eficiéncia de seis biopolimeros catiénicos
diferentes: quitosana, nano-quitosana, trés espécies de tanino e amido de batata. O amido
catiénico, apesar de apresentar um grau de substituicdo de 0,00167, foi considerado ineficaz.
Para a quitosana, as melhores condicées foram: dosagem de 30 mg L™, pH 7,5, tempo de
40 min de mistura e velocidade de 30 rpm. Para a nano-quitosana, dosagem de 20 mg L™,
pH 8,0, tempo de 20 min de mistura, velocidade de 30 rpm e tempo de sedimentagdo de
5min. O extrato de tanino puro foi considerado ineficaz. Para o tanino cationico, foi
considerada ideal a dosagem de 110 mg L™, ndo sendo necessério o ajuste de pH, tempo de
5min de mistura e velocidade de 30 rpm. E o tanino sulfitado com uma dosagem de
80 mg L™, sem necessidade de ajuste de pH, 5min de mistura, velocidade de 30 rpm e
sedimentacdo de 60 min. Na segunda etapa foi avaliada a filtracdo por osmose direta. A
avaliacdo dos fluxos obtidos antes e apds os experimentos de filtracdo mostrou que 0s
mesmos nédo causaram modificagdes na membrana e a ocorréncia de fouling ndo interferiu no
processo. A quitosana obteve um aumento de fluxo de aproximadamente 2,8 X, 0 tanino
catidnico de 1,35 x e o tanino sulfitado de 1,31 x. A nano-quitosana ndo apresentou aumento
de fluxo. O processo combinado ndo apresentou alteraces no teor de carotenoides totais nem
no teor de lipideos totais. As pré-concentracfes com nano-quitosana e com tanino catiénico
mostraram maior reducao na energia de ligacdo, apresentando assim menor energia necessaria

para secagem nas etapas subsequentes.



Abstract

Microalgae have attracted interest in academic community and industry, since they have great
biological potential. Filtration and coagulation are the methods of biomass concentration that
have the lowest energy consumption. As an emerging technology, forward osmosis has shown
great progress and attracted growing interest in power generation, food processing, among
others. Within this context, the main objective of this work is to seek alternatives for
microalgae harvesting to carotenoid and lipids extraction that combine low energy
consumption, biodegradability and integrity assurance of algal cells. In the first step, pre-
concentration of biomass was performed by coagulation, where the effectiveness of six
different cationic biopolymers was analyzed: chitosan, nano-chitosan, three species of tannin
and potato starch. The cationic starch, despite having a degree of substitution of 0.00167 was
considered ineffective. For chitosan, the best conditions were: dosage of 30 mg L™, pH 7.5,
mixing time of 40 min and stirrer speed of 30 rpm. For nano-chitosan, dosage of 20 mg L™,
pH 8.0, mixing time of 20 min, stirrer speed of 30 rpm and sedimentation time of 5 min. The
extract of pure tannin was deemed ineffective. For cationic tannin, the dosage of 110 mg L™
was considered ideal, pH adjustment is not necessary, mixing time of 5 min and stirrer speed
of 30 rpm. And for sulfited tannin, dosage of 80 mg L™, without pH adjustment, mixing time
of 20 min, stirrer speed of 30 rpm and sedimentation time of 60 min. The evaluation of flows
before and after the filtration tests showed that they didn’t cause changes in membrane and
the occurrence of fouling didn’t interfere in the process. Chitosan obtained an increase of
approximately 2.8 x, cationic tannin of 1.35 x and sulfited tannin of 1.31 x. Nano-chitosan
didn’t show flow increase. The combined process showed no changes in carotenoid and lipid
content. The pre-concentration with nano-chitosan e cationic tannin showed greater reduction

in binding energy, thus presenting less energy for drying in subsequent steps.
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Capitulo 1

Introducao

Devido ao elevado potencial biolégico, as microalgas vém despertando interesse no
meio académico e industrial. Estudos envolvendo estes micro-organismos simples, que
apresentam caracteristicas morfologicas, bioquimicas e nutricionais extremamente
diversificadas, vém aumentando de forma expressiva. Esse incremento deve-se ao fato de que
estes micro-organismos podem ser utilizados como matéria-prima para uma variedade de
bioprodutos, como biogas, bioetanol e biobutanol. Podem, também, ser aproveitados como
fonte nutricional complementar na alimentacdo humana e animal por conterem lipideos,
proteinas e carboidratos. Outros, por sua vez, possuem pigmentos fotossintetizantes
denominados carotenoides (sendo o0 mais conhecido o B-caroteno). Essa gama de aplicacdes,
juntamente com altas taxas de crescimento, mesmo em agua salobra, faz com que a microalga

seja uma excelente matéria-prima para a producdo de bioprodutos sustentaveis.

Um dos principais obstaculos no processamento de microalgas é a etapa de colheita.
Esta envolve a separacdo da biomassa do meio de cultura e contribui com cerca de 20-30 %
do custo total de producdo. E especialmente critica quando o produto de interesse possui
baixo valor agregado. Os desafios sdo decorrentes do pequeno tamanho das células e sua
baixa concentracdo no meio de cultura (0,5gL*a 2gL™). A diversidade de bioprodutos
derivados de microalgas sugere que o método de colheita deva ser escolhido em funcéo do

valor final e sem ter qualquer efeito indesejavel sobre o bioproduto ou biomassa.

As técnicas mais empregadas na colheita de microalgas e de recuperacdo da biomassa
incluem a centrifugacdo, a filtracdo e a coagulacdo/floculacdo. A centrifugagdo apresenta
eficacia e rapidez, porém possui elevado consumo energético e o processo pode danificar as
células algais. A filtracdo e a coagulacdo/floculacdo sdo os metodos que apresentam menor
consumo energético. A pré-concentracdo antes da desidratacdo final, por centrifugacdo ou
filtracdo, pode reduzir as necessidades de energia em processos posteriores de secagem. Essa

etapa de pré-concentracdo pode ser realizada por diversos processos. Destacam-se a adi¢ao de
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biopolimeros cati6nicos, tais como a quitosana, amido catinico e tanino. Ambos os métodos

sdo alternativas sustentaveis, pois alem de ndo contaminar a biomassa, séo biodegradaveis.

Devido ao pequeno tamanho das células algais, a filtracdo pode ser conduzida por
membranas. A area de membranas separadoras se desdobra hoje numa multiplicidade de
aplicacdes e requer abordagem multidisciplinar (envolve engenheiros, fisicos, quimicos,
bioquimicos e cientistas de materiais, entre outros). Destacam-se 0s processos de
microfiltragdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo, dialise, eletrodialise, permeacdo de gases,

pervaporagdo, osmose inversa e osmose direta.

Como uma tecnologia emergente, a osmose direta (OD) tem mostrado grandes
avancos e atraido crescente interesse no tratamento de efluentes, dessalinizacdo de agua do
mar, geracdo de energia, processamento de alimentos, enriquecimento de produtos médicos,
entre outros. A OD oferece diversas vantagens, como menor consumo energético, menor
tendéncia e remocao facilitada do fouling e maiores recuperacdes em relagcdo a processos onde
a forca motriz é o gradiente de potencial quimico expresso por diferenca de pressdo, como a

osmose inversa (Ol), nanofiltracdo (NF) e ultrafiltracdo (UF).

Busca-se alternativas de colheita de microalgas para a extracdo de carotenoides e
lipideos que associem baixo consumo energético, biodegradabilidade e garantia de integridade
das células algais. O objetivo geral deste trabalho é avaliar o processo combinado de
coagulacdo/floculacdo e osmose direta na colheita de Chlorela sp. Os objetivos especificos
sdo: verificar a eficacia dos coagulantes sintetizados, definir os mecanismos de coagulacdo na
etapa de pré-concentracdo, estabelecer as melhores condi¢bes de operacdo dos coagulantes,
avaliar o efeito dos coagulantes e do processo combinado no teor de carotenoides e lipideos
totais, caracterizar os coagulantes e a membrana de osmose direta, investigar a ocorréncia de
fouling e modificacBes na membrana de osmose direta na etapa de filtragdo de biomassa algal

e analisar a umidade e forca de ligacdo da biomassa final.

Na primeira etapa deste trabalho foi realizada a pré-concentracdo da biomassa por
coagulacdo, onde se analisou a eficiéncia de seis biopolimeros catidnicos diferentes:
quitosana, nano-quitosana, trés espécies de tanino e amido de batata. Para isso, definiram-se
as condi¢Oes 6timas de cada biopolimero e avaliou-se a recuperacdo obtida para cada um. Em
seguida foi utilizado o processo de osmose direta para a filtracdo de biomassa. A biomassa foi

entdo liofilizada e o teor de carotenoides e lipideos foi avaliado. Tanto a biomassa algal in
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natura como as pré-concentradas pelos biopolimeros e concentradas por osmose direta foram
avaliadas em relacdo aos seguintes parametros: concentragdo, recuperagdo, teor de

carotenoides, teor de lipideos, viabilidade celular e agua ligada.

No Capitulo 2 esta apresentada uma revisao da literatura abrangendo a importancia das
microalgas, bem como informacdes referentes ao seu cultivo e colheita. Dados relacionados
aos biopolimeros utilizados séo apresentados. Os fundamentos tedricos dos processos de
separagdo com membranas, incluindo maiores detalhes sobre a osmose direta, além da
aplicacdo desta tecnologia com micro-organismos, também estdo contidos neste capitulo. No
Capitulo 3, apresenta-se a metodologia adotada, as analises realizadas e os equipamentos e
reagentes utilizados no desenvolvimento experimental do trabalho. No Capitulo 4 estdo
apresentados e discutidos os resultados obtidos na parte experimental de pré-concentracdo da
biomassa e colheita das microalgas pelo processo de OD e a avaliagdo do teor de carotenoides
e lipideos. E, finalmente, no Capitulo 5, estdo expostas as conclus@es, de acordo com 0s

resultados obtidos na parte experimental, além de algumas sugestfes para trabalhos futuros.



Capitulo 2

Fundamentacéo Teorica e Revisdo Bibliografica

O presente capitulo tem por premissa basica expor a relevancia das microalgas, bem
como informagdes pertinentes ao cultivo e colheita, baseados na revisdo de literatura.
Particularidades relacionadas aos biopolimeros também sdo contempladas. E, por fim, séo
evidenciados fundamentos tedricos que tangem a separagdo com membranas, osmose direta e

a aplicacédo desta tecnologia com micro-organismos.
2.1 Microalgas

Microalgas consistem em uma ampla gama de organismos eucariéticos ubiquos que
crescem através da fotossintese como as plantas terrestres; sdo reconhecidas como uma das
mais antigas formas de vida. Na natureza, a principal importancia refere-se a elevada
participacdo no balangco global da fotossintese, pois contribuem com grande parcela na
producdo primaria do planeta. Em ambiente marinho, a fotossintese realizada pelas
microalgas que constituem o fitoplancton corresponde a mais de 90 %. Em funcéo disso, sdo
considerados 0s principais produtores primarios marinhos e, portanto, fundamentais para a
estruturacdo de quase todos os ecossistemas costeiros e oceanicos. O termo fitoplancton se
refere ao conjunto de algas microscépicas que vivem em suspensdo na agua (BRENNAN &
OWENDE, 2010; HARUN et al., 2010; LOURENCO, 2006).

2.1.1 Morfologia das microalgas

As microalgas sdo plantas primitivas (thallophytes), ou seja, ndo possuem raizes,
caules e folhas, ndo tendo cobertura estéril em torno das células reprodutivas e possuem
clorofila a como pigmento fotossintetizante primario. As paredes celulares sdo constituidas
por estrutura fibrilar de celulose (como nas plantas terrestres) inserida numa matriz fibrilar
(geralmente hemicelulose). Consistem em espécies dotadas de diversas organelas celulares,
dentre as quais os plastos (BRENNAN & OWENDE, 2010; LOURENCO, 2006).
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Plastos sdo estruturas verdes pardas, alaranjadas ou vermelhas (de acordo com o0s
pigmentos predominantes que apresentam), delimitados por duas, trés ou quatro
membranas. Internamente, os plastos sdo constituidos por camadas de membranas
internas, os tilacoides, em que ocorrem as principais reacfes bioguimicas da
fotossintese, e por uma matriz amorfa, o estroma (LOURENCO, 2006, p. 40).

A Figura 2.1 apresenta uma micrografia eletrénica de um cloroplasto com indicacao

dos componentes estruturais da organela.

a) Membranas
externase - = !
internas <" . . Grana

. -Estroma

Lamelas do %

estroma& £
»

Tilacéide

Granum{ =

Figura 2.1 Micrografia eletrénica de um cloroplasto da folha da poacea Phleum pratense (18.000 x),
com indicacdo dos componentes estruturais da organela (a). A mesma prepara¢do em uma
magnificagcdo maior (52.000 x) (b). Fonte: LOURENCO (2006).

As algas podem ser autotroficas, necessitando apenas de compostos organicos tais
como CO,, sais e fonte de luz como energia para o crescimento (fotossintetizante), ou
heterotréficas, requerem uma fonte externa de compostos organicos, bem como nutrientes
como fonte de energia (ndo fotossintetizante). Algumas algas fotossintéticas sdo mixotréficas,
ou seja, tém tanto a capacidade de realizar fotossintese quanto a de adquirir nutrientes
organicos exdgenos (BRENNAN & OWENDE, 2010).

A estrutura unicelular das microalgas fotossintetizantes facilita a conversdo da energia
solar em energia quimica, pois é simples e apresenta uma grande superficie em relacdo ao
volume, o que garante uma elevada capacidade de absor¢do de nutrientes e maior eficiéncia
na realizacdo da fotossintese. Além disso, as celulas crescem em suspensdo aquosa, na qual ha
um acesso mais efetivo de agua, CO; e outros nutrientes. O desenvolvimento elementar das
microalgas permite que elas se adaptem as condi¢cGes ambientais prevalecentes e prosperem

em longo prazo. Devido a estes fatores, as microalgas sdo capazes de produzir até 30 vezes a
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quantidade de Oleo por unidade de &rea de terra, em comparagdo com as culturas de
oleaginosas terrestres (BRENNAN & OWENDE, 2010; HARUN et al., 2010; KHAN et al.,
2009; LOURENCO, 2006).

2.1.2 Classificagao

Esse grupo de organismos exibe mais diferencas do que semelhancas entre si.
Bidlogos classificam as microalgas em uma variedade de classes, que se distinguem
principalmente pela sua pigmentagdo, ciclo de vida e estrutura celular basica. Os quatro
grupos mais importantes (pelo menos, em termos de abundéncia) sdo as diatomaceas, as algas
verdes, as algas verde-azuladas e as algas douradas; as espécies conhecidas e o habitat de cada
grupo estdo mostrados na Tabela 2.1 (BRENNAN & OWENDE, 2010; KHAN et al., 2009;
LOURENCO, 2006).

Tabela 2.1. Os quatro grupos de algas mais importantes em termos de abundancia.

Posicdo Divisao Espécies conhecidas Habitat
(aprox.)
1 Diatoméceas 100.000 Oceanos, agua
(Bacillariophyceae) doce e salobra

2 Algas verdes 8.000 Agua doce
(Chlorophyta)

3 Algas verde-azuladas 2.000 Diferentes habitats
(Cyanophyta)

4 Algas douradas 1.000 Agua doce

(Chrysophyceae)

Fonte: adaptado de KHAN et al. (2009).

A nomenclatura dos grupos advém da classificacdo utilizada pelo Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB). Por se tratar de um c6digo extenso e que
contempla todos os procedimentos para atribui¢do de nomes a plantas e algas, o entendimento
dos sufixos empregados facilita o entendimento da nomenclatura adotada, conforme exemplos

a sequir.

a) Diviséo (=filo): -phyta. Ex.: divisdo Chlorophyta.

b) Classe: -phyceae. Ex.: classe Chrysophyceae.

¢) Subclasse: -phycidae. Ex.: subclasse Florideophycidae.
d) Ordem: -ales. Ex.: ordem Pavlovales.

e) Subordem: -ineae. Ex.: subordem Chromulineae.

f) Familia: -aceae. Ex.: familia Zygnemataceae.
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g) Subfamilia: -oideae. Ex.: subfamilia Corallinoideae (adaptado de LOURENCO,
2006).

h) Termo sp.: refere-se a subespécie, ou seja, a espécie ndo foi identificada.
Chlorella

A Chlorella € uma microalga unicelular pertencente ao grupo das algas verdes ou
clorofitas, da divisdo Chlorophyta. Pode ser encontrada tanto em &agua doce quanto em
marinha, possuindo grande habilidade de realizar fotossintese. S&o geralmente encontradas
em agua doce de lagoas e valas, em solo ou outros locais umidos, como a superficie de
troncos de arvores e paredes (LOURENCO, 2006; PULZ & GROSS, 2004).

Henderson et al. (2008) relacionaram algumas caracteristicas e propriedades do género

Chlorella sp., de acordo com a Tabela 2.2,

Tabela 2.2. Caracteristicas e propriedades da microalga do género Chlorella sp..
Propriedade

Tamanho médio (um) 3,5
Formato esférico
Massa especifica (kg m™) 1070
Potencial zeta, { (mV) -149a-19,8
Condicbes (pH; dgua de teste) 5,41-7,08; agua de teste sintética

Fonte: adaptado de HENDERSON (2008).

As células dessa microalga sdo muito pequenas (2,0 um a 10,0 um), de formato
esférico, globular ou elipsoidal. Sdo rodeadas por uma fina parede de celulose, na qual se
encontram o cloroplasto e o pirenoide, sendo que em algumas espécies 0 pirenoide nao é
encontrado. Quando seca, sua composicdo € de 20 % de gordura, 45 % de proteina, 20 % de
carboidratos, 10 % de minerais e 5 % de vitaminas. Contudo, o perfil de nutrientes € sujeito a
grandes variacOes entre habitats e procedimentos de colheita. A reproducgéo vegetativa ocorre
através da divisdo celular simples (BEDIRLI, 2009; LOURENCO, 2006; PHUKAN, 2011).

A Chlorella foi descoberta pelos japoneses, tradicionais consumidores de algas, sendo
cultivada pela primeira vez em 1965 e processada em 1975. Apresenta crescimento rapido e
alta tolerancia as condigdes de cultivo, sendo produzida para alimentar organismos aquaticos
e cultivada para extracdo de carotenoides, utilizados como corantes naturais. Esta microalga é
estudada ha mais tempo quanto a producdo em massa para alimentagdo humana, sendo nos

ultimos anos a segunda microalga mais processada a nivel mundial e produzida por mais de
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70 empresas no mundo. Na Tabela 2.3 estdo apresentadas as taxas de producéo global para
diferentes microalgas para 0 ano de 2004 (LOURENCO, 2006; PHUKAN, 2011).

Tabela 2.3. Taxas de producdo em todo o mundo para varias algas.

Alga Producéo (t/ano)
Spirulina 3.000
Chlorella 2.000
Dunaliela 1.200

Nostoc 600
Aphanizomenon 500

Fonte: adaptado de PULZ & GROSS (2004).

2.1.3 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos solUveis em solventes organicos e dotados de coloracao
amarela, laranja, vermelha, marrom ou variagfes dessas cores. Nas algas, sdéo acumulados no
interior dos plastos. A producéo de carotenoides vem se tornando uma das atividades de maior
sucesso em biotecnologia de algas, em decorréncia da demanda por produtos naturais em

substituicdo aos produtos sintetizados, apesar destes possuirem um custo de produgdo menor.

Os carotenoides sdo compostos lipofilicos, que podem ser divididos em dois grupos:
os carotenos e as xantofilas. No primeiro deles, as moléculas sdo dotadas apenas de carbono e
hidrogénio, tal como a-caroteno e fB-caroteno; no segundo, as moléculas, além de carbono e
hidrogénio, apresentam oxigénio em sua estrutura, como a luteina. Mais de 750 carotenoides
sdo encontrados em plantas terrestres, fungos, bactérias e algas, e cerca de 250 em ambiente
marinho. A Figura 2.2 apresenta exemplos da estrutura molecular de alguns carotenoides
encontrados em algas (CHRISTAKI et al., 2012; LOURENCO, 2006).
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Figura 2.2 Exemplos da estrutura molecular de alguns carotenoides encontrados em algas: (a) -
caroteno; (b) luteina; (c) zeaxantina; (d) equinenona; (e) cantaxantina; (f) astaxantina; (g) violaxantina;
(h) fucoxantina; (i) peridinina. Fonte: LOURENGCO (2006).

De acordo com Lourengo (2006), os carotenoides tém duas fungdes principais:
aumentar a captacdo de luz dos fotossistemas (clorofilas b, ¢ e d) e os proteger quando hé luz
em excesso, funcionando como uma espécie de filtro. Desta forma, algumas microalgas sdo
capazes de ativar vias metabdlicas e acumular carotenoides em resposta a altas tensdes de
iluminancia, temperatura, disponibilidade de nitrogénio, e outras mudancgas nas condicgdes

ambientais. A Figura 2.3 apresenta algumas aplicacdes e usos dos carotenoides.

Indistria de
alimentacio Medicina Cosmeéticos
humana e animal
\ t / / o-carateno
teno
T fi-caro
Carotenos —

Usos f’ licop eno
%‘

Carotenoides Naturais

Aplicades Xantofilas :‘ astaxantma

\ fucoxantina
/ J \\ uteina
. Agentes
Pigmentos Antioxidantes Potencializadores anti—in.%lamatdr'u:rs
do sistema

imunolagico

Figura 2.3 Distribuicdo, funcdes bioldgicas e aplicacdes de carotenoides naturais derivados de algas.
Fonte: adaptado de CHRISTAKI (2012).
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Na literatura s&o encontrados diversos estudos referentes a extracdo de carotenoides do
género Chlorella, alguns recentes estdo apresentados a seguir.

Campenini et al. (2013) estudaram a producdo de carotenoides do género Chlorella
protothecoides para producdo de biodiesel, em condicGes de limitagbes na alimentacdo, de
luminosidade e de salinidade. A producdo total de carotenoides foi de 0,8 % w/w (23,3 % de
cantaxantina, 14,7% de equinenona, 7,1% de astaxantina livre e 4,1% de
luteina/zeaxantina), apresentando um teor de lipideos total de 43,3 % em massa.

Cordero et al. (2012) isolaram o gene e-ciclase licopeno da microalga Chlorella
zofingiensis. Este gene esta relacionado a formagdo dos carotenoides a-caroteno e luteina, e
foi encontrado no género estudado. Também foi avaliado o comportamento em condicfes de
alta iluminancia e privacdo de nitrogénio, resultando em um aumento significativo na

acumulacao de carotenoides.

Deenu et al. (2013) otimizaram o processo de extracdo de luteina, principal
carotenoide do género Chlorella vulgaris. A luteina é um componente essencial da
pigmentacdo macular da retina do olho, onde a sua baixa ingestdo gera riscos de degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI) e catarata. Neste estudo concluiram que o método mais

econdmico € a extracdo por ultrassom.
2.1.4 Cultivo

O cultivo de microalgas é praticado ha cerca de 140 anos, sendo que as primeiras
pesquisas sobre o assunto foram marcadas pela descoberta das relagdes das algas com o0 meio
fisico e quimico. Em virtude das microalgas apresentarem elevada sensibilidade, o meio de
cultivo requer a disponibilidade de instalacbes fisicas especiais, bem como uma série de
materiais para viabilizar sua realizacdo, como equipamentos, vidrarias adequadas, d&gua de boa
qualidade, reagentes para a preparagdo de meios de cultura, entre outros. Os meios de cultura
devem proporcionar todos os elementos essenciais ao desenvolvimento dos micro-organismos
cultivados (LOURENCO, 2006). A Figura 2.4 apresenta o perfil de crescimento padrdo de

micro-organismos em meio de cultivo adequado ao seu desenvolvimento.
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Figura 2.4 Representacdo esquematica do perfil de desenvolvimento de micro-organismos exibindo
cinco fases distintas de crescimento: 1. fase de inducdo ao crescimento; 2. fase de crescimento
exponencial; 3. fase de desaceleracdo do crescimento; 4. fase estacionaria; 5. fase de declinio. Fonte:
LOURENCO (2006).

As fases distintas de crescimento das microalgas estédo brevemente descritas a seguir.

1 - Fase de adaptacdo ou de inducéo ao crescimento: também chamada de fase lag,
esta fase ocorre quando as células recém transferidas (indculo) para o meio de cultura
sofrem defasagem para iniciar o crescimento, ou seja, € um periodo de adaptacéo das

células. Normalmente ha aumento de concentracao celular.

2 - Fase de crescimento exponencial ou logaritmico: a taxa de crescimento torna-se
maior e aproximadamente constante por curto periodo de tempo, podendo variar de

acordo com a espécie e as condi¢des de crescimento.

3 - Fase de desaceleracdo do crescimento ou de transicdo: € marcada pelo
decréscimo relativo da taxa de crescimento e pela reducdo das concentracbes dos
nutrientes dissolvidos.

4 - Fase estaciondria de crescimento: o cultivo atinge rendimento final maximo,
expresso como o maior numero possivel de células por mililitro de cultivo para as

condicdes experimentais aplicadas.

5 - Fase de declinio, senescente ou de morte: marcada pela morte e/ou lise de

muitas células, além da presenca de substancias autoinibidoras de crescimento.

Microalgas podem ser cultivadas de diversas formas, dependendo das finalidades da

atividade; podem crescer de forma fotoautotrofica (obtém seus nutrientes a partir da luz),
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mixotrdfica (podem ou ndo produzir seus nutrientes) ou heterotrofica (os nutrientes devem ser
adicionados). O crescimento fotoautotrofico é considerado como o método mais desejavel
para o cultivo de microalgas e pode ser realizado de trés formas distintas: sistema de lagoa
aberta, sistema fechado (fotobiorreator) e sistema hibrido (GIORDIANO et al., 2014).

Sistema de lagoa aberta

Cultivos de algas em sistemas de producdo de lagoa aberta tém sido usados desde
1950. Estes sistemas podem ser classificados em aguas naturais (lagos e lagoas) e artificiais
(lagoas artificiais). A regido em que a lagoa esté situada é um fator critico, pois devido a falta
de controle envolvido em sistemas abertos, o cultivo torna-se uma fungéo do clima local, e
assim a localizacdo contribui significativamente para o sucesso da cultura. O cultivo é
limitado por parametros de crescimento, incluindo a intensidade luminosa, temperatura, pH e
concentracdo de oxigénio dissolvido. Além disso, h&d um grande risco de contaminag&o. Desta
forma, apenas um pequeno numero de espécies de algas se adapta a condicdes tdo variaveis
(BRENNAN & OWENDE, 2010; HARUN, et al., 2010).

Em comparacdo com o sistema fechado ou de fotobiorreator, o sistema de lagoa aberta
¢ um método mais barato para a producdo em grande escala de biomassa algal, além de
apresentar menor consumo energético e facilidade de manutencdo e limpeza. Os custos de
construcdo, operacdo e manutencdo sdo mais baixos, porém apresentam menor controle de
variaveis. No que diz respeito a produtividade de biomassa, sdo menos eficientes, fato que
pode estar relacionado a perdas por evaporacdo, flutuacGes de temperatura, deficiéncias de
CO,, mistura ineficiente e limitacdo de luz (BRENNAN & OWENDE, 2010; HARUN et al.,
2010; KHAN et al., 2009).

Sistema fechado (fotobiorreator)

O sistema fechado é concebido para contornar alguns dos principais problemas
associados aos sistemas de lagoa aberta, pois apresentam um controle rigoroso do processo.
Por exemplo, os riscos de poluigdo e contaminacdo em sistemas de lagoas abertas, na maioria
das vezes, impedem 0 seu uso para a preparacdo de produtos de alto valor agregado. Além
disso, com o sistema fechado é possivel o cultivo de uma Unica espécie de microalga para
duragdes prolongadas, com menor risco de contaminacdo. Ainda, apresentam elevada
produtividade, ocupam uma area consideravelmente menor e os custos de colheita podem ser
significativamente reduzidos (BRENNAN & OWENDE, 2010; KHAN et al., 2009).
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Os fotobiorreatores sdo feitos de materiais transparentes (vidro ou pléstico) para
melhor captacdo luminosa. A geometria € um ponto importante, podendo ser configurado em
plano vertical, horizontal ou inclinado. As principais diferencas entre as configuracdes é que
na forma vertical ha maior transferéncia de massa, menor consumo energético e alta eficiéncia
fotossintética, enquanto que no plano horizontal apresentam maior facilidade de
escalonamento, porém requerem maior area de instalagdo (BRENNAN & OWENDE, 2010;
HARUN et al., 2010).

Sistema hibrido

Um terceiro sistema de cultivo é o denominado sistema hibrido. Esse sistema consiste
em duas etapas de cultivo, que combina duas fases distintas de crescimento: sistema fechado e
sistema de lagoa aberta. A primeira fase consiste em um fotobiorreator, onde as condi¢des sdo
controladas a fim de minimizar a contaminagdo de outros organismos, favorecendo assim a
continua divisdo celular. A segunda fase consiste na exposicdo das células a variacGes
ambientais, 0 que aumenta a sintese do produto desejado. Esta fase é ideal para sistemas de
lagoas abertas, pois as alteracdes ambientais podem ocorrer naturalmente (BRENNAN &
OWENDE, 2010; KHAN et al., 2009).

2.1.5 Colheita

A concentracdo da biomassa de microalgas geralmente exige uma ou mais etapas de
separacéo solido-liquido. E uma das etapas mais importantes e mais dispendiosas do processo
de producdo de biomassa algal, sendo responsavel por 20 % a 30 % dos custos totais de
producdo. Desta forma, a escolha da tecnologia de colheita é crucial do ponto de vista
econdmico e a reducdo dos custos é considerada como um grande desafio para a produgdo em
larga escala (BRENNAN & OWENDE, 2010; BARRUT et al., 2013).

A dificuldade e o alto custo envolvidos no processo deve-se principalmente ao
pequeno tamanho das células (menor do que 20 um), a baixa densidade celular (tipicamente
no intervalo de 0,3 g L™* a5 g L™) e a semelhanca da massa especifica com a da 4gua. Além
disso, as microalgas possuem suas superficies negativamente carregadas, o que dificulta a
sedimentacdo por gravidade (BRENNAN & OWENDE, 2010; BARRUT et al., 2013; KIM et
al., 2013).

Os seguintes pontos devem ser considerados no projeto de uma colheita eficiente:
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1. aescolha da técnica depende das caracteristicas das espécies de microalgas e do tipo

do produto desejado;

2. a combinacdo de diferentes técnicas pode compensar as deficiéncias das técnicas
individuais, e muitas vezes resultam em um efeito sinérgico sobre o processo de

colheita;

3. € necessario o desenvolvimento de um processo que proporcione uma separacao

completa das células do meio de cultura, possibilitando a recuperacdo do mesmo;

4. o efeito da técnica escolhida nos processos subsequentes, tais como a extracdo de

lipideos, carotenoides e conversédo de biodiesel (KIM et al., 2013).

Métodos tais como centrifugacdo, coagulacdo e filtracdo sdo os mais utilizados na
recuperacdo de biomassa algal. Uma técnica adequada de colheita deve ser aplicavel a uma
ampla gama de estirpes de microalgas, obter uma elevada recuperacdo e também apresentar
custo eficaz. Desta forma, é importante compreender diversas tecnologias de cultivo de
microalgas, a fim de maximizar a producdo a baixo custo (HARUN et al., 2010). A seguir as
principais técnicas de colheita serdo apresentadas brevemente, o processo de coagulacéo e 0s
processos de separacdo com membranas serdo apresentados de forma mais detalhada.

Centrifugacao

A centrifugacdo envolve a aplicacdo de aceleracdo centripeta para separar o meio de
cultivo de microalgas em regiGes de maior e de menor densidade. Apds a separacdo, a
biomassa algal pode ser removida por simples drenagem do meio de cultivo. Filtros podem
ser aplicados durante a centrifugacdo com a finalidade de separar o sobrenadante do meio.
Apesar de ser um método bastante utilizado, as forgcas de cisalhamento podem romper as
células, o que pode interferir na integridade destas e na qualidade do produto final (HARUN
etal., 2010).

O processo de centrifugacdo é rapido e de energia intensiva, a recuperacdo da
biomassa depende das caracteristicas de sedimentacdo das células e do tempo de permanéncia
da suspencéo no centrifugador. As desvantagens do método incluem altos custos de energia,
requisitos de manutencdo potencialmente elevados e possibilidade de danos celulares.
Contudo, apresenta eficiéncia superior a 95 %, evita a contaminacdo do meio e €

recomendado para a obtencdo de produtos de alto valor agregado e/ou que devam ser
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rapidamente processados (BRENNAN & OWENDE, 2010; BARRUT et al., 2013; KIM et al.,
2013).

Coagulacao/floculacéo

A coagulacao/floculacdo ¢ um dos métodos que apresentam menor consumo
energético comparado a outros processos de concentragdo de biomassa. Muitas vezes é
utilizado como uma etapa de secagem inicial ou de pré-concentracdo, visando facilitar e
reduzir o consumo energético das etapas seguintes. As microalgas podem ser facilmente
floculadas através da adicdo de coagulantes, tais como metais polivalentes e polieletrélitos. A
colheita de biomassa algal por este método é adequada, uma vez que permite o tratamento de
grandes quantidades de cultura e pode ser aplicado a uma ampla gama de espécies (LEE et al.,
2013; VANDAMME et al., 2012).

As células algais possuem uma superficie carregada negativamente, o que as impede
de se auto agregarem, devido a repulsdo, além de conferir estabilidade em suspensdes
diluidas. A carga da superficie das microalgas pode ser neutralizada e desestabilizada pela
adicdo de coagulantes carregados positivamente, que podem ser tanto organicos quanto
inorganicos (KIM et al., 2013; LEE et al., 2013).

O uso de coagulantes inorganicos, como sulfato de aluminio (alumen) e cloreto
férrico, embora eficaz, requer altas dosagens, resultando na contaminacdo da biomassa. Além
disso, esses coagulantes podem acarretar lise celular e, por questdes ambientais, o efluente do
processo deve receber tratamento, 0 que muitas vezes pode ser oneroso. Estas desvantagens
podem ser contornadas através da utilizacdo de coagulantes organicos, tais como amido
catibnico, quitosana e tanino. Coagulantes organicos apresentam alta recuperacdo aliada a
baixa dosagem e reduzido impacto sobre o meio ambiente, visto que sdo biodegradaveis
(ANTHONY et al., 2013; KIM et al., 2013).

Filtracéo

A filtragdo ¢ um método de concentracdo de biomassa que tem se mostrado 0 mais
competitivo em comparacdo com outras técnicas de colheita. E geralmente mais barato do que
a aplicagdo de centrifugas e apresenta baixo consumo energético. Para a recuperacdo de

células com dimensdes maiores a filtracdo convencional é adequada. Ja para as menores
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(inferior a 30 um), a filtracdo por membranas é uma alternativa tecnicamente viavel (BILAD
etal., 2012; BRENNAN & OWENDE, 2010; HARUN et al., 2010).

A filtracdo através de membranas oferece vantagens como retencdo quase total da
biomassa, baixo consumo energético, operacdo simples e continua, além de facilitar a
reciclagem do meio de cultura, posto que possui a capacidade de remocdo de protozoarios e
virus. A eficiéncia do processo &, contudo, comprometida pela diminuicdo significativa no
fluxo de permeado, acarretado por polarizagéo por concentracdo, por formacgéo de torta e/ou
por obstrucdo dos poros da membrana por microalgas e residuos (fendbmeno denominado
biofouling), e muitas vezes exige uma etapa de pré-concentracdo. Além disso, em funcdo da
dificuldade de trabalhar com culturas de microalgas puras, a formacdo de biofilme pode se
tornar um problema a longo prazo (AHMAD et al., 2012; BILAD et al., 2012; DISCART et
al., 2013; HARUN et al., 2010; KIM et al., 2013).

Entre os varios métodos de filtracdo por membranas, a microfiltracdo (MF) e a
ultrafiltracdo (UF) sdo as formas mais utilizadas para a concentracdo de biomassa algal, por
oferecerem grande produtividade em funcdo do elevado fluxo permeado. No entanto, estes
processos apresentam consumo energetico consideravel e o bombeamento em altas pressdes
pode danificar as células de microalgas, fato que pode levar a perda de produtos de interesse
ou promover a liberacdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS), que sdo

responsaveis pelo fouling (BILAD et al, 2012).

A busca por uma tecnologia de separacdo de algas ideal com alta eficiéncia e baixo
consumo energético é um tema de pesquisa atual. Recentemente, a osmose direta (OD) tem
emergido como uma alternativa promissora. Esse processo é conduzido pelo gradiente de
potencial quimico expresso pela diferenca de concentracdo através de uma membrana densa
semipermeavel que permite a passagem apenas do solvente, e ndo dos solutos, ndo requerendo
assim a aplicacdo de pressdo externa. A transferéncia ocorre até 0 momento em que 0s
potenciais quimicos nos lados da membrana se igualem. Comparado com a MF e a UF,
processos conduzidos pelo gradiente de potencial quimico expresso pela diferenca de presséo,
a OD oferece muitas vantagens, das quais se podem destacar: melhor eficiéncia de separagéo,
gracas a sua camada de topo ndo porosa; ndo consome energia; ndo utiliza pressdo hidraulica;
menor tendéncia ao fouling (LEE et al., 2012; ZOU et al., 2011).



FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA 17

2.1.6 Aplicacgdes

Existem diversas espécies de microalgas, mas apenas algumas estdo sendo cultivadas
comercialmente, principalmente para produtos de alto valor, tais como nutracéuticos e
pigmentos. Os organismos fotossintéticos, que contém clorofila, podem ser usados para fins
alimentares e cosméticos, e na inddstria farmacéutica, para produzir compostos bioativos, tais
como antioxidantes, antibidticos e toxinas. Também podem ser utilizadas como suplementos
nutricionais para 0 consumo humano, em decorréncia de possuirem em sua cCOmposicao
elevados teores de proteinas, vitaminas e polissacarideos. Os géneros Spirulina e Chlorella
possuem certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food and
Drug Administration), o que certifica sua utilizagdo como alimento sem oferecer risco a saude
humana. Algumas espécies contém altos teores de lipideos, matéria-prima de biocombustiveis
(HARUN et al., 2010; SPOLAORE et al., 2006).

Microalgas também possuem um papel importante na mitigacdo de problemas
ambientais emergentes, como a poluicdo das aguas. Esses micro-organismos podem fixar o
dioxido de carbono liberado pelas indUstrias e por veiculos automotores. Algumas espécies
tém a capacidade de fixar nitrogénio e absorver metais pesados e fésforo. A Figura 2.5
apresenta um diagrama esquematico para o desenvolvimento de produtos a partir de
microalgas através da reciclagem de carbono (HARUN et al., 2010; LOURENCO, 2006),
onde é possivel visualizar que as microalgas possuem uma gama de aplicacfes e todos 0s

residuos de processo podem ser reaproveitados.

Extracdo de
dleo

Luz = A4 " | \ -Separador /
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nutricionais, quimicos alimentagdo

animal
Gera;ao de Dlgestao L "
energia anaerdbica

Residuos para fertilizantes

Agua + Nutrientes ‘

o,

Figura 2.5 Diagrama esquematico da biotecnologia de microalgas. Fonte: adaptado de HARUN (2010).

A substancia mais importante no género Chlorella, no &mbito de saude humana, é o B-

1,3-glucano, que atua como imuno estimulador ativo, eliminador de radicais livres e redutor
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de lipideos no sangue. Contudo, varios outros efeitos promotores de saude tém sido apontados
(efichcia sobre Ulceras, feridas e constipagdes gastricas; acdo preventiva contra a
arteriosclerose e hipercolesterolemia; acdo antitumoral). Estima-se que a digestibilidade de
Chlorella em p6 por humanos é proxima a 80 % (LOURENCO, 2006; SPOLAORE et al.,
2006).

Brennan & Owende (2010) ressaltam que a Chlorella também possui valor medicinal,
apresentando protecdo contra faléncia renal e promocdo de crescimento de Lactobacillus
intestinal. Espécies como a Chlorella, Scenedesmus e Spirulina tém aspectos benéficos

incluindo melhorias na resposta imunoldgica, na fertilidade e no controle de peso.

Bedirli et al. (2009) investigaram o efeito de diferentes microalgas (Chlorella sp. e
Spirulina sp.) no combate a ictericia obstrutiva. A complementacdo da dieta com Chlorella
sp. apresentou efeitos protetores significativos na mucosa intestinal, o que diminui a

intensidade da ictericia obstrutiva.

Sanyano et al. (2013) avaliaram a colheita da microalga Chlorella sp. por
autofloculacdo através de ajuste de pH e floculacdo por adicdo de coagulante, para a producao
de biodiesel. O teor de lipideos obtido é adequado a producéo de biodiesel, cujo rendimento
da extragéo total com hexano foi de 6 % e com metanol foi de 20 %. A extracdo com hexano
apresentou elevado teor de triglicerideos (55 %) em comparacdo com a extragdo com metanol
(11 %).

Utomo et al. (2013) cultivaram Chlorella sp. em fotobiorreatores para a extragéo de
luteina. Utilizaram a coagulacdo (coagulantes hidrato de cloro-aluminio (PACI) e quitosana)
para a concentracdo da biomassa e concluiram que a presenca de coagulantes reduz o
rendimento de luteina. A cultura inicial continha 0,00126 mg de luteina por mg de biomassa e
as amostras de cultura coaguladas demonstraram uma faixa de 0,00032 mg a 0,00112 mg de

luteina por mg de biomassa.
2.2 Pré-concentracéo

Em particulas em suspensdo, as propriedades fisicas da agua adjacente a superficie das
particulas diferem da agua livre. Desta forma, essa dgua recebe a denominagdo de “agua
ligada” de uma particula e esta relacionada ao teor de 4gua residual da biomassa desidratada,

que é uma medida da eficacia dos processos de remogdo de &gua. O processo de pré-
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concentracdo das microalgas antes da desidratacdo final, por centrifugacdo ou filtracdo, pode
reduzir as necessidades de energia na etapa de secagem em um décimo em relagdo a colheita
tradicional. Isto é decorrente do efeito de enfraguecimento das liga¢bes dgua-particula que os
coagulantes ocasionam, 0 que resulta na diminuicdo da umidade da torta formada e aumento
do fluxo no estagio de filtracdo (LEE et al., 2012; VANDAMME et al., 2012)

O processo de pré-concentracao foi estudado por Lee et al. (2012), onde foi avaliada a
umidade da torta produzida na filtracdo através de membranas da Chlorella vulgaris pré-
concentrada por coagulante comercial PACI. O fluxo através da membrana aumentava com o
aumento da dose de PACI e, através de testes de calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
foi observado que a torta obtida apds a etapa de pré-concentracdo apresentava menor
umidade. Os autores concluiram que a pré-concentracdo por coagulacdo seguida de filtracéo
por membranas mostrou ser um processo eficaz para a colheita da microalga Chlorella

vulgaris.

Gerde et al. (2014) utilizaram sulfato de aluminio (Al,SO3) e dois amidos cati6nicos
(diferentes graus de substituicdo) para coagular células de trés diferentes espécies de
microalgas. A quantidade de células coaguladas por miligrama de coagulante utilizado foi de
4 a 28 vezes maior para os amidos modificados em relagdo ao sulfato de aluminio e os

coagulos produzidos pelos amidos eram menos propensos a ruptura.

Ahmad et al. (2011) otimizaram o processo de colheita da microalga Chlorella sp. por
coagulacdo utilizando a quitosana como agente coagulante. As melhores condicdes da
coagulacdo com quitosana foram identificados (dosagem, tempo de mistura, velocidade de
mistura e tempo de sedimentacdo). A recuperacdo obtida foi de 99,0 + 0,4 % para 0S
seguintes parametros: concentracéo de quitosana de 10 mg L™, tempo de 20 min de mistura,
velocidade de 150 rpm e tempo de sedimentacdo de 20 min. Os autores observaram que um
aumento na concentracdo de quitosana acarretou reestabilizacdo das microalgas, reduzindo a

eficiéncia do processo.

Na pesquisa realizada por Farid et al. (2013), nano-quitosana e quitosana foram
utilizados como agentes coagulantes na colheita de microalga Nannochloropsis sp., onde os
efeitos do tipo e da dosagem do coagulante e o pH da cultura foram investigados na

recuperacdo da biomassa. A nano-quitosana apresentou melhor recupera¢do em comparagéo
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com a quitosana e a analise de custos do processo mostrou a viabilidade do uso de nano-

quitosana.

A seguir serdo apresentados brevemente alguns aspectos relevantes do processo de
coagulacao/floculacdo, e as caracteristicas dos coagulantes naturais restringindo-se aos que

foram utilizados neste trabalho.
2.2.1 Coagulacao/Floculacao

O processo de coagulacdo tem por finalidade a remocao de substancias coloidais, ou
seja, material s6lido em suspensdo (responsavel pela cor) e/ou dissolvido (responsével pela
turbidez). Os coloides sdo particulas com uma faixa de tamanho de 0,1 nm a 1 nm, que ndo
sedimentam e ndo podem ser removidas por processos de tratamento fisicos convencionais.
Isso é decorrente de propriedades elétricas presentes na sua superficie (camada difusa), que

criam uma forca de repulsdo, impedindo a aglomeracdo e a sedimentacao dessas particulas.

Os agentes coagulantes anulam as forcas de repulsdo entre as particulas coloidais,
fendmeno denominado coagulacdo, sendo este um processo muito rapido, variando desde
décimos de segundo a cerca de minutos, dependendo das caracteristicas do processo, tais

como pH, temperatura, concentracdo, entre outras.

Em sistemas bifasicos (como por exemplo, sélido-liquido) onde existe uma grande
concentracdo de particulas coloidais, umas se aproximam das outras e/ou chocam-se entre si
devido ao movimento continuo e desordenado, conhecido como movimento browniano, o que
permite uma interacdo entre as camadas difusas, fazendo com que ocorra atracdo devido as
forcas de van der Waals (interacdes de dipolos elétricos atdbmicos e moleculares) e repulsédo
devido as forcas eletrostaticas ou da camada difusa. A velocidade de formacdo de flocos

depende do movimento browniano e da agitagdo mecéanica do meio.

Particulas coloidais carregadas negativamente atraem grande quantidade de ions de
carga positiva da solugédo, porém em decorréncia da dimensdo da superficie das particulas,
apenas um ndmero limitado de ions positivos sdo adsorvidos rigidamente, dando origem a
uma camada compacta conhecida como camada de Stern. J& a camada difusa surge quando
ions negativos aproximam-se da camada compacta, atraindo consigo alguns ions positivos que

formam a camada compacta, resultando na atracdo de ions positivos, repulsao eletrostatica de
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ions negativos e difusdo térmica. O conjunto das camadas compacta e difusa resulta na dupla
camada elétrica (DCE) (DI BERNARDO, 1993; DI BERNARDO & DANTAS, 2005).

Mecanismos de coagulagdo

Segundo Di Bernardo & Dantas (2005), os principais mecanismos que atuam na
coagulacdo séo: compressao da camada difusa, adsorcéo e neutralizagéo, varredura e adsor¢ao

e formacéo de pontes.

Compressdo da camada difusa

A introducdo de um eletrélito em um sistema coloidal causara aumento na densidade
de cargas na camada difusa, diminuindo assim a esfera de influéncia das particulas.
Concentraces elevadas de ions (alta forca idnica) acarretam acréscimo do nimero de ions na
camada difusa, que, para se manter eletricamente neutra, necessariamente tem seu volume
reduzido (diminuicdo da espessura), de modo tal que as forcas de van der Waals sejam

dominantes, resultando na estabilizacdo eletrostatica.

Os principais aspectos relacionados a compressdo da camada difusa sdo: 1) a
guantidade de eletrolitos necessarios para conseguir a coagulacdo € praticamente
independente da concentracdo de coloides; 2) ndo é possivel causar a reversdo de carga dos
coloides para quaisquer quantidades de eletrélitos adicionados.

Adsorcio e neutralizacdo

Na desestabilizacdo dos coloides ocorrem interages coagulante-coloide, coagulante-
solvente e coloide-solvente. Existem trés diferencas principais relacionadas com o0s

mecanismos de compressdo da camada difusa e de adsorcdo e neutralizacdo de cargas:
e adesestabilizacdo dos coloides ocorre com dosagens bem inferiores;

e existe uma relacdo estequiométrica entre a concentracdo dos coloides e a quantidade

necessaria de espécies desestabilizantes por adsor¢&o;

e ¢é possivel a reversdo de carga superficial das particulas coloidais através de super

dosagem de espécies adsorviveis.
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Varredura

Dependendo da dose de coagulante adicionado, do pH da mistura e da concentragéo de
alguns tipos de ions, podera ocorrer a formagdo de precipitados. Os flocos obtidos sdo
geralmente maiores e sedimentam mais facilmente do que os obtidos na adsorcdo e

neutralizacéo de cargas.

Adsorcio e formacdo de pontes

Segundo Mendes (1989), o mecanismo de adsorcdo e formacdo de pontes envolve a
utilizacdo de compostos organicos (polimeros) sintéticos ou naturais, 0S quais apresentam
sitios ionizaveis ao longo de sua cadeia, servindo de ponte entre a superficie a qual estdo
aderidos e outras particulas, podendo ser classificados como catiénicos, anidnicos ou
anfoteros. Este comportamento dos polimeros como coagulantes pode ser explicado pela sua
adsorcdo a superficie das particulas coloidais, seguida pela reducdo de carga ou pelo
entrelacamento das particulas na cadeia do polimero. Desta forma, para ocorrer uma ligagédo
eficaz, o comprimento das cadeias de polimeros deve ser suficiente para se prolongar a partir
da superficie de uma particula para outra. Assim, um polimero com cadeia mais longa deve

ser mais eficaz na formacao de pontes (RENAULT et al., 2009).
2.2.2 Coagulantes naturais

Amido catidnico

O amido é um dos polimeros naturais mais abundantes no mundo e, devido a sua
flexibilidade, tem sido explorado para inimeras aplica¢es industriais. Na sua forma bruta, o
amido é uma mistura de dois polimeros, a amilose e a amilopectina. A amilose constitui 20 %
a 40 % em massa de amido e a amilopectina 60 % a 80 %. Na sua forma nativa, € muitas
vezes inadequado para a maioria das aplicacdes e, portanto, precisa ser modificado
quimicamente e/ou fisicamente para melhorar suas propriedades. Varios métodos de
modificacdo tém sido empregados, como a eterificacéo, a esterificagcdo, a oxidacdo, formacao
de ligacGes cruzadas e a copolimerizagdo de enxerto dos grupos hidroxila disponiveis na
glicose anidra do amido, com a finalidade de adicionar grupos funcionais desejados
(ANTONHY & SIMS, 2013; WANG et al., 2013; WElI et al., 2008).

Para a concentracdo de biomassa de microalgas, as por¢des positivas sobre o amido

cationico facilitam a neutralizacdo da carga das algas e a estrutura do polimero permite a
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formagdo de pontes entre as particulas, gerando flocos, o0 que os torna coagulantes eficazes
sobre uma ampla gama de pH. Além disso, ndo sdo toxicos e sao facilmente biodegradados. O
uso de amido catidnico para a colheita de algas pode ajudar a reduzir os impactos negativos
sobre 0s processos a jusante que usam algas como matéria-prima e auxiliar na maior producéo
de bioprodutos, devido a natureza de polissacarideo do amido. A principal desvantagem dos
amidos catiénicos é que convencionalmente sdo preparados em base aquosa ou em solventes
organicos. Como este processo utiliza uma grande quantidade de solvente, resulta na geragédo
de elevado volume de efluente e como consequéncia podem ocorrer danos severos ao meio
ambiente (ANTHONY & SIMS, 2013; YOU et al., 2009).

A cationizagdo é um processo conhecido para a incorporacao de grupos cationicos, tais
como grupos amino, amonio, sulfénio, imina ou fosfébnio com a molécula de amido.
Tradicionalmente, os amidos catiénicos sdo preparados pela reacdo de aménio quaternario na
estrutura do amido, o que proporciona a carga catibnica adequada. Embora eficaz, o uso de
amido catibnico sintetizado a partir de aménio, sulfénio e fosfénio na colheita de microalgas
tem impacto negativo sobre o ambiente e 0s processos consecutivos, incluindo a toxicidade e
propriedades antibacterianas, o que pode inibir etapas como a digestdo anaerdébia ou de
fermentacdo. Além disso, 0s reagentes contendo tais grupos funcionais sdo obtidos a partir de
fontes ndo renovaveis. Para contornar esta situacdo, a utilizacdo de aminas biogénicas é uma
alternativa, devido a sua abundancia e por ser uma fonte renovavel (ANTHONY et al., 2013;
YOU et al., 2009).

As aminas biogénicas, também conhecidas como aminas biologicamente ativas, sdo
substancias de baixa massa molar azotadas de origem bioldgica, produzidas pela
descarboxilacdo microbiana de aminoacidos e formadas durante a fermentacéo (por exemplo,
a maturacdo do queijo e da fermentacdo do vinho) e decomposicdo de proteinas. Elas sdo
encontradas em uma variedade de alimentos, tais como peixes, carnes, queijos, legumes, ou
qualquer produto que contenha proteinas e/ou aminoacidos e sdo indicadores de toxicidade
em alimentos. Incluem histamina, tiramina, cadaverina, putrecina e metabolitos relacionados.
O azoto destas aminas é o grupo cationico que desempenha o papel mais importante em
proporcionar a cationicidade requerida para o amido catiénico (ANTHONY & SIMS, 2013;
MOTARJEMI et al., 2014).
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Quitosana

A quitina é o segundo biopolimero mais abundante do mundo, depois da celulose,
sendo a sua principal fonte o exoesqueleto de crustaceos, como caranguejo e camardo.
Apresenta estrutura cristalina ou amorfa, insollvel em agua, em solventes organicos e em
alguns acidos e bases diluidas. Em &cidos minerais concentrados ocorre degradacdo da sua
cadeia polimérica (RENAULT, 2009).

A quitosana é um polissacarideo linear, composto pelos monémeros N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina, e é produzida pela desacetilacdo da quitina. Nas Figuras 2.6 e
2.7 estdo apresentadas as estruturas quimicas da quitina e da quitosana e dos monémeros N-

acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, respectivamente.
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Figura 2.6 Estrutura quimica da quitina e da quitosana. Fonte: OLIVEIRA JUNIOR (2006).
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Figura 2.7 Estrutura quimica de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina. Fonte: OLIVEIRA
JUNIOR (2006).

A quitosana tem propriedades Unicas entre 0s biopolimeros, especialmente devido a
presenca de grupos amino primarios e ser um composto de interesse comercial devido ao seu
alto teor de nitrogénio. Quitina e quitosana diferem quanto a proporcdo relativa das unidades
monomeéricas e podem ser distinguidas por suas solubilidades em solu¢do aquosa de &cido
acético 1 % (v/v). A quitina possui uma fragdo molar (FA) dos grupos N-acetil-D-glicosamina

de 0,75 e a quitosana possui FA de 0,25. A quitina, contendo um ndmero maior ou igual a



FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA 25

40 % de grupos N-acetil-D-glicosamina (FA > 0.4), é insolUvel e os polimeros soltveis sdo
chamados de quitosana (OLIVEIRA JUNIOR, 2006; RASHID et al., 2013a; RENAULT,
2009).

A quitosana ¢é utilizada em engenharia biomédica, farmacia, odontologia,
oftalmologia, biotecnologia, quimica, cosméticos, téxtil, papel e celulose, enologia, industria
de alimentos, agricultura e fotografia. A quitosana tem sido recomendada para uso como
coagulante, pois ndo é toxica nem corrosiva, € segura de manusear, € biodegradavel e
biocompativel; tem propriedades de adsorcéo e coagulacdo atraentes. Sua elevada densidade
de carga catidnica permite adsorver fortemente as regifes negativas de outras particulas e
desestabiliza-las eficazmente. Este mecanismo pode agir através de ponte de polimero ou
neutralizacdo de cargas (efeitos de correcdo eletrostatica). Apesar das vantagens, no entanto, o
custo ainda é elevado, especialmente quando ha necessidade de altas dosagens. Uma maneira
eficaz de contornar a situacdo € realizar a otimizacdo do processo e minimizar as dosagens
(AHMAD et al., 2011; RASHID et al., 2013a; RENAULT, 2009).

Os principais parametros que influenciam as caracteristicas e as propriedades da
quitosana sdo a massa molar, a solubilidade e o grau de desacetilacdo (GD). A medida do GD
auxilia na definicdo do polimero como quitina ou quitosana. Quando o grau de desacetilacéo
da quitina atinge cerca de 50 %, torna-se soltvel em solucdo aquosa acida e é chamada de
quitosana. Quitosanas comerciais possuem, geralmente, grau de desacetilacdo variando de 66
a 95 % e a escolha depende da aplicacdo (OLIVEIRA JUNIOR, 2006; RENAULT, 2009).

Nano-quitosana

O estudo do uso de nano particulas poliméricas foi estimulado pelo desenvolvimento
de sistemas de controle de drogas, em funcdo da necessidade das empresas farmacéuticas em
desenvolver transportadores de farmacos em organismos animal e humano. As nano particulas
de quitosana, também conhecidas como nano-quitosana, apresentam algumas vantagens, tais
como biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade, seletividade, além de
apresentar capacidade de adsorver metais pesados e atravessar barreiras bioldgicas,
protegendo desta forma macromoléculas como peptideos, proteinas e genes da degradacdo em
meios bioldgicos e controlando a liberagdo destes farmacos (KOCAK et al., 2012; LOPEZ-
LEON et al., 2005).
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O processo difusivo da quitosana durante a coagulagéo exige longos tempos de contato
para que o equilibrio seja atingido, porque devido a baixa porosidade da quitosana, 0 processo
de sorcdo é controlado pela resisténcia a transferéncia de massa. Com a finalidade de reduzir
essa resisténcia, a nano-quitosana é utilizada como coagulante, uma vez que apresenta maior
area de contato superficial (HU et al., 2006; TANG et al., 2007).

O método mais utilizado para a fabricacdo de nano particulas de quitosana baseia-se
no processo de gelificagéo idnica, que consiste na reacdo entre 0s grupos amino da quitosana
carregados positivamente e os contra ions carregados negativamente do tripolifosfato de sodio
(STTP), sendo este considerado um processo simples e rapido (CALVO et al., 1997; HU et
al., 2006). Um desenho esquematico simplificado deste processo estd apresentado na Figura
2.8.
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Figura 2.8 Desenho esquematico da fabrica¢do de nano particulas de quitosana. Fonte: adaptado de
CALVO (1997).

Tanino

Taninos sdo na sua maioria compostos poli fendlicos hidrossollveis, sua massa molar
varia entre 500 a alguns milhares de Daltons. Do ponto de vista quimico, ha trés tipos de
taninos: hidrolisaveis, condensados e os combinados. Estes produtos sdo quimicamente
complexos e normalmente sdo obtidos a partir de metabdlitos secundarios vegetais, tais como

cascas, frutos, folhas, entre outros, sem purificacdo exaustiva, sendo, por isso, dificil saber
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com exatiddo a sua estrutura quimica. Arvores como Schinopsis balansae (Quebracho),
Castanea sativa (Chestnut) ou Acacia mearnsii de Wild (acacia-negra) sdo fontes tradicionais
de tanino (BELTRAN-HEREDIA & SANCHEZ-MARTIN, 2009; BELTRAN-HEREDIA et
al., 2010; GRAHAM et al., 2008).

Tradicionalmente, sua utilizacdo é para o curtimento de peles de animais, mas é
possivel encontrar varios produtos que séo distribuidos como coagulantes, considerados uma
alternativa ambientalmente favoravel. Taninos catiénicos tém despertado interesse no campo
de coagulantes, pois além de apresentarem vantagens ambientais, apresentam facil manuseio e
baixo custo. A cationizacdo de taninos é um procedimento quimico que confere carater
catibnico a matriz do tanino organico, de modo que as suas principais caracteristicas
(solubilidade, estabilidade a diferentes niveis de pH ou atividade quelante de metais pesados)
s&o mantidas (BELTRAN-HEREDIA & SANCHEZ-MARTIN, 2009; BELTRAN-HEREDIA
etal., 2010).

2.3 Processos de separacao com membranas

Os fundamentos teoricos relacionados aos processos de separagdo com membranas
estdo baseados em: Mulder (1996), Habert et al. (2006) e Cheryan (1998).

Os processos de separacdo com membrana sdo caracterizados pelo uso de uma
membrana para realizar uma determinada separa¢do. Os PSM tém sido utilizados nos mais
diferentes setores de atividade na inddstria quimica, na area médica, passando pela

biotecnologia, industria alimenticia e farmacéutica e tratamentos de agua.

O desenvolvimento dos processos de separacdo por membranas e suas aplicacfes
industriais sdo considerados relativamente recentes, principalmente levando-se em conta que
fendmenos envolvendo membranas vém sendo estudados ha cerca de um século. A partir do
inicio da década de 1970, em adic¢do aos processos classicos de separacdo como destilacao,
filtracdo, absorcdo, troca ionica, centrifugacédo, extracdo por solvente, cristalizacdo e outros,
0s PSM surgem como uma nova classe de processos que utilizam membranas sintéticas como
barreira seletiva. As membranas sintéticas surgem como uma tentativa de se imitar as
membranas naturais, em particular quanto as suas caracteristicas Unicas de seletividade e

permeabilidade.
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Definigdo de membrana

A procura de uma defini¢do sucinta, mas compreensiva, para 0 termo membrana é de
extrema dificuldade, devido a imensa e sempre crescente diversidade de membranas
disponiveis, pela grande variedade de mecanismos de obtencdo, devido a multiplicidade de
aplicacdes para as quais elas sdo utilizadas (NOBLE & STERN, 1995). As membranas sdo
consideradas como meios filtrantes aplicados na separacdo de particulas de diferentes
tamanhos, so barreiras seletivas que atuam como uma espécie de filtro, capazes de promover

separac0es eficientes (DIAS, 2006).
Morfologia de membranas

Do ponto de vista morfolégico as membranas podem ser divididas em duas grandes
categorias: densas e porosas. Essa divisao é de acordo com as aplicacGes a que se destinam. A
definicdo da utilizacdo de uma membrana densa ou porosa vai depender de suas
caracteristicas superficiais que estardo em contato com a solucdo a ser permeada. As
membranas sdo consideradas densas quando o transporte dos componentes envolve uma etapa
de dissolucdo e difusdo através do material que constitui a membrana. A membrana é
denominada porosa quando o transporte dos permeantes ocorre preferencialmente em uma

fase fluida continua, que preenche os poros da membrana.

A classificacdo das membranas também deve distinguir o material que constitui as
diferentes regiGes na secdo transversal da membrana, ou seja, o filme superficial denso e a
parte porosa. Sendo o mesmo material a membrana é dita integral, caso contrario denomina-se
composta. Na Figura 2.9, as regides escuras representam a matriz sélida da membrana e as

regibes claras representam espacos livres, ou 0s poros presentes na membrana.

porosa porosa densa
® 9000
L N N NN )
porosa densaintegral densa compdésita

» Py PaSy PaE

Figura 2.9 Classificacdo das membranas quanto a morfologia. (2) membranas simétricas; (b)
membranas assimétricas. Fonte: adaptado de NUNES (2001).

As membranas podem ser classificadas de acordo com sua ultraestrutura bem como

sua microporosidade ou assimetria. Os microporos da membrana podem ser classificados
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como isotrépicos (os poros possuem tamanhos uniformes em toda extensdo da membrana) ou
anisotropicos (onde o tamanho dos poros sofre alteracdo de uma superficie da membrana para

a outra). Tanto as membranas densas como as porosas podem ser isotropicas ou anisotropicas.

As membranas normalmente utilizadas industrialmente apresentam a espessura
basicamente subdivida em trés regides, que sdo: pele filtrante, subcamada e o suporte
macroporoso. A pele filtrante ou camada seletiva é a camada superficial da membrana onde
ocorre a maior resisténcia ao fluxo de massa, também conhecida como toplayer; a subcamada
¢ a camada intermedidria cuja resisténcia vai depender de sua estrutura mais ou menos
fechada e de sua espessura. Normalmente para membranas com caracteristicas morfologicas
semelhantes, quanto maior a espessura da subcamada, maior serd a resisténcia ao fluxo
permeado. O suporte macroporoso tem a funcdo de conferir resisténcia mecénica maior,
oferecendo também uma resisténcia a filtracdo, mas sempre inferior a da subcamada. A pele
filtrante, a subcamada e o0 suporte macroporoso, funcionam como resisténcias decrescentes em

série ao fluxo permeado.

A seletividade de uma membrana para uma mistura € geralmente expressa por dois
parametros: coeficiente de retencdo (R) ou fator de seletividade («). Para solu¢Ges aquosas
diluidas, constituidas por um solvente (na maioria das vezes agua) e um soluto, é mais
conveniente expressar a seletividade em termos da rejeicdo ou retencdo do soluto. O

coeficiente de retencdo (R) é obtido pela Equacéo 2.1.
R=(1-22).100 (2.1)

onde C, é a concentracdo da espécie na alimentacéo e C, € sua concentra¢éo no permeado.

Assim, quando R é igual a zero a concentracdo da espécie em questdo € igual a sua
concentracdo na alimentacdo, ndo havendo nenhuma capacidade seletiva para esta espécie. Se
R € igual a um, a espécie em questdo ndo se encontra no permeado, ou seja, a membrana foi

capaz de rejeita-la completamente.

A seletividade da membrana para as misturas de gases e misturas de liquidos
organicos é normalmente expressa em termos do fator de seletividade (a). No caso de
processos que utilizam membranas densas, a capacidade seletiva da membrana é medida
através do fator de seletividade («) definido pela Equacdo 2.2 ou através do fator de

enriquecimento (fa), Equacéo 2.3.
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an = oo (2.2)
A/B XA/XB .
ﬁA/B = YA/XA (2.3)

onde Yp e Yg sdo as fragdes molares das substancias A e B na corrente de permeado,
respectivamente, e Xa € Xg sdo as fragdes molares das substancias A e B, na corrente de

alimentacéo, respectivamente.

O fator de seletividade, no caso de misturas binarias, é definido através do quociente
entre a relacdo da composicdo dos componentes no permeado e sua relagdo na corrente de
alimentacdo. Ja o fator de enriquecimento é definido pela relacdo entre a concentracdo da

espécie mais permeavel no permeado e na alimentacao.
Forca motriz

Uma molécula ou particula é transportada de uma fase para outra através de uma
membrana devido a uma forca que atua nesta molécula ou particula. Exemplos dessas forcas
podem ser: diferenca de potencial quimico, diferenca de potencial elétrico. Essa forca que
atua no transporte da molécula ou particula é também conhecida como for¢ca motriz. O
potencial quimico por sua vez é uma funcdo da pressdo, da composicdo e da temperatura,
desta forma quando o termo de pressdo predomina sobre os demais diz-se que a for¢ca motriz
do processo € o gradiente de pressao, quando o termo de concentragcdo predomina diz-se que a

forca motriz € o gradiente de concentracdo ou de pressdo parcial.

Em funcdo da morfologia da membrana e do tipo de forca motriz empregada, o
transporte das diferentes espécies através da membrana pode ocorrer tanto pelo mecanismo de
convecgdo, como pelo mecanismo de difusdo, ou através de ambos simultaneamente. A
morfologia da membrana define, também, os principios em que se baseiam sua capacidade

seletiva.
Fluxo permeado

O volume de solucdo que permeia através das membranas pode ser descrito pela Lei
de Darcy, sendo o fluxo através da membrana (J) diretamente proporcional a diferenca de

pressao aplicada (4p) atraves da espessura da membrana (e), como mostrado na Equacéo 2.4:
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J=P= (2.4)

onde a constante de permeabilidade (P) engloba fatores estruturais, tais como a porosidade da
membrana, o didametro de poro e a distribuicdo destes; além disso, esta constante inclui,

também, a viscosidade do liquido que permeia.

O fluxo volumétrico através da membrana pode ser definido como o volume de

permeado que flui através da membrana por unidade de &rea e tempo, conforme Equacéo 2.5:

1 dv
=% (2.9)
onde Jp é o fluxo do permeado (m s™); A, é a 4rea da membrana (m?); dV/dt é a variacdo do

volume de permeado recolhido (m®) com o tempo de permeacéo (s).

O fluxo permeado representa a vazdo (volumétrica, massica ou molar) de permeado
por unidade de area da membrana e é determinado pela forca motriz aplicada e pela
permeabilidade da membrana, muitas vezes sendo proporcionais. Depende das propriedades
da membrana, do produto a ser separado e das condi¢Ges de operagédo, tais como a pressdo
transmembrana, velocidade de escoamento tangencial e fator de concentracdo. Também é
fortemente influenciado pela temperatura da solucdo de alimentacao, pois o fluxo é funcdo da

viscosidade dindmica da solugdo que, por sua vez, é funcdo da temperatura.

Utilizando o modelo das resisténcias, a Lei de Darcy pode ser adaptada para
membranas, sendo esta uma descri¢cdo fenomenoldgica que pode ser utilizada para descrever o

fluxo através da membrana (Jp), conforme Equacéo 2.6:

AP

]p = (2.6)

N URm

onde Jp é o fluxo permeado (m.s™), 4P é a pressdo trasmembrana (Pa), | é a viscosidade
dinamica do fluido (Pa s) e Ry, é a resisténcia da membrana (m™).

Em algumas situacdes, a equacdo de Darcy é simplificada conforme a Eq. 2.7:
Jp = PAP (2.7

onde P representa a permeancia hidraulica (L m? h™ bar™).
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Fator de concentracéo

O fator de concentragdo (FC), também conhecido como fator de concentracdo
volumeétrico (FCV), € uma varidvel limitante do processo porque esta diretamente ligado ao
fluxo permeado, isto é, a medida que a solucdo € concentrada o fluxo permeado diminui. O

FC e definido conforme a Equacéo 2.8:

FC=-2=_2
VR (Vo-VF)

(2.8)

onde Vo € o volume inicial da solucdo (L), Vg é o0 volume retido (L) e Vg é o volume de

permeado (L).

No processo de concentracdo de um dado componente através da membrana a
concentracdo de um soluto durante o processo varia em funcdo tanto da reducdo de volume,

como da retencdo (R) do soluto pela membrana.
Principais processos de separa¢gdo com membranas

Em processos que utilizam membranas porosas a capacidade seletiva esta diretamente
relacionada ao tamanho das espécies presentes e ao tamanho dos poros da membrana. Este € 0
caso de processos como microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e dialise.
No caso de membranas de MF e UF, o fluxo é essencialmente convectivo, uma vez que estas
membranas utilizam como for¢a motriz o gradiente de pressdo através da membrana. J& em
processos gque empregam membranas densas, compostas ou ndo, a capacidade seletiva
depende da afinidade de diferentes espécies com o material da membrana e da difusdo das
mesmas através da camada seletiva, como é o caso da osmose direta (OD), osmose inversa
(Ol), osmose retardada por pressao (PRO), pervaporagédo (PV) e permeacéo de gases (PG). O

fluxo permeado é sempre de natureza difusiva, independente do tipo de forca motriz aplicada.

Na Tabela 2.4 estdo apresentados resumidamente 0s principais processos
caracterizados pela forca motriz e pelo material que permeia as membranas, e algumas

aplicagdes tipicas.
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Tabela 2.4 Principais PSM relacionados pela forga motriz, material que permeia e aplicagdes tipicas.

Forca

Processo Motriz Material que Permeia Aplicacbes
iotinagis  Op(03- Matralomsuperan paers,  ESETI7EG0 b o o
¢ 2 atm) Massa molar > 500k Da (0,01 pm). . C 185, ¢

células; oxigenacdo de sangue.
Ultrafiltracio Ap (1 —  Coloides, Macromoléculas, Massa Fracionamento/concentracdo de proteinas,
¢ 7 atm) molar > 5.000 Da. recuperacdo de pigmentos/6leos.
Nanofiltracio Ap (5—  Moléculas de massa molar. Média Purificacdo de enzimas; biorreatores a
¢ 25atm) 500 Da < MM < 2.000 Da. membrana.
Ap (15—  Todo material solGvel ou em Dessallnlzagag de aguas, c_onc?ntra(;ao de
Osmose Inversa N suco de frutas; desmineralizacéo de
80 atm)  suspensdo. ,
aguas.
Permite a passagem apenas do Desalcoolizacdo de cerveja;
Osmose Direta AC solvente passag P dessalinizacéo de aguas; purificacdo de
aguas; concentracao de sucos.
Osmose FSetardada AC e Ap Permite a passagem apenas do Geragéio de energia elétrica,
por Presséo solvente
Didlise AC Moléculas de massa molar > Hemodidlise; rim artificial; recuperagdo
5.000 Da. de NaOH.
Eletrodialise AE !\{Ia_cromoleculas e compostos ndo Cor)qentrflgao qe solucdes salinas;
ibnicos. purificacdo de aguas.
Permeacdo de . . Recuperacdo de hidrogénio; separacéo
Gases Ap—AC  Gas menos permedvel. CO,/CHy,; fracionamento do ar.
Pervanoracio Pressdo Liquido menos permeavel Desidratagdo de alcoois; eliminacdo de
porag de vapor g P ' VOC da &gua.

Legenda: Ap — gradiente de pressdo; AC — gradiente de concentragdo, AE — gradiente de potencial elétrico e VOC —

compostos organicos volateis.

Fonte: adaptado de Habert el al. (2006).

A seguir sera apresentado com maiores detalhes o processo de osmose direta, que foi

0 PSM utilizado no desenvolvimento deste trabalho.

2.3.1 Osmose direta

A osmose é um fendmeno fisico conhecido ha muitos anos; sua primeira aplicacédo

foi na preservacdo de alimentos em longo prazo, onde os mesmos eram desidratados com sal.
Convencionalmente, a osmose ocorre quando duas solu¢bes com concentracdes diferentes
estdo separadas por uma membrana semipermeavel que permite a passagem apenas do
solvente, e restringe a passagem dos solutos. A transferéncia ocorre até 0 momento em que 0s
potenciais quimicos em ambos os lados da membrana se igualam. Atualmente, este fenbmeno
é aplicado em diversos processos e areas, desde o tratamento de agua até geracdo de energia
(CATH et al., 2006).

A OD ¢ considerada uma tecnologia emergente. As vantagens deste processo em
relacdo aos outros PSM incluem: ndo h& uso de pressdo hidraulica, menor tendéncia ao
fouling, menor consumo de energia para processamento do produto de interesse, possibilidade

de tratar solugdes com maior quantidade de sdlidos suspensos, obtengdo de maior teor de
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solidos soluveis (concentracdo) final, possibilidade de trabalhar em temperaturas mais
proximas da ambiente, separacdo de compostos termolébeis e facilidade de escalonamento
(GE et al., 2013).

O processo de OD utiliza a diferenca de pressao osmotica (Ax) através da membrana
como forca motriz para o transporte de agua atraves da membrana, diferentemente do
processo de Ol que utiliza a diferenga de pressdo hidraulica. O processo resulta na
concentracdo da corrente de alimentacdo e diluicdo de uma corrente altamente concentrada
(solucdo osmatica). O fluxo de solvente, Jw (L m? h™ ou LMH), e do soluto, Js, podem ser

descritos pelas equacdes 2.9 e 2.10, respectivamente:

Jw = Aa(Amt — Ap) (2.9)
—Js = —Bo(Am — Ap) (2.10)

onde J,, é o fluxo de solvente, Js € o fluxo inverso de soluto, ¢ € o coeficiente de reflexdo, A é
o coeficiente de permeabilidade do solvente e B € o coeficiente de permeabilidade do soluto.
Em processos de osmose direta, 4p é proximo de zero, uma vez que as pressdes em ambos 0s
lados da membrana sdo mantidas iguais. Os termos A e B podem ser obtidos a partir das

seguintes equagdes:

A=% (2.11)
B =], (%) exp (— ]?W) (2.12)

onde R é coeficiente de retencdo e k é a resisténcia do soluto a difusdo no suporte da
membrana.
O parametro k pode ser obtido conforme a Eq. 2.13:
S

k=2 (2.13)

onde D € o coeficiente de difusdo do soluto e S € o parametro estrutural. O parametro

estrutural (S) pode ser determinado por

s== (2.14)

onde t, 7 e £ SA0 a espessura, tortuosidade e porosidade da membrana, respectivamente.
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A osmose retardada por pressdo (PRO) é um processo intermediario entre a OD e a Ol,
onde a pressdo hidraulica é aplicada na direcdo oposta ao gradiente de pressdo osmotica
(semelhante a Ol). No entanto, o fluxo de &dgua é direcionado a solugdo osmética (semelhante
a OD). Uma representacdo esquematica da diferenca dos processos é apresentada na Figura
2.10. Para OD, AP ¢ zero; para Ol, AP>Am; ¢ para PRO, An>AP (CATH et al., 2006; GE et
al., 2013).

FORCA (AP) FORCA (AP)

A
i &
:}:

oD PRO (0}

Figura 2.10 Representacdo esquematica do sentido dos fluxos de solvente em OD, PRO e Ol. Para
OD, 4p € aproximadamente zero e a agua (solvente) difunde-se para o lado da solu¢do osmética. Para
PRO, a 4gua difunde-se para a solu¢do osmatica que esta sob pressdo positiva (4z>4p). Para Ol, a
agua difunde-se para a alimentacgdo, devido a pressao hidraulica (4p>4x). Fonte: CATH et al. (2006).

Solucéo osmdtica

A solucdo concentrada no lado permeado da membrana recebe diferentes
denominacdes, mas o mais empregado é solucdo osmotica. O principal critério para sua
selecdo € possuir pressdo osmotica superior ao da solucdo de alimentacdo. Outros aspectos
que devem ser observados durante a escolha da solugdo osmoética € que a solucdo diluida do
processo deve ser facilmente reconcentrada e/ou recuperada e deve minimizar efeitos de
polarizacdo por concentracdo interna. Além disso, outros fatores como baixo custo, baixa
permeabilidade de soluto para a solugdo de alimentacdo (difusdo inversa), ndo apresentar
toxicidade, ndo causar danos & membrana, boa resisténcia ao fouling e boa estabilidade em pH
neutro ou préximo ao neutro (CATH et al., 2006; GE et al., 2013; ZHAO et al., 2012).

De acordo com a equagdo de Morse, derivada da equagdo de van’t Hoff considerando
solucBes ibnicas diluidas, a pressdo osmotica de uma solucdo (z) pode ser expressa da

seguinte forma:

T =ix,R,T = —%ln(xwy) (2.15)
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onde i é o fator de Van’t Hoff, x,, € a fragdo molar do soluto (ou concentracdo molar do
soluto), Ry € a constante universal dos gases (8,3145 J K™ mol™), T é a temperatura absoluta,

V € o volume molar do soluto e y € o coeficiente de atividade. Para solucées ideais (diluidas):

y=1 (2.16)
Ay = Xy (2.17)

onde a,, é a atividade da agua.

A atividade da agua é definida como a relacdo que existe entre a pressdo de vapor de
uma substancia em relacdo a pressdo de vapor de agua pura a mesma temperatura. Desta
forma, para atingir uma pressdo osmotica elevada, a solucdo osmotica deve apresentar boa
solubilidade em &gua que resulte em um alto valor de x,. Na Figura 2.11 esta apresentado um
grafico que apresenta as pressdes osmoticas de diferentes solutos em fungdo da concentracgéo.
Além disso, compostos i6nicos que se dissociam totalmente sdo preferiveis, uma vez que
resultam num alto valor de i, 0 que sugere que compostos ibnicos polivalentes sdo mais
adequados. Sendo assim, compostos com elevada solubilidade em &gua e elevado grau de
dissociacdo idnica sdo os mais indicados (GE et al., 2013; TOLEDO, 2007).

1200

—O— MgCl,
CaCl,

—— NaCl

—v—KClI

800 Sacarose
MgSO,

—>—KNO,

600 1 —o—NH,HCO,

1000 A

Pressao osmética (atm)

Concentracao (M)

Figura 2.11 Pressdo osmética em fungdo da concentragdo de diferentes solugdes osmoéticas a 25°C.
Fonte: adaptado de CATH et al. (2006).

Problemas que afetam o processo de OD
Na osmose direta a forca motriz é a diferenca de pressao osmotica entre os dois lados

da membrana. O declinio do fluxo de permeado é atribuido a diversos fendmenos de

transporte associados & membrana e as condicdes de operagdo do processo. Esses fendbmenos
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podem ser a polarizacdo por concentracdo (interna ou externa), o fouling e a difusdo inversa
de soluto (CATH et al., 2006).

A polarizacéo por concentragdo (PC) é um fendmeno de camada limite, caracterizado
pelo acumulo de soluto préximo a superficie da camada ativa da membrana; € um fenémeno
comum e inevitavel, e pode ocorrer tanto externa quanto internamente, conforme ilustrado na
Figura 2.12 (CATH et al., 2006; ZHAO et al., 2012).

Camada (Camada
suporte ativa

v ¥

Solugdo de alimentagao Solugdio osmotica

Ary

PCI PCE

Figura 2.12 llustracdo do fendmeno de polarizagdo por concentragdo interna (PCI) e externa (PCE),
através de uma membrana assimétrica de OD. PCI ocorre no interior da camada suporte da membrana e
PCE na superficie da camada ativa da membrana. C,jm, Cosm, A7es € Jiy representam a concentragéo da
solucédo de alimentacdo, a concentracdo da solucio osmética, a forca motriz efetiva e fluxo de soluto,
respectivamente. Fonte: adaptado ZHAO et al. (2012).

A PC externa (PCE) pode ocorrer de duas formas: PCE concentrativo ocorre quando o
suporte da membrana estd direcionado para a solugdo osmotica, enquanto que no PCE
diluitivo o suporte da membrana esta direcionado para a solucéo de alimentacdo. A PCE reduz
a forca motriz do processo, uma vez que hd um aumento da pressdo osmotica na interface da
camada ativa da membrana no lado da alimentacdo ou diminui¢do da pressdo osmética no
lado da solucdo osmotica. Aumentando-se a velocidade ou a turbuléncia das correntes de

alimentacdo e osmotica pode-se mitigar esses efeitos (GE et al., 2013; ZHAO et al., 2012).

A equacdo geral para 0 modulo de PCE, utilizando a teoria de camada limite, pode ser

expressa conforme Eq. 2.16:

Cm _ (%) (2.16)
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onde K é o coeficiente de transferéncia de massa e C, e C, sd0 as concentrag@es das solucdes
na camada limite de concentragdo (proximo a superficie da membrana) e no seio da solucao,

respectivamente.

O coeficiente de transferéncia de massa (K) esta relacionado ao nimero de Sherwood

(Sh) pela seguinte equacao:

K = ShD (2.17)
dp

onde D ¢ o coeficiente de difusdo do soluto e d, é o didmetro hidraulico. Em OD, quando a
concentracdo da alimentacdo é relativamente baixa, pode-se substituir as concentracdes da

Equacdo 2.11 pela pressdo osmotica, resultando em:

&)

tmean _
Tm-aim _ ,\Kqim

(2.18)
Th—alm

onde Kam é 0 coeficiente de transferéncia de massa na alimentacdo, 7m-am € 7p-am S840 as

pressGes osmoticas da solucdo de alimentagcdo proximo a superficie da membrana e no seio da

solucdo, respectivamente.

Da mesma forma, o médulo de PCE diluitivo em OD pode ser expresso como:
_Jw
T[—m_osm — e( Kosm) (2.19)
Th—osm
onde Kosm € 0 coeficiente de transferéncia de massa na solugdo osmotica, zm-osm € 7h-osm S0 as

pressdes osmoticas da solucdo osmdtica proximo a superficie da membrana e no seio da

solucdo osmotica, respectivamente.

Considerando que na OD a forca motriz é a diferenca da pressdo osmatica entre a

alimentacdo e a solucdo osmdtica, a Equacdo 2.9 pode ser reescrita da seguinte forma:

Jw = A(”osm - nalm) (2-20)

onde 7osm € aim SA0 as pressdes osmoticas da solucdo osmatica e da solucdo de alimentagéo,
respectivamente. Mais especificamente, as duas pressdes (mosm € wam) devem ser as pressoes

osmoticas efetivas na superficie da membrana, ou seja,

Jw = A(ﬂm—osm - 7Tm—alm) (2-21)

Substituindo as Equagdes 2.18 e 2.19 na Equacdo 2.21 obtém-se:
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Jw Jw
Jw=4 71'b—osme(_m) - 7-l:b—alme(Kalr’l) (2.22)

A Equagdo 2.22 considera ambos PCE (concentrativa e diluitiva). Porém, os
coeficientes de transferéncia de massa da alimentacdo e da solu¢do osmotica variam em
funcdo do gradiente de concentracdo. Além disso, 0 modelo é baseado na suposicdo de que 0
coeficiente de permeabilidade do soluto ¢ zero (ou seja, o coeficiente de reflexdo, o, € igual a
1) e que as concentragdes da solugcdo de alimentacdo e da solugcdo osmatica sdo relativamente
baixas, com a finalidade de relacionar as concentracbes com a pressao osmotica
correspondente. Em adicdo, o modelo s6 é adequado para um filme denso simétrico e nao
para membrana assimétrica (GE et al., 2013; ZHAO et al., 2012).

Quando a camada suporte da membrana é direcionada para a solucao de alimentacdo, a
PC é estabelecida no interior da camada ativa, fendbmeno conhecido como PC interno (PCI).
Dependendo da orientacdo da membrana, dois tipos de PCI podem ser observados: diluitiva e

concentrativa, conforme ilustra a Figura 2.13.
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Camada ativa voltada para a alimentacio Camada ativa voltada para a solucao osmética

Figura 2.13 llustragdo do PCI diluitiva e PCI concentrativa através de uma membrana OD
assimétrica. Fonte: adaptado de ZHAO et al. (2012).

Quando a solucdo osmotica esta posicionada em contato com o suporte da membrana,
ocorre a PCI diluitiva no interior do suporte da membrana. J& o fendbmeno PCI concentrativa

ocorre quando a solugdo osmotica estd em contato com a camada ativa da membrana.
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Para a PCI diluitiva, o fluxo de solvente (J,;) € dado pela Eq. 2.23:

Jw =g ln (el ) (2.23)

AT gim+B+]w

E para a PCI concentrativa pela Eq. 2.24:

Ju = ¢ In (et (2.24)

ATtgym+B

No entanto, dependendo da orientagdo da membrana, PCE e PCl podem ocorrer

simultaneamente. Para tanto, o fluxo de solvente na OD pode ser expresso como:

Jw=A4 [T[osmexp(_]wk) — TaméXp (]?W)] (2.25)

No modo PRO, o modelo correspondente para os efeitos de PCI e PCE € expresso por:

Jw=A4 [T[osm — Maim€Xp (_ ]?W) - nalmexp(]wk)] (2.26)

Outro fendmeno inerente a OD € o fouling, que pode ser tanto organico quanto
inorganico. O fouling é caracterizado por um declinio do fluxo permeado, devido a adsor¢do
de espécies/solutos na superficie da membrana, promovida pelas intera¢fes entre o soluto e a
membrana e/ou agregacdo destas nos poros, provocando um bloqueio parcial ou mesmo total.
Sua extensdo depende da natureza da solucdo e também das condicGes operacionais do
sistema. Para a prevencao do fouling ha diversas estratégias, das quais as mais conhecidas esta
a remocdo dos componentes da superficie da membrana através de lavagem quimica, o

aumento da turbuléncia, entre outros.

Em processos de membrana onde a forca motriz é a pressdao osmotica, a difusdo
inversa de soluto, no sentido da solucdo osmotica para a solucdo de alimentacdo, também é
inevitavel devido as diferencas de concentracdo e pode comprometer o desempenho do
processo. A razdo entre o fluxo inverso do soluto e fluxo de soluto é denominada fluxo
inverso de soluto especifico e € uma medida da seletividade da membrana. Uma maior razdo
acarreta uma diminuicdo da seletividade da membrana e da eficiéncia do processo. Este
pardmetro € independente da concentracdo da solucdo osmotica e da estrutura do suporte da
membrana, e pode ser contornado por uma alta seletividade da camada ativa da membrana
(CATH et al., 2006; ZHAO et al., 2012).
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2.3.2 Aplicacio dos PSM na colheita de microalgas

De acordo com Wei et al. (2014), a colheita de microalgas através dos PSM oferece
vantagens tais como retengdo quase total da biomassa e desinfecgdo da corrente de retido, j&
que as membranas permitem a passagem de protozoarios e virus para a corrente de permeado.
A filtracdo por membranas aplicada na colheita de microalgas foi relatada pela primeira vez
em 1995.

Ahmad et al. (2012) investigaram o uso da microfiltracdo tangencial para a colheita
da microalga Chlorella sp., utilizando membranas de acetato de celulose e avaliaram 0s
efeitos das condigfes hidrodinamicas sobre o fluxo de permeacdo. Como resultado, foi
verificado que o aumento da velocidade de escoamento e da pressdo transmembrana
acarretam aumento no fluxo de permeado. Para as condicBes analisadas, a resisténcia
oferecida pela torta formada apresenta maior interferéncia do que a resisténcia promovida por

polarizagdo por concentragdo e bloqueio de poros.

A colheita de microalgas através de OD, como uma alternativa de baixo consumo
energético para a producao de biocombustiveis, foi estudada por Buckwalter et al. (2013). Os
autores realizaram a desidratacdo parcial de microalgas cultivadas em aguas residuais em
ambiente marinho. Agua do mar artificial foi utilizada como solu¢do osmética e 0 processo
ocorreu a um fluxo permeado médio de 2 LMH (intervalo 1,8 LMH a 2,4 LMH), com uma
recuperacdo entre 65 % e 85 %. O comportamento da membrana em ambiente marinho foi
analisado e os resultados comprovaram a ocorréncia de biofouling. Os autores concluiram que
a colheita de microalga por OD é uma etapa que apresenta economia de energia e € um

processo viavel.

Hwang et al. (2013) aplicaram um revestimento polimérico hidrofilico de &lcool
polivinilico (PVA) em membranas de microfiltracdo, a fim de reduzir a ocorréncia de fouling,
durante a colheita da microalga Chlorella sp. KR-1. A aplicacdo do revestimento garantiu a
membrana carater hidrofilico, o que ocasionou uma diminuicdo dos angulos de contato em até
64 % em comparacdo com as membranas ndo modificadas. Com isso, houve aumento do
fluxo em 36 % e de recuperacdo de aproximadamente 100 %. A modificacdo da

hidrofilicidade da membrana apresentou 6timo desempenho e viabilidade econdmica.

A concentracdo de microalgas em discos de microfiltragdo para a produgdo de

biodiesel foi desenvolvida por Hwang et al. (2013). Os efeitos das condigdes operacionais,
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como velocidade de rotacdo do disco, taxa de alimentacdo da suspensdo e pressao
transmembrana, sobre o fluxo de permeado e formacdo de torta foram analisados. Como a
rejeicdo de microalgas foi total houve a formacdo de torta altamente compressivel (fator de
compressibilidade de 0,66), que foi considerada a principal responsavel pela resisténcia a
filtracdo obtida. Aumentando-se a velocidade de rotacdo do disco ha uma reducdo na
formacdo de torta (em até 80 %) devido a tensdo de cisalhamento na superficie da membrana,

independente da pressao transmembrana aplicada.

Nurra et al. (2014) avaliaram o desempenho técnico e a melhoria da filtracdo por
membranas através de processo vibratério em comparacdo com a filtragdo tangencial para a
concentracdo de microalgas. Foram testadas diferentes membranas de microfiltracdo e
ultrafiltracdo em ambos os processos. A permeabilidade do processo vibratorio no estado

estacionario foi superior a filtracdo tangencial num fator de trés ou mais.

Em estudo realizado por Zhang et al. (2014), uma membrana dindmica, diatomita
(DDM), foi utilizada na colheita da microalga Chlorella pyrenoidosa em fluxo continuo (no
reator). Os autores avaliaram a influéncia da matéria organica extracelular (MOE) sobre a
filtracdo e a ocorréncia de fouling. Para a investigacdo do fouling, a torta formada foi dividida
em trés sub-camadas: lodo, algas e terra de diatoméceas, a partir do exterior para o interior. A
MOE acumulou-se nas camadas de lodo e algas, sendo que as proteinas foram as principais
responsaveis pela formacdo de torta. O processo proposto pode ser aplicado na concentracdo

de microalgas para a producao de biocombustiveis.

Zou et al. (2013) averiguaram a ocorréncia de fouling na concentracdo da microalga
Chlorella sorokiniana por OD e PRO por observacao direta. O fluxo critico foi determinado
pela variacdo da concentracdo de alimentacdo. Uma maior tendéncia ao fouling ocorreu na
presenca de fons Mg®* na solugdo de alimentacdo e/ou na solugdo osmética, devido &
ocorréncia de difusdo inversa. O aumento do fluxo inicial pelo uso de espacador na solucéo de

alimentacéo reduziu a tendéncia ao fouling.



Capitulo 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo descritos os equipamentos e as membranas utilizados na
realizacdo dos experimentos. Também, estdo apresentadas a metodologia empregada para a
realizacdo dos experimentos de concentracdo de biomassa algal através de processo
combinado de coagulacdo e filtracdo por osmose direta e 0s métodos analiticos utilizados para
caracterizar as amostras. Ao final é apresentada uma tabela com todos os reagentes utilizados

indicando a etapa, a formula molecular, o grau de pureza e o fabricante.

3.1 Microalga e meio de cultivo

Cepas da microalga marinha Chlorella sp. foram gentilmente cedidas pelo professor
Sérgio Lourenco da Universidade Federal Fluminense e mantidas no banco de algas do
Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

O meio de cultivo utilizado foi o meio Guillard — “f1/2” (GUILLARD, 1975)
modificado (JARENKOW, 2014), contendo (por litro): 34 g de sal marinho (Red Sea),
300 mg de nitrato de sodio (NaNOs), 30 mg de silicato de sédio (Na,Si0O3.9H,0), 1 mL de
solucgéo de vitaminas e 1 mL de solugdo-tampao de pH. Diariamente foram adicionados (por
litro) 1 mL de solucéo de metais-traco (Cu, Zn, Co, Mn e Mo) e 1 mL de solucdo de fosfato
de sédio (5,0 g L™ NaH,PO3.H,0). A solucdo de metais-traco contém (por litro): 9,8 mg de
CuS04.5H,0, 22 mg de ZnS0O,4.7H,0, 1 mg de CoCl,.6H,0, 180 mg de MnCl,.4H,0, 6,3 mg
de Na;Mo00,4.2H,0, 4,36 g de Na,EDTA e 3,15 g de FeCl3.6H,0O. A solucdo de vitaminas
contém (por litro): 100 mg de tiamina, 0,5 mg de cianocobalamina e 0,5 mg de biotina. A
solugéo tampdo de pH serve para manter o pH entre 7,5 e 8,5 e foi feita com 50 g de TRIS
(C4H11NO3), aproximadamente 30 mL de &cido cloridrico para ajustar o pH em valor de 7,1 a
7,3 e agua destilada, sendo o volume total da solugdo de 200 mL. Solugbes-estoque foram

preparadas para fazer o meio de cultivo, de acordo com Lourencgo (2006).
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O meio de cultivo e as vidrarias utilizadas foram esterilizados em autoclave a 121 °C
durante 15 min. A solugéo de vitaminas foi esterilizada por microfiltracdo. As vitaminas e 0s

demais nutrientes foram adicionados apos o resfriamento do meio de cultivo.
3.2 Preé-inoculos

Para inocular cada cultivo em reator, uma aliquota de 10 mL de algas da cultura-mée
do banco de cultivo foi inoculada em 100 mL de meio de cultivo estéril em Erlenmeyer de
500 mL. Em seguida, foram colocados em incubadora com agitacdo orbital com temperatura
controlada de 30°C e iluminacdo permanente através de lampadas eletrbnicas com
intensidade luminosa de aproximadamente 7.0 kIx. Apds sete dias, 100 mL de meio de cultivo
esteril foram adicionados a este meio de cultura. Apds mais uma semana, 0s pré-indculos

foram considerados prontos para serem cultivados em reatores.
3.3 Cultivo em fotobiorreator

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores, confeccionados em acrilico, com
volume util de 2,4 L, providos de camisa de aquecimento/resfriamento interno conectados a
banhos térmicos (KOCHEM et al., 2014).

A aeracdo foi realizada com vazdo de 0,5 L min™ de ar comprimido filtrado com
membrana de 0,22 um Midisart®2000 (Sartorius Stedim Biotech) conectados a mangueiras
do topo até o fundo dos reatores. Na parte inferior das mangueiras, foram conectadas duas
pedras porosas, pelas quais ocorre a saida de ar. As vazdes de ar foram controladas por
rotametros (Dwyer) e a temperatura foi controlada pelas camisas de
aquecimento/resfriamento. Os cultivos foram iluminados continuamente por um painel de
lampadas eletronicas (12 x 13 Watts, luz branca, Tachibra), intensidade luminosa de 17,5 kix.
A Figura 3.1 apresenta uma imagem ilustrativa do fotobiorreator utilizado no cultivo da

microalga.
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Painel de lampadas
eletronicas

Camisa de
resfriam ento/aquecim ento

Fotobiorreator
de acrilico

Pedras porosas
(saida de ar)

Figura 3.1 Imagem ilustrativa dos fotobiorreatores confeccionados em acrilico, com volume util de
2,4 L, providos de camisa de aquecimento/resfriamento interno conectados a banhos térmicos. Ao
fundo esta apresentado o painel das lampadas eletrénicas.

A sanitizacdo dos reatores foi realizada através da adicdo de agua destilada (até quase
completar o volume do reator) e 10 mL de solugdo comercial de hipoclorito de sddio (2,5 %),
sob aeracéo constante. Depois de 15 min foram adicionados 2,5 mL de solucdo de tiossulfato
de sédio 250 g L™, para neutralizagéo do cloro. Apés 1 h, a solucéo foi descartada, os reatores
foram lavados com agua destilada para remocdo de residuos, preenchidos com 2 L de meio de

cultivo “f1/2” estéril modificado e os pré-indculos foram adicionados.
3.4 Crescimento

O crescimento das microalgas foi monitorado diariamente através da medida da
densidade 6dtica da cultura a 750 nm com espectrofotémetro UV/visivel Ultrospec 3100 pro

(Amersham Biosciences).

Segundo Lourenco (2006),

0 uso da densidade ética (DO) para avaliar o crescimento de microalgas baseia-se na
obstrucdo fisica da luz pelas células. Quanto mais células estiverem presentes na
amostra, maior sera a absorcdo de luz (absorbancia) e menor serd a passagem de luz

pela amostra (transmitancia). Utiliza-se espectrofotdmetro para realizar as medigdes.

Feng et al. (2005) estabeleceram uma relagéo entre a densidade otica (a 750 nm) e a
densidade celular da microalga Chlorella sp. Para isso, as células foram cultivadas até
atingirem a fase estacionaria e foram entdo concentradas trés vezes. Com os resultados

obtidos, foi verificado que a densidade otica a 750 nm no intervalo de 0,028 a 1,384 foi
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correlacionada linearmente com a densidade celular. A curva de calibragdo utilizada foi

baseada na curva construida por Jarenkow (2014), conforme Equacéo 3.1.

y = 0,7596 X D05 (3.1)

onde y é a concentracdo de biomassa algal em g L™ e DOvs; é a densidade 6tica a 750 nm.
3.5 Coagulantes

Para os ensaios de coagulacdo, foram utilizados seis coagulantes distintos: amido
catibnico, quitosana, nano-quitosana e trés espécies de tanino. Detalhes a respeito da sintese
e/ou modificagéo dos referidos coagulantes sao apresentados a seguir.

3.5.1 Amido catidnico

A preparacdo do amido catidnico consiste na modificacdo de amido de batata em um
processo de duas etapas, conforme esquema geral das reacdes de sintese apresentado na
Figura 3.2. O primeiro passo baseia-se na halogenacdo do amido atraves da reacdo de 1,0 g de
amido de batata com 1,8 mL de epicloridrina e 50 pL de &cido cloridrico (1 M) durante 1 h a
110°C, sob agitacdo magnética constante. O amido foi entdo alquilado por adicdo de
histamina (razdo de histamina para amido de 1:2) em solucéo de hidréxido de sodio (0,16 M)
por 4 h a 60 °C, sob agitacdo magnética constante. A solucdo foi entdo precipitada por etanol
e lavada com etanol através de filtracdo por membrana de ester de celulose de 0,45 micra
(Milipore) durante 16 h. Em seguida o material foi seco em estufa por 2h a 60°C
(ANTHONY & SIMS, 2013).
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Figura 3.2 Esquema geral da reag&o de sintese do amido catibnico.

Grau de substituicéo

O grau de substituicdo (DS) é o numero médio de grupos hidroxila que foram
substituidos em uma unidade de glicose anidra de amido. Os grupos tipicos de carga positiva
em amidos catidnicos sdo aminas quaternarias. O grau de substitui¢do foi calculado usando a
Equacdo 3.2 e o teor de nitrogénio total foi obtido através de analise CHNS, conforme a
norma ASTM D5373-02 (ANTHONY e SIMS, 2013).

. 162 X N%
1400 X n — (M X N%) (32)

onde, 162 g gmol™ é a massa molar de uma unidade de glicose anidra de amido, M é massa
molar da histamina (111,145 g gmol™), N% é o percentual em massa de nitrogénio e n é o

namero de atomos de nitrogénio na histamina (n = 3). O DS pode variar entre 0 e 3.

A andlise CHNS é uma forma de analise elementar que determina a quantidade de
carbono (C), de hidrogénio (H), de nitrogénio (N) e de enxofre (S) em uma amostra. Nesta
técnica, a amostra € completamente queimada e, em seguida, os produtos de sua combustéo
sdo analisados. A combustdo completa é geralmente obtida através de fornecimento de
oxigénio abundante durante o processo de combustdo. Nesta configuracdo os produtos
analisados carbono, hidrogénio e nitrogénio oxidam e formam dioxido de carbono (COy),
agua (H,0) e mondxido de nitrogénio (NO), que séo analisados por cromatografia.
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3.5.2 Quitosana

A quitosana utilizada possui baixa viscosidade e grau de desacetilagdo de 85 %. Uma
suspensdo de 1 % foi preparada pela adicéo de 1 g de quitosana em 50 mL de &gua destilada e
50 mL de acido acético 2 %. A solucéo ficou sob agitacdo continua de 100 rpm em agitador
magnético durante 3 h (AHMAD et al., 2011).

3.5.3 Nano-quitosana

As nano particulas de quitosana (nano-quitosana) foram obtidas através do processo de
gelificacdo i6nica (CALVO et al.,, 1997), que consiste na interacdo entre a quitosana
carregada positivamente e o tripolifosfato de sdédio (STTP) carregado negativamente
(KOCAK et al., 2012). A nano-quitosana foi obtida através da adi¢do de solucdo de STTP
diluido em &gua destilada em suspensdo de quitosana 1 %, na propor¢do (em massa) de
quitosana para STTP de 5:1 sob agitacdo magnética constante (100 rpm) e em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) (BAO et al., 2008).

3.5.4 Tanino

Foram utilizados trés espécies de tanino: extrato de tanino puro, tanino sulfitado e

tanino cationico.

O extrato de tanino puro e o tanino sulfitado utilizados neste estudo foram cedidos
pela empresa Seta S/A. O tanino catidnico foi cedido pela empresa TANAC (Brasil),
comercializado pelo nome de TANFLOC SG. Este é um produto a base de tanino modificado
por processo fisico, obtido a partir da casca de Acacia mearnsii, &rvore muito comum no
Brasil e de alta concentracio de taninos. E um extrato aquoso vegetal, principalmente
constituido de flavonoides, com massa molar média de 1,7 kDa. Outros grupos, tais como
gomas hidrocoloides e outros sais sol(veis estdo incluidos na sua estrutura (BELTRAN-
HEREDIA & SANCHEZ-MARTIN, 2009). A diluicdo dos coagulantes foi realizada sob

agitacdo magnética constante e aquecimento.
3.6 Ensaios de coagulacao

Para analisar a eficiéncia dos diferentes coagulantes testados (amido catibnico,
quitosana, nano-quitosana e tanino) foi utilizado o equipamento Jartest modelo JL2001 (Alfa

Tecnoquimica). O equipamento consiste em seis copos béquer de 1000 mL, com didmetro de
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base de aproximadamente 14,5cm, e seis pas de aco inoxidavel de formato retangular
(7,50 cm x 0,16 cm x 3,00 cm), com um impelidor de didmetro de 0,63 cm. Para cada teste,
os copos foram preenchidos com 250 mL de cultura de microalgas, correspondendo a uma
altura de liquido de 3,5 cm. As amostras foram coaguladas na velocidade de 100 rpm durante
60 min, com diferentes concentracdes de coagulante (10 mg L™ a 150 mg L), & temperatura
ambiente (25+2 °C), onde foi determinada a concentracdo Otima para cada coagulante
testado. Apds a coagulacdo, as amostras foram deixadas sedimentar por 60 min. Em seguida,
foram recolhidas 3 mL da amostra a 2/3 da altura da suspenséo e a recuperacao percentual foi

determinada através da Equacdo 3.3.

% de recuperacio = (1 — 29750z0ma Clmﬁc“da) x 100 (3.3)

DO7so0cuitura inicial

onde DO7s0z0na clarificada € @ densidade dtica da amostra apds o processo de coagulacdo e

DO7socuttura inicial € @ densidade ética da cultura de referéncia (controle).

A absorbancia a 750 nm foi determinada em Espectrofotdmetro UV-VIS modelo T 80
(PG Instruments Ltd). Com a concentracdo 6tima obtida, ajustou-se o pH de cada frasco na
faixa de 6 a 9 por meio de solucGes de NaOH 1 M e HCI 1 M. As medidas de pH foram
determinadas em pHmetro Digimed, realizando-se as leituras diretamente na amostra, a uma
temperatura de 25 °C. O teste foi repetido diversas vezes, sendo variado o tempo de mistura
(5 min a 120 min), a velocidade de mistura (30 rpm a 150 rpm) e o tempo de sedimentacédo
(5 min a 100 min). Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram
analisados com base no percentual de recuperacdo obtido pela Equagéo 3.3 (AHMAD et al.,
2011; GRANADOS et al., 2012).

3.7 Osmose Direta

Nesta secdo sdo apresentados os materiais e a metodologia experimental para a
realizacdo dos experimentos de osmose direta. O objetivo desta etapa é realizar a filtragdo da
biomassa algal pré-concentrada por coagulacdo a fim de se obter um produto final com menor

umidade para posterior secagem e/ou extracdo de substancias desejadas.
3.7.1 Equipamento

Os experimentos de OD foram realizados em uma unidade de bancada de OD, no
Laboratorio de Processos de Separacdo por Membranas do Departamento de Engenharia



MATERIAIS E METODOS 50

Quimica da UFRGS. A Figura 3.3 mostra uma representacdo esquematica do sistema de
osmose direta utilizado e a Figura 3.4 apresenta uma fotografia da unidade de bancada.

r

A

SO
Condutivimetro
I 700
Balanga semiznalitica
[
<

Maodulo de e

membrana U sall

Bomba diafragma

UVUUV

Agitador
magnética

Banho termostatico
(20£1°C)

Figura 3.3 Representacdo esquematica do sistema de osmose direta utilizado.

Figura 3.4 Fotografia da unidade de bancada de osmose direta. Legenda: (1) banho termostatico, (2)
condutivimetro, (3) agitador magnético, (4) béquer encamisado, (5) bomba diafragma, (6) valvula agulha,
(7) médulo de OD, (8) balanca semianalitica e (9) recipiente da solugdo osmética contendo a serpentina.

Utilizou-se um médulo de osmose direta com area de membrana de 20 cm?. A solucéo
osmotica (SO) e a solugdo de alimentacdo (SA) foram bombeadas por bombas diafragma
modelo nimero 8030-813-239 (SHURflo). A SA foi mantida em um béquer de 2,0 L,
encamisado, conectado a um banho termostatico RM 12 (Lauda). O béquer da SA foi
posicionado sobre um agitador magnético TMAL10CF (Thelga). Um condutivimetro modelo

DM-32 (Digimed) foi utilizado para medir a condutividade elétrica da SA. A SO foi mantida
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em um recipiente de 2,0 L, posicionado sobre uma balanga semianalitica com precisdo de
0,01g modelo BL3200H (Shimadzu). Uma serpentina de ago inoxidavel, ligada ao banho

termostatico RM 12 (Lauda) foi posicionada dentro do recipiente da SO.
3.7.2 Membranas de OD e solugdo osmética

Membranas de osmose direta de triacetato de celulose (TAC) foram adquiridas da HTI
(Hydration Technology Innovations, USA). Cloreto de sodio P.A. (99 %) foi adquirido da
empresa Quimica Nova e utilizado como solugdo osmoética (1 M para a caracterizagcdo dos

fluxos da membrana e 5 M para os experimentos de filtracdo de biomassa algal).
3.7.3 Metodologia

As condicdes operacionais para realizacdo dos experimentos de filtracdo da biomassa
algal por OD foram adaptadas de Zou et al. (2011). A camada seletiva da membrana foi
direcionada para a solucdo de alimentacdo, com a finalidade de reduzir a polarizagcdo por
concentragdo interna e a tendéncia ao fouling. Vale ressaltar que para cada experimento
utilizou-se uma amostra de membrana nova. As solucdes de alimentacdo e osmdtica foram
mantidas a 20 £ 1 °C através do banho termostatico. As correntes de alimentacdo e da solucédo
osmotica foram configuradas em paralelo para facilitar a transferéncia de massa. A vazdo da
alimentacéo foi mantida a 3,6 L min™, que foi a minima vazo obtida com a méxima abertura
da valvula agulha, correspondendo a uma velocidade de escoamento tangencial de 0,78 m s™.
Para a solugdo osmética utilizou-se a vazdo de aproximadamente 4,6 L min™, que foi a
minima vazao obtida com a abertura total da valvula agulha, resultando em uma velocidade de
escoamento tangencial de 0,98 ms™. A vazéo da solucéo osmética foi superior a da solucéo
de alimentacdo a fim de reduzir o fluxo inverso de soluto. Os experimentos de primeira
filtracdo de biomassa algal foram realizados em duplicata e de segunda filtracdo em um Unico

experimento, por limitagdo de biomassa.

Os experimentos foram realizados em trés etapas: acondicionamento e enxague,

caracterizacdo da membrana e filtracdo da biomassa algal, que serdo detalhados a seguir.
Condicionamento e enxague

As membranas utilizadas sdo comercializadas embebidas em glicerol. Para a remocao
do glicerol, as mesmas foram condicionadas em &gua deionizada durante 24 h, sob

refrigeracdo, antes da realizacdo dos experimentos. A membrana foi entdo instalada no
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modulo e foi realizado um enxague do sistema, que consistiu na circulacdo de &gua
deionizada para a limpeza tanto da membrana quanto das tubulag¢fes. O enxague foi realizado

apos cada etapa dos experimentos.
Caracterizacdo da membrana

A caracterizacdo da membrana em relacdo ao fluxo de agua e ao fluxo inverso de sal
foi realizada conforme proposto por Cath et al. (2013). Agua deionizada foi utilizada como
SA e solugdo 1 M de cloreto de sddio como SO, sob condicBes de temperatura de 20 + 1 °C,
vazéo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazdo da solucéo
osmatica de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™). Foi utilizado um volume de SO
(2,0 L) quatro vezes maior que o da SA (0,5 L), de maneira a minimizar a diluicdo da solucéo
osmotica ao longo do experimento e manter a diferenca de pressdo osmética entre as solucdes

constante.

O tempo de experimento durante a caracterizagdo foi de 45 min. O fluxo de solvente
foi determinado através do ganho de massa da solucdo osmética registrado pela balanca semi-
analitica. O fluxo inverso de soluto, da SO para a SA, foi determinado a partir da
condutividade elétrica da SA, medida através do condutivimetro, associando esta medida a
uma curva de calibracdo construida previamente. A curva foi constituida com quatorze pontos

em concentragdes de NaCl entre 0 g L™ e 1,0 g L™, medidos em triplicata (vide Apéndice B).

O procedimento de caracterizacdo da membrana foi realizado antes e apds os
experimentos de filtracdo da biomassa algal. A caracterizagdo foi realizada com a finalidade
de verificar as interacbes membrana-solucdo e as modificacbes na estrutura e desempenho da
membrana, bem como permitir a comparacdo entre as diferentes amostras de membranas e

solugdes utilizadas.
Filtracdo da biomassa algal

Os experimentos de filtracdo de biomassa algal foram realizados utilizando 1,5 L de
suspensdo de microalgas in natura, pre-concentrada por coagulacdo, como solucdo de
alimentacdo e 1 L de cloreto de s6dio 5 M como solugdo osmotica. A concentracdo da SO foi
selecionada de maneira a garantir que a pressdo osmatica fosse superior a pressdo osmética da

SA; os valores da pressdo osmatica inicial de cada solugdo de alimentagdo utilizada e da
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solucdo osmdtica estdo apresentados na Tabela 3.1. Para cada membrana, foram realizados
dois experimentos de filtragéo.

Tabela 3.1 Pressdo osmotica das diferentes solugdes de alimentacdo (medidas através da atividade de
agua — Equac0es 2.15 a 2.17) e pressdo osmatica do cloreto de sédio 5 M (solucdo osmotica).

Solucdes de alimentacdo

Suspensdo de microalgas Ay am (MPQ)
In natura 0,978 4,85
Coagulado com quitosana 0,979 4,85
Coagulado com nano-quitosana 0,982 4,87
Coagulado com tanino catibnico 0,978 4,85
Coagulado com tanino sulfitado 0,989 4,9

Solugéo osmotica

Agente osmético Cso (M) 7o (MPa)

Cloreto de sodio 5 24,8

As condicbes de temperatura de 20 + 1°C, vazdo de alimentacdo de 3,6 L min™
(velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazdo da solucdo osmética de 4,6 L min™ (velocidade
tangencial de 0,98 m s™) foram mantidas durante os experimentos de filtracdo de biomassa
algal. Assim como na caracterizagdo das membranas, o fluxo de solvente foi determinado
através do ganho de massa da solucdo osmdtica registrado pela balanga. O fluxo inverso de
soluto, da SO para a SA, foi determinado a partir do aumento da condutividade elétrica da SA,
medida através do condutivimetro, associando-o a uma curva de calibracdo construida
previamente. A curva foi constituida com trinta e trés pontos em concentrac6es de sal marinho
(Red Sea) entre 8,59 L™ € 68,0 g L™, medidos em duplicata (vide Apéndice B).

3.8 Analise estatistica

As recuperacOes obtidas com os diferentes coagulantes nos experimentos de
coagulacdo, bem como os fluxos obtidos durante a caracterizagdo da membrana e 0s
experimentos de OD foram submetidos a uma analise de variancia ANOVA fator Gnico a um
nivel de significancia de 5%. Também foi aplicado, para as recuperacbes obtidas nos
experimentos de coagulacdo, o teste de Tukey para diferenca de médias (vide Apéndice A).
Nos gréficos, barras de erro representam o desvio padrao obtido.

3.9 Meétodos analiticos

As caracteristicas das amostras de microalgas no meio de cultivo, pré-concentradas
por coagulacdo e concentradas por osmose direta, bem como a membrana utilizada durante o

processo de osmose direta foram analisadas conforme descrito nos procedimentos a seguir.
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Na Figura 3.5 estd apresentado um fluxograma geral de todas as etapas dos

experimentos onde s&o coletadas amostras.

Cultivo de
microalgas
(amostra controle)

4 Coagulagdo
tanino osmose direta

g Coagulacdo
nano-quitosana

2 Coagulacéo
quitosana
(amostra)

Filtracdo

(amostra) (amostra) (amostra)

Filtracdo
osmose direta

Filtracdo
osmose direta

Filtragao
osmose direta

(amostra) (amostra) (amostra)

Figura 3.5 Esquema geral da coleta de amostras.

Na Figura 3.6 esta apresentado um fluxograma geral das analises realizadas em cada

uma das etapas dos experimentos.
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3.9.1 Anélise granulométrica

O tamanho de particula dos coagulantes que foram considerados eficazes (quitosana,
tanino catiénico e tanino sulfitado), foi determinado em um Analisador de Particula por

Difracdo a Laser 1180 (CILAS). A granulometria foi medida em duplicata.
3.9.2 Atividade da agua

Para o célculo da pressdo osmotica da solucdo atraves das Equacdes 2.15 a 2.17, a
atividade da agua (a.) foi determinada no equipamento Analisador de Atividade de Agua
modelo LabMaster (Tecnal). A atividade da agua foi medida, em triplicata, na solucdo de

cultivo e apo6s a adicdo de cada coagulante testado e considerado eficaz.
3.9.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Tendo como base o principio proposto por Lee et al. (2012) de que a “agua ligada”
ndo sofre congelamento durante o arrefecimento da amostra a uma temperatura inferior a
limiar, tal como -20 °C, a técnica DSC mede a diferenca de calor transferido entre a amostra e
uma referéncia em temperaturas impostas. A referéncia normalmente é de um material

termicamente inerte (pé de alumina).

Para analise de DSC, aproximadamente 12,5 mg de amostra de biomassa concentrada,
coletada nas etapas 5, 6, 7 e 8 (Figura 3.5), foi inserida no equipamento DSC 6000
(PerkinElmer) e a temperatura foi reduzida até -30 °C a uma taxa de 1 °C min™. Um gréfico
das diferencas de fluxo de calor em relacdo a variacdo de temperatura foi construido, onde foi
possivel observar picos de aumento e de decréscimo, caracteristicos de transformacdes
exotérmicas e endotérmicas, respectivamente. Medindo-se a area dos picos e considerando o
calor necessario para congelar a dgua, a quantidade de “agua ligada” e a forca de ligacao
podem ser estimadas. A massa seca das amostras foi determinada utilizando o método de

Apha (1998). As analises foram realizadas em triplicata.
3.9.4 Determinacdo de carotenoides totais

Para a avaliacdo do efeito de cada etapa proposta para o processo de concentracao de
biomassa algal, a coleta de amostras para a determinacdo de carotenoides totais foi realizada

nas etapas 1 a 8 (Figura 3.5).
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As amostras coletadas (2mL) foram acondicionadas em tubo eppendorf e
centrifugadas a 16.000 x g a 4 °C durante 5min pela centrifuga refrigerada CT-5000R
(Cientec). O sobrenadante de cada amostra foi descartado e no sedimento adicionou-se 2 mL
de acetona. Os eppendorfs foram colocados em local escuro, em temperatura de 4 °C por
12 h. As leituras no Espectrofotometro UV-VIS modelo T 80 (PG Instruments Ltd) foram
realizadas a 470, 662 e 645 nm. As Equacdes 3.4 a 3.6 foram utilizadas para determinar a
concentracéo de carotenoides em mg L™ (LICHTENTHALER & BUSCHMANN, 2001).

Ca = 11,24‘ X D0662 - 2,04‘ X D064-5 (34)

Cb = 20,13 X D0645 - 4,19 X D0662 (35)

_ 1000><D04_70—1,90><Ca—63,14><Cb
CX+C - 214 (3'6)

onde C,, Cp e Cyic Sd0 as concentracdes de clorofila a, clorofila b e carotenoides em mg LY,

respectivamente.
3.9.5 Determinacédo de lipideos totais

A determinagdo de lipideos totais foi realizada a partir da técnica Bligh n’Dyer (ref).
Para a avaliagdo do efeito de cada etapa proposta para o processo de concentracdo de
biomassa algal, a coleta de amostras para a determinacdo de lipideos totais foi realizada nas
etapas 1 a 8 (Figura 3.5). Brevemente, centrifugou-se aproximadamente 1 L de cada amostra
em centrifuga refrigerada CT-5000R (Cientec), onde o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi liofilizado em um liofilizador L101 (Liobras). Pesou-se cerca de 1 g de amostra
liofilizada e, em um vidro fechado, adicionou-se 20 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e 8
mL de agua destilada. A solucéo foi agitada por 30 min em agitador magnético a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C). Em seguida foram adicionados 10 mL de metanol e 10 mL de solugdo
10 % em massa de sulfato de sodio e agua. A agitacdo foi continuada por mais 2 min. A
solucdo foi entdo vertida em um funil de separacao, dentro do qual, as duas fases (cloroférmio
contendo lipideos e metanol e agua) foram separadas. A parte inferior, o cloroférmio, foi
coletada e foi acrescentado mais 1 g de sulfato de sédio anidro. A solucéo foi entdo filtrada e
5 mL foram colocados em um béquer previamente tarado e a solugéo foi evaporada em estufa
a 80°C até completa evaporacdo do solvente. Apo6s o resfriamento dos béqueres em
dessecador, estes foram pesados em balanca analitica e o percentual de lipideos foi calculado
através da Equacéo 3.7 (Bligh & Dyer, 1959).
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%lipideos = 2P (3.7)

Ps

onde p; (g) € a massa de lipideos em 5 mL de amostra e ps (g) € a massa da amostra.

As analises foram realizadas em triplicata.
3.9.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) é um tipo de
espectroscopia de absorcdo na qual se utiliza a regido do infravermelho do espectro

eletromagnético para identificar um material ou investigar sua composic¢ao quimica.

Para avaliar a modificacdo ocorrida na etapa de obtencdo da nano-guitosana,
comparou-se a estrutura quimica da quitosana com a da nano-quitosana a partir de espectros
FT-IR obtidos em Espectrofotdmetro no Infravermelho (FT-IR), no modo de Reflex&o Total
Atenuada (ATR) 640-IR (Varian).

A membrana de triacetato de celulose utilizada no médulo de OD também foi

caracterizada por FT-IR, porém ndo se utilizou o modo ATR.
3.9.7 Medida do angulo de contato

Para avaliacdo da hidrofilicidade dos coagulantes testados, considerados eficazes e
com capacidade de formacédo de filme, bem como da membrana utilizada no médulo de OD,
foram realizadas medidas de angulo de contato. Para a analise dos coagulantes, a solucao
contendo os materiais foi deixada em ar atmosférico para evaporacdo de solvente e formacao

de filme. Para agueles onde ndo houve formacao de filme, a medida ndo pode ser realizada.

Para estes testes, uma microgota de agua deionizada foi inserida vagarosamente em
trés pontos diferentes da superficie de cada amostra (medida estatica). As imagens de cada
gota foram capturadas com auxilio do microscopio 6ptico Digital Blue QTX (magnificacdo de
60 vezes). A verificacdo do angulo de contato (©) foi obtida com auxilio do software
Surftens® 3.0. As medidas foram realizadas em triplicata e foi considerada a média destes

resultados. Considerou-se a superficie hidrofilica para © < 90° e hidrofobica para © > 90°.
3.9.8 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

O MET possui sistemas de iluminacéo e vacuo que produz feixes de elétrons de alta

energia, que ao incidir sobre uma amostra ultrafina, fornece imagens planas imensamente
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ampliadas. A formacdo da imagem é possivel através da utilizagdo de contraste, que consiste
no emprego de substéncias de alta massa molar, como chumbo e ouro. A imagem é resultante
da absorc¢do diferenciada de elétrons por diversas regides da amostra, seja por variagdo de

espessura, seja por interacdo com atomos de maior ou menor nimero atdmico.

As propriedades morfoldgicas e o tamanho das particulas dos coagulantes testados em
solugéo (amido catidnico, quitosana, nano-quitosana e tanino cationico) foram caracterizadas

pelo microscdpio eletrénico de transmissdo JEM 1200 Ex-11 (Jeol).
3.9.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O MEV consiste em uma técnica de inspe¢do bastante flexivel, que utiliza um feixe de
elétrons incidindo sobre a amostra. Tal caracteristica permite a visualizacdo da amostra em
imagens com aspecto tridimensional, devido a ampla profundidade de foco. Além disso, ha
possibilidade de alcance de ampliagdes bem mais elevadas do que as técnicas Opticas. Esta
técnica aliada a um programa de processamento de imagem € bastante utilizada para medir a
porosidade e a distribuicdo de tamanho de poros de membranas. Em resumo, pode-se afirmar
gue esta é uma técnica de medida direta que permite a caracterizacdo rapida e simples da

estrutura microporosa, tanto superficial quanto em corte transversal.

Na realizacdo da técnica de MEV, o principal objetivo foi obter uma analise mais
aprofundada da morfologia superficial da membrana de OD utilizada nos experimentos.

3.9.10Microscopia 6tica

A avaliacdo da morfologia e viabilidade das microalgas antes e apds a adi¢do de cada
coagulante testado e considerado eficaz, foi realizada através de microscopia ética em um

microscopio bioldgico binocular TIM-107 Opton (magnificacdo de 40 vezes).
3.10 Reagentes analiticos

A Tabela 3.2 apresenta os reagentes utilizados na execugdo dos experimentos,

indicando a formula molecular, o grau de pureza e o fabricante.
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Tabela 3.2 Reagentes utilizados, formula molecular, grau de pureza e fornecedor.

Reagente

Férmula molecular

Grau de pureza Fornecedor

Meio de cultivo (Guillard — “f1/2”)

Acido cloridrico

Acido etilenodiamino tetra-

acético dissdédico
Biotina
Cianocobalamina
Cloreto de cobalto
hexahidratado
Cloreto férrico
hexahidratado
Cloreto de manganés
tetrahidratado
Fosfato de sodio
Molibidato de sédio
dihidratado
Nitrato de sédio
Sal marinho
Silicato de sédio
Sulfato clprico
pentahidratado
Sulfato de zinco
heptahidratado
Tiamina

Tris
Hipoclorito de sodio
Tiossulfato de sédio

Acido cloridrico
Amido de batata

Epicloridrina

Etanol
Hidroxido de sédio
Histamina
Acido acético

Quitosana

Tripolifosfato de sodio

Acido cloridrico
Hidroxido de sédio

Acetona
Cloroférmio

Metanol
Sulfato de sddio

HCI P.A.
Na,EDTA P.A.
C1oH16N203S >99,0 %
Ce3HgsCoN1,O14P >99,0%
COCIz.GHzo P.A.
FeCl;.6H,0 P.A.
MnCl,.4H,0 P.A.
NaH,PO, P.A.
Na,M00,4.2H,0 P.A.
NaNO; P.A.
Na,O5Si P.A.
CuS0O,.5H,0 P.A.
ZnS0,.7H,0 P.A.
Cy,H17CIN4,OS P.A.
C4H11NO3 P.A.
Sanitizagéo
NaClO 10 %
Na,S,04 P.A.
Amido Catidnico
HCI P.A.
(C5H10O5)n P.A.
C3HsCIO >99 %
C,HeO P.A.
NaOH P.A.
CsHoN3 >97 %
Quitosana 1%
C2H402 P.A.
(CeH1104N)N 85 %
Nano-quitosana
Na5P3010 85 %
Ensaios de coagulacgéo
HCI P.A.
NaOH P.A.
Determinacéo de carotenoides
Cs;HsO P.A.
Determinacéo de lipideos totais
CHCl, P.A.
CH,O P.A.
NaSO; P.A.

Nuclear
Vetec

Fluka
Vetec

Vetec
Vetec

Vetec
Vetec
Vetec

Fmaia
Red Sea
Vetec

Vetec

Vetec

Sintofarm
Cromato
Produtos
Quimicos

Dinamica
Dinamica

Vetec
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich

Cromato
Produtos
Quimicos

Vetec
Sigma-
Aldrich

Vetec
Sigma-
Aldrich

Sigma-
Aldrich

Vetec
Vetec

Labsynth
Vetec

Vetec
Synth




Capitulo 4

Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da caracterizacdo da
microalga, dos coagulantes e da membrana, dos experimentos de coagulagéo e filtragdo por
OD, onde foi avaliada a interferéncia dos processos no teor de carotenoides e lipideos totais,
bem como a viabilidade das células algais. Também foi analisado o teor de &gua ligada da

biomassa concentrada na etapa de OD para avaliar a eficiéncia do processo.
4.1 Caracterizacéo da microalga e crescimento

A curva de crescimento médio da Chlorella sp. cultivada em fotobiorreator é
apresentada na Figura 4.1. A fase de adaptacdo ao crescimento ocorreu entre o primeiro e 0
segundo dia de cultivo. A fase de crescimento exponencial ocorreu entre os dias 2 e 5 e a fase
de reducgdo de crescimento ocorreu entre os dias 5 e 6. Nos dias 6 e 7 ¢ identificada a fase
estacionaria de crescimento.

1,6 A

1,2 4
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Concentracdo (g/L)

Tempo (dias)

Figura 4.1 Curva de crescimento médio da microalga Chlorella sp. cultivada em fotobiorreator nas
seguintes condi¢des: meio Guillard — “f1/2” com adi¢do de 300 mg de nitrato de sodio, temperatura de
28 + 1 °C, taxa de aeracdo de 0,5 L min™ e intensidade luminosa de 17,5 Klx.
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As suspensOes de microalgas utilizadas nos experimentos foram obtidas na fase
estaciondria de crescimento, ou seja, entre os dias 6 e 7. Alguns cultivos apresentaram fase de
adaptacdo reduzida e crescimento exponencial mais acentuado devido a melhores condicdes
de crescimento (ajustou-se a iluminacdo dos reatores), o0 que acarretou colheita antecipada

(entre os dias 5 e 6), conforme mostra a Figura 4.2.
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Figura 4.2 Curva de crescimento médio (colheita antecipada) da microalga Chlorella sp. nas seguintes
condigdes: meio Guillard — “f1/2” com adigdo de 300 mg de nitrato de sédio, temperatura de
28 £ 1 °C, taxa de aeracdo de 0,5 L min e intensidade luminosa de 17,5 kix.

Lananan et al. (2013) cultivaram microalgas do género Chlorella sp. no meio de
cultivo /2. As curvas de crescimento obtidas apresentaram a mesma tendéncia das Figuras 4.1
e 4.2, porém o cultivo atingiu a fase estacionaria apenas apés o 14°dia. A diferenca
apresentada é decorrente da modificacdo do meio de cultivo utilizado no presente trabalho,
que consiste na utilizacdo de 300 mg de nitrato de sodio (ao invés de 75 mg) no meio de
cultivo e adicdo diaria de 2 mL L™ de micronutrientes (metais-traco e fosfato de sédio),

confirmando que a alteracédo é propulsora de crescimento.

Feng et al. (2005) avaliaram o aumento da producédo de acido graxo da Chlorella sp.
pela adicdo de glicose e tiossulfato de sédio no meio de cultivo (agua do mar natural). A fase
estacionaria da curva de crescimento ocorreu apés o 13°dia de cultivo e as curvas de
crescimento foram semelhantes as curvas apresentadas nas Figuras 4.1 e 4.2. As diferencas

sdo decorrentes da modificacdo do meio de cultivo.

Chiu et al. (2011) cultivaram Chlorella sp. em meio de cultivo f/2 modificado e as

curvas de crescimento foram bastante semelhantes a da Figura 4.2, onde a fase estacionaria
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foi atingida no mesmo dia (dia 6) e as concentracdes celulares foram de aproximadamente
2,0 g L}, proximas as obtidas neste trabalho.

Em razdo da microalga estudada ndo apresentar espécie identificada, a caracterizagao
de sua estrutura se fez necessaria. A caracterizacdo das microalgas obtidas na fase
estacionaria de crescimento é exibida nas micrografias da Figura 4.3 A e B, onde pode ser
observado com clareza a morfologia das células da microalga Chlorella sp., que apresentam
formato esférico. Resultados semelhantes foram apresentados por Sadiq et al. (2011).

BN iy R

W

Figura 4.3 Micrografias da microalga Chlorella sp. (A) Microscopia 6tica com aumento de 40 x e
(B) MET com aumento de 30.000 x.

Ja a Fig. 4.3 B obtida a partir de MET, confirma o formato esférico da célula algal e é
possivel determinar seu didmetro médio (em torno de 2 um). Hu et al. (2014) realizaram
analises de MET da microalga Chlorella ellipsoidea, as micrografias obtidas confirmaram a

estrutura esférica da Chlorella, bem como o didmetro médio de 2 um.
4.2 Caracterizagéo dos coagulantes

A morfologia dos coagulantes exerce influéncia direta no processo de coagulagéo,
dado que materiais com particulas muito grandes podem apresentar baixo desempenho devido
a menor area superficial. Desta forma, a analise da estrutura e morfologia dos coagulantes

utilizados foi realizada e os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

4.2.1 Amido catibnico

A morfologia do amido catiénico é exibida na Figura 4.4, onde as micrografias foram

obtidas da substancia em solugdo. O material possui estrutura predominantemente esférica
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(Figura 4.4 A) e possui didmetro médio de 130 nm (Figura 4.4 B). Em decorréncia do
pequeno tamanho de particula, apresenta grande area superficial, caracteristica esperada para
coagulantes eficientes. Medidas do angulo de contato ndo foram realizadas, pois conforme
sera visto mais adiante (item 4.3.1), esse coagulante ndo foi eficaz nos ensaios de coagulacao

de microalgas.

Figura 4.4 Micrografia (MET) do amido catiénico em solu¢do com aumento de (A) 100.000 x e
(B) 200.000 x.

O grau de substituicdo (DS) foi calculado utilizando a Equacdo 3.1, onde foi
encontrado o valor de 0,00167, o que demonstra que o amido sintetizado possui elevada
cationicidade. Anthony & Sims (2013) através da analise de 27 amostras e pela interacéo
entre duas variaveis com o Software de Andlise Estatistica, mostraram que ha uma correlacao
estatisticamente significante entre DS e a eficiéncia do coagulante (relacionada com o
potencial zeta). A correlagdo mostrou que ha um aumento do potencial zeta com o aumento
do DS, sendo que esta relacdo foi verificada através da observacdo de que uma alta
cationicidade ¢é alcangada com o aumento da fixacdo de nitrogénio pelo amido catidnico. Os
valores de DS encontrados pelos referidos autores eram na ordem de 1x107 e apresentaram

altos valores de potencial zeta.

Vale ressaltar que o amido catiénico foi preparado no laboratério através de uma
metodologia complexa a partir de amido de batata comercial. Para confirmar os resultados
obtidos mais estudos devem ser realizados.

4.2.2 Quitosana

Micrografias foram obtidas para a quitosana em solucéo, conforme Figuras 4.5 A e B.

A quitosana apresenta morfologia predominantemente homogénea e de formato esférico.
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Devido ao pequeno tamanho de particula de quitosana tem-se como resultado uma maior area
por unidade de massa, 0 que confere a quitosana caracteristica de bom coagulante, além disso
sabe-se que a quitosana apresenta superficie carregada positivamente, caracteristica que
também favorece o processo de coagulacdo, visto que as microalgas possuem superficie

carregada negativamente.

Figura 4.5 Micrografia (MET) da quitosana em solu¢do com aumento de (A) 100.000 x e
(B) 200.000 x.

A Tabela 4.1 apresenta os resultados da analise granulométrica, onde é possivel

verificar que a quitosana possui um tamanho de particula médio de 122,40 £ 3,19 pm.

Tabela 4.1 Analise granulométrica por difracdo a laser da quitosana.
Amostra Dy (um) Dso (Mm) Deo (Mm) Drmedio (M)
Quitosana 21,36 +0,70 99,98 +0,68 252,15+ 12,02 122,40 + 3,19

Além disso, observa-se que existe uma distribuicdo bem larga de tamanhos variando

desde Djg igual a 21 pm a Dy igual a 252 um, mais de 10 vezes maior.

4.2.3 Nano-quitosana

Assim como a quitosana, a nano-quitosana apresentou morfologia homogénea
(Figura 4.6 A), de formato esférico e aglomerado, com um tamanho médio de particula de
aproximadamente 40 nm (Figura 4.6 B), resultados semelhantes aos obtidos por Kocak et al.
(2012). Além disso, apresentou estrutura sélida e consistente. As medidas de angulo de
contato comprovam a hidrofilicidade do material, uma vez que a média dos valores obtidos
foi de 69,3° + 1,2. Entretanto, o0 material apresenta grande area superficial (devido ao pequeno

tamanho) carregada positivamente, o que auxilia o processo de coagulacao.
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Figura 4.6 Micrografia (MET) da nano-quitosana em solugdo com aumento de (A) 100.000 x e
(B) 200.000 x.

Durante a formacdo das nanoparticulas de quitosana, a propor¢do entre quitosana e
STTP é de extrema importancia, pois controla o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas,
podendo desta forma afetar o desempenho das particulas formadas (proporcéo utilizada: 5:1).
De acordo com Calvo et al. (1997), as ligacGes inter e intra moleculares entre 0 STTP e 0s
grupos amino carregados positivamente da quitosana sdo responsaveis pela eficacia do
processo de gelificacdo ibnica. A formacao de nanoparticulas é possivel apenas para algumas
concentracdes especificas de quitosana e STTP, e o tamanho das particulas é dependente da
proporcao quitosana:STTP. Desta forma, a concentracdo final de quitosana pode ser de até

4 mg mL™, enquanto que a concentragdo méxima de STTP é de apenas 0,75 mg mL™.,

Khalil et al. (2012) avaliaram o efeito de diferentes razdes de quitosana e STTP (1:1,
2:1, 3:1, 4:1, 5:1 e 6:1) sobre as dimensbes das nanoparticulas. Verificaram que as
nanoparticulas formadas nas proporcdes 1:1, 2:1, 4:1, 5:1 e 6:1 apresentam morfologia
predominantemente esférica e aglomerada. Ja& na proporcdo 3:1, as particulas mostraram-se
espalhadas e distintamente esféricas. Em referéncia a dimenséo, foi observado diminuicdo do
tamanho de particula com o aumento da propor¢do quitosana:STTP, o que pode estar
correlacionado com a diminui¢do da forgca da ligagdo ibnica de formacdo. Os diametros

médios encontrados pelos referidos autores variaram de 13 nm a 35 nm.

Neves et al. (2014) também analisaram o efeito de diferentes razbes de quitosana e
STTP. Constataram que maiores concentracOes iniciais de quitosana e STTP produzem
nanoparticulas com tamanhos maiores e que a propor¢do de quitosana:STTP de 3:1 produz
particulas estaveis e uniformes (tamanho médio de particula de 82,5 nm). Resultados
semelhantes sdo relatados por Solval et al. (2014), que observaram uma relacgdo linear entre a

concentracdo inicial de quitosana e o tamanho médio das nanoparticulas resultantes. No
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entanto, outras variaveis, como a massa molar da quitosana e as condi¢fes de mistura, afetam
0 tamanho e a distribuicdo de tamanhos das moléculas. A proporcdo de 3:1 formou as

menores particulas (179 — 234 nm), de formato esférico, sem aglomeracéo e estaveis.

Na Figura 4.7 sdo apresentados os espectros de FT-IR da quitosana e da nano-
quitosana, que foram obtidos para verificacdo da composi¢do quimica da nano-quitosana. Os
picos de absorcdo caracteristicos da quitosana (Figura 4.7 A) foram observadas em 3000-
3800 cm™ (OH, NH,), 2876 cm™ (extensdo de -CH), 1651 cm™ (banda -CONH amida I1),
1588 cm™ (banda -NH amida I1), 1323 (banda —NH amida II) e 1151 cm™ (vibragdo de
alongamento C-0). O espectro de FT-IR da nano-quitosana (Figura 4.7 B) mostra o pico de
absorcdo caracteristico de OH e NH, a 2905-3254 cm™. Os picos de absorcéo caracteristicos
de N-H, -CH3 e o pico de absorcdo da segunda hidroxila (-OH) aparecem em 1647, 1410 e
1321 cm™, respectivamente. As bandas de absorcdo em 1073 cm™ (alongamento assimétrico
da ponte C-O-C) sdo bandas de absorcdo caracteristicas de polissacarideos presentes na

estrutura da quitosana.

Comparando os dois espectros (Figura 4.7 A e B), observa-se que para a nano-
quitosana ha uma mudanca da banda 3353 cm™ para 3254 cm™ e ela torna-se menos larga,
indicando a reducéo de ligacdo de hidrogénio. A diminuicdo da quantidade de ligacOes de
hidrogénio nos complexos de nanoparticulas reticuladas é devido a estrutura mais aberta
resultante da reticulacdo com STTP. Outra alteracdo que indica a formacdo de nanoparticulas
é 0 desvio das bandas em 1651 e 1588 cm™ para 1647 e 1548 cm™, que correspondem aos
grupos CONH, e NH,, respectivamente, no espectro da nano-quitosana. O deslocamento
destas duas bandas e o aumento da banda de NH; séo decorrentes da interacdo idnica entre 0s
grupos amina da quitosana carregados positivamente e os grupos do STTP carregados
negativamente. Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura (KOKAC et al., 2012;
NEVES et al., 2014; TANG et al., 2007).
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Figura 4.7 Espectros FT-IR (A) quitosana e (B) nano-quitosana.

4.2.4 Tanino

O tanino cationico (TANFLOC SG) apresenta morfologia disforme (Figura 4.8 A e B),
de formato irregular e ndo aglomerado.

Figura 4.8 Micrografias (MET) do tanino em solugcdo com magnitude de (a) 400.000 x e
(b) 500.000 x.
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A Tabela 4.2 apresenta os resultados da andlise granulométrica do tanino cationico e
do tanino sulfitado, onde é possivel verificar que o tanino catidnico possui um tamanho de
particula médio de 53,99 + 0,08 um enquanto que o do tanino sulfitado é de 57,62 + 0,18 um.

Tabela 4.2 Anélise granulométrica por difracdo a laser do tanino catidnico e do tanino sulfitado.

Amostra D10 (um) Dso (Um) Doo (MM)  Dmggio (UM)

Tanino catiénico 18,43+0,46 53,80+0,08 89,98+0,28 53,99+0,08
Tanino sulfitado 13,08 +0,80 55,56 +0,05 104,12+1,50 57,62+0,18

Devido ao pequeno tamanho de particula, tanto o tanino catidnico quanto o tanino
sulfitado apresentam-se como bons agentes coagulantes, uma vez que apresentam grande area
superficial. N&o foi possivel a realizacdo de medidas de angulo de contato, uma vez que as

solugdes de tanino ndao formaram filme.

4.3 Ensaios de coagulacao

As condicBes Otimas de coagulacdo para cada coagulante analisado foram
determinadas, bem como os efeitos no teor de carotenoides e lipideos totais. Os resultados sdo

apresentados a seguir.

4.3.1 Amido catidnico

O grafico da Figura 4.9 mostra os percentuais de recuperacdo obtidos durante os
ensaios de coagulacédo das microalgas, onde se variou as concentragdes de amido catiénico de

10 mg L™ a 150 mg L™, com uma concentraco inicial de biomassa de 1,69 + 0,17 g L™.
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Figura 4.9 Efeito da dosagem de amido catiénico sobre a recuperacéo de células de microalgas, onde se
variou as concentragdes de amido cationico de 10 mg L™ a 150 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade
de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentacéo e concentracéo inicial de biomassa de 1,69 + 0,17 g L™
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Como pode ser observado, a recuperacdo obtida para cada concentracdo avaliada foi
semelhante e préxima a 50 %, indicando que o coagulante ndo foi eficaz na concentragdo da
biomassa algal, uma vez que a recuperacdo obtida foi decorrente do processo natural de
decantagdo. Além disso, a analise estatistica mostrou que o aumento na dosagem de

coagulante ndo afeta o percentual de recuperacao (p > 0,05).

Nas Figuras 4.10 A e 4.10 B estdo apresentadas fotografias do resultado do teste de
jarros para o processo de coagulacdo da suspensdo de microalgas utilizando amido catiénico
como agente coagulante. Visualmente percebe-se que ndo houve clarificagdo da amostra nem
formacdo de aglomerados, mesmo quando altas concentracdes de coagulante foram
adicionadas. Frente a estes resultados, para este coagulante ndo foram determinadas as
condigdes Otimas de operacdo nem foram realizadas anélises de angulo de contato e da

interferéncia do processo no teor de carotenoides e lipideos totais.

h

Figura 4.10 Cultura de microalgas coaguladas com amido catidnico (A) durante agitacdo e (B) ap6s
60 min de sedimentaco, nas concentragdes de amido catidnico de 10 mg L™ a 150 mg L™, com
60 min de mistura, velocidade de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentac&o e concentragdo inicial
de biomassa de 1,69 +0,17 g L™

4.3.2 Quitosana

O efeito da dosagem de quitosana na recuperacdo da biomassa algal é exibido na
Figura 4.11, onde as concentracdes variam de 10 a 150 mg L™, com uma concentracéo inicial
de biomassa de 1,24 + 0,42 g L™, Elevados valores de recuperacéo foram obtidos, mesmo em
baixas concentracbes de quitosana. A maxima recuperacdo (88,5+ 1,2 %) foi obtida na

concentracdo de 150 mg L™ e a minima (76,7 + 3,5 %) a 10 mg L™



RESULTADOS E DISCUSSAO 71

100

SRS

70 -

% de recuperagao

50 -

40

30 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragdo (mg L)

Figura 4.11 Efeito da dosagem de quitosana sobre a recuperacgdo de células de microalgas, onde se
variou a concentragio de quitosana de 10 mg L™ a 150 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade de
mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentagdo e concentragéo inicial de biomassa de 1,24 + 0,42 g L™.

Os mecanismos mais provaveis envolvidos no processo de coagulacdo com quitosana
sdo a adsorcédo e a formacao de ponte. Devido a sua alta massa molar e elevada densidade de
carga catidnica (grupos funcionais amino carregados positivamente — NHz" e NH,"), a
quitosana tem tendéncia a adsorver micro-organismos carregados negativamente, incluindo
microalgas. Em solucdes &cidas (a quitosana foi preparada em solucdo de &cido acético 2 %),
ha um aumento no ndmero de grupos amina protonados. Devido a rapida adsor¢&o originaria
de sua elevada carga positiva, apresenta forte capacidade de neutralizacdo de carga. A
quitosana, carregada positivamente, é fortemente adsorvida sobre as microalgas, que sdo
carregadas negativamente, resultando em um acumulo de cargas na superficie das células
algais. Esta caracteristica promove a coagulacdo por neutralizacdo das cargas depositadas
sobre a superficie das células algais, levando ao enfraquecimento da repulsdo eletrostatica
entre as mesmas. Este fenbmeno é conhecido como neutralizacdo de cargas e esta associado a
reducdo da mobilidade eletroforética global. Em baixas concentra¢@es, a quitosana adsorve
apenas em uma pequena area da célula algal, e a superficie livre de coagulante se une a outra
célula, formando uma cadeia cuja estrutura € denominada ponte. Em concentracdes elevadas,
as células sdo praticamente cobertas pelo biopolimero, gerando uma carga liquida positiva.
Esta carga liquida positiva também se liga a outras células algais, formando aglomerados
(AHMAD etal., 2011; BEACH et al., 2012; RASHID et al., 2013b).

Foi verificado que o percentual de recuperacdo tende a aumentar com o aumento da

dosagem. Em baixas doses de coagulante, as células de microalgas ocupam todos os locais de
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ligacdo disponiveis na quitosana, formando assim aglomerados fortes e estaveis devido a
elevada atracéo eletrostatica e minima repulsdo. A concentracdo de 40 mg L™ resultou em
uma recuperacdo de 84 + 4,8 %, o que pode ser considerada uma boa percentagem de

recuperacdo e muito préxima da recuperacdo maxima obtida.

Através da analise estatistica, constatou-se que o aumento da dosagem de coagulante
nédo afeta o percentual de recuperacdo (p > 0,05) e que todos os valores séo estatisticamente
iguais. Em contrapartida, na concentracdo de 10 mg L™ no foi observada a formagéo de

flocos.

Para melhor definicdo da dosagem Otima da quitosana, variou-se a concentracdo de
30a 55mgL™; os resultados estdo apresentados na Figura 4.12. A maior recuperacio
alcancada foi de 76,6 + 18,2 % a 30 mg L™, onde houve a réapida formac&o de aglomerados
compactos, sendo esta considerada a dosagem o6tima. A analise estatistica dos dados corrobora
a escolha da dosagem (p > 0,05), uma vez que o aumento da dosagem de coagulante, na faixa
analisada, ndo afeta o percentual de recuperacdo. Cheng et al. (2011) demonstraram que 0
meio de cultivo tem um efeito negativo sobre a coagulacdo, que pode ser ocasionado pela
interferéncia de sais ou outras moléculas presentes no meio. Além disso, compostos
biolégicos, como substancias poliméricas extracelulares (EPS), também podem afetar as
interacdes inter e intra moleculares da quitosana e interacfes entre a quitosana e as células de
microalgas. Estes fatores devem ser considerados durante a abordagem de processos de

concentracdo da biomassa algal por coagulacéo.
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Figura 4.12 Efeito da dosagem de quitosana sobre a recuperacgdo de células de microalgas, onde se
variou a concentracéo de quitosana de 30 mg L™ a 55 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade de
mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentacdo e concentragéo inicial de biomassa de 1,24 + 0,42 g L™
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Na literatura é encontrada uma variedade de estudos de concentragdo de biomassa
algal por coagulacdo com quitosana: Ahmad et al. (2011) alcangaram uma recuperagéo de
99,3 % a 10 mg L™ de quitosana (GD 90 %) durante a coagulacdo da microalga Chlorella sp.
Beach et al. (2012) atingiram a 100 mg L™ de quitosana, uma recuperacdo de 95% da
microalga Neochloris oleoabundans. Rashid et al. (2013b) concentraram microalgas
Chlorella vulgaris com quitosana e obtiveram a maior recuperagdo (92 + 0,4 %) a 120 mg L™.
Pei et al. (2014) atingiram recuperacdo maxima de 95,8 % e minima de 29,2 % durante a

coagulacao da microalga Microcystis aeruginosa.

A eficiéncia da recuperacdo também é dependente do pH. Na Figura 4.13 esta
apresentado o percentual de recuperacdo de microalgas para uma faixa estreita de pH (6 a 9)
quando foi utilizada solucéo de quitosana na concentracdo de 30 mg L™; observa-se que a
maior recuperacdo obtida foi de 88,3 £ 4,3% a pH 7,0 e a menor foi de 45,7+52% a
pH 8,5.
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Figura 4.13 Efeito do pH sobre a recuperacao de células de microalgas na coagulagdo com quitosana, onde
se variou o pH de 6,0 a 9,0, com concentragdo de quitosana de 30 mg L™, 60 min de mistura, velocidade de
mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentacéo e concentraco inicial de biomassa de 1,24 + 0,42 g L™

O efeito do pH pode ser explicado pelas propriedades fisicas da quitosana e pelas
interacOes fisico-quimicas entre a quitosana e as células algais. A alteracdo do pH afeta a
estrutura do coagulante e das substancias presentes na suspensdo. A carga superficial das
microalgas (altamente negativa a pH basico) e da quitosana (altamente positiva a pH acido)
variam com o pH, o que afeta as interacdes entre as particulas. Em pH neutro, a quitosana
apresenta estrutura enrolada, o que aumenta a superficie de adsor¢do e consequentemente,

melhora a interagdo das particulas e aumenta a eficiéncia da coagulacdo. Em pH muito
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elevado (maiores do que 8,0), as células algais tendem a precipitar com os ions presentes no
meio, a estrutura da quitosana é relativamente linear e encontra-se dispersa na suspenséao, o
que reduz consideravelmente a recuperacdo. Em pH acido (menor do que 5,0), ha a formacéao
de grandes aglomerados devido a elevada carga positiva, aumentando a eficiéncia do
processo. Nesta condi¢do as particulas de quitosana estdo altamente protonadas, ocasionando
repulsdo entre si, diminuindo as interagdes entre as particulas. Estudos anteriores apontam que
a autofloculacéo € desencadeada por meio da elevacao do pH acima de 8,5 ou pela reducéo do
pH abaixo de 3,5 (CHENG et al.,, 2011; SUKENIK & SHELEF, 1984). Desta forma, a
formacdo de aglomerados a pHs muito baixos ou muito altos € decorrente da autofloculagéo,
ndo da acdo do coagulante. Em pHs baixos (menor que 7,0 e maior que 5,0), as microalgas
tendem a se agregar devido a baixa carga de superficie celular. Em pH 7,0, a carga liquida
positiva da quitosana diminui, permitindo uma maior interacdo entre as moléculas de
quitosana (RASHID et al., 2013b). Resultados diversos sdo encontrados: para a coagulacéo da
Chlorella variabilis, Cheng et al. (2011), definiram o pH de 8,5 como pH 6timo. Granados et
al. (2012), encontraram o pH 8,0 como ideal para a coagulacdo de diferentes espécies de
microalgas. Beach et al. (2012), para a concentracdo da microalga Neochloris oleoabundans,

utilizaram pH 7,0.

Apds teste de Tukey (vide apéndice A), averiguou-se gque as recuperacdes encontradas
em pH 6,0, 7,0 e 7,5 sdo estatisticamente iguais. De forma a reduzir o volume de reagentes
utilizados para o ajuste de pH, o pH 7,5 foi selecionado como sendo 0 mais adequado para o

processo de coagulacdo utilizando quitosana.

O resultado da variacdo do tempo de mistura sobre a recuperacdo € demonstrado na
Figura 4.14. A analise dos dados mostra que a quitosana necessita de um tempo de mistura de
pelo menos 40 min para atingir o valor maximo de recuperacdo das células algais
(94,0 £ 0,2 %). A recuperacdo aumenta com o tempo de contato, atingindo o valor maximo
em 40 min. Este comportamento demonstra que a coagulacdo € um processo lento, uma vez
gue a suspensdo de microalgas é uma mistura complexa com muitos interferentes e a atracdo
eletrostéatica € influenciada pela presenca dos sais e outras substancias. Em tempos de mistura
superiores a 40 min, a recuperacdo manteve-se no valor maximo, sofrendo pequenas variagoes
(inferior a 5 %). Através do teste de Tukey (vide apéndice A), verificou-se que os tempos de

mistura de 40 min a 120 min s&o estatisticamente iguais. Desta forma, para reduzir o consumo
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energético, o tempo de 40 min foi selecionado como sendo o mais adequado para este

processo.

100 -
¢ s

90 - ¢ .

80 -

70 13

60 -

% de recuperacgdo

50 -

30 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo de mistura (min)

Figura 4.14 Efeito do tempo de mistura sobre a recuperacao de células de microalgas na coagulagdo
com quitosana, onde se variou o tempo de mistura de 5 min a 120 min, com concentracao de quitosana
de 30 mg L™, pH 7,5, velocidade de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentac&o e concentragéo inicial
de biomassa de 1,24 + 0,42 g L™.

Vale ressaltar que os aglomerados formados pela agregacdo com quitosana
permaneceram intactos mesmo apds longos periodos de mistura, o que demonstra que a
quitosana ndo apenas adsorve na superficie celular, mas também forma ligacbes fortes,
formando aglomerados compactos. Resultados diferentes foram encontrados na utilizacdo de
alimen e PACI para coagulacdo de suspensdo de argila (KAN et al., 2002). Neste caso, 0s
aglomerados formados foram facilmente desestabilizados e dispersos na amostra conforme o
prolongamento do tempo de mistura e, devido a agitacdo intensa, a recuperacdo do processo

diminui.

A velocidade também afeta a recuperacdo do processo de coagulacdo por quitosana,
sendo o resultado ilustrado na Figura 4.15. Na menor velocidade de mistura (30 rpm), durante
40 min, com dosagem de quitosana de 30 mg L™ e pH 7,5, obteve-se uma recuperacéo de
98,4 + 0,3 %. Essa velocidade é suficiente para que todas as particulas de quitosana sejam
adsorvidas pelas microalgas. Conforme a velocidade aumenta, a percentagem de recuperagao
diminui consideravelmente (mais de 10 pontos percentuais), este comportamento é causado
pela estabilizacdo das células. Além disso, altas velocidades tendem a danificar os
aglomerados, fazendo com que as celulas coaguladas sejam dispersas e reintroduzidas no

meio. Através da anélise estatistica dos dados (p < 0,05), este resultado foi comprovado.
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Figura 4.15 Efeito da velocidade de mistura sobre a recuperacao de células de microalgas na coagulagéo
com quitosana, onde se variou a velocidade de mistura de 30 rpm a 150 rpm, com concentracdo de
quitosana de 30 mg L™, pH 7,5, 40 min de mistura, 60 min de sedimentaco e concentraco inicial de
biomassa de 1,24 + 0,42 g L™,

Resultados semelhantes sdo encontrados no estudo realizado por Ahmad et al. (2011),
porém, Rashid et al. (2013a) relataram o contrario, com maior recupera¢do obtida na maior
velocidade de mistura. Esses autores concluiram que a alta velocidade de mistura (300 rpm)
permitiu uma mistura mais rapida e uniforme entre as células de algas carregadas
negativamente e as particulas de quitosana protonadas. Em contrapartida, baixas velocidades
de mistura ndo distribuem uniformemente o coagulante, reduzindo assim a recuperagédo e

formando aglomerados fracos, que facilmente se estabilizam.

Durante o processo de coagulacdo, alguns autores recomendam a utilizacdo de
agitacdo rapida seguida por mistura lenta. Pei et al (2014) demonstraram os efeitos do tempo
de agitacdo rapida e o tempo de agitacdo lenta sobre a eficiéncia da recuperacdo. Os autores
observaram que durante a variacdo da agitacdo lenta, ndo houve alteracdes significativas no
percentual de recuperacdo, 0 que mostra que este parametro ndo possui efeito consideravel
sobre o processo. Porém, modificagdes no tempo e na velocidade de agitacdo rapida
provocam alteracfes. Kan et al. (2002) avaliaram o tempo e a velocidade de mistura rapida e
apontaram que o tempo de mistura rdpida afeta a estabilizagdo dos aglomerados e a
velocidade de mistura tem um impacto expressivo no tamanho dos aglomerados e na

velocidade de sedimentacéo.
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Na Figura 4.16 estd apresentada a relacdo da recuperacdo em funcdo do tempo de

sedimentacdo, nas condigdes Otimas pré-estabelecidas.

100 1 4g & o I’ 3
90 -

80 -~
70 ~

60 -

% de recuperagdo

50 ~

30 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo de sedimentagdo (min)

Figura 4.16 Efeito do tempo de sedimentacgdo sobre a recuperacéo de células de microalgas na
coagulacdo com quitosana, onde se variou o tempo de sedimentac¢do de 5 min a 100 min, com
concentracdo de quitosana de 30 mg L™, pH 7,5, 40 min de mistura, velocidade de mistura de 30 rpm e
concentragéo inicial de biomassa de 1,24 +0,42 g L™

Recuperacbes proximas a 98 % sdo alcancadas em todo o intervalo de tempo de
sedimentacdo analisado, resultado que foi comprovado através de analise estatistica dos dados
(p > 0,05). Este resultado € dependente da escala e consequentemente da altura de suspenséo,
gue neste trabalho foi de apenas 3,5 cm; em outras alturas de sedimentacéo, o efeito do tempo
de sedimentacdo pode ser diferente. Na maioria das vezes, o tempo de sedimentacdo é
dependente do tamanho dos aglomerados. Quando ha formacdo de aglomerados mais
rapidamente, o percentual de recuperacdo € maior (AHMAD et al., 2011). Como discutido
anteriormente, a quitosana promove uma rapida agregacdo das células através da formacao de
pontes entre as células, o que permite a formacdo de particulas com tamanho suficiente para
sedimentar rapidamente, visto que a sedimentacdo ocorre devido a acdo da gravidade.
Segundo Luna-Finkler & Finkler (2008), quando uma suspensdo de sélidos é submetida ao
processo de sedimentacdo, a forca motriz do processo é a forga gravitacional e ela atua sob
diferentes formas, dependendo da concentracdo da suspensdo. Em baixas concentragdes, cada
particula move-se separadamente, sendo o movimento exclusivamente decorrente da forca
gravitacional. No entanto, em altas concentracdes, a velocidade é influenciada pela interagédo
entre as particulas e a medida que as particulas vao sedimentando, ha o arraste das que estdo
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abaixo, 0 que ocasiona um aumento do peso das particulas, intensificando desta forma a forca
gravitacional. O mesmo efeito da concentracdo pode ser observado em funcéo da altura.

A micrografia apresentada na Figura 4.17 B foi realizada nas condic¢Ges Otimas de
coagulacdo, antes do processo de sedimentacdo. A finalidade foi avaliar a formacgdo e o
tamanho dos aglomerados para posterior filtracdo por membranas (OD). Em comparacdo com
microalga in natura apresentada na Figura 4.17 A, é possivel visualizar a aglomeragdo das
células algais, 0 que comprova que a quitosana promove a coagulagdo das microalgas. As
células se unem umas as outras, apresentando um padrdo de aproximadamente trés células.
Através da micrografia foi possivel visualizar que as células se mantiveram integras, sem
rompimento da parede celular e com coloracdo esverdeada, comprovando a viabilidade das

mesmas.

Figura 4.17 Micrografia 6tica com aumento de 40x da microalga Chlorella sp. (A) microalga in natura e
(B) microalga coagulada com quitosana, com concentracéo de quitosana de 30 mg L™, pH 7,5, 40 min de
mistura, velocidade de mistura de 30 rpm e concentragdo inicial de biomassa de 1,24 £ 0,42 g L™

A quitosana ndo alterou o teor de carotenoides, porém causou uma reducao no teor de
lipideos. Os resultados para a analise de carotenoides totais da microalga coagulada com

quitosana, em comparag¢ao com a microalga in natura estdo mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Teor de clorofila a (C,), de clorofila b (Cy,) e de carotenoides totais (Cy+.) da microalga in
natura e da microalga coagulada com quitosana.

Cinicial biomassa (g L_l) Ca (mg L_l) Cb (mg L_l) CX+C (mg L_l)

Microalga in natura 1,88 + 0,02 11,00+£0,03 7,03+0,12 5,69+0,05
Microalga coagulada com quitosana 1,80 £ 0,06 10,79+0,60 7,07+046 547+0,28
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,59 0,90 0,26

onde Cinicial biomassa € @ concentracdo inicial de biomassa e C,, Cy e Cy.c S80 as concentragdes de clorofila a,
clorofila b e carotenoides em mg L™, respectivamente.
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Para o teor de lipideos totais da microalga coagulada com quitosana, em comparagao
com a microalga in natura, houve reducdo, conforme dados apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Teor de lipideos totais na suspensdo de microalga in natura e da suspensdo coagulada com

quitosana.
Cinicial biomassa (g L_l) Lipideos (%)
Microalga in natura 1,88 £ 0,05 19,65+ 2,70
Microalga coagulada com quitosana 1,80 £ 0,06 15,17 £ 0,21
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,04

Deve-se considerar, na analise de lipideos da biomassa coagulada, a contribui¢do do
coagulante durante a pesagem da biomassa liofilizada. Como a concentracdo ideal da
quitosana foi estabelecida como sendo 30 mg L™ e, levando em conta que todo coagulante
esteja presente na biomassa (desconsiderando quantidades de coagulante no sobrenadante),
em 1,0g de biomassa liofilizada pesada (concentracdo inicial de biomassa de
aproximadamente 1,80 gL™), o coagulante corresponde a 1,67 % de massa pesada.
Considerando a contribuicdo da massa de coagulante, o teor de lipideos da microalga
coagulada com quitosana é de 15,42 + 0,21 % e, comparando com o teor de lipideos da

microalga in natura (p = 0,05), ainda s&o encontradas diferencas.

4.3.3 Nano-quitosana

Em decorréncia da nano-quitosana ser uma modificacdo da quitosana, o processo de
coagulacdo apresenta grande similaridade. Os mecanismos da coagulacdo podem ser
considerados os mesmos (adsor¢do e formacdo de ponte) e o0 comportamento do coagulante
frente as variaveis testadas € analogo. A modificacdo acarreta uma diminui¢do do tamanho de
particula, aumentando assim a superficie de contato e, por consequéncia, eleva a capacidade

de adsorc¢éo do coagulante.

A relacdo entre a dosagem de nano-quitosana e a recuperacdo da biomassa algal é
evidenciada pelos resultados apresentados na Figura 4.18, onde as concentragdes de
coagulante variaram de 10 a 150 mg L™, com uma concentragdo inicial de biomassa de
1,35+ 0,36 g L. Na concentracdo de 40 mg L™ a recuperacéo foi de 96,3 + 4,5 %, sendo este

o valor maximo obtido (p < 0,05). A menor recuperacao foi de 65,7 + 11,6 % a 10 mg L ™.
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Figura 4.18 Efeito da dosagem de nano-quitosana sobre a recuperacédo de células de microalgas, onde se
variou concentracdo de nano-quitosana de 10 mg L™ a 150 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade de
mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentac&o e concentracdo inicial de biomassa de 1,35 + 0,36 g L™

Na Figura 4.19 estdo apresentados os resultados para uma faixa menor de

concentracao de coagulante, variando de 20 mg L™ a 50 mg L™,
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Figura 4.19 Efeito da dosagem de nano-quitosana sobre a recuperagéo de células de microalgas, onde
se variou concentragio de nano-quitosana de 20 mg L™ a 50 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade
de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentagdo e concentragéo inicial de biomassa de 1,35 + 0,36 g L™,

Nessas concentracbes, a maior recuperacdo alcancada foi de 90,2+85% na
concentracdo de 20 mg L™ . Através da analise estatistica, o aumento da dosagem de
coagulante ndo afeta o percentual de recuperagédo (p > 0,05), desta forma, a concentracéo de
20 mg L™ foi definida como a melhor, objetivando o menor consumo de coagulante. Em
comparacdo com a quitosana (recuperacdo de 76,6 + 18,2 % a 30 mg L™), a nano-quitosana
obteve maior recuperacdo com uma menor concentracdo, confirmando a hipotese inicial de
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gue a nano-quitosana apresenta maior area disponivel para uma mesma massa. Em virtude de
sua maior area de contato superficial, apresenta maior capacidade de transferéncia de massa, 0
que facilita o processo difusivo de adsorcdo, resultando na formacdo de aglomerados
compactos e uma rapida sedimentacdo. Além disso, a estrutura da nano-quitosana possuli
ligagBes ibnicas cruzadas com o STTP, o que gera uma grande rede de polimeros,
aumentando a capacidade de formacdo de pontes, reduzindo desta forma a dosagem étima do
coagulante (FARID et al., 2013).

Variagdes na recuperacdo para diferentes valores de pH s&o mostrados na Figura 4.20.
Altas recuperacGes sdo obtidas em pH neutro e pouco alcalino, porém ha uma queda
acentuada quando o pH é superior a 8,0. O efeito do pH sobre a recuperacdo pode ser
explicado pelas diferengas na protonagdo dos grupos amina e pelas alteragdes da estrutura
molecular do biopolimero. Através do teste de Tukey (vide Apéndice A), verificou-se que 0s
pH 6,0, 7,0 e 8,0 sdo estatisticamente iguais. Sendo assim, a fim de minimizar o consumo de

reagentes com o ajuste de pH, o pH 8,0 foi considerado o mais adequado para 0 processo.
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Figura 4.20 Efeito do pH sobre a recuperacdo de células de microalgas na coagulagdo com nano-quitosana,
onde se variou o pH de 5,0 a 9,0, com concentragdo de nano-quitosana de 20 mg L™, 60 min de mistura,
velocidade de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentag&o e concentracao inicial de biomassa de
1,35+0,36 g L™

A Figura 4.21 apresenta a relagao da recuperagdo em funcdo do tempo de mistura, com
dosagem de 20 mg L™ de nano-quitosana e pH 8,0. Em apenas 5 min de mistura a nano-
quitosana apresenta a mais alta recuperacdo (94,4 + 0,4 %), porém os valores sofrem uma
pequena queda (inferior a 10 pontos percentuais) no decorrer do tempo. Uma explicacdo para
este fendmeno ¢ a estabilizacdo dos aglomerados formados e dispersdo das células algais na

amostra em tempos de mistura mais elevados (de 20 a 120 min), o que reduz a recuperacgdo do
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processo. Apesar de ser um coagulante eficaz (baixa dosagem 6étima, répida formacdo de
aglomerados e elevada recuperagdo), os aglomerados formados durante 0 processo sdo
menores e mais frageis. Pela analise estatistica dos dados, verificou-se que o aumento do
tempo de mistura ndo afeta o percentual de recuperagéo (p > 0,05). Desta forma, para reduzir

0 consumo energético, o tempo de 5 min foi selecionado para execucdo dos demais

experimentos.
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Figura 4.21 Efeito do tempo de mistura sobre a recuperacéo de células de microalgas na coagulagao
com nano-quitosana, onde se variou o tempo de mistura de 5 min a 120 min, com concentracdo de
nano-quitosana de 20 mg L™, pH 8,0, velocidade de mistura de 100 rpm, 60 min de sedimentacéo e

concentracdo inicial de biomassa de 1,35+ 0,36 g L™

Na Figura 4.22 estdo apresentados os resultados de recuperacdo como uma funcdo da

velocidade de mistura.
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Figura 4.22 Efeito da velocidade de mistura sobre a recuperacado de células de microalgas na
coagulacdo com nano-quitosana, onde se variou a velocidade de mistura de 30 rpm a 150 rpm, com
concentracdo de nano-quitosana de 20 mg L™, pH 8,0, 5 min de mistura, 60 min de sedimentagéo e

concentracdo inicial de biomassa de 1,35 + 0,36 g L™
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Observa-se que a velocidade de mistura também afeta a recuperacéo, porém de forma
mais amena. A maior recuperagédo foi de 97 £ 0,1 % nas seguintes condigdes: velocidade de
30 rpm, dosagem de nano-quitosana de 20 mg L™, pH 8,0 e 5 min de mistura. A velocidade de
30 rpm mostrou-se suficiente para que todas as particulas de nano-quitosana fossem
adsorvidas. Em velocidades superiores a 100 rpm, h&a maior desestabilizacdo dos aglomerados
devido ao enfraquecimento dos mesmos, 0 que acarreta a diminuicdo dos flocos e
consequentemente reduz a recuperacdo. O teste de Tukey (vide Apéndice A) mostrou que as
recuperacdes obtidas entre 30 rpm a 100 rpm sdo estatisticamente iguais e, com a finalidade

de reduzir danos as células algais, a velocidade de 30 rpm foi considerada a mais adequada.

O efeito do tempo de sedimentacdo sobre a recuperacdo da biomassa algal é exibido
pela Figura 4.23. A recuperagdo maxima obtida foi de 97,5+ 0,6 % apds um tempo de
sedimentacdo de 60 min, nas condicdes de 20 mg L™ de nano-quitosana, pH 8,0, tempo e
velocidade de mistura de 5 min e 30 rpm, respectivamente. O teste de Tukey (vide Apéndice
A) demonstrou que os tempos de 5 min a 60 min sdo estatisticamente iguais, sendo o tempo

de 5 min considerado o melhor.
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Figura 4.23 Efeito do tempo de sedimentacdo sobre a recuperacao de células de microalgas na coagulacéo
com nhano-quitosana, onde se variou o tempo de sedimentacéo de 5 min a 100 min, com concentragéo de
nano-quitosana de 20 mg L™, pH 8,0, 5 min de mistura, velocidade de mistura de 30 rpm e concentracéo

inicial de biomassa de 1,35+ 0,36 g L™.

Na Figura 4.24 A esta apresentada a micrografia da microalga in natura e na B a
micrografia da microalga coagulada com nano-quitosana, nas condi¢cdes Otimas e
anteriormente ao processo de sedimentacdo. A viabilidade das células foi comprovada, uma

vez que ndo houve danos a estrutura celular. Em comparagéo com a Figura 4.17 B (microalga
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coagulada com quitosana), as células algais se aglomeram em cadeias quase lineares,
diferentemente das coaguladas com quitosana, onde as células se aglomeraram em grupos.

Figura 4.24 Micrografias 6ticas com magnitude de 40x da microalga Chlorella sp. coagulada com
nano-quitosana. (A) microalga in natura e (B) microalga coagulada com nano-quitosana, com
concentragdo de nano-quitosana de 20 mg L, pH 8,0, 5 min de mistura, velocidade de mistura de
30 rpm e concentracéo inicial de biomassa de 1,35 + 0,36 g L™

A nano-quitosana ndo afetou o teor de carotenoides nem o teor de lipideos. A analise
de carotenoides totais da suspensdo de microalgas coagulada com nano-quitosana, em
comparagao com a suspensao in natura, esta apresentada na Tabela 4.5. A reducdo encontrada

no teor de clorofila a (p = 0,01) sugere alguma interagdo com a nano-quitosana.

Tabela 4.5 Teor de clorofila a (Cy), de clorofila b (Cy,) e de carotenoides totais (C,..) da microalga in
natura e da microalga coagulada com nano-quitosana.

Cinicial biomassa
(9L"
Microalga in natura 1,88+0,02 11,00£0,03 7,03+0,12 5,69+£0,05

Microalga coagulada com nano-

Ca (mg L-l) Cb (mg L-l) Cx+c (mg L-l)

. 1,84+0,08 10,25+0,29 6,56+0,30 5,63+0,17
quitosana

p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,01 0,06 0,64

onde Cinicial viomassa € @ concentracdo inicial de biomassa e C,, Cp e Cy.c S80 as concentragdes de clorofila a,
clorofila b e carotenoides em mg L™, respectivamente.

Para o teor de lipideos totais da microalga coagulada com nano-quitosana, em
comparagdo com a microalga in natura, os dados estdo apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 Teor de lipideos totais da microalga in natura e da microalga coagulada com nano-

quitosana.
Cinicial biomassa (0 L) Lipideos (%)
Microalga in natura 1,88 £ 0,05 19,65+ 2,70
Microalga coagulada com nano-quitosana 1,84 + 0,08 15,15+ 5,19
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,25

Avaliando a contribuicdo da nano-quitosana durante a pesagem da biomassa
liofilizada, conclui-se que a nano-quitosana corresponde a 1,09 % da biomassa liofilizada
pesada (dosagem de coagulante de 20 mg L™ e concentracdo inicial de biomassa de
aproximadamente 1,84 g L™). O teor de lipideos da microalga coagulada com quitosana é
15,32 + 5,25 %, ndo havendo diferengas quando comparado com o teor de lipideos da

microalga in natura (p = 0,27).

4.3.4 Tanino

Na Figura 4.25 estdo apresentados os resultados obtidos em relacdo ao efeito da
dosagem de diferentes taninos sobre a recuperacdo de células de microalgas, com a
concentracdo de coagulante variando de 10 a 150 mg L. A Figura 4.25 A apresenta os
resultados obtidos com extrato de tanino puro (concentracdo inicial de biomassa algal de
1,31+0,08 g L), onde a recuperacdo mantém-se praticamente constante e proéxima a 35 %,
indicando que o coagulante ndo foi eficaz na concentracdo da biomassa algal. A recuperagéo
obtida foi decorrente do processo natural de decantacdo, comportamento semelhante ao obtido
com o amido catidnico. Para este coagulante ndo foram determinadas as condicBes 6timas de
operacdo nem foram realizadas analises de interferéncia no teor de carotenoides e lipideos
totais. A andlise estatistica dos dados demonstrou que o aumento da dosagem do coagulante

ndo afeta o percentual de recuperacéo (p > 0,05).
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Figura 4.25 Efeito da dosagem de tanino sobre a recuperacgdo de células de microalgas, onde se variou
concentracao de tanino de 10 a 150 mg L™, com 60 min de mistura, velocidade de mistura de 100 rpm
e 60 min de sedimentacgdo. (A) Extrato de tanino puro, com concentracéo inicial de biomassa de
1,31+ 0,08 g L™, (B) tanino catiénico, com concentragéo inicial de biomassa de 1,26 +0,15gL" e
(C) tanino sulfitado, com concentracéo inicial de biomassa de 2,60 £ 0,34 ¢ L

A recuperacdo atingida pelo tanino catidnico é exibida na Figura 4.25 B (concentracao
inicial de biomassa algal de 1,26 + 0,15 g L™). Como pode ser observado, h4 uma tendéncia
de aumento na recupera¢do com o acréscimo da dosagem de tanino. A maxima recuperagao
foi de 96,8 + 1,3 % com uma dosagem de 130 mg L™ e a minima foi de 34,2 + 4,9 % com
uma dosagem de 10 mg L™ . Uma recuperacdo quase total foi obtida apenas variando-se a
concentracdo do coagulante, comportamento este que indica que o processo de coagulacdo é
dependente da concentracdo do coagulante. Através do teste de Tukey (vide Apéndice A), as
recuperacdes obtidas nas concentracBes de 100 a 130 mg L™ sdo estatisticamente iguais.
Apesar de serem estatisticamente iguais, durante os experimentos foi possivel verificar que na
concentracdo de 130 mg L™ houve rapida formacéo de flocos, o que reduz consideravelmente
o tempo de mistura e consequentemente 0 consumo energético. Em funcdo disto, a

concentracdo de 130 mg L™ foi selecionada como a mais adequada.
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Comportamentos semelhantes foram encontrados na literatura. Beltran-Heredia &
Sanchez-Martin (2009) determinaram a dosagem Otima de tanino no tratamento de &guas
residuais municipais. Verificaram que a recuperacdo aumenta muito rapidamente com a
dosagem de floculante e uma recuperacao de 80 % é conseguida com uma dosagem inferior a
40 mg L. A dosagem 6tima encontrada pelos autores foi de 100 mg L™ e os resultados foram
comparados com dados obtidos da coagulacdo com alimen (has mesmas condigdes), onde o
tanino apresentou uma ligeira melhoria na recuperacdo. Beltran-Heredia et al. (2010)
estudaram a eficacia do tanino na remog¢do de corantes em aguas residuais. Em relacdo a
dosagem, uma diminuigdo acentuada foi obtida com o aumento da dosagem do coagulante.
Com uma concentragdo de 100 mg L, foi possivel a remocao de 80 % de corante, sendo este
um valor considerado elevado. Luna-Finkler & Finkler (2008) testaram diferentes coagulantes
para a concentracdo de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti); utilizando uma
concentracdo de tanino de 1000 mg L™ atingiram uma recuperacdo de 100 % dos sélidos
presentes no caldo da cultura. Em comparagdo a outros coagulantes (FeCls, Al(SO4)s €

CaCl,.2H,0), o tanino apresentou maior eficacia.

Para o tanino sulfitado (Figura 4.25 C), com uma concentragdo inicial de biomassa
algal de 2,60 +0,34g L™, é possivel visualizar uma tendéncia de aumento de recuperacio
com o aumento da dosagem até atingir um pico de recuperacio (dosagem de 100 mg L™), a
partir do qual ha uma inversdo desta tendéncia. A maxima recuperacdo foi de 78,0 £2,6 %
com uma dosagem de 100 mg L™ e a minima foi de 62,0 +2,6 % com uma dosagem de
10 mg L. Através do teste de Tukey (vide Apéndice A), verificou-se que as recuperacoes
obtidas pelas concentracdes 80 mg L™ e 100 mg L™ séo estatisticamente iguais.

Os mecanismos mais provaveis envolvidos no processo de coagulacdo com tanino
(tanto o catiénico quanto o sulfitado), assim como com a quitosana e a nano-quitosana, sao a

adsorcéo e a neutralizacdo de cargas.

A fim de determinar com maior precisdo a melhor dosagem do tanino catiénico e do
tanino sulfitado, foram realizados testes com dosagens entre 110 e 135 mg L™ para o tanino
catidnico e para o sulfitado entre 80 e 110 mg L™. Os resultados para tanino catidnico estdo
apresentados na Figura 4.26 A, onde é possivel verificar que a recuperacdo se manteve
praticamente constante e proxima a 95 %, sendo a dosagem de 110 mg L™ considerada
adequada. A analise estatistica dos dados confirma que o aumento da dosagem de coagulante

ndo afeta o percentual de recuperacdo (p > 0,05). A Figura 4.26 B mostra os resultados do
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tanino sulfitado, onde a recuperacdo exibe comportamento semelhante ao da Figura 4.25 C. A
maxima recuperacdo obtida foi de 71,3+ 0,7 % a 110 mg L™, sendo considerada a melhor
dosagem. Apesar disto, o teste de Tukey (vide Apéndice A) demonstrou que as dosagens de
80mgL™" a 110 mg L™ sdo estatisticamente iguais, logo, a concentracdo de 80 mg L™ foi

selecionada como a mais adequada.

(A) 100 - t 3 % 3 (B) 100
@ 80 } { 1 7
S g 80 1
E.’ 60 - E& 70 - ; . s ¢ }
% 40 § 60 }
R - 50 o
X201 = 40 1
0 T T T T T T 30 T T T T T T T
105 110 115 120 125 130 135 140 75 80 85 90 95 100 105 110 115
Concentragdo (mg L'l) Concentragdo (mg L'l)

Figura 4.26 Efeito da dosagem de tanino sobre a recuperacdo de células de microalgas, com 60 min de
mistura, velocidade de mistura de 100 rpm e 60 min de sedimentacéo, onde se variou a concentracdo de
(a) tanino catiénico, de 110 mg L™ a 135 mg L™ e concentracdo inicial de biomassa de 1,26 +0,15g L™ e
(b) tanino sulfitado, de 80 mg L™ a 110 mg L™ e concentracéo inicial de biomassa de 2,60 + 0,34 g L™.

O efeito do pH sobre a recuperacdo de biomassa algal ¢ mostrado na Figura 4.27. Para
o tanino catidnico (Figura 4.27 A), na faixa de pH 6,0 a 8,0 a recuperacgdo se manteve proxima

a 97 %.
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Figura 4.27 Efeito do ph sobre a recuperacdo de células de microalgas na coagulagcdo com tanino, com
60 min de mistura, velocidade de mistura de 100 rpm e 60 min de sedimentacéo, onde se variou o pH
de 6,0 a9,0. (A) Tanino catidnico, com concentragdo de tanino de 110 mg L™ e concentracéo inicial

de biomassa de 1,26 + 0,15 g L™ e (B) tanino sulfitado, com concentragéo de tanino de 80 mg L™ e
concentragéo inicial de biomassa de 2,60 +£ 0,34 g L™.
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Em pH 8,0, a recuperacdo foi méxima e igual a 98,4 + 0,1 %. Para valores de pH
maiores do que 8,0, a recuperacdo foi de aproximadamente 94 %. Apesar das pequenas
variacdes de recuperacao, o ajuste de pH ndo é necessario neste caso, uma vez que o pH das
microalgas encontra-se na faixa entre 8,0 e 9,0. Além disso, a variagao encontrada foi inferior
a 5%, o que confirma que o pH n&o interfere no processo de coagulacdo. Através da analise
estatistica dos dados, verificou-se que as recuperacdes obtidas nos diferentes pH séo
estatisticamente iguais (p > 0,05), o que corrobora a afirmacao de que ndo é necessario ajuste
de pH. A mesma andlise pode ser realizada para o tanino sulfitado, cujo resultado esta
apresentado na Figura 4.27 B. Observa-se que assim como para o tanino cationico, o pH néo
interfere no processo de coagulacdo com tanino sulfitado. Desta forma, o ajuste de pH nao é

necessario, o que foi confirmado pela anélise estatistica dos dados (p > 0,05).

Em relacdo ao tempo de mistura, na Figura 4.28 estdo apresentados os resultados do

efeito desta variavel no intervalo de 5 a 120 min sobre a recuperacao.

(A) 100 {6 & o o . (B) 100
o ¢ o 90 -
S, 80 1 ‘S 80
© © 1
g 60 A g 70 |® } { 3 s
3 S 60 - {
- 40 . s
5 S 50 -
R 20 A S
O T T T T T T 30 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tempo de mistura (min) Tempo de mistura (min)

Figura 4.28 Efeito do tempo de mistura sobre a recuperacao de células de microalgas na coagulacao
com tanino, com velocidade de mistura de 100 rpm e 60 min de sedimentacéo, onde se variou o tempo
de mistura de 5 min a 120 min. (A) Tanino catiénico, com concentracdo de tanino de 110 mg L™ e
concentracgdo inicial de biomassa de 1,26 £ 0,15 g L™ e (B) tanino sulfitado, com concentracao de
tanino de 80 mg L™ e concentragéo inicial de biomassa de 2,60 + 0,34 g L™

Quanto ao tanino catiénico (Figura 4.28 A), conforme o tempo de agitacdo aumenta,
hd uma pequena reducdo da recuperagdo. Essa queda € decorrente da estabilizagcdo dos
aglomerados formados. A recuperacdo maxima foi de 99,4 + 0,5 %, obtida em apenas 5 min
de mistura, e a minima foi de 89,0 £ 3,8 % com 120 min de mistura, nas condicGes de
110 mg L™ de tanino. Foi observada réapida formacdo de aglomerados grandes e compactos.
N&o houve diferenca estatistica (p > 0,05) e por isso o tempo de 5 min foi considerado o

melhor.
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Beltran-Heredia & Séanchez-Martin (2009), no tratamento de aguas residuais
municipais com tanino, relataram efeito contrario, onde o aumento do tempo de mistura
acarretou acréscimo da recuperacao. Os resultados obtidos demonstraram que o tempo de 30
min foi adequado. Contudo, consideraram que o parametro nao interferiu no processo, uma

vez que a recuperacéo variou entre 80 e 90 %.

Para o tanino sulfitado (Figura 4.28 B), o tempo de mistura néo interfere no processo
de coagulacdo, uma vez que a variacdo da recuperagdo obtida com o aumento do tempo de
mistura foi inferior a 5 %, sendo confirmado pela anélise estatistica dos dados (p > 0,05).
Desta forma, o tempo de 5 min foi considerado adequado, visando a reducdo do consumo

energético.

A velocidade de mistura foi variada entre 30 e 150 rpm, mantendo-se constante as

demais condigdes, sendo os resultados obtidos mostrados na Figura 4.29.
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Figura 4.29 Efeito da velocidade de mistura sobre a recuperacado de células de microalgas na
coagulacdo com tanino, com 60 min de sedimentacdo, onde se variou a velocidade de mistura de
30 rpm a 150 rpm. (A) Tanino catidnico, com concentragéo de tanino de 110 mg L™, 5 min de mistura
e concentracéo inicial de biomassa de 1,26 + 0,15 g L™ e (B) tanino sulfitado, com concentragéo de

tanino de 80 mg L™, 5 min de mistura e concentracdo inicial de biomassa de 2,60 + 0,34 g Lt
Através da analise dos dados apresentados na Figura 4.29 A para o tanino cationico, é
possivel constatar que o percentual de recuperacdo se mantém praticamente constante
(variacdo proxima a 1 %). A recuperacdo méxima obtida foi de 98,7 + 0,1 % a 60 rpm. Em
contrapartida, a analise estatistica dos dados demonstrou que a velocidade de mistura nao
afeta o percentual de recuperacdo (p > 0,05). Apesar da pequena variagdo encontrada, a
velocidade de agitacdo é um pardmetro importante na formacao de aglomerados, desta forma,
a velocidade de 30 rpm foi considerada adequada, visando reducdo de danos as células algais.

Ja para o tanino sulfitado (Figura 4.29 B), a velocidade de mistura ndo ocasiona alteraces
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significativas no processo de coagulacdo, o que foi confirmado pela anélise estatistica dos
dados (p > 0,05). Desta forma, assim como para o tanino cationico, a velocidade de 30 rpm

foi considerada a melhor a fim de reduzir danos celulares e reduzir o consumo energético.

A Figura 4.30 exibe os resultados para o efeito do tempo de sedimentacdo sobre a

recuperacdo das células algais, nas condi¢fes 6timas ja determinadas.
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Figura 4.30 Efeito do tempo de sedimentagdo sobre a recuperacéo de células de microalgas na
coagulacdo com tanino, onde se variou o tempo de sedimentacdo de 5 a 100 min. (A) Tanino
catiénico, com concentracao de tanino de 110 mg L™, 5 min de mistura, velocidade de mistura de
30 rpm e concentracéo inicial de biomassa de 1,26 + 0,15 g L™ e (B) tanino sulfitado, com
concentracao de tanino de 80 mg L™, 5 min de mistura, velocidade de mistura de 30 rpm e
concentracdo inicial de biomassa de 2,60 £ 0,34 g L™

O comportamento alcancado pelo tanino catiénico (Figura 4.30 A) é semelhante ao da
variacdo da velocidade, onde é encontrada uma diferenca maxima de 1 % nos valores obtidos.
A recuperacdo maxima encontrada foi de 98,9 + 0,3 % em 120 min, porém em apenas 5 min,
a recuperacdo foi de 98,2 £ 1,0 %. A analise estatistica dos dados demonstrou que o tempo de
sedimentagdo ndo afeta o percentual de recuperacdo (p > 0,05). Devido a isso, 0 menor tempo
de sedimentacdo, 5 min, foi selecionado. A rapida recuperacdo obtida foi em funcdo dos
aglomerados formados apresentarem grande dimensao, facilitando assim a acao da gravidade.
Isto também esta relacionado com a altura de suspensdo, uma vez que foi de apenas 3,5 cm.
Este resultado é dependente da escala e, em outras alturas de sedimentacéo, o efeito do tempo
de sedimentagdo pode ser diferente. Ja para o tanino sulfitado (Figura 4.30 B), com o
acréscimo do tempo de sedimentacdo, ha aumento da recuperagdo. A maior recuperagédo
alcancada é proxima de 68 %, com tempo superior a 60 min. O alto tempo de sedimentagdo
encontrado provavelmente é decorrente da formacdo de aglomerados pequenos e frageis, o

que dificulta a acdo da gravidade. O tempo de 60 min foi selecionado, pois é possivel verificar
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que h& uma tendéncia de estabilizacdo do valor de recuperagdo em tempos maiores. A analise
estatistica dos dados confirma este resultado (p < 0,05).

Beltran-Heredia & Sanchez-Martin (2009) também avaliaram o efeito da temperatura
no processo de coagulacdo, em funcéo da variacdo sazonal. A temperatura foi variada na faixa
de 10 °C a 40 °C. Os resultados mostraram que a temperatura nao afeta a eficiéncia do

coagulante.

Micrografias da microalga coagulada com tanino catiénico nas melhores condicdes e
anteriormente ao processo de sedimentacdo sdo apresentadas na Figura 4.31. Para o tanino
catibnico, as células algais se aglomeram em cadeias quase lineares, semelhante ao da nano-
quitosana (Figura 4.24). Em relacdo a viabilidade das células, foi observado o rompimento da
parede celular de algumas microalgas (Figura 4.31) e diminuicdo da mobilidade das células.
Em relagéo ao tanino sulfitado, ndo foram encontradas alteragcfes na mobilidade e viabilidade
das células.

E-N
Figura 4.31 Micrografia 6tica com aumento de 40x da microalga Chlorella sp. coagulada com tanino

catidnico com rompimento de parede celular, com concentrag&o de tanino de 110 mg L™, 5 min de
mistura, velocidade de mistura de 30 rpm, 5 min de sedimentagéo e concentragdo inicial de biomassa
de 1,26 £0,15g L™
O tanino ndo acarretou alteraces no teor de carotenoides nem no teor de lipideos. Os
resultados para a andlise de carotenoides totais da microalga coagulada com tanino, em
comparagdo com a microalga in natura, para o tanino cationico e para o tanino sulfitado sdo

apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 Teor de clorofila a (C,), de clorofila b (Cy,) e de carotenoides totais (Cy.c) da microalga in
natura e da microalga coagulada com diferentes tipos de tanino.
Cinicial biomassa (g I—-l) Ca (mg I—l) Cb (mg I—-1) CX+C (mg L-l)

Microalga in natura 1,86 £ 0,06 759+0,77 645+156 7,14+0,56

Microalga coagulada com tanino catiénico 1,65+ 0,07 6,22+1,15 544+092 6,77+0,52
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,16 0,39 0,44

Microalga in natura 1,49 + 0,03 343+0,40 388082 127+031

Microalga coagulada com tanino sulfitado 1,41 +0,03 299+066 3,74+162 1,22+0,10
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,37 0,90 0,80

onde Cinicial viomassa € @ concentracéo inicial de biomassa e C,, Cp e C,.c 580 as concentracdes de clorofila a,
clorofila b e carotenoides em mg L™, respectivamente.

O teor de lipideos totais da microalga coagulada com tanino catiénico e com tanino

sulfitado, em comparacdo com a microalga in natura, sdo mostrados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 Teor de lipideos totais da microalga in natura e da microalga coagulada com diferentes
tipos de tanino.

Cinicial biomassa (g I—_l) Lipideos (%)

Microalga in natura 1,86 + 0,06 19,65 £ 2,70

Microalga coagulada com tanino catidnico 1,65+ 0,07 15,74 + 0,99
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,08

Microalga in natura 1,49+ 0,03 17,20 £ 3,18

Microalga coagulada com tanino sulfitado 1,41 +0,03 11,33+ 3,40
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,09

Assim como para a quitosana e para a nano-quitosana, deve-se avaliar a contribuicao
da massa do coagulante na analise do teor de lipideos. Para o tanino catidnico, ha uma
contribuicdo de 6,67 % na pesagem da biomassa liofilizada (dosagem de coagulante de
110mgL™* e concentragdo inicial de biomassa de aproximadamente 1,65gL™),
correspondendo desta forma a um teor de lipideos de 16,87 + 1,06 % e, em comparag¢do com o
teor de lipideos da microalga in natura, ndo houve alteracBes (p > 0,05). Para o tanino
sulfitado, o coagulante contribui com 5,67 % na pesagem da biomassa liofilizada (dosagem de
coagulante de 80 mg L™ e concentragdo inicial de biomassa de aproximadamente 1,41 g L™),
correspondendo a um teor de lipideos de 12,01 + 3,61 %, que, em compara¢do com o teor de

lipideos da microalga in natura, ndo produziu alteragdes (p > 0,05).
4.4 Caracterizacdo da membrana

A membrana de triacetato de celulose de OD foi caracterizada em relacdo a

morfologia e as caracteristicas de separacdo, fluxo de &gua e fluxo inverso de sal. Além disso,
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foi realizada anélise de &ngulo de contato para verificar a afinidade do material com &gua e
andlise de espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) para

avaliar a estrutura da membrana.

Na Figura 4.32 estdo apresentadas as micrografias da membrana em relacdo a camada

seletiva, a camada de fundo e a secdo transversal.

1akuy X188 188mm 3 1akl

1aky X188 3@ kern 18ky

1@8ky X238 19@xm 18ky

1aku X S8 rm 18aku

Figura 4.32 Micrografias da membrana TAC obtidas em 10 kV. (A) Superficie da membrana com magnificacao
de 100 x, (B) superficie da membrana com magnificacdo de 330 x, (C) superficie do suporte com magnificacdo
de 100 x, (D) superficie do suporte com magnificacdo de 330 x, (E) secdo transversal da membrana quebrada
com nitrogénio liquido com magnificacdo de 230 x, (F) se¢do transversal da membrana quebrada com
magnificacdo de 500 x, (G) secdo transversal da membrana cortada com magnificagdo de 330 x e (H) secédo
transversal da membrana cortada com magnificacdo de 330 x.
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Através das micrografias (MEV) da superficie da membrana TAC (Figuras 4.32 A
e B), onde se encontra a camada seletiva, é possivel visualizar que a superficie é irregular e
apresenta um grande numero de depressdes, 0 que, associado ao material, pode explicar o
reduzido angulo de contato da camada seletiva (dngulo de 38,89° + 1,27). Devido a este
pequeno angulo, a camada seletiva da membrana apresenta carater hidrofilico. As Figuras
4.32 C e D mostram que a micrografia da camada de suporte da membrana se apresenta como
uma fina rede cruzada, estrutura esta que confere resisténcia mecanica e facilita o transporte
de moléculas através da membrana. Assim como a superficie, a camada suporte da membrana

apresenta carater hidrofilico (angulo de 44,54° + 1,45).

A secdo transversal da membrana é exibida pelas Figuras 4.32 E a H. Essas imagens
mostram claramente que a membrana possui uma estrutura composta por uma fina camada
porosa e assimétrica, e uma malha (suporte) incorporada nesta camada (GAO et al., 2013; NA
et al., 2014). Por intermédio das Figura 4.32 G e H, pode-se verificar que a espessura total da
membrana é relativamente fina (aproximadamente 50 um) e pelas Figuras 4.32E eF, a

membrana possui um tamanho médio de poro de 10 um (ZHAO & ZOU, 2011).

A caracterizagdo do fundo (suporte) e do topo (camada ativa) da membrana por FT-IR
é mostrada na Figura 4.33.

v C-C-(0)-C
vC-0
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v C=0
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Figura 4.33 Espectros FT-IR do topo (camada ativa) e do fundo (suporte) da membrana TAC.

O exame dos espectros mostra algumas diferencas visiveis no espectro entre o fundo e
o topo, particularmente em torno dos niimeros de onda de v C=0 (1760 — 1700 cm™), § C-H
(1390 — 1370 cm™), v C-C-(0)-C (1300 — 1050 cm™) e v C-O (1275 — 1020 cm™). Na regio

de estiramento do grupo carbonila (v C=0) de acidos carboxilicos, o fundo apresenta pico de



RESULTADOS E DISCUSSAO 96

intensidade de 1736 cm™ enquanto que o topo apresenta um pico de 1734 cm™; para a regido
de deformagdo angular (8 C-H), o pico de intensidade do fundo é 1365 cm™ e do topo é 1363
cm™; na regido de estiramento de ésteres saturados (v C-C-(0)-C), o fundo possui pico de
1225 cm™ e o topo de 1215 cm™; j4 na regido de éter aromaticos e vinilicos (v C-O), 0 pico de
intensidade do fundo ocorre a 1041 cm™ e no topo a 1038 cm™ (WANG et al., 2014; ZHANG
et al., 2013). Os grupos C=0, C-C-(0)-C e C-O detectados na membrana confirmam seu

material de confeccdo, pois estes sdo grupos funcionais do triacetato de celulose.
4.5 Osmose direta

Foram realizados experimentos de filtracdo de biomassa algal com cinco diferentes
solugdes de alimentacdo: microalga in natura, microalga coagulada com quitosana, microalga
coagulada com nano-quitosana, microalga coagulada com tanino catiénico e microalga
coagulada com tanino sulfitado. Antes e ap0s cada etapa de filtracdo realizou-se a
caracterizacdo dos fluxos da membrana, para a avaliagdo da ocorréncia de fouling. Os

resultados sdo apresentados a seguir.

4.5.1 Caracterizacao dos fluxos para a membrana

A caracterizacdo dos fluxos de permeado e fluxo inverso de soluto para a membrana
de TAC foi realizada durante 45 minutos antes e ap6s todos os experimentos de filtracdo de
biomassa algal, utilizando soluc&o osmética de cloreto de sédio 1,0 mol L™ e agua deionizada
como solucdo de alimentacéo, nas seguintes condi¢des de operacdo: temperatura de 20 £ 1 °C,
vazéo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vaz&o da solucdo

osmotica de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).

Durante a realizacdo dos experimentos, foi possivel perceber que o fluxo permeado
(dgua) e o fluxo inverso de soluto se mostraram instaveis até aproximadamente 20 min e
foram estabilizando nos minutos seguintes. Isto se deve a formacdo da camada limite de
concentracdo da solucdo osmotica e a alguma conformacéo da microestrutura da membrana.
Desta forma, os fluxos permeados medio para dgua e o inverso de sal foram calculados no
intervalo de tempo de 20 a 45 min. Uma vez que dentro do intervalo de tempo de 45 min nédo
foi observada a completa estabilizacdo do fluxo, foi assumido que o processo atinge um
estado pseudo-estacionario ap6s 20 min. Nas condigdes de operacdo adotadas, o processo de

diluicdo da solucdo osmotica ndo ocorreu, em funcdo disso, a queda do gradiente de pressao
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osmatica ndo sofreu alteragdes significativas, ndo se fazendo necesséria a reconcentracdo da

solugdo osmotica no decorrer dos experimentos.
A Tabela 4.9 exibe a média dos resultados obtidos.

Tabela 4.9 Fluxo médio de agua (J,,) e fluxo inverso médio de soluto (Js) obtidos durante a
caracterizacdo da membrana TAC com cloreto de sodio 1,0 mol L™, antes e ap6s o processo de
filtracdo de biomassa algal por OD. Condicdes de operacdo: temperatura de 20 £ 1 °C, vazdo de
alimentacio de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vaz&o da solugdo osmética de

4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).

Caracteristica da Antes Depois

suspenséo Cinicial biomassa (g L_l) ‘Jw (L m—Z h_l) 'Js (g m—2 h_l) ‘JW (L m-z h_l) ‘Js (g m-z h_l)
Microalga in natura 2,48 £ 0,75 15,91 £+ 6,67 4,39+0,32 16,83 £ 7,47 2,78 £ 1,56

Microalga coagulada
] 2,13+0,11 16,29 + 7,83 4,36 + 0,37 11,70 £ 8,80 3,77+1,46

com quitosana

Microalga coagulada
) 2,23+0,35 8,34+ 2,04 6,72+ 1,86 8,16 £ 1,36 4,30 £ 0,90

com nano-quitosana

Microalga coagulada
) . 2,13+£0,74 8,77+1,04 5,14 £ 0,23 7,88 £ 0,30 4,78 £ 0,28

com tanino catidnico

Microalga coagulada
] ) 2,16 +£0,73 5,86+ 1,43 5,15+ 0,19 9,17 +0,18 4,86 * 0,69

com tanino sulfitado
Média geral 2,23+0,48 8,38+ 5,72 391+1,11 8,16 + 5,23 3,11+1,14

O fluxo médio de agua geral obtido antes dos experimentos de filtracdo foi semelhante
ao determinado por Cath et al. (2013), de aproximadamente 10 L m?h™ em condicdes de
operacéo semelhantes, porém com velocidade tangencial de 0,25 ms™. No entanto, o valor
obtido para o fluxo inverso médio de soluto foi inferior ao encontrado por Cath et al. (2013),
de aproximadamente 10 gm?h™. Os altos desvios padrdo encontrados sdo decorrentes da

elevada variabilidade nas caracteristicas das amostras de membranas utilizadas.

A avaliagdo dos fluxos obtidos antes e ap6s 0s experimentos de filtracdo é efetuada de
forma a constatar se houve modificaces na membrana ou se a ocorréncia do fendmeno de
fouling ocasionou alteracGes consideraveis nos fluxos da membrana. Esta avaliacdo foi
realizada através de andlise estatistica (vide Apéndice A), onde foi constatado que o0s
experimentos de filtracdo de biomassa algal por OD ndo causaram modificacdes na membrana

e a ocorréncia de fouling ndo interferiu no processo (p > 0,05).

Este € um aspecto importante do processo de OD, o baixo fouling, considerando 0s

baixos fluxos de 4gua obtidos, que é uma caracteristica inerente do processo a baixa tendéncia
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ao fouling permite que o processo seja conduzido em um longo periodo de tempo sem a
necessidade de paradas para realizacdo de limpezas quimicas; neste caso para elevadas vazdes

seria necessaria uma area de membrana maior.

4.5.2 Experimentos de filtracdo de biomassa algal por OD

Os experimentos de filtracdo de biomassa algal por OD foram realizados durante
90 min, utilizando como solucgédo de alimentacdo microalga in natura e microalga coagulada
com quitosana, nano-quitosana, tanino catiénico e tanino sulfitado, e solucdo osmotica de
cloreto de sédio 5,0 mol L. As condicdes de operagdo foram: temperatura de 20 + 1 °C,
vazéo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vaz&o da solucdo

osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s%).

Assim como para a etapa de caracterizacdo dos fluxos para a membrana, durante os
experimentos de filtracdo de biomassa também foi observado o declinio do fluxo de permeado
(dgua) nos primeiros minutos, até aproximadamente 30 min (Figuras 4.34 a 4.37). Sendo
assim, o fluxo médio de &gua foi calculado no intervalo de tempo de 30 min a 90 min. Foram
realizadas duas etapas de filtracdo para cada membrana, totalizando tempo de contato das
membranas com a suspensao de microalgas de 180 min. A primeira filtracdo foi realizada em
duplicata, porém a segunda filtracdo foi realizada apenas uma vez, em decorréncia de
limitagdo de volume de biomassa. Para o fluxo inverso de soluto, a instabilidade observada
permaneceu em um intervalo de tempo maior, sendo considerado o intervalo de tempo de
50 min a 90 min para o célculo de seu valor médio (Figuras 4.38 a 4.39). A reconcentracdo da
solucdo osmotica nao foi necessaria, uma vez que nao houve efeito de diluicdo para os tempos
de experimento estabelecidos. Os resultados dos fluxos médios sdo apresentados na Tabela
4.10.

A microalga in natura, na primeira filtracdo, atingiu um fluxo médio de agua de
4,45+0,02Lm?%h? e fluxo inverso médio de soluto de 5,22 +0,20gm?h™. Zou et al.
(2011) realizaram a concentracdo da microalga Chlorella sorokiniana por osmose direta. Nas
condicBes de operacdo de temperatura de 22 £ 1 °C, solugcdo osmotica de cloreto de sodio
4,0mol L* e velocidade tangencial de 0,23 ms™, obtiveram um fluxo de &gua de
28,8 L m?h™ e fluxo inverso de soluto de 1,02 mol m?h™ (corresponde a 59,62 g m?h).
Apesar de o fluxo de agua obtido ser bastante superior ao encontrado no presente trabalho, o
fluxo inverso de soluto também foi superior, quando o esperado € que esse seja 0 menor

possivel.
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Tabela 4.10 Fluxo médio de agua (J,,) e fluxo médio de soluto (Js) obtidos durante a primeira e a
segunda filtracdo de biomassa algal através de OD. CondicGes de operacdo: temperatura de 20 £ 1 °C,
vazéo de alimentagéo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vaz&o da solucfo osmética

de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).

Primeira filtracéo Segunda filtracéo
Cinicialbiomassa (G L) Jw (L M? 0™ J(gm?h?) I, (Lm?h?) I (gm?h?)

Microalga in natura 2,489 + 0,75 4,45+ 0,02 5,22 +0,20 3,42 5,69
Microalga coagulada

com quitosana 2,136 +0,11 12,41+1,20 5,33+0,05 6,67 5,00
Microalga coagulada
com nano-quitosana 2,233 +0,35 3,57+0,74 5,16 £ 0,33 2,37 5,02
Microalga coagulada
com tanino catidnico 2,130+ 0,74 6,00 £ 1,53 5,04 + 0,13 2,82 3,90
Microalga coagulada
com tanino sulfitado 2,160+ 0,73 5,82 +0,26 543+0,11 3,37 4,79

Com excecdo da microalga coagulada com nano-quitosana, 0os demais coagulantes
atingiram fluxos superiores ao do obtido com a suspensdo de microalga in natura durante a
primeira filtragdo, o que provavelmente esté relacionado com a interacdo do coagulante com a
membrana. A nano-quitosana, apesar de apresentar carater hidrofilico (angulo de contato de
69,3° £+ 1,2), apresentou um angulo de contato maior, o que pode estar associado a uma baixa
interacdo com a membrana, resultando na queda de fluxo de &gua. A suspensdo coagulada
com quitosana apresentou 0 maior fluxo e obteve-se um aumento de aproximadamente 2,8 x
em relacdo ao fluxo de agua obtido pela suspensdo da microalga in natura. As solucGes
coaguladas com o tanino catidnico e o tanino sulfitado apresentaram aumentos de 1,35 x e

1,31 x, respectivamente.

Lee et al. (2012) avaliaram o efeito da concentracdo de quitosana na etapa de pré-
concentracdo sobre o fluxo de agua na etapa de microfiltracdo da microalga Chlorella
vulgaris. Com o aumento da concentracdo de quitosana, houve aumento do fluxo de agua.
Com uma concentracdo de quitosana de 10 mg L™ e 50 mg L™ verificaram um aumento no

fluxo de 4gua de 2,4 x e 4,1 x, respectivamente.

O comportamento do fluxo de permeado em relagdo ao fator de concentracdo e ao
tempo, durante a primeira filtracdo estd mostrado nas Figuras 4.34 e 3.35, onde é possivel
perceber o declinio do fluxo de agua no inicio do processo (até aproximadamente 30 min).

Também ¢é possivel perceber que a suspensdo coagulada com quitosana apresentou 0s
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resultados mais satisfatérios, com fluxo permeado em torno de 10 Lm?h™ os demais

coagulantes foram menos eficientes e os resultados obtidos foram semelhantes.
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Figura 4.34 Fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a primeira
filtracdo de biomassa algal em processo combinado, em fun¢do do fator de concentragdo. Condigdes de

operacao: temperatura de 20 + 1 °C, vazéo de alimentago de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de
0,78 ms™) e vazéo da solucéo osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).
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Figura 4.35 Fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a primeira filtracdo de
biomassa algal em processo combinado, em func¢éo do tempo. Condicdes de operacdo: temperatura de 20 £ 1 °C,
vazéo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazéo da solugdo osmética de
4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).

A avaliacdo dos fluxos de dgua obtidos na primeira e na segunda filtragdo demonstrou
uma pequena queda para a suspensdo de microalga in natura e para a suspensédo de microalga
coagulada com nano-quitosana, sendo mais acentuada para as demais suspensfes de

alimentacdo. O comportamento do fluxo de permeado em relagdo ao fator de concentracéo e
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ao tempo, durante a segunda filtragdo esta exibido nas Figuras 4.36 e 4.37, onde é possivel
perceber o declinio do fluxo de &gua no inicio do processo (até aproximadamente 30 min) e a
estabilidade do fluxo nos minutos consecutivos, bem como um comportamento semelhante
entre as diferentes alimentacdes. Este declinio inicial se deve principalmente a formacao da

camada limite de concentragdo em ambos os lados da membrana e ao fouling.
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Figura 4.36 Fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a segunda filtragdo de
biomassa algal em processo combinado, em funcdo do fator de concentracdo. CondigGes de operagéo:
temperatura de 20 + 1 °C, vaz&o de alimentacéo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazéo da
solucdo osmética de 4,6 L.min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).
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Figura 4.37 Fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a segunda filtracdo de
biomassa algal em processo combinado, em func¢éo do tempo. Condicdes de operacdo: temperatura de 20 £ 1 °C,
vazéo de alimentagéo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazdo da solugdo osmdtica de
4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).

A avaliacdo dos fluxos inversos de soluto obtidos na primeira e na segunda filtracdo

demonstrou que o fluxo inverso de soluto praticamente ndo sofreu alteracfes (Tabela 4.10). O
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comportamento do fluxo inverso de soluto em relagdo ao tempo, durante a primeira e a
segunda filtracdo, estd apresentado nas Figuras 4.38 e 4.39. Com excecdo da suspensao
coagulada com tanino sulfitado, onde ha uma tendéncia de diminuicdo do fluxo inverso de
soluto com o tempo, as demais apresentaram uma tendéncia de aumente o do fluxo inverso
de soluto. Da mesma forma que ocorre com o fluxo de permeado, observa-se para o fluxo
inverso de soluto um periodo de instabilidade nos primeiros minutos (50 min), seguido de

estabilidade nos minutos consecutivos.
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Figura 4.38 Fluxo inverso de soluto para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a primeira filtracdo
de biomassa algal em processo combinado, em funcdo do tempo. Condic6es de operacdo: temperatura de
20 + 1 °C, vazo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazao da solugio
osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s%).
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Figura 4.39 Fluxo inverso de soluto para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a segunda filtracéo
de biomassa algal em processo combinado, em funcdo do tempo. CondicGes de operacdo: temperatura de
20 + 1 °C, vazo de alimentacéo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,78 m s™) e vazao da solugio
osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).
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A Figura 4.40 apresenta fotografias das membranas utilizadas durante o processo de

filtracdo de biomassa algal, antes e ap6s 180 min de operagé&o.

Figura 4.40 Fotografias da membrana TAC antes (A) e ap6s 180 min de operagdo: (B) microalga in
natura, (C) microalga coagulada com quitosana, (D) microalga coagulada com nano-quitosana, (E)
microalga coagulada com tanino catiénico e (F) microalga coagulada com tanino sulfitado. Condigdes
de operago: temperatura de 20 + 1 °C, vaz&o de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de
0,78 m s™) e vazdo da solugdo osmotica de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).

E possivel visualizar a formacio de biofouling em todas as membranas, sendo que para
a suspensao coagulada com nano-quitosana e com tanino catiénico o biofouling foi mais
acentuado. Apesar desta ocorréncia visivel, os dados apresentados anteriormente
demonstraram que o biofouling nédo interferiu no processo, pois o fluxo permeado se manteve
constante apds o declinio inicial. Em relacdo a viabilidade das células, foi visualizada a
liberacdo de pigmentos e possivel liberacdo de substéncias poliméricas extracelulares (EPS)

no sobrenadante, o que pode estar relacionado a lise celular.

Na Tabela 4.11 estdo apresentados os resultados obtidos para o teor de carotenoides
totais da suspensdo de microalgas in natura, da suspensdo apés OD e apds 0 processo
combinado de coagulacdo e OD. O processo combinado ndo ocasionou alteragdes no teor de

carotenoides totais.
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Tabela 4.11 Teor de clorofila a (C,), de clorofila b (Cy) e de carotenoides totais (Cy.) da suspensdo de
microalgas in natura, apos o processo de OD e ap6s processo combinado de coagulacédo e OD.

Suspensao Cinicial biomassa (9 L) Ca (Mg L™)  Cp(MgL™)  Cyc(mgL™)
Osmose direta (OD)
Microalga in natura 2,89+ 0,09 342+003 335+001 3,13+0,17
Microalga ap6s OD 2,90+ 0,07 336+052 365+068 292+0,34
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,84 0,48 0,52
Quitosana + OD
Microalga in natura 2,89 +0,09 8,44+0,33 7,12+0,10 5,08 + 0,23
Microalga coagulada com quitosana
i 2,20+ 0,07 794+084 7,23+0,75 4,68 +0,47
apés OD
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,39 0,88 0,26

Nano-quitosana + OD
Microalga in natura 2,45 £ 0,05 6,09+0,86 6,80%0,80 3,28 £0,99
Microalga coagulada com nano-
] i 2,39+£0,09 566+1,24 527+0,05 3,10+0,34
quitosana apoés OD
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,64 0,03 0,79
Tanino catidnico + OD
Microalga in natura 2,48 £0,09 759+0,77 6,45%£1,56 7,14 £ 0,56

Microalga coagulada com tanino

o 2,58 £ 0,07 567+173 545+1/41 2,81+0,45
catidnico apds OD
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,52 0,12 0,72
Tanino sulfitado + OD
Microalga in natura 2,59 +0,05 6,49+0,40 6,43+241 3,38+ 1,56
Microalga coagulada com tanino
) 2,52+0,10 503+1,00 591+1,50 3,04+£0,23
sulfitado ap6s OD
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,08 0,76 0,72

Em relacdo ao teor de lipideos, a Tabela 4.12 apresenta os resultados. Com excecao da
microalga coagulada com tanino catiénico (p = 0,05), ndo houve alterac6es no teor de lipideos
totais. A reducdo encontrada para o tanino catiénico pode estar relacionada a lise celular. Para
o célculo de lipideos real, foi considerada a contribuicdo do coagulante durante a pesagem da
biomassa liofilizada (desconsiderando quantidades de coagulante no sobrenadante) e a
concentracdo inicial da biomassa (fornecida na Tabela 4.12). Para a obtengdo da massa
correspondente ao coagulante durante a pesagem, foi considerada a dosagem ideal de cada
coagulante: quitosana 30 mg L™ (1,67 %), nano-quitosana 20 mg L™ (1,09 %), tanino
catidnico 110 mg L™ (6,67 %) e tanino sulfitado 80 mg L™ (5,67 %). Desta forma, 0 processo

combinado ndo ocasionou alteragdes no teor de lipideos totais.
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Tabela 4.12 Teor de lipideos totais da microalga in natura e da microalga ap6s o processo de OD e
processo combinado, onde lipideos real esta relacionado a reducdo ocasionada pelo processo
combinado (considerando a massa de coagulante na biomassa liofilizada pesada).

Cinicial biomassa (9 L) Lipideos (%) Lipideos real (%)

Osmose direta

Microalga in natura 2,89 0,07 15,41 + 0,48 -
Microalga apés OD 2,90 £ 0,07 15,21 + 1,60 -
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,84 -
Quitosana + OD
Microalga in natura 2,89 £ 0,07 18,19+ 0,91 18,19+ 0,91
Microalga coagulada com quitosana apds OD 2,20 £ 0,07 16,37+ 1,74 16,65 + 1,19
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,10 0,15
Nano-quitosana + OD
Microalga in natura 2,08 £ 0,04 18,19+ 0,91 18,19+0,91
Microalga coagulada com nano-quitosana apés OD 2,39 £ 0,09 17,10+ 0,61 17,24 £ 0,61
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,15 0,21
Tanino catiénico + OD
Microalga in natura 2,08 £0,04 18,19+£0,91 15,41 +£0,48
Microalga coagulada com tanino catiénico apds OD 2,48 £ 0,09 16,25+ 0,86 17,41 +0,92
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,05 0,35
Tanino sulfitado
Microalga in natura 2,08 £0,04 18,19+ 0,91 18,19+£0,91
Microalga coagulada com tanino sulfitado apds OD 2,52+0,10 17,84 £2,22 18,11+ 1,40
p (estatisticamente iguais se > 0,05) - 0,81 0,94

Com a finalidade de reduzir o consumo energético nas etapas de secagem posteriores
ao processo de concentracdo da biomassa algal, essa deve estar tdo seca quanto possivel.
Nesta etapa do trabalho foi estimada a energia de ligagdo sélido-4gua com base nos resultados
de DSC; os resultados obtidos para cada suspensdo (ndo coagulada e coaguladas com
diferentes agentes) apds o processo de OD estdo apresentados na Figura 4.41. Vale ressaltar
que no processo de OD n&o ocorreu uma concentragdo expressiva das suspensées e, portanto,
este resultado pode ser relacionado principalmente a etapa de coagulacdo. Observa-se que a
energia de ligacdo (relacionada a “agua ligada™), para as suspensdes pré-concentradas com
nano-quitosana e com tanino catidnico mostraram maior reducdo na energia de ligacdo, em
comparacdo com a microalga néo coagulada, e consequentemente apresentam menor energia
necessaria para secagem nas etapas subsequentes. A quitosana (considerando o desvio padréo

encontrado) e o tanino sulfitado n&o foram eficazes na redugéo da energia de ligacéo.
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Figura 4.41 Energia de ligac&o estimada com base no DSC ap6s o processo de OD em fun¢éo dos
coagulantes utilizados na etapa de pré-concentracdo (nas melhores condigdes) e da microalga néo
coagulada.

Na Figura 4.42 esta apresentado o teor de solidos determinado ap6s o processo de OD
como funcdo dos coagulantes utilizados na etapa de pré-concentracdo e, também, para a
suspensdo de microalgas ndo coagulada.
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Figura 4.42 Teor de solidos apés o processo de OD em fungdo dos coagulantes utilizados na etapa de
pré-concentracdo (nas melhores condigdes) e da suspensdo de microalgas ndo coagulada.

Em relacdo ao teor de solidos, com excecdo do tanino sulfitado, a etapa de pré-
concentracdo acarretou uma maior percentagem de teor de sélidos na biomassa final, em
comparagdo com a suspensdo de microalgas ndo coagulada. A amostra com a menor energia
de ligacdo sélido-agua apresentou a biomassa mais seca (com menor umidade). Desta forma,
0 teor de solidos na biomassa concentrada foi correlacionado inversamente com a energia de
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ligagdo sélido-agua (obtida através do DSC). Resultados semelhantes foram encontrados por
Lee et al. (2012), que avaliaram o teor de sélidos e a energia de ligacdo sélido-agua em
diferentes concentracGes do coagulante PACI durante a coagulacdo da microalga Chlorella

vulgaris.



Capitulo 5

Conclusoes e Sugestdes

As conclusdes desse trabalho em funcdo dos resultados obtidos nos experimentos de

pré-concentracdo da biomassa algal por coagulacdo, filtragdo por osmose direta, avaliagdo do

teor de carotenoides totais, teor de lipideos totais, viabilidade e agua ligada s&o apresentadas a

sequir.

O amido catidnico possui estrutura predominantemente esférica e possui diametro
médio de 130 nm, apresentando um grau de substituicdo (DS) 0,00167, porém seu
desempenho ndo foi satisfatorio para as condicdes testadas para pré-concentrar a

biomassa algal.

As melhores condi¢es para a utilizacdo da quitosana como coagulante foram:
dosagem de 30 mg L™, pH 7,5, tempo de mistura de 40 min e velocidade de mistura de
30 rpm. Nessas condicBes as células se mantiveram integras, sem rompimento da
parede celular e com coloracdo esverdeada, comprovando a viabilidade das mesmas,
sem alteracdo no teor de carotenoides totais, porém com alteracdo no teor de lipideos

totais.

As melhores condicbes para a utilizacdo de nano-quitosana como coagulante foram:
dosagem de 20 mg L™, pH 8,0, tempo de mistura de 5 min, velocidade de mistura de
30 rpm e tempo de sedimentacao de 5 min. Nessas condicdes a viabilidade das células
foi comprovada, uma vez que ndo houve danos a estrutura celular. A nano-quitosana

ndo afetou o teor de carotenoides totais nem o teor de lipideos totais.

O extrato de tanino puro foi considerado ineficaz para o processo de pré-concentracdo

da suspensao de microalgas.

As melhores condi¢des para utilizacdo do tanino catidnico como coagulante foram:
dosagem de 110 mg L™, sem necessidade de ajuste de pH, tempo de mistura de 5 min

e velocidade de mistura de 30 rpm. Em relacéo & viabilidade das células, foi observado
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0 rompimento da parede celular de algumas microalgas e diminui¢do da mobilidade
das células. O tanino catiénico ndo ocasionou alteracdes no teor de carotenoides totais

nem no teor de lipideos totais.

e Para o tanino sulfitado, as melhores condi¢fes para utilizagdo do mesmo como
coagulante foram: dosagem de 80 mg L™, sem necessidade de ajuste de pH, tempo de
mistura de 5 min, velocidade de mistura de 30 rpm e tempo de sedimentacdo de
60 min. Nessas condi¢Ges, ndo foram observadas alteracdes na mobilidade e
viabilidade das células. N&o houve altera¢cdes no teor de carotenoides totais nem no
teor de lipideos totais.

e A avaliacdo dos fluxos obtidos antes e ap6s os experimentos de filtragdo mostrou que
os experimentos de filtragcdo de biomassa algal ndo causaram modificacdes na

membrana e a ocorréncia de fouling ndo interferiu no processo.

e A suspensdo de microalga coagulada com quitosana apresentou o maior fluxo e obteve
um aumento de aproximadamente 2,8 x em relacdo ao fluxo de agua obtido pela
microalga in natura. As suspensdes de microalgas coaguladas com tanino catidnico e
com tanino sulfitado apresentaram aumentos de fluxos de agua de 1,35 x e 1,31 x,

respectivamente.

e A avaliacdo dos fluxos de agua obtidos na primeira e na segunda filtragdo demonstrou
uma pequena queda para a suspensdo de microalga in natura e para a suspensdo de
microalga coagulada com nano-quitosana, sendo mais acentuada para as demais

suspensoes de alimentacao.

e Os fluxos inversos de soluto obtidos na primeira e na segunda filtracdo de biomassa

algal praticamente ndo sofreram alteracdes.

e Com excecdo do tanino sulfitado, onde ha uma tendéncia de queda do fluxo inverso de
soluto com o tempo, os demais coagulantes apresentaram uma tendéncia de aumento

do fluxo inverso de soluto.

e O processo combinado de pré-concentracdo por coagulacdo e filtracdo através de
osmose direta ndo apresentou alteracfes no teor de carotenoides totais e lipideos totais

em comparagdo com a microalga in natura.
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e As pré-concentracbes com nano-quitosana e com tanino catibnico mostraram maior
reducdo na energia de ligacdo, apresentando assim menor energia necessaria para

secagem nas etapas subsequentes.

e A amostra com a menor energia de ligacao sélido-4gua obteve a biomassa mais seca

(com menor umidade).
Para dar continuidade a esse trabalho, os estudos listados a seguir séo sugeridos.

e Utilizacdo de coagulantes inorgénicos na etapa de pré-concentragdo e comparagao

com 0s coagulantes organicos.

e Avaliacdo energética do processo, em comparacdo com outros encontrados na

literatura.
e Otimizacdo das condicOes de operacao de osmose direta.

e Avaliar o fluxo de permeado e o fluxo inverso de soluto em funcgdo da concentragéo

dos coagulantes.

e Analise do permeado e do sobrenadante para avaliar a presenca ou ndo de substancias

poliméricas extracelulares.

e Utilizacdo do processo combinado de coagulacgéo e filtracdo com outros PSM.
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Apéndice A — Andlise Estatistica dos Dados

Neste apéndice estdo apresentadas as tabelas referentes as analises estatisticas dos

dados experimentais de coagulacdo e osmose direta.

Tabela A.1 Anélise estatistica dos dados experimentais do amido catidnico, concentracdo de 10mg L™ a
150 mg L™

F P I:critico
051 0,76 3,11
Grupo Meédia
10 0,57
40 0,54%
80 0,50
100 0,51°
130 0,49
150 0,50

Legenda: ® letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.2 Anélise estatistica dos dados experimentais da quitosana, concentragdo de 10 mg L™ a 150 mg L™.

F P Fcritico
1,27 0,34 3,11
Grupo Média
10 0,77%
40 0,84°
80 0,82°
100 0,78
130 0,84
150 0,88

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.3 Anélise estatistica dos dados experimentais da quitosana, concentracio de 30 mg L™ a 55 mg L™

F P I:crl'tico
046 080 3,11
Grupo Média
30 0,77%
35 0,84°
40 0,82°
45 0,78°
50 0,84°
55 0,88

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.4 Analise estatistica dos dados experimentais da quitosana, pH de 6,0 a 9,0.

F P I:crl’tico
18,43 2,93x10° 3,11
Grupo Média

6,0 0,842P

7,0 0,88?

75 0,87°

8,0 0,60%¢

8,5 0,46¢

9,0 0,65°¢

Legenda: **° letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.
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Tabela A.5 Anélise estatistica dos dados experimentais da quitosana, tempo de mistura de 5 min a 120 min.

F P Fcritico

67,18 2,36x10° 3,11
Grupo Média
5 0,69°
20 0,84°
40 0,942
60 0,94°
90 0,91
120 0,90°

Legenda: **° letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.6 Andlise estatistica dos dados experimentais da quitosana, velocidade de mistura de 30 rpm a
150 rpm.

F valor-P  Feitico

15,81 6,42x10° 3,11
Grupo Média

30 0,08

60 0,89°

90 0,87°¢

100  0,81°°

120 0,80°

150  0,86"°

Legenda: ¢ letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.7 Andlise estatistica dos dados experimentais da quitosana, tempo de sedimentacdo de 5 min a

100 min.

F P Fcritico
093 049 311
Grupo Média

5 0,972

10 0,972

20 0,98?

30 0,98?

60 0,98?

100  0,98°

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.8 Anélise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, concentragdo de 10 mgL™ a

150 mg L™

F P I:crl'tico
329 0,04 311
Grupo Média

10 0,66

40  0,96°

80  0,90*°

100  0,74*°

130  0,74*°

150  0,76*°

Legenda: *° letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.



APENDICE A — ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

122

Tabela A.9 Anélise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, concentracdo de 20 mgL™ a

50 mg L™

F P Fcritico
046 080 3,11
Grupo Média

20 0,90

30 0,89

35 0,85

40 0,86

45 0,87°

50 0,90°

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.10 Analise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, pH de 6,0 a 9,0.

F P Fcritico
57,86 5,86x10° 3,11
Grupo Média

6,0 0,98°
7,0 0,98°
7,5 0,79
8,0 0,95*°
8,5 0,39°
9,0 0,42°

Legenda: ¢ letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.11 Andlise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, tempo de mistura de 5 min a

120 min.

F P Fcritico
292 0,06 3,11
Grupo Média

5 0,94%

20 0,87°

40 0,91°

60 0,88?

90 0,82°

120  0,86"

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.12 Anélise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, velocidade de mistura de 30 rpm a

150 rpm.
F P I:crl’tico
16,20 5,67x10° 3,11
Grupo Media
30 0,97
60 0,98
90 0,98
100  0,96*°
120 0,91°¢
150  0,86"¢

Legenda: "¢ letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.13 Analise estatistica dos dados experimentais da nano-quitosana, tempo de sedimentagdo de 5 min a

100 min.
F P l:crl’tico
12,91 1,75x10* 3,11
Grupo Média
5 0,61°
10 0,64°¢
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20 0,67°¢
30 0,70°¢
60 0,97
100 0,79°

Legenda: **° letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.14 Analise estatistica dos dados experimentais do extrato de tanino puro, concentracdo de 10 mg L™ a
150 mg L™

F P Fcritico

0,06 1,00 3,11
Grupo Média

10 0,36°

40 0,33°

80 0,35°

100  0,36°

130 0,32

150 0,33

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.15 Anélise estatistica dos dados experimentais do tanino catiénico, concentracdo de 10 mg L™ a
150 mg L.

F P Fcritico
46,92 1,83x107 3,11
Grupo Média
10 0,34¢
40 0,52°
80 0,74°
100  0,84%°
130 0,97°
150 0,96°

Legenda: *“ |etras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.16 Andlise estatistica dos dados experimentais do tanino catidnico, concentragdo de 110 mg L™ a
135mg L™

F P Fcritico
0,16 0,972 3,11
Grupo Média
110 0,92
115 0,92
120 0,95
125 0,95
130 0,95
135 0,95

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.17 Analise estatistica dos dados experimentais do tanino cati6nico, pH de 6,0 a 9,0.

F P I:crl'tico

213 0,13 311
Grupo Meédia
6,0 0,97
70 0,96
75 0,97
80 0,98
85 0,95
90 0,94

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.



APENDICE A — ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS 124

Tabela A.18 Andlise estatistica dos dados experimentais do tanino catibnico, tempo de mistura de 5 min a
120 min.

F P Fcritico

12,91 1,75x10* 3,11
Grupo Média
5 0,99°
20 0,99°
40 0,98°
60 0,98°
90 0,97
120 0,89°

Legenda: *° letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.19 Analise estatistica dos dados experimentais do tanino catidnico, velocidade de mistura de 30 rpm a
150 rpm.

F P I:critico
0,84 054 3,11
Grupo Média
30 0,98°
60 0,99°
90 0,98°
100 0,99°
120 0,98
150 0,99

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.20 Andlise estatistica dos dados experimentais do tanino catiénico, tempo de sedimentacdo de 5 min a
100 min.

F P Fcritico

1,81 0,18 3,11
Grupo Média

5 0,98

10 0,99

20 0,99

30 0,98

60 0,98
100 0,99

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.21 Anélise estatistica dos dados experimentais do tanino sulfitado, concentracio de 10 mg L™ a
150 mg L™

F P I:crl'tico

547 7,5x10° 3,11
Grupo Média
10 0,62°
40 0,63°
80 0,71%°
100  0,80°
130  0,71%°
150  0,69%*°

Legenda: *” letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.22 Andlise estatistica dos dados experimentais do tanino sulfitado, concentracdo de 100 mg L™ a
135 mg L™

F P l:critico
216 0,13 3,11
Grupo Meédia

100 0,63
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115 0,60
120 0,65
125 0,65
130  0,71°
135 0,66

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.23 Analise estatistica dos dados experimentais do tanino sulfitado, pH de 6,0 a 9,0.

F P Fcritico

1,19 0,37 3,11
Grupo Média
6,0 0,63°
7,0 0,63°
7,5 0,61°
8,0 0,70°
8,5 0,73°
9,0 0,70°

Legenda: ? letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.24 Anélise estatistica dos dados experimentais do tanino catiénico, tempo de mistura de 5 min a
120 min.

F P I:cn’tico

138 0,30 311
Grupo Média

5 0,71%

20 0,72%

40 0,62°

60 0,68

90 0,70°
120  0,67°

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.25 Andlise estatistica dos dados experimentais do tanino catidnico, velocidade de mistura de 30 rpm a
150 rpm.

F P Fcritico
298 0,06 3,11
Grupo Média
30 0,75°
60 0,73
90 0,66
100 0,68
120 0,73
150 0,68

Legenda: * letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.

Tabela A.26 Analise estatistica dos dados experimentais do tanino catidnico, tempo de sedimentacdo de 5 min a
100 min.

F P I:crl'tico

1,81 0,18 3,11
Grupo Média

5 0,45°

10 0,46°

20 0,49°

30 0,58

60 0,68%
100 0,68°

Legenda: ¢ letras iguais representam valores iguais estatisticamente a um nivel de significancia de 0,05.
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Tabela A.27 Analise estatistica dos dados de fluxo (osmose direta) — caracterizacdo da membrana microalga in

Fluxo de soluto

natura.
Fluxo permeado
F P Fcritico
0,02 0,91 18,51

F
2,04

P Fcrl’tico
0,29 18,51

Tabela A.28 Andlise estatistica dos dados de fluxo (osmose direta) — caracterizagdo da membrana microalga

coagulada com quitosana.

Fluxo permeado

Fluxo de soluto

F P
030 0,64

Fcritico

18,51

F
0,31

P Fcritico
0,63 18,51

Tabela A.29 Andlise estatistica dos dados de fluxo (osmose direta) — caracterizagdo da membrana microalga

coagulada com nano-quitosana.

Fluxo permeado

Fluxo de soluto

F
0,01

P
0,93

Fcritico

18,51

F
2,75

P

0,24

Fcritico

18,51

Tabela A.30 Anélise estatistica dos dados de fluxo (osmose direta) — caracterizacdo da membrana microalga

coagulada com tanino cati6nico.

Fluxo permeado

Fluxo de soluto

F
1,35

[5)
0,37

Fcritico

18,51

F
2,09

P
0,29

I:crl'tico

18,51

Tabela A.31 Analise estatistica dos dados de fluxo (osmose direta) — caracterizacdo da membrana microalga

coagulada com tanino sulfitado.

Fluxo permeado

Fluxo de soluto

F
10,57

[5)
0,08

Fcritico

18,51

F
0,31

P
0,63

I:crl'tico

18,51




Apéndice B — Curvas de Calibracéao

Este apéndice contém as curvas de calibracdo utilizadas para a determinacdo do fluxo
inverso de soluto, da solugdo osmética para a solucdo de alimentacdo, nos experimentos de

caracterizacdo da membrana e de concentracdo de biomassa algal.

Para a quantificacdo do fluxo inverso de soluto durante os experimentos de
caracterizacdo da membrana, foi construida uma curva de calibracdo da condutividade elétrica
em funcdo da concentracdo massica de cloreto de sddio. Para a curva de calibracdo da
condutividade elétrica, dada em pS cm™, expressa como funcdo da concentracdo méssica de
cloreto de sddio, dada em g L™, foi obtido um coeficiente angular de 2068 pSLcm™ g*. O
coeficiente de determinacgdo da curva de calibracdo da Figura B.1, igual a 0,9982, demonstra a
tendéncia linear da condutividade elétrica com a concentracdo de cloreto de sodio dentro da

faixa estudada.
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Figura B.43 Curva de calibracdo do fluxo inverso de soluto, da solu¢do osmdtica para a solucéo de
alimentacdo. Curva constituida por quatorze pontos com concentracdes de NaCl entre 0 g L™ e
1,0 g L™, medidos em triplicata.

Para a quantificacdo do fluxo inverso de soluto durante os experimentos de
concentracdo da biomassa algal, foi construida uma curva de calibracdo da condutividade
elétrica em fungdo da concentracdo massica de sal marinho (Red Sea). Para a curva de
calibracdo da condutividade elétrica para os experimentos, dada em uS cm™, expressa como
funcdo da concentragdo massica de sal marinho, dada em g L™, foi obtido um coeficiente
angular de 0,64 uS L cm™ g™, O coeficiente de determinacéo da curva de calibragdo da Figura



Apéndice B — Curvas de Calibracéo 128

B.2, igual a 0,9889, demonstra a tendéncia linear da condutividade elétrica com a

concentragdo de sal marinho dentro da faixa estudada.

60

w1
o
1

H
o
1

Condutividade (uS cm?)
w
o

20 - y =0,6414x + 8,3934
R?=0,9889
10 -~ *
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracdo (g L)

Figura B.44 Curva de calibracdo do fluxo inverso de soluto, da solu¢io osmdtica para a solucéo de
alimentacdo. Curva constituida por trinta e trés pontos com concentra¢fes de sal marinho (Red Sea)
entre 8,59 L™ e 68,0 g L™, medidos em duplicata.



Apéndice C — Duplicatas dos Experimentos de Filtracao
por OD

Neste apéndice estdo apresentadas as duplicatas da primeira etapa de concentracao.
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Figura C.45 Duplicata do fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante a
primeira filtragdo de biomassa algal em processo combinado, em fungéo do fator de concentragéo.
Condigdes de operagéo: temperatura de 20 + 1 °C, vazao de alimentagéo de 3,6 L min™ (velocidade
tangencial de 0,78 m s™) e vazéo da solucdo osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).
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Figura C.46 Duplicata do fluxo de permeado para a membrana TAC nos experimentos de OD durante
a primeira filtraco de biomassa algal em processo combinado, em funcdo do tampo. Condi¢des de
operago: temperatura de 20 + 1 °C, vazdo de alimentacdo de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de

0,78 m s™) e vazdo da solugdo osmotica de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 ms™).
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Figura C.47 Duplicata do fluxo inverso de soluto para a membrana TAC nos experimentos de OD durante
a primeira filtracdo de biomassa algal em processo combinado, em funcdo do tempo. Condigdes de
operacdo: temperatura de 20 + 1 °C, vazéo de alimentago de 3,6 L min™ (velocidade tangencial de

0,78 m s™) e vazéo da solucdo osmética de 4,6 L min™ (velocidade tangencial de 0,98 m s™).



