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Resumo

A populagdo mundial tem crescido nas Ultimas décadas, exigindo mais alimentos, produtos e outros
bens de consumo. Como resultado, as industrias tém gerado mais efluentes com altas concentracbes de
contaminantes quimicos e bioldgicos. Os efluentes, dependendo do tipo de industria, podem conter altas
concentragdes de nutrientes como compostos nitrogenados e fosforados. O tratamento inadequado desses
efluentes pode aumentar os niveis de nitrogénio e fésforo nos corpos hidricos, causando um fendmeno
chamado eutrofizacdo. Por isso, o tratamento de efluente por microalgas tem mostrado resultados
promissores, devido as microalgas absorverem esses nutrientes para sua sobrevivéncia. Um exemplo de
indUstria que gera alto volume de efluentes contendo compostos nitrogenados € a industria do couro
(curtumes), devido ao alto consumo de agua, produtos quimicos e pele bovina a ser processada. No entanto,
para o tratamento de efluentes por microalgas, a colheita das microalgas é necessaria, o que limita sua
aplicacdo. A imobilizacdo de microalgas em polimeros pode ser uma boa alternativa para aplicacdo no
tratamento de efluentes facilitando a colheita das mesmas. Por isso, o objetivo deste estudo € avaliar 0 uso
de biopolimeros e polimero inorgéanico para imobilizacdo de microalgas, o crescimento e viabilidade das
microalgas imobilizadas, e avaliar a remocéo de nutrientes presentes em efluentes. No primeiro estudo, as
microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. foram imobilizadas, em diferentes concentra¢fes, em polimero
inorganico, silica sol-gel e o alcool gerado pela sintese foi eliminado por evaporagdo. As microalgas foram
cultivadas por 72 h para posterior emprego em efluentes de ribeira do processamento do couroe foi avaliada
remocdo de nitrogénio e carbono. Os resultados mostraram que para microalgas imobilizadas, a melhor
remocdo de carbono orgénico foi de 65% para Chlorella sp. e 53% para Scenedesmus sp. Em um segundo
estudo, Chlorella vulgaris, em trés diferentes concentrag@es iniciais, C1, C2 e C3, foi imobilizada em um
biopolimero, alginato de célcio, para avaliar a concentracdo de microalgas, a intensidade de fluorescéncia da
clorofila e a remogéo de nutrientes em comparagdo com microalgas suspensas. Na concentragdo inicial de C.
vulgaris imobilizada C3 de 2,95.10" + 9,81.10° cell.mL?,cresceu de forma semelhante as microalgas
suspensas. Ja a intensidade da clorofila foi maior para C2, 1,75.108 + 5,09.10° cell. mL. A remocéo de
nutrientes para microalgas imobilizadas, nas concentragdes C2 e C3, foi maior do que para microalgas
suspensas nos primeiros 3 dias de experimento. Ao final do experimento, apos 7 dias, a remocao foi de 100%
de nitrato e 96% de fosfato para C3. O ultimo estudo investigou a microalga imobilizada em uma mistura de
biopolimeros, alginato (A) mais pectina (PECT) ou carboximetilcelulose (CMC) em diferentes
concentracdes, avaliando a viabilidade celular e a remocéo de nutrientes. A concentragdo de alginato foi de
2,0 %, e os aditivos Pectina e CMC variaram de 1,0 %, 1,5 % e 2,0 %. As microalgas em APECT 1,0%
cresceram mais de 25% em comparacdo com as microalgas imobilizadas apenas em alginato (A). O menor
crescimento da C. vulgaris foi para APECT 2,0%. A remocéo foi efetiva com a mistura de biopolimeros,
APECT e ACMC nas concentracdes 1,0% e 2,0%. Para fosfato, a maior remocao foi de 95% para ACMC
2,0% e 86% para APECT 2,0%. Para nitrato foi removido 100% em microalga em ACMC 1,0% e 1,5 e em
APECT 1,0% foi de 98%.



Abstract

The population has grown in recent decades, demanding more food, products and other consumables.
As a result, industries have generated more effluent and wastewater that contain a high concentration of
chemical and biological contaminants. Inadequate treatment of wastewater can increase levels of nitrogen
and phosphorus in the water systems, causing a phenomenon called eutrophication. The wastewater,
depending on the type of industry, contains high concentrations of nutrients such as nitrogenated compounds.
Therefore, wastewater treated by microalgae has shown promising results. An example of an industry that
generates a high volume of wastewater is from the tannery industry due to requires high consumption of
water and chemicals in the process. However, after treatment, harvesting microalgae is required, and their
application is limited. The immobilisation of microalgae in polymers can be a good alternative for application
in wastewater treatment to remove pollutants and help harvest microalgae. For that reason, this study aims to
evaluate the use of organic and inorganic polymers for microalgae immobilisation, the microalgae growth
and viability of immobilised microalgae, and to evaluate the removal of nutrients present in wastewater. In
the first study, Chlorella sp. e Scenedesmus sp. microalgae were immobilised, in different initial
concentrations, in an inorganic polymer, silica sol-gel which the alcohol generated by the synthesis was
eliminated by evaporation, cultivated for 72h in beamhouse wastewater evaluating nutrients removal,
nitrogen and carbon. The results showed that for immobilised microalgae, the best removal was 65% for
Chlorella sp. and 53% for Scenedesmus sp. for inorganic carbon. However, the removal rate for total organic
carbon and total nitrogen was higher for Chlorella sp. in suspension. In addition, the immobilised
Scenedesmus sp. showed higher removal rates for total nitrogen, ammonium nitrogen and inorganic carbon.
In a second study, Chlorella vulgaris, in different initial concentrations, was immobilised in an organic
polymer, calcium alginate, to evaluate microalgae growth and the removal of nutrients compared to
suspended microalgae. The initial concentration of immobilised C. vulgaris 2.95.107 + 9.81.10° cell.mL?,
C3, grew similarly to suspended microalgae. However, chlorophyll intensity was more intense for C2,
1.75.10% + 5.09.10° cell.mL™. The removal of nutrients for immobilised microalgae, C2 and C3
concentrations, was higher than suspended microalgae in the first 3 days of the experiment. At the end of the
experiment, after 7 days, the total removal was 100% nitrate and 96% phosphate for C3. The last study
investigated the microalgae immobilised in a mixture of polymers, alginate (A) plus pectin (PECT) or
carboxymethyl cellulose (CMC), in different concentrations, assessing cell viability and nutrient removal.
The alginate concentration was 2.0 %, and the additives varied of 1.0 %, 1.5 % and 2.0 %. C. vulgaris in
APECT 1.0% grew over 25% compared to microalgae immobilised in alginate only (A). The lowest
microalgae growth was for APECT (2.0%). The removal was effective with the blend of biopolymers,
APECT e ACMC at a concentration of 1,0% e 2,0%. For phosphate, the highest removal of immobilised
microalgae was 95% for ACMC 2.0% and 86% for APECT 2.0%. For nitrate, the microalgae in ACMC 1.0%
and 1.5% removed 100%, and in APECT 1.0% was 98%.
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INTRODUCAO

Capitulo 1

Introducao

Um dos grandes problemas da atualidade € a contaminacéo de rios e lagos, dificultando
0s processos de tratamentos de agua, necessarios para se atingir os niveis e potabilidade
exigidos pela legislacdo. Devido aos tratamentos limitados ou auséncia de tratamento para
remocao de contaminantes de efluentes industriais, os corpos hidricos estdo cada vez mais

poluidos por excesso de nutrientes, matéria organica e compostos quimicos.

Estima-se que 80% dos efluentes gerados séo langcados em corpos hidricos sem nenhum
tipo de tratamento prévio. Isso acaba impactando negativamente ecossistemas de rios e lagos
prejudicando a qualidade ambiental dos ambientes aquéaticos além de problemas de salde

devido a elevacao dos niveis de poluicdo e contaminacao dos recursos hidricos (WWAP, 2017).

A remocédo de nitrogénio em efluentes industriais tem sido um problema devido a
toxicidade da amdnia para espécies aquaticas, e ao nitrato, que apesar de ser a forma mais
estavel de nitrogénio, também pode causar danos ao meio ambiente quando em excesso. Estes
excessos de formas de nitrogénio, juntamente com o fosforo, sdo responsaveis pela eutrofizacao
de rios e lagos, causando sérios danos aos animais aquéaticos e a saide humana (Soller et al.,
2003).

Igualmente, o processamento do couro também gera um efluente potencialmente
prejudicial a qualidade dos recursos hidricos. Isso se deve as varias operacdes quimicas e
mecanicas que transformam a pele crua de animais em material acabado e produtos comerciais
utilizando um grande volume e, também, excedentes de produtos quimicos organicos e

inorganicos. Este processamento constitui-se de um conjunto de etapas que sdo agrupadas nas
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operacOes de ribeira, curtimento e acabamento. Dentre estas etapas, as que consomem mais
agua e geram mais matéria organica residual sdo as de ribeira, cujos efluentes contém altas
concentragdes de nitrogénio. E estimado que 70% do efluente total do processamento de couro
é proveniente das operacdes de ribeira, que pode atingir concentracdes de 3800 mg.L! de
amonia, , 20.000 mg.L* de DBO e 30.000 mg.L* de cloretos e pH (Gutterres et al., 2015).

Os tratamentos convencionais de efluentes para remocéo de nitrogénio séo baseados em
processos bioldgicos de nitrificacdo e desnitrificacdo. Porém, esses tipos de tratamentos
dificilmente chegam aos limites de concentracdo exigidos pelas agéncias reguladoras para
lancamentos de efluentes (Zhu et al., 2008). Os microrganismos envolvidos na depuracéo
enfrentam dificuldades para chegarem a melhor eficiéncia. As bactérias envolvidas no
tratamento bioldgico sdo sensiveis a mudancas de temperatura, pH e presenca de outros
compostos no efluente a ser tratado, excesso de aménia e metais toxicos. Além disso, o sistema
demanda espaco fisico para os tanques necessarios para esse tratamento (Khuntia; Majumder;
Ghosh, 2013).

As microalgas vém se mostrando uma boa alternativa para remoc¢do de nutrientes
organicos como nitrogénio e fésforo, que os empregam no seu metabolismo. E além de tratar
efluentes, elas produzem a prépria biomassa, que pode ser utilizada como fertilizante para
geracdo de biocombustiveis e para a industria de alimentos (de-Bashan; Bashan, 2004; Ruiz-
Martinez et al., 2012).

Para tratamento de efluentes de curtumes, as microalgas apresentaram resultado
satisfatorio, removendo até 100% de am6nia em tratamento de efluente bruto (efluente de todas
as etapas do processamento do couro) e 85% para efluente da etapa de ribeira (Pena et al., 2020;
Tolfo et al., 2015). Porém, apds o tratamento, € necessario que a microalga seja coletada dos
tanques. Estima-se que o custo envolvido na colheita das microalgas esteja na faixa de 25%-
60% de um sistema de producdo de microalgas (Lardon et al., 2009). Além disso, as células de
microalgas sdo de proporcdes micrométricas, fazendo-se necessario o0 uso de
coagulantes/floculantes para remocdo das mesmas, aumentando o volume de lodo a ser
descartado (Christenson; Sims, 2011).

A imobilizacéo celular apresenta-se como uma solucdo ao desafio econdémico que a
colheita das microalgas representa e ja vem sendo utilizada pela inddstria farmacéutica e

alimenticia por muitos anos (Hassan et al., 2019). As matrizes poliméricas imobilizadoras mais
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utilizadas para microalgas sdo a base de alginato e outros biopolimeros, ndo existindo muitos

estudos com polimeros inorganicos.

O biopolimero (polimero orgénico) mais comum utilizado para imobilizagdo de
microalgas € o alginato, que apresenta limitacdes ao seu uso como dissolu¢do, mudanca de
formato e entre outras (Moreno-Garrido, 2008; Wijffels, 2001). Outros biopolimeros como
celulose, polivinil acrilico, pectina, agar-agar também sdo utilizados para imobilizacdo e
apresentam limitacdes (Vasilieva et al., 2016; Wijffels, 2001). Para aplicacdo em efluentes é
necessario que a matriz seja resistente para que nao ocorra dissolucdo ou ruptura da
imobilizacdo. A mistura de biopolimeros ou o0 uso de polimero inorganico como a silica pode

melhor a viabilidade do uso em efluentes.

Os estudos encontrados na literatura mostram o crescimento de microalgas por
contagem de células para verificar o crescimento das mesmas. Contudo, a relagdo da viabilidade
das células com remocdo de nutrientes e crescimento das microalgas ainda ndo foi bem
explorada pela literatura. Uma metodologia que pode mostrar a viabilidade das células em
imobilizacbes em matrizes poliméricas € por clorofila fluorescéncia. O método mais comum é
por espectroscopia de fluorescéncia, fluorometros e HPLC - cromatografia liquida de alta
eficiéncia, que requer a extracdo da clorofila por solvente, se tornando um método invasivo. Ja
com a medicdo em espectroscopia de fluorescéncia em matriz excitacdo-emissdo néo é

necessaria a extracdo da clorofila por solvente, assim as amostras podem ser medidas in vivo.

Dentro deste contexto, o presente estudo investiga a aplicacdo da imobilizacdo de
microalgas, Chlorella spp. e Scenedesmus sp., em polimero inorganico como a silica em sol-
gel e para biopolimeros, como alginato, e misturas de alginato e com os biopolimeros, pectina
e carboximetilcelulose (CMC), para a imobilizacdo da Chlorella vulgaris. A proposta do estudo
é o cultivo de microalgas imobilizadas nas matrizes citadas acima, avaliando a viabilidade da
matriz, o crescimento das microalgas, a intensidade da clorofila fluorescéncia presente e a
remocao de nutrientes presentes em efluentes industriais como o de curtume e em meio de

cultura.
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1.1. Objetivos

O presente estudo tem o objetivo de avaliar o uso de biopolimeros e polimero inorganico

para imobilizacdo de microalgas e utilizar a microalga imobilizada para remocéo de nutrientes

presentes em efluentes de processamento do couro da etapa de ribeira.

Para alcancar os objetivos descritos, 0s objetivos especificos sao:

Utilizar polimero inorganico, silica sol-gel, para a imobilizacdo de microalgas,
Chlorella sp. e Scenedesmus sp., e testar as propriedades fisicas e quimicas em
analises de microscopia Gtica, microscopia eletronica de varredura (MEV), e
potencial zeta. Além disso, verificar a remocao de nutrientes pelas microalgas
imobilizadas em silica sol-gel cultivadas em efluentes de ribeira. Os nutrientes
avaliados séo nitrogénio total, carbono orgénico total e carbono inorgénico.
Avaliar o crescimento da microalga, Chlorella vulgaris em biopolimero,
alginato de célcio, em diferentes concentragdes celulares iniciais na qual as
microalgas foram coletas em diferentes tempos no inicio, durante e no final da
fase exponencial de crescimento, analisando o comparativo entre a
concentracdo de microalgas pelo método de contagem de células e a
intensidade de clorofila, e verificar a capacidade da microalga para remogéo
dos nutrientes em meio de cultivo, nitrato e fosfato.

Avaliar a mistura de biopolimeros, alginato (A) e pectina (PECT) ou CMC em
diferentes concentracdes (1,0%, 1,5% e 2,0%) resultando nas misturas, APECT
e ACMC, respectivamente, para imobilizar a microalga Chlorella vulgaris,
analisando o crescimento das mesmas em comparacdo com a imobilizacdo
somente em alginato, por concentracdo de microalgas pela anélise de clorofila,
e verificar a remocéo dos nutrientes nitrato e fosfato quando comparados com

as microalgas imobilizadas somente em alginato.

1.2. Estrutura do trabalho

Este estudo esta dividido em 6 capitulos. No Capitulo 1 é abordado o tema da tese. No

Capitulo 2 esta a revisdo bibliografica sobre as microalgas, seu metabolismo para 0 consumo

de nutrientes, tratamento de efluentes utilizando as microalgas, seguido pelo tdpico da



INTRODUCAO

imobilizacdo celular em biopolimero, mistura de biopolimeros e polimeros inorganicos, bem
como as suas aplicacdes. Por fim é abordada a problematica dos efluentes incluindo os efluentes
gerados pelos curtumes, o tratamento desses efluentes e os recentes estudos envolvendo o tema.
O desenvolvimento experimental da tese é descrito e discutido na forma de artigos cientificos

nos Capitulos 3, 4 e 5, onde estdo os materiais e métodos, resultados e discussdes.

O Capitulo 3 traz o artigo Carbon and Nitrogen Removal by Chlorella sp. and
Scenedesmus sp. suspended and immobilised in Non-Toxic Silica Gel in Leather Processing
Wastewater que esta publicado no periddico Chemistry and Ecology. Neste artigo avaliou-se 0
uso de silica sol-gel para imobilizacdo da Chlorella sp. e da Scenedesmus sp. em rota com
evaporacdo de alcool e foi analisada a remocdo de nutrientes em efluente de ribeira. Foi
analisada a estrutura da imobilizacao formada, a influéncia da concentracdo de microalgas e a

remogao de nutrientes.

O Capitulo 4 traz o artigo Growth of Chlorella vulgaris immobilised in calcium alginate
accomplished by cell concentration and chlorophyll que esta em revisao para periddico. Neste
artigo foi comparado o crescimento das microalgas através da contagem de células e a
intensidade clorofila da microalga imobilizada em alginato de calcio e a remocéo de nutrientes
no cultivo. As microalgas foram imobilizadas em diferentes concentraces para avaliar as

remogdes comparadas com as mesmas cultivadas, ndo imobilizadas, em suspenséo.

O Capitulo 5 é formado pelo artigo submetido Microalgae Immobilisation Using
Biopolymer Blend-Modified Alginate Beads in Wastewater Treatment Applications que foi
aceito para publicacdo no periodico Environmental Engineering Science. Neste artigo foi
investigado o crescimento da microalga Chlorella vulgaris quando imobilizada com uma
mistura de biopolimeros e analisada a remocdo de nutrientes no cultivo. As misturas
comparadas foram alginato + pectina em 3 concentragdes (1,0, 1,5 e 2,0%) e alginato + CMC

em 3 concentragdes (1,0, 1,5 e, 2,0%).

No Capitulo 6 sdo apresentadas as principais conclusdes obtidas neste trabalho

considerando os objetivos iniciais propostos.

Na Figura 1.1 apresentamos, de forma esquematica, os trés artigos que compdem a

presente tese, onde sdo mostrados os diferentes agentes imobilizantes usados, as microalgas e



CAPITULO 1

em qual efluente ou meio de cultivo as microalgas foram cultivadas, e a caracterizagdo utilizada

para atender o objetivo geral do estudo e objetivos especificos da tese.

ARTIGO 1

Carbon and Nitrogen Removal by Chlorella sp.
spended and i bilised in Silica Gel Non-
Toxic in Leather Processing Wastewater

ARTIGO 2

Growth of Chiorella Vulgaris Immobilised in
Calcium Alginate accomplished by cell
concentration and chlorophyll a

ARTIGO 3

Blend-Modified Alginate Beads for
Efficient Microalgae Immobilisation

Agente imobilizante:
SILICA SOL-GEL NAO TOXICA

Microalga:
Chlorella sp. and Scenedesmus sp.

Cultivo:
Efluente curtume (etapa de Ribeira)

Caracterizagiio:
propriedades fisicas ¢ quimicas em
andlises de microscopia otica,
microscopia 6tica de varredura
(MEYV), ¢ potencial zeta.

Atende os objetivos especificos:
i

Agente imobilizante:
ALGINATO DE CALCIO

Microalga:
Chlorella vulgaris

Cultivo:
Meio de cultura Jaworski

Caracterizagdo:

Concentragio celular, fluorescéncia
da Clorofila a ¢ propriedades fisicas
das imobilizagdes

Atende os objetivos especificos:
ii

Agente imobilizante:
~ALGINATO+PECTINA(LISE20%) E

= ALGINATO+ CARBOXIMETILCELULOSE

(CMC) (1,15 E 2%).

Microalga:
Chlorella vulgaris

Cultivo:
Meio de cultura Jaworski

Caracterizagdo:

Concentragio celular, fluorescéncia
da Clorofila a e propriedades fisicas
das imobilizagdes

Atende os objetivos especificos:
iii

Figura 1.1. Forma esquematica dos trés artigos que compde a tese.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Neste capitulo sdo apresentados 0s principais topicos aplicados neste estudo, iniciando
com uma abordagem geral sobre as microalgas, metabolismo das microalgas incluindo a
clorofila, a aplicacdo das microalgas no tratamento de efluentes, e os principais desafios para
seu uso no tratamento de efluentes. Apods é apresentado o conceito de imobilizacdo celular,
comecando com a aplicacdo de biopolimeros como alginato de célcio seguido da mistura de
biopolimeros, tendo como base o alginato de calcio e adicionando pectina ou CMC, e 0 uso de
polimeros inorganicos, como a silica sol-gel, para 0 mesmo proposito. Por fim, é feita uma
revisao teorica sobre efluentes no geral, e mais especificamente, sobre efluentes de curtume, as

opcOes disponiveis para seu tratamento, além das recentes pesquisas envolvendo o tema.

2.1. Microalgas

Microalgas sdo microplanctons fotossintéticos conhecidos como a forma mais antiga de
vida do planeta, estando na base da cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos, e que também
podem sobreviver em diferentes condi¢cdes de ambiente. As microalgas normalmente habitam
efluentes municipais, das industriais, da agricultura, de escoamento, entre outras, pois esses
sistemas contém os nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia (Lourenco, 2006). Existem
milhares de espécies de algas que se diferenciam pela sua morfologia, como por exemplo as
procaridticas (cianobactérias) e as eucarioticas, que sdo algas em dimensdes microscopicas
(Lourenco, 2006).
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Estes microrganismos tém sido aplicados em substituicdo aos tratamentos
convencionais devido a sua capacidade na remocdo de macronutrientes como nitrogénio e
fosforo e na producéo, através da energia solar absorvida, de biomassa de alto valor. Nitrogénio
e fésforo sdo consumidos pelas microalgas para converter carbono (orgénico e inorgénico) em
lipidios e proteinas que contém alta carga energética (Sukla; Pradhan; Subbaiah, 2019) e quando
presentes em alta concentracdo, sdo conhecidos como responsaveis pela eutrofizacéo dos rios e
lagos (De; Noue ’; De Pauw, 1988; Gongalves; Pires; Simdes, 2016; Pires et al., 2013).

O uso de microalgas no tratamento alternativo de efluentes foi primeiramente proposto
por Oswald e Gotaas (1957) e tem sido investigado em varios estudos (Bhatt et al., 2022;
Sharma et al., 2022; Ting et al., 2017; Vasilieva et al., 2016). Os estudos vém abordando a
remocao de poluentes em efluentes e a producéo de biomassa com alto valor comercial (Chiu
etal., 2015).

A aplicacdo das microalgas no tratamento de efluentes € uma boa alternativa para
reducdo de custos, pois esses microrganismos consomem o0s poluentes como alimento
diminuindo suas concentracGes no efluente, e geram sua propria biomassa com alto valor
agregado. A biomassa gerada no processo de tratamento pode ser empregada como fertilizante
ou ainda ser direcionada para a industria de alimentos ou para a extracdo de lipidios para

biocombustivel (Ruiz-Martinez et al., 2012).

No entanto, quando se propde a esses usos, é necessario selecionar a microalga que
tenha as caracteristicas de produgdo definidas. Para uma boa producdo de biomassa de
microalgas em efluentes, elas devem apresentar alta taxa de crescimento, alta producdo de
lipideos (para producdo de biocombustivel), resisténcia a certas concentracdes de poluentes

como ions metalicos e alguns componentes tdxicos (Christenson; Sims, 2011).

A eficiéncia de remocdo de poluentes pelas microalgas esta relacionada a fatores como
a concentracdo inicial de microalgas, a estirpe de microalga, as condigdes de cultivo e de
crescimento, as taxas de consumo de nitrogénio e fosforo, as fontes dos nutrientes e as
caracteristicas dos efluentes (Abdel-Raouf; Al-Homaidan; Ibraheem, 2012; Xin et al., 2010).
Apesar de mostrar muitas vantagens em seu uso, a aplicacdo de microalgas ainda ndo é
economicamente viavel, pois a etapa de colheita que representa de 25-60% da producdo das
microalgas (Lardon et al., 2009) e é caracterizada, em geral, por duas etapas: quimica

(coagulacao/floculacdo) e mecénica (filtracdo ou centrifugagédo) (Barros et al., 2015). Um dos
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métodos de colheita é através de tratamento com uso de agentes de coagulacdo, o que envolve
consumo de energia, e que ainda geram alto volume de lodo a ser descartado em aterros (Udom
etal., 2013).

O principal desafio da colheita na aplicagdo na industria € o tamanho da célula da
microalga. A alga eucaridtica tem o tamanho entre 3 — 30 um, e a cianobactéria ¢ menor e mede
0.2 — 2 um. Por essa razdo seu uso na industria ainda é restrito. O desafio € reduzir os custos de
colheita, e para isso, a obtencao de bioprodutos, como fertilizante e meio de absor¢do de metais

pesados ou corante, pode ser uma solucao.

2.1.1. Metabolismo

O metabolismo das microalgas envolve o consumo dos nutrientes disponiveis no
ambiente, os quais sdo convertidos em compostos para 0 seu crescimento, reprodugédo e
protecdo de outros organismos. As microalgas possuem diferentes classificacfes, de acordo
com a espécie e 0 meio em que vivem. As microalgas autotréficas sdo microrganismos
fotossintéticos que necessitam de componentes inorganicos como COz, iluminagdo e sais para
0 seu crescimento. J& as microalgas heterotroficas necessitam de componentes organicos e
nutrientes, sendo essa espécie ndo fotossintética. Além disso, existem as microalgas
mixotréficas que realizam fotossintese e consomem com nutrientes organicos. As microalgas
fotoautotroficas utilizam a luz como fonte energética para converter nutrientes em energia

quimica para fotossintese.

Contudo, as microalgas podem sobreviver em diferentes ambientes uma vez que estes
microrganismos podem assumir diferentes tipos de metabolismos e séo capazes de mudéa-los de
acordo com as condi¢fes do ambiente onde se encontram (Mata; Martins; Caetano, 2010). As
condicdes do ambiente sdo cruciais para as microalgas terem um crescimento satisfatorio e
sobreviverem. As caracteristicas do ambiente sdo relacionadas ao pH, a temperatura, a
concentracdo de nutrientes essenciais como nitrogénio, fésforo e carbono, e a intensidade de

luz (Gongalves; Pires; Simdes, 2017).

O pH tem influéncia no crescimento da microalga e na disponibilidade dos nutrientes
no ambiente. Algumas microalgas podem crescer em condi¢cGes em que o pH é acido, como é

0 caso dos microrganismos acidéfilos. Ja as alcaléfilas crescem em ambiente com pH baésico.
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Geralmente, as microalgas tém afinidade em meios de cultivos com pH neutro (6-8). Este
parametro é importante pois a variacdo drastica pode causar o rompimento da membrana

celular, inibicdo enzimatica e o transporte de proteinas nas membranas (Sinogas; Alho, 2002).

Em relagdo ao pH e aos nutrientes, o pH pode influenciar na solubilizacéo e precipitagéo
dos nutrientes no meio ambiente. Como exemplo, o pH pode aumentar e causar a precipitacéo
quimica de fosfato soltveis, comprometendo assim a assimilacdo de fosforo pelas microalgas
(Larsdotter; Jansen; Dalhammar, 2007). Outro indicativo de pH elevado pode ocorrer quando
as microalgas assimilam o nitrogénio em forma de amonia para o Seu crescimento ou quando a

amonia é volatilizada (Riafio; Molinuevo; Garcia-Gonzalez, 2011).

A temperatura do meio é um fator associado as reagdes enzimaticas relacionadas com o
crescimento das microalgas. O aumento da temperatura pode influenciar no crescimento das
microalgas. Contudo, as microalgas possuem um limite de toleréncia. A variacdo de
temperatura no cultivo de microalgas depende da sua espécie. Algumas espécies suportam
temperaturas entre 16 e 27°C enquanto outras suportam temperaturas menores que 16°C. No
entanto, altas temperaturas no cultivo, por volta de 35°C, podem ser prejudiciais para varias
espécies (Butterwick; Heaney; Talling, 2004; Teoh et al., 2004). Altas temperaturas podem
causar a ruptura da membrana celular, uma vez que a dupla camada de lipidios muda devido ao
aquecimento (Sinogas; Alho, 2002). A faixa de temperatura 6tima para cultivo da maioria das
microalgas é entre 20°C e 30 °C (Singh; Singh, 2015).

A intensidade de luz, qualidade do espectro e o fotoperiodo sdo também parametros
importantes para o cultivo de microalgas, e que estdo relacionados a energia da luz.
Caracteristicas no meio de cultivo de microalgas, como profundidade, densidade e volume
podem afetar a intensidade de luz. Para microrganismos fotossintéticos, a intensidade e a
exposicdo a luz estdo diretamente relacionadas ao crescimento das microalgas, ja que é a
principal fonte de energia. No metabolismo das microalgas, os compostos organicos séo
produzidos pela conversdo de compostos inorganicos com energia da luz, conhecido como
fotossintese (Richmond, 2003). Em sistemas fotossintéticos, a producao de biomassa e a taxa
de crescimento das microalgas sdo diretamente influenciadas pela fonte de energia devido a
quantidade de carbono fixado. A exposicdo excessiva a luz pode causar a fotoinibicdo, que
limita as microalgas de realizarem fotossintese, causando assim a morte celular (Toninelli et
al., 2016).

10
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Outro fator que influencia no crescimento das microalgas € a nutricdo que é composta
por macronutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo, e por micronutrientes. Os
micronutrientes sdo usados em reacdes redox (por exemplo, Fe, Mn, Cu), catalise acido-base
(por exemplo, Zn, Ni), transmisséo e armazenamento de informacéo e energia (por exemplo,
K, Ca) e estruturacéo crosslinking (por exemplo, S e Si) (Borowitzka; Beardall; Raven, 2016;
Zeng et al., 2014). Contudo, para o metabolismo das microalgas, os macronutrientes sao os que
comandam o0s principais mecanismos metabdlicos, como a sintese de proteinas, lipidios,

adenosina trifosfato (ATP) e outras funcdes bioldgicas (Zeng et al., 2014).

O carbono esta presente em todos 0s compostos organicos e é sintetizado pelas células
como proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas, lipidios e outros, compondo 50% da
biomassa seca das microalgas. Para o crescimento de microalgas, o carbono inorganico, como
CO2, carbonatos e bicarbonatos, e carbono orgénicos sdo essenciais, assim como outros
nutrientes complementares. No cultivo de microalgas, a aeracdo, agitacdo magnética, agitacdo
continua e bombas de ar sdo fontes para suprir a quantidade necessaria de CO2 no meio
(Chinnasamy et al., 2010; Mata; Martins; Caetano, 2010).

O nitrogénio é um elemento essencial que funciona como um catalisador intermediario
do metabolismo primario. Ele atua como componente estrutural para proteinas e enzimas,
acidos nucléicos, clorofila e transporte de energia (Kube et al., 2018). Os compostos de
nitrogénio combinados & amonia (NHs), ao nitrato (NOs’) e ao nitrito (NO2’)  séo as formas
inorganicas mais comuns usadas por algas eucariéticas (Borowitzka; Beardall; Raven, 2016).
A concentracdo desses componentes essenciais ndo permanece constante quando ha mudancas
no meio. A elevacdo do pH pode ser um indicador de que esta ocorrendo a assimilagdo de
nitrogénio ou vaporizagdo de aménia. Contudo, a inibi¢do do crescimento de microalgas pode

se dar pela alta concentragdo de NH4* no meio.

O fosforo é também um nutriente importante e necessario para o crescimento de algas
eucaridticas. Ele tem a funcdo de conduzir complexos metabolicos e dinamica bioquimica,
como a construcdo de elementos bioquimicos essenciais, como &cidos nucléicos e lipidios,
usados como fonte de energia na sinalizacao e nas reac6es de conducdo (Merchant; Helmann,
2012). No metabolismo de microalgas, o fosforo é assimilado para seu crescimento. Elas tém a

habilidade de armazena-lo em forma de polifosfato no caso de limitacdo de nutrientes. Como

11
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consequéncia do crescimento de microalgas, ocorre 0 aumento de pH e a precipitacdo de fosfato

no ambiente (Pires et al., 2013).

Os mecanismos que envolvem as diferentes formas de macronutrientes encontrados no

meio ambiente e como as microalgas assimilam esses nutrientes estdo resumidos na Quadro

2.1.
Quadro 2.1. Assimilacdo de nutrientes pelas microalgas
Nutrientes Mecanismos Incorporacéo celular
Carbono
CO2 Integracdo em ciclo de Calvin Difusdo (5.0<pH<7.0) ou transporte
ativo (pH>7.0)

Carbono Integracdo em metabolismo de Difusdo ou transporte  ativo
organico respiracao (depende do tamanho de molécula)
Nitrogénio
NO3-N Reducdo em amonia seguido por Transporte ativo
NO>-N conversdo em amino-acidos
NH4-N Converséo direta em amino acido Transporte ativo

Remocdo devido a volatilizagdo (alto n.a.

pH e alta temperatura)
Fosforo
POs-P Fosforilacdo Transporte ativo

Precipitacdo quimica (alto pH e n.a.

concentracdo de oxigénio dissolvido)

n.a. — nao aplicavel. Fonte: Gongalves (2017)
2.1.1.1. Clorofila

Clorofila é um pigmento verde relacionado a organismos fotossintéticos como algas,
plantas e cianobactérias. A sua principal fungéo € a realizacdo da fotossintese, produz energia
quimica a partir da absorcdo de luz visivel. Existem 5 tipos de clorofila conhecidas a, b, c, d e
f com estruturas moleculares similares. A estrutura da clorofila, € um tipo de porfirina, em
outras palavras um pigmento, que é de uma classe de moléculas organicas com uma estrutura
geral de macrociclo tetrapirrolico (formado por quatro anéis pirrélicos). A diferenca entre as
clorofilas € que alguns grupos periféricos do macrociclo emitem diferentes espectros de

absorcéo (da Silva Ferreira; Sant’ Anna, 2017).

12
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A clorofila a esta presente em todas as espécies de fitoplanctons como organismos
eucaridticos (algas) e procariGticos (cianobactérias). E utilizada como parametro para
determinar a produtividade e a biomassa total (Gregor; Marsalek, 2004; Moberg; Robertsson;
Karlberg, 2001). As outras formas de clorofila sdo: clorofila b que pode ser encontrada em
vegetais, algas verdes e algumas bactérias; clorofila ¢ que esta presente em algas marrons e
pardas (fedtidas) e organismos unicelulares (diatoméaceas); clorofila d encontrada em algas

vermelhas; e clorofila f sintetizada em cianobactérias.

A producéo de clorofila por microalgas pode variar pelas mudancas de cultivo que ndo
necessariamente estd relacionada com a espécie, mas com outros fatores, como intensidade
luminosa, temperatura, pH, nutrientes como nitrogénio, fosforo e carbono. As condigdes de
cultivo podem favorecer ou limitar a acumulacdo de clorofila para diferentes espécies, por isso
é importante a identificacdo das condic¢Bes de cultivo 6timas para cada espécie de microalgas
(da Silva Ferreira; Sant’Anna, 2017). A intensidade da fluorescéncia da clorofila pode

determinar a atividade celular de microalgas (Wang; Wolfbeis, 2013).

A clorofila é um pigmento fluorescente que quando absorve a energia luminosa. Parte
dessa energia é reemitida como luz de féton - fluorescéncia, e apds voltar ao seu estado de
origem (Spilling, 2020). Os métodos para determinacao da clorofila sdo por espectrofotdmetro
por extragdo em solvente organico, espectroscopia de fluorescéncia, fluorometros e
cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (Gregor; MarSalek, 2004). A maioria dos
métodos requer a desintegracao da célula por extracdo da clorofila em solventes organicos como
0 metanol, acetona ou etanol, demandando muito tempo de preparo de amostras e ainda o
método estd sujeito a erros analiticos (Gregor; Marsalek, 2004). J& na andlise em

espectrofotdmetro de fluorescéncia, as amostras podem ser in vivo (Spilling, 2020).

A espectroscopia de fluorescéncia em matriz excitagdo-emissdo (em inglés, EEM) é
uma técnica analitica multidimensional, sensivel, de baixo custo, eficaz e ndo invasiva
(Akbarian et al., 2019). A vantagem desse método é que ndo exige a adicdo de aditivos
fluorescentes para preparar amostras e fornece informagcfes apenas sobre componentes

fluorescentes (Meira et al., 2011).

Normalmente as bandas de fluorescéncia s@o sobrepostas dificultando as amostras

bioldgicas mais complexas. A técnica multidimensional é capaz de determinar 0os componentes
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fluorescentes devido a realizacdo da varredura simultaneamente a excitacdo e emissao,
mantendo uma diferencga de comprimento de onda fixa entre eles (Meira et al., 2011). Com os
dados gerados da coleta de espectros de emissdo em varios comprimentos de onda gera-se um
grafico topogréfico ou de contorno, onde é possivel obter as coordenadas de excitagdo e emissao

identificando os picos de fluorescéncia (Simonazzi et al., 2022).

Geralmente, essa anélise é utilizada para caracterizacdo de amostras semelhantes, mas
desconhecidas, para classificacdo em grupos. Essa técnica vem sendo utilizada para
rastreamento em amostras heterogéneas de matéria organica dissolvida (em inglés, DOM)
fluorescente em ambientes contaminados ou naturais como efluentes, rios e lagos (Henderson
et al., 2008; Wang et al., 2023).

O espectro da clorofila em células vegetais apresenta picos de absor¢éo e de emissdo. O
sinal da clorofila fluorescente se obtém da luz de excitacdo ao ser irradiada com o comprimento
de onda que é igual ao pico de absor¢édo do espectro da clorofila, que emite sinal dptico com
comprimento de onda do pico de emissdo devido a clorofila na célula absorver a energia da
luminosa (Wang et al., 2021). Na literatura tem sido demostrado que a quantidade de clorofila
nas células esta diretamente relacionada a intensidade do sinal da clorofila fluorescente (Wang;
Wolfbeis, 2013). Apesar de que a quantidade de clorofila a fluorescente em células é pouca,
aproximadamente 1-2% da luz total absorvida, ainda é uma medida direta e confiavel (Suresh
Kumar et al., 2014).

A luz de fluorescéncia clorofila a é emitida com um pico por volta de 680 nm. A
medigdo da clorofila a pode ser feita in vivo, em células vivas, ou in vitro, apos extracdo do
pigmento de clorofila a com um solvente como acetona ou etanol (Spilling, 2020). Para
amostras in vivo é necessario, que apos a coleta, a amostra seja climatizada no escuro e em
temperatura ambiente (Akbarian et al., 2019). J& in vitro 0o método € invasivo e requer a extracdo
por solvente organico, por exemplo acetona 9:1 (acetona:agua) (Moberg; Robertsson; Karlberg,
2001). Em estudo que avaliou a fluorescéncia em Chlorella vulgaris in vivo e com o pigmento
extraido, o pico de emissdo encontrado para clorofila in vivo foi de 690 nm e em comparacgao
com o pigmento em extracdo foi de 10 nm (680 nm) (Teplicky et al., 2017).

Na literatura & possivel encontrar semelhantes pardmetros para a analise por
espectroscopia de fluorescéncia de amostras. Para analise de matéria organica dissolvida, os

parametros sdo excitacdo de 200-400 nm e emisséo de 280-500 nm com incremento de 5 nm
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(Hambly et al., 2010). E para determinacéo de clorofila em células vegetais os pardmetros de
emissao sdo 200-800 nm e excitagdo de 200-800 nm com incremento de 5 nm (Akbarian et al.,
2019). Em estudo que avaliou a clorofila em microalgas, os parametros foram de 250-790 nm

de excitagdo e 260-800 nm de emissdo com incremento de 5 nm (Sa et al., 2020).

A clorofila pode ser um indicativo de mudancas de ambiente como variacdo de pH e
deficiéncia de nutrientes. Fan et al. (2014) estudaram a variacdo da clorofila em cultivos de
Chlorella pyrenoidosa com deficiéncia de nitrogénio e fésforo. O resultado mostrou que a
deficiéncia desses nutrientes reduz a intensidade de clorofila. Em outro estudo, Marcek
Chorvatova et al. (2020) avaliaram a diferenca de pH na intensidade de clorofila em cultivo de
Chlorella sp. e constataram que pH mais acidos aumentam a intensidade de fluorescéncia.
Estudos avaliaram cultivo de microalgas em suspensdo ou imobilizadas e o pico de clorofila foi
verificado no segundo dia de cultivo para imobilizadas (Fan et al., 2014; Praveen; Loh, 2015).
Em suma, a intensidade de clorofila fluorescente pode ser uma forma de avaliar a viabilidade

das microalgas em cultivos.
2.1.2. Efluentes tratados por microalgas

As microalgas vém sendo utilizadas como alternativa para o tratamento de efluentes,
uma vez que os nutrientes principais para seu crescimento sdo o nitrogénio e o fosforo. A
composicao dos efluentes depende do tipo de industria, matéria prima, componentes quimicos

e dos processos associados ao tratamento.

Na literatura, a maioria dos estudos tem utilizado microalgas em condicdes limitadas,
como em alta e baixa concentracdo de nutrientes ou em meios com pH diferentes. Os efluentes
recalcitrantes (Valderrama et al., 2002), de curtume (Rao et al., 2011), e as vezes
municipais((Li, Yecong et al., 2011), sdo exemplos de efluentes com alta concentracdo de
nutrientes, pois contém alta concentracdo de matéria organica. Outras condi¢des de cultivo

analisadas sao a intensidade da luz e tempo de exposicédo a ela (Fontoura et al., 2017).

Em geral, esses estudos mostram uma grande remocao de nitrogénio e fosforo devido a
precipitacdo dos mesmos, causado pelo aumento do pH no meio e volatilizacdo do nitrogénio

amoniacal. A Tabela 2.1 mostra um comparativo de tratamento de efluentes usando microalgas.
Tabela 2.1. Tratamento de diferentes tipos de efluente com microalgas
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Tempo
) de Nitrogénio Fésforo Eficiéncia A
Efluente Microalgas cultivo (mg.LY) (mg.LY) (%) Referéncias
(dias)
Industrial
anaerobio .
¢ NHs-N: 71,6 ,
recalcitrante de C\?llj?r:;lla 10-14 NHs-N: 3-8 FT:1,5-35 3 . (Valdeggaon;;\ etal.,
uma usina de 9 F:28
acucar
Horell NHoN56.3 NHs-N: 79,5
Processamento Chiorella 7 S FT: 78,09 NTK:72 (Rao et al., 2011)
do couro vulgaris NTK: 55
POa4: 94,16
NH3-N:
60,42-85,63 .
Curtume bruto Scenedesmus sp 24 NH3-N: 343 FT:6,6 (Fontoura etal.,
F.84,17- 2017)
96,65
. Scenedesmus ) NT : 11-
Cervejaria obliquus 14 NT: 54 244 (Mata et al., 2012)
s NO-N: 8-18
Sintético Chlorella 3 NOs" 168,1 POs4:11 (Lee: Lee, 2001)
kessleri PO3s: 8-20
P Chiorell et bl Y !
rocessamento orella , . . ongyang et al.,
da soja pyrenoidosa 5 NHz-N: 52,1- FT: 45,6-56.3 NT:88,8 2011)
169,83 FT:70,3
tra;(r):gn(tjc?de NHz-N: 82,5- NT:89.1 (Li, Zhe et al
85,9 1 212- -N: ' "
efluentes Chlorella sp. 14 . FT:212-215,1 | NHs-N: 93,9 2011)
municipais NT:116-132,3 FT:80,9
Chlorella (Gon,zalez-.
. . vulgaris and NHs-N: 95 Fernandez;
Agro-industrial 9 NHs-N: 36,3 FT:111,8 Molinuevo-Salces;
Scenedesmus FT:55 ¢
simorphus Cruz Garcia-
P Gonzélez, 2011)
Indstria Chlorella NHs-N: 54,6- . i NHs-N:
siderurgica vulgaris 120h 90,0 FT.15,3-46 0.95g/md.h (Yunetal., 1997)
NT: 2,525 FT:1,3 | NT:39-100
Sintético Scenedesmus 13 NT: 10 o ' (Xin et al., 2010)
sp. FT:0,1-2,0 FT: 100
i i NT: 136-145 NT: 96-65
Meio dq cultivo Scenedesmus 10 FT: 16-18 (Ramirez, 2013)
com vinhaga sp. FT: 98-99,9

O cultivo de microalgas em condigdes limitadas foi investigado por Valdemarra

(2002) e Yun et al., (1997). Eles usaram a Chlorella vulgaris em efluente industrial anaerébio

recalcitrante e de uma siderdrgica. Na primeira condicéo, o efluente continha alta concentragéo

de matéria organica e baixo pH, e na segunda condicdo, o efluente ndo continha fosforo que

entdo foi adicionado no cultivo. Os resultados da remocgédo dos nutrientes no efluente foram

satisfatdrios. Contudo, em comparacdo com a literatura estdo abaixo do esperado. Avaliando os

estudos listados na Tabela 2.1, o menor valor de remocéo de fosforo foi de 8% (Lee; Lee, 2001).
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Com relagdo ao efluente, foi observado que quando o fosforo ndo foi adicionado no cultivo, a

taxa inicial de remogéo de amonia foi atrasada pela deficiéncia de fosfato.

Rao et al. (2011) pesquisaram o uso de Chlorella vulgaris em tratamento de efluente de
curtume. Os experimentos foram conduzidos em laborat6rio e em campo durante 7 e 5 dias,
respectivamente. Comparando os resultados, 0s experimentos conduzidos em campo tiveram
melhor resultado do que em laboratério. A justificativa foi a intensidade de luz a que os cultivos
foram expostos em comparacdo com 0s experimentos em laboratorio, que foram executados
sob iluminacéo artificial de no maximo 4000 lux. Fontoura et al. (2017) também estudaram a
influéncia da intensidade de luz para remocdo de nutrientes em cultivos com diferentes
concentragdes de efluente de curtume usando Scenedesmus sp. As condigdes iniciais do efluente
eram 343 mg.L! de nitrogénio amoniacal, 6,6 mg.L* de fésforo e pH 7,5. Os resultados
mostram que a remo¢do maxima de nitrogénio amoniacal foi de 85% e de fésforo 96,78%, em
uma concentracéo de efluente de 88,4% com intensidade luminosa de 182,5 pmol photos.ms-1.
Na avaliacdo dos resultados, a influéncia da intensidade de luz e concentracéo do efluente
estavam diretamente relacionados com o aumento da producdo de biomassa e a remocéo de

nitrogénio e fosforo.

Outro estudo que investigou a influéncia da iluminacéo foi de Mata et al. (2012), usando
Scenedesmus obliquus para simular um tratamento de efluente de cervejaria. A remogdo dos
nutrientes, a influéncia da exposicao a luz, a intensidade luminosa e a aeracao no cultivo foram
investigadas. Os resultados mostraram que a condigéo ideal do cultivo de microalgas foi em
aeracdo continua, exposicéo a luz de 12 h com intensidade luminosa de 12000 lux. A remocao
de nutrientes foi de 20,8% para nitrogénio total no dia 14. A conclusédo foi de que os melhores
resultados foram obtidos em experimentos com aeracdo, pois promove a nitrificagdo na qual
ocorre a conversdo de compostos nitrogenados em nitratos que sdo assimilados pelas

microalgas.

Altas remoc0es de nitrogénio e fosforo foram verificadas em alguns outros estudos. O
cultivo de Chlorella pyrenoidosa em efluente da industria da soja para remocao de nitrogénio
amoniacal, nitrogénio total e fosfato foi feito em 120 h. Os resultados reforcaram a relacéo da
remocao de nutrientes com a nutricdo das microalgas exigida pelo seu metabolismo. Contudo,
o nivel de pH observado foi elevado, 0 que causa a precipitacdo do fosforo e a volatilizacdo do

nitrogénio amoniacal (Wang et al., 2012). Em outro estudo, Chlorella vulgaris e Scenedesmus
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dimorphus foram usadas para tratamento de efluentes da industria agricola para remocdao de
amonia e fosforo durante 9 dias por Gonzalez et al. (1997). Comparando as duas microalgas,
Scenedesmus dimorphus removeu mais amonia do que C. vulgaris em 7 dias. Contudo, ao final
do experimento, a remocao de amdnia foi semelhante. A concentracdo de nitrato aumentou nos
dois cultivos e a remocéo do fésforo foi similar para as duas microalgas. Os autores justificaram
que o aumento da temperatura no meio ocasionou a volatilizacdo da amdnia através de air

stripping e precipitacdo do fésforo, ao invés de estarem relacionados ao pH de cultivo.

Em efluente municipal com alta concentracéo de poluentes, Li et al. (2011) investigaram
a possibilidade de tratamento usando Chlorella vulgaris durante 14 dias. Os resultados
mostraram remogao de amdnia, nitrogénio total, e fosforo total maior que 80%. Eles destacaram
gue a microalga € tolerante a altas concentracdes de fosforo. Contudo, o pH no final do

experimento chegou a 9 e isso pode ter causado a precipitagcdo desse composto.

Lee e Lee (2001) estudaram a influéncia da exposicao do cultivo a luz diurna com uma
irradiagdo de 45 umol.m? s"2 em 12 horas em um efluente sintético usando Chlorella kessleri.
O cultivo foi exposto a temperatura de 30 °C sob uma agitacdo de 300 rpm. A iluminacéo
constante no cultivo influenciou na remocdao do nitrogénio. Por outro lado, a remogéo de fosforo

teve os melhores resultados na luz diurna.

Diferentes concentracdes de nitrogénio e fosforo no cultivo foram estudadas por Xin et
al. (2010) usando Scenedesmus sp. em um efluente sintético. Para atingir uma alta remocao de
nitrogénio e fosforo, a proporcéo de nitrogénio e fosforo (N/P) deve ser controlada entre 5:1-
8:1. Em outras proporcdes, o nitrogénio ndo foi removido devido a limitacdo do fésforo. N/P é
um dos fatores mais importantes para o cultivo de microalgas afetando o seu metabolismo e
crescimento (Slinksiené¢ et al., 2022). O excesso ou a insuficiéncia de fosforo no meio de cultivo

gradativamente limita a fotossintese das microalgas (Qian et al., 2024).

Portanto, as condigdes/parametros dos efluentes devem ser considerados para uma boa
eficiéncia no tratamento usando microalgas. As microalgas consomem o nitrogénio, fosforo e
carbono, presentes na maioria dos efluentes para o seu crescimento, 0 que as torna uma boa
alternativa de tratamento. Por outro lado, as microalgas podem ser tolerantes a certas
concentragdes de poluentes, que quando ultrapassadas, levam ao estresse celular, e

consequentemente, ineficiéncia no processo de tratamento (quando empregadas para este fim).
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A tolerancia das microalgas com poluentes organicos foi listada por Palmer (1969). E
nessa lista, oito microalgas se mostraram tolerantes a esses poluentes incluindo Oscillatoria,
Chlamydomonas, Scenedesmus, Chlorella, Nitzschia, Navicula e Stigeoclonium (Abdel-Raouf;
Al-Homaidan; Ibraheem, 2012). Com isso as microalgas séo bioindicadores que sinalizam

poluentes em aguas incluindo os organicos responsaveis pela eutrofizacao (Khalil et al., 2021).

Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e as cianobactérias sdo as microalgas que além da
alta concentracdo de lipidios, apresentam maior taxa de crescimento e maior tolerancia em
diferentes condi¢bes, como variacdo de pH, temperatura, O2 e CO2 (Barsanti et al., 2008;
Msanne; Polle; Starkenburg, 2020). Estas microalgas também mostram bons resultados para
remocgdo de nitrato e fosforo (Eroglu; Smith; Raston, 2015), podendo inclusive, apresentar

resisténcia a salinidade, como € o caso da Scenedesmus sp. (Msanne; Polle; Starkenburg, 2020).

A salinidade em efluentes pode ser prejudicial para as microalgas, pois em altos niveis
pode afetar a fotossintese, fosforilagdo oxidativa, biossintese de acidos graxos e metabolismo
para conversao em aminoacidos (tirosina). Alguns efluentes, como de curtume e de industria
suinicola, contém alta salinidade. Os efluentes da industria suinicola, devido aos seus processos,
contém altas concentracdes de carbono, nitrogénio e fosforo, que ajudam no desenvolvimento
da microalga. Porém, com a alta salinidade, o efluente pode afetar negativamente o seu
crescimento bioldgico e consequentemente dificultar a tratabilidade dos efluentes (Kim et al.,
2016).

No caso dos efluentes de curtume, a concentracao de sélidos dissolvidos totais (SDT) é
entre 65,4 e 1281,1 mg.L . E em processos como de remolho e de curtimento, as concentragdes
de SDT séo de 22.000-33.000 e 29.000-67.000 mg.L ™, respectivamente (Bui et al., 2018). SDT
é um indicador de alta salinidade no efluente. Em altas concentragcdes é um fator significante
para causar estresse celular, pois inibe o crescimento de microalgas devido ao acumulo de
solutos (por exemplo, prolina e glicina (aminoécidos)), que por sua vez sdo utilizados para

equilibrar as concentracdes externas de sal (Asulabh, K.S., Supriya, G. & Ramachandra, 2012).

O efeito da salinidade com a concentragdo de biomassa foi estudado por (Bui et al.,
2018) que comparou microalgas provenientes de agua doce (Chlorella vulgaris) e de agua
marinha (Chlorella sp.) cultivadas em &gua salina para avaliar o desempenho bioquimico, a

assimilacdo de poluentes, e como o efeito da salinidade afeta 0 mecanismo de assimilacdo dos
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mesmos. Como conclusé&o, foi observada uma significativa reducao de biomassa com o0 aumento
da salinidade nas duas microalgas. A toleréncia de sanidade da Chlorella vulgaris foi de 0,1%
e da Chlorella sp. de 0,1% a 1%. Além disto, a alta concentracao de sais pode resultar em baixa
eficiéncia de remocéo de COT, NOs—N, PO43-P. A assimilagdo de nutrientes diminui a medida
gue o nivel de salinidade aumenta e isso esta relacionado a dois fatores: a competicdo de ions
de sal e poluentes no meio; e 0 acumulo interno de ions salinos nas células de microalgas devido
ao Na* envolvido no transporte de P intro-celular das microalgas, que em alta concentracéo, €
responsavel pela inibicdo da reacdo de fotossintese, e também o aumento excessivo de CI~ que

pode levar a morte celular.

Outro estudo que investigou os efeitos da salinidade na produgdo de biomassa foi de
Daneshvar et al. (2018). Este mesmo estudo também investigou a remocdo de nitrito
controlando o pH e a adicédo de sais no cultivo de Chlorella vulgaris. Os sais utilizados foram
cloreto de sodio (NaCl) e sal marinho nas concentragdes de 0-34 g.L. Foi concluido que a
biomassa diminui quando a concentragdo de NaCl aumenta. Contudo, em baixas concentracdes,
o NaCl pode aumentar o crescimento das microalgas ap0os 8 dias de cultivo. Além disso, as
microalgas param de crescer em uma concentracéo de 34 g.L* de NaCl e sal marinho. A maior
remocdo de nitrito foi de 83% em uma concentracdo de 4,25 g.L* de NaCl e sal marinho. A
justificativa foi de que nitrito pode ser absorvido por células vivas e mortas das microalgas. O
efeito do pH ndo foi satisfatério no crescimento das microalgas e na remocao de nitrito em

condigdes alcalinas e a maior remocao, de 83,6%, foi com pH 5.

2.1.3. Colheita das microalgas

Uma das principais limitagOes para o uso de microalgas em sistemas de cultivos abertos,
como foto-reatores ou roda de pés, é a colheita da biomassa produzida da agua tratada. A
colheita envolve filtracdo e/ou centrifugacdo que néo sao eficientes para colheita em tratamento
de efluentes (de-Bashan; Bashan, 2010). Esses processos sdo demorados, de alto custo e
invidveis para altos volumes de efluentes. Por esse motivo a imobilizacdo de microalgas
apresenta-se vantajoso pois apresenta um melhor custo-beneficio para separar as microalgas do
meio de cultura em tratamento efluentes (Olguin, 2003). Contudo para comparagdo de custos
de ambas as formas, pelos métodos convencionais ou por imobilizagcdo das microalgas, é
necessario avaliar a eficiéncia de remocédo de poluentes, custos do polimero e do processo de

imobilizacéo.
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Para colheita de microalgas por centrifugacdo ha um alto consumo de energia devido ao
tamanho da célula de microalga (5 — 50 um de didmetro) e a baixa concentracdo de biomassa
relacionada com volume do meio de cultivo (Cheirsilp; Thawechai; Prasertsan, 2017). Em um
estudo foi relatado que o consumo de energia é de aproximadamente 20 quilowatt-hora (kWh)
de eletricidade por m3 de volume de meio de cultivo. Com valor base do custo da eletricidade
de US$ 0,09 por kWh, o custo da colheita por centrifugacéo seria de US$ 1,8 por m® de volume
do meio de cultivo (Dassey; Theegala, 2013).

J& para sistemas com células imobilizadas, a colheita é realizada pelo método de
peneiramento simples que ndo exige altos consumos de energia (Lam; Lee, 2012). A
comparacéo de custos pode ser feita do custo da colheita por centrifugacdo de microalgas livres
com o custo do material para imobilizar as células como o alginato. Na literatura, o custo de
imobilizacdo de microalgas foi feito com base em uma proporc¢éo de 25% de volume de esfera
por volume de cultura, os custos de material para imobilizacdo eram de aproximadamente $ 0,2
por m2 de volume de cultura. Como a centrifugacéo exige quase 20 kWh por m3de volume de
cultura, o custo da colheita é de US$ 1,8 por m® de volume de cultura (Cheirsilp; Thawechai;
Prasertsan, 2017). Devido ao fato de que o custo do alginato usado para imobilizagdo é
significativamente menor do que o custo da colheita por centrifugacdo, o uso de células

imobilizadas com alginato é viavel economicamente e atraente (Alfaro-Sayes et al., 2023).

2.2. Imobilizacao celular em biopolimeros

O processo de imobilizacdo pode ocorrer por meio de diferentes métodos, com o uso de
polimeros ou biopolimeros: por encapsulamento de células livres que consiste em células
envoltas por uma rede polimérica que permite a troca de nutrientes entre as células e o meio
(Sizemore et al., 2013); por floculacdo na qual o agente floculante, devido a diferenca de cargas,
liga-se com as células (Banerjee et al., 2012); por crosslinking entre células em que as células
se ligam, por forcas fisicas e quimicas, formando uma rede entre elas; por anexagdo das células
em uma superficie solida, como suporte, por absorcéo; por acoplamento covalente na qual as
celulas sdo ligadas em uma superficie por ligacfes covalentes (Mohamad et al., 2015); ou por
aprisionamento das células em membranas semipermeaveis na qual as células ficam
aprisionadas em poros da superficie da membrana (Cassidy; Lee; Trevors, 1996; Sizemore et

al., 2013). Na Figura 2.1 se ilustra os métodos citados. Os métodos mais comuns de
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imobilizacdo celular sdo por encapsulamento em biopolimeros ou anexadas em uma superficie

solida.
Qo ?:\?Q\
SO
[
Encapsulamento em Floculagio Crosslinking
polimero-gel entre c€lulas

Absorc¢do em Acoplamento Aprisionamento
superficies covalente na matriz

Figura 2.1. Métodos de imobilizagcdo. Fonte: Cassidy et al. (1996).

Os polimeros usados como matriz sdo de origem natural ou sintética. A matriz ideal
deve ser ndo-toxica para ndo afetar a viabilidade celular, ser foto-transparente para as células
realizarem fotossintese, ter estabilidade no meio, ser capaz de reter a biomassa, e ser resistente
para ndo ocorrer vazamento das células da matriz (Mallick, 2002). Contudo, algumas matrizes
podem causar um significativo estresse celular. No caso das microalgas, por exemplo, esse
estresse pode afetar o seu metabolismo e, por consequéncia, causar um crescimento lento (de-
Bashan; Bashan, 2010; Wijffels, 2001). Entdo, é importante que o material da matriz seja

permeavel para que os substratos e produtos sejam capazes de se difundir para as células.

Os materiais mais comumente usados para imobilizacdo por encapsulamento séo os
biopolimeros como alginato, celulose, agar-agar, carragenina, entre outros, ou polimeros
sintéticos como poliacrilamida, poliuretano, polivinil (PVC) e polipropileno. O método de
encapsulamento consiste em usar um polimero que aprisiona as células. Os microrganismos
ficam confinados na matriz imobilizante, consequentemente com a mobilidade limitada,
assemelhando-se, nesse aspecto, as células naturalmente imobilizadas (Vasilieva et al., 2016).
Essa matriz polimérica é uma membrana semipermedvel destinada a protegé-los (Guisan,
2006). O método deve preservar a biomassa para que ndo a deixe vazar para 0 meio onde as

células estdo sendo cultivadas.
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Os mecanismos de gelificacdo do encapsulamento para imobilizagdo usando
biopolimeros podem variar dependendo da sua origem e sdo classificados como gelificacdo

ionotropica, gelificacdo ionotrépica/térmica ou por precipitacdo (Quadro 2.2).

Quadro 2.2. Mecanismo de gelificacdo para encapsulamento celular

Mecanismos de gelificacdo Polissacarideos
Térmica Agar, agarose
Inotropica Alginato, quitosana, pectato
Inotrépica/térmica Goma k-carragenina, goma gelana
Precipitacéo Celulose, triacetato de celulose

Fonte: Mallick, (2002)

As vantagens desse método, tanto com a matriz de origem sintética quanto com origem
natural, em comparacgdo com o cultivo de células suspensas, € que o uso de células imobilizadas
ocupa menos espaco, possui facil manuseio, pode ser recuperado e reutilizado e, também, retém
biomassa (Mallick, 2002). Muitas matrizes vém apresentando resisténcia a meios com
salinidade, metais toxicos e pH, e mostraram protecdo as células em competicdo com outros

microrganismos (Hall-Stoodley; Costerton; Stoodley, 2004; Ramawat, 2015).

A imobilizacdo de células vem sendo usada em diferentes aplicagdes como remogéo de
nutrientes (Banerjee et al., 2019), producdo de biodiesel (Lam; Lee, 2012), biossorc¢ao de metais
toxicos em efluentes (de-Bashan; Bashan, 2010), foto-producao de hidrogénio e foto-pigmentos
(Bailliez et al., 1986; Laurinavichene et al., 2008), uma alternativa para o processo de
criopreservacao (Faafeng; van Donk; Kallgvist, 1994) e como indicador de toxicidade (Rai;
Mallick, 1992).

No caso com uso de microalgas, tem sido usado para o tratamento de efluentes devido
aos beneficios apresentados, como flexibilidade operacional na parte de colheita apds o uso
(Feng et al., 2017), e na preservacdo da biomassa (Mallick, 2002; Moreno-Garrido, 2013).
Contudo, para imobilizacdo das mesmas, é necessario que a matriz apresente alguns critérios e
propriedades para que o sistema de tratamento seja eficiente. Devem ser considerados fatores
como a interagdo entre matriz e microalga, por exemplo, como a imobilizacdo afeta as suas
células, incluindo mudancas morfoldgicas, caracteristicas de crescimento, e atividades

metabdlicas (Mallick, 2002). O Quadro 2.3 resume 0s principais critérios para um sistema
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viavel e eficiente para microalgas imobilizadas e as propriedades para uma matriz ideal para

imobilizacéo.

Quadro 2.3. Critérios para um sistema viavel com microalgas imobilizadas e

propriedades para uma matriz ideal para imobilizacao.

Critérios para um sistema viavel com Propriedade para uma matriz ideal
microalgas imobilizadas para imobilizacéo
Retencéo da viabilidade Né&o toxica
Habilidade para fotossintese Foto transparente
Alta densidade celular Estabilidade para o crescimento em
culturas
Produtividade continua Retencdo de biomassa

Resisténcia a ruptura pelo crescimento

Baixo vazamento de células da matriz
celular

Fonte: Mallick (2002).

2.3. Biopolimeros para imobilizacao

2.3.1. Alginato

O Alginato € o biopolimero mais comumente usado como matriz para imobilizacdo de
células. Esse biopolimero ¢ um polissacarideo anibnico originado de algas marrons e de
algumas espécies de bactérias do género Pseudomonas e Azotobacter (Moreno-Garrido, 2008;
Ramawat, 2015; Sizemore et al., 2013). Alginato vendido comercialmente é proveniente de
algas e as espécies mais comuns sdo Laminaria digitata, Laminaria hyperborea, Laminaria
japonica, Macrocystis pyrifera, e Ascophyllum nodosum (Sizemore et al., 2013). Para a
imobilizacdo de microalgas, o alginato vem mostrando ser uma boa matriz por proporcionar
uma longevidade fotossintética e ser um biocatalisador celular, pois é um gel ndo-toxico,

transparente e permedavel (de-Bashan; Bashan, 2010).

O alginato ¢ um copolimero linear constituido de acidos a-L-gulurdnicos e B-D-
manurénicos com ligacdes 1-4. A estrutura molecular depende do organismo de onde foi
extraido o alginato, pois esta relacionada extensamente em termos de sua proporcao entre 0s

residuos manurénicos (M) e gulurdnicos (G), bem como em sua estrutura sequencial e grau de
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polimerizacdo (Tabela 2.2). Desta forma, o polimero pode apresentar sequéncias alternadas de

residuos MG e blocos constituidos de dois ou mais residuos M ou G (Figura 2.2).

Tabela 2.2. Proporgéao dos blocos (MM, GG, MG/GM) de alginato extraido de espécies
de alga marinha marrom.

Espécies de « o o o
algas marinhas Proporcéo M/G MM (%) GG (%) MG/GM (%)
Laminaria 1,43 49,0 25,0 26,0
digitata,
Laminaria 2,26 36,0 14,0 50,0
japonica,
Macrocystis 1,56 40,6 17,7 417
pyrifera,
Ascophyllum 15 38,4 20,7 41,0
nodosum

A proporcao de M/G varia dependendo da espécie. Fonte: Sizemore et al. (2013).

M—e—G —

Figura 2.2. Conformacao das cadeias de alginato (Wijffels, 2001).

Para varias aplicacdes nas quais o alginato é utilizado, sua capacidade de formar géis é
essencial, mas as caracteristicas dependem da proporcdo M/G e do nimero de ligagGes cruzadas
entre as cadeias poliméricas. De acordo com Sizemore et al. (2013), a relacdo ideal de G-M
seria de no minimo de 70% de G. Para obter um gel mecanicamente resistente, uma alta
porosidade e uma baixa retracdo durante a gelificacdo é necessario ter uma alta proporcao de
G. Porém, para obter um gel mais maleavel e elastico, com maior retracdo e com baixa
porosidade, geralmente a proporcdo de M € maior (Sizemore et al.., 2013; Smidsrod; Skjakbrk,
1990).
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A formacdo do gel pode ocorrer por dois métodos: crosslinking iénico com cation (gel
ibnico) ou por precipitagdo acida (gel &cido). Gel ibnico é o método mais utilizado nas industrias
por sua habilidade de formacdo do gel na presenca de cations multivalentes. Devido a essa
propriedade, esse método vém sendo usado para encapsulamento de bioativos para industria

alimenticia, medicamentos e imobilizacéo celular (Ching; Bansal; Bhandari, 2017).

A gelificagdo/polimerizacdo do alginato esta relacionada com a afinidade do mesmo
com ions divalentes. Uma maior afinidade causa o aumento da rigidez do gel. A ligacdo do
cation divalente ao alginato é um processo altamente seletivo e a afinidade ao cation aumenta
nessa ordem Mn < Zn, Ni, Co< Fe<Ca< Sr< Ba< Cd< Cu< Pb. A afinidade dos cations
esta diretamente relacionada com a quantidade de blocos G presentes na estrutura do alginato
(Ching; Bansal; Bhandari, 2017). Porém, a alta concentracao desses cations no meio, de um ou
mais, podem desestabilizar os géis devido a constante troca de cation na superficie. Os cations
que ndo sdo comumente encontrados em meios de cultura ou efluentes sdo Ba?*, Pb?*, Sr?*,
Cd?* e Cu?* e tem grande afinidade com alginato. Porém néo sdo geralmente utilizados na

imobilizacdo por serem potencialmente toxicos (Lavin; Bintz; Thanos, 2017).

A polimerizacdo do alginato, mais conhecida como modelo “caixa de ovos”, é onde
blocos G fazem a troca idnica e, com o aprisionamento dos cations divalentes, formam uma
configuracao espiral devido aos ions cations estarem localizados nas cavidades eletronegativas,
como ovos em uma caixa de ovos (Sizemore et al., 2013). Ja os géis &cidos sdo formados
quando o pH da solucédo é reduzido para ser menor que a constante de dissociacdo (pKa) do
polimero (Donati et al., 2009). Os residuos M e G tem pKa de 3,38 e 3,65, respectivamente.
Assim, o alginato é carregado negativamente em uma ampla faixa de pH. A reducédo do pH
afeta a solucdo de alginato de duas formas: a rapida reducdo de pH resulta na precipitacdo de
moléculas de acido alginico em agregados, ou de forma lenta e constante da diminuicdo de pH
forma continuamente acido alginico de mesmo tamanho. Os géis &cidos sdo estabilizados por
ligacbes de hidrogénio e blocos de M fazem parte da gelificacdo, diferentemente dos géis
ibnicos. Porém, a resisténcia dos géis relacionados ao bloco G é similar aos géis iénicos (Ching;
Bansal; Bhandari, 2017).

O método de encapsulamento é determinado dependendo da aplicacdo dos géis de
alginato. Para a industria alimenticia, normalmente, os microgéis sdo de tamanho em média de

30 pm de didmetro. Ja em aplicacdes biomédicas, como medicamentos, 0s nanogéis sdo mais
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utilizados (100-200 nm) (Rathore et al., 2013). Para o encapsulamento de células, enzimas e

plantas, os géis sdo de tamanhos acima de 1 mm e chamados de macro géis.

Para a formacdo de macro géis, a metodologia mais utilizada é por extrusdo por
gotejamento simples (simple dripping) (Ching; Bansal; Bhandari, 2017). O método consiste em
extrair a solucdo de alginato misturado com as células vivas através de um orificio, por exemplo
uma seringa, na qual as goticulas formadas, por gravidade, vdo em dire¢do a uma solucdo de
um agente crosslinking. A gelificacdo da goticula em forma de esfera ocorre durante o contato
entre solucdo de alginato e o agente crosslinking devido a tenséo superficial (Figura 2.3). As
vantagens do uso desse método sdo a simplicidade de operacdo, baixo custo e condi¢bes

operacionais que sdo seguras para manter a atividade celular estavel (Rathore et al., 2013).

Solugdo alginato
_~~ +células vivas

Agente de gelificagdo
" (cross-linking)

s

Figura 2.3. Formacdo de esperas de alginato com microalgas por extrusao.

A morfologia e o tamanho da esfera em gel dependem da viscosidade do alginato, do
diametro do orificio de onde foi extraido, do fluxo do alginato na saida do orificio e da distancia
entre o orificio e solugdo com o agente crosslinking a qual determina a esfericidade da goticula
(Blandino; Macias; Cantero, 1999). Para a formac&o de goticulas em esferas, a distancia entre
o orificio e a superficie da solugdo com o agente crosslinking deve ser entre 7 cm e 10 cm, pois
a gota do liquido é capaz de superar o impacto e as forcas de arraste para formar particulas de
gel esféricas (Blandino; Macias; Cantero, 1999). O tamanho da esfera é fundamental para a
difusdo de substratos para celulas vivas. Geralmente, uma esfera pequena tem melhor
rendimento e produtividade, pois em esferas maiores pode ocorrer uma limitacdo da difuséo,

assim limitando o metabolismo celular. A esfericidade do gel é importante para a estabilidade
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guimica e mecanica, pois o gel ndo esférico apresenta maior fragilidade do que um gel esférico,

resultando em vazamento das células (Lee; Ravindra; Chan, 2013).

Contudo, outros fatores podem influenciar na eficiéncia da formacéo dos géis, como a
concentracgdo e viscosidade de alginato, a concentracao e a temperatura do agente crosslinking,

e 0 tempo de cura das esferas no agente crosslinking.

A estrutura do gel estd relacionada a viscosidade do alginato que, em altas
concentracgdes, resulta em esferas mais estruturadas. De acordo com Wijffels (2001), a melhor
concentracdo para utilizar o alginato de sodio € de 4-5% (p/v). ConcentracGes de alginato na

solucdo acima desta proporcdo tornam-na muito viscosa e dificil para extracao das esferas.

A influéncia da viscosidade de diferentes alginatos na imobilizacdo da Chlorella
vulgaris foi investigada para uso em tratamento de efluentes (Kube et al., 2019). Foram
estudados alginatos com viscosidade média (derivado da Macrocystsis pyrifera), viscosidade
baixa (derivado da Laminaria hyperborea) e grau alimentar. A viscosidade e a origem do
alginato tém influéncia na estrutura das esferas. A remocao de poluentes ndo é afetada pelo tipo
de alginato, poréem, o alginato grau alimentar (food grade) é mais indicado para o uso de
tratamento de efluentes. Um dos argumentos é de que o alginato com baixo residuos
gulurdnicos (G) ndo é indicado para imobilizacdo de microalgas para os fins de tratamento de
efluentes, pois as esferas apresentam inchaco e a perda da resisténcia da estrutura apos a
exposicdo com os efluentes. Adicionalmente, devido ao baixo crosslinking do Ca-alginato, a
estrutura apresenta menor porosidade e eficiéncia de imobilizagdo. O alginato com baixa
viscosidade mostrou-se melhor para o crescimento da biomassa em comparacéo com o alginato
de grau alimentar. Porém, devido ao custo-beneficio, o alginato de grau alimentar é o melhor

indicado para esses fins.

Outro fator que esta relacionado a gelificacdo dos géis ja formados é a concentracdo de
calcio como agente de crosslinking, pois afeta outras propriedades. O CaClz é o agente mais
utilizado por ter alta solubilidade em solu¢bes aquosas, além de promover uma rapida
gelificacdo. Porém, o processo de gelificacdo é de dificil controle, e 0 CaSOa4 que apresenta

baixa solubilidade e tem baixa gelificacdo (Sizemore et al., 2013).

A temperatura esta relacionada a estrutura das esferas e as propriedades mecanicas

durante a gelificacdo das esferas. A solucdo do agente crosslinking em baixas temperaturas
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melhora a estrutura do gel e a resisténcia mecanica devido a troca de cations divalentes para o

meio ser lenta (Sizemore et al., 2013).

O tempo de cura das esferas no agente crosslinking é importante para as esferas tenham
uma estrutura rigida e mecénica estavel. O periodo de cura normalmente é de duas horas, porém
longos periodos de cura podem certificar que a gelificacdo foi completa e que encolham de
tamanho até um tamanho estacionario antes da aplicacdo nas esferas. Contudo, se isso for
necessario e em caso que esferas tenham células vivas, é importante adicionar nutrientes no
agente de gelificacdo para ndo causar a morte das células. Em caso de pouco tempo de cura, é
necessario colocar baixas concentracdes do agente crosslinking onde as esferas estdo sendo
cultivadas (Riddle et al., 2004).

2.3.1.1. Uso de microalgas imobilizadas em alginato de calcio para remocao

de poluentes

A imobilizacdo de microalgas tem sido aplicada em diferentes tipos de efluentes, muitas
vezes, comparando com o cultivo de microalgas suspensas. Geralmente, o objetivo principal
dos estudos em imobilizacdo é como manter a viabilidade das microalgas e obter os mesmos
ou melhores resultados do que cultivo com as microalgas suspensas. A Tabela 2.3 mostra um
comparativo dos estudos na literatura por tipo de efluente, espécie e concentracdo de microalga,
periodo de cultivo, concentracdo de alginato, intensidade luminosa, pH de cultivo, concentragdo

de nitrogénio e fésforo no inicio do processo, e a eficiéncia de remocéo.
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Tabela 2.3. Comparativo da eficiéncia de remogéo de nutrientes em diferentes efluentes por diferentes microalgas imobilizadas.

Tempo x Concentragéo . Nitrogénio .
Efluente Microalga de ggﬁiﬁgﬁgi}g de alginato ITS::isr']igge pH amoniacal FOSfOLT Eficiéncia (%) Referéncias
cultivo g (% ;p/v) (mg.LY) (mg.L™)
Urb Sc%r;_edesmus 10107 NHa-N: (Ruiz-Marin;
Tbano e opliquos 181h e 2% 135pEm 2L 325 2,5 Chl: 80 Mendoza-Espinosa;
sintético Chlorella células.mL ) Stephenson, 2009)
vulgaris Sc: 96,6 p ,
Chlorella . 3,60.10* 0 NH4*-N: 99 (Lau; Tam; Wong,
Urbano vulgaris 3 dias células/esferas 2% 1 37.5 43 PO4 : 95 1997)
Chlorella 6 1 0 _ _ NH4*-N: 100 (Tam; Wong,
Urbano vulgaris 48h 1.106 células.mL 2% 7,34 28 55 PO - 95 2000)
Chlorella 2,6.108 .
o sorokiniana e células.mL? e PO43 :72 (Hernar.ldez, De-
Sintéticos 48h 5 2% 20 Bashan; Bashan,
Chlorella 2,4.10
; 3 1 2006)
vulgaris células.mL
Luz natural:
— Vulg:r'i‘;rfg‘i/) C.V.N:8L7¢eF: 71,9
ré-tratado V), N . .
de estrume Chiorella 6 dias 1% 31 6/34 | CKiN:638eFS0.7 (Tra"l'gg%et al.
bovino kessleri (C.k) 237 Luz artificial: )
C.V.:N:69,7 e F:60,5
C.k.:N:34 e F:56,1
25 pmol .
7
Urbanos Scendesmus 12 dias . 6.10 4 2% photons 1,37 F: 68,8% (zamani et al,
rubescens células.mL 21 2012)
, N: 60,7
cél 1I£&nol'lo R84 (1) (Zhang et al
Urbanos Chlorella sp. 8h was. 7 . 3% 7,3 ~24 ~0,5 N: 81,6 9 "
2,8.10 _ 2012)
células.mL? F:100(2)
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A viabilidade da microalga Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus, em matriz de
alginato, foi investigada por Ruiz-Marin et al. (2009). As microalgas foram cultivadas em
efluentes urbanos e sintéticos e os resultados ndo mostram diferenga entre as microalgas. As
maiores concentragdes para C. vulgaris foram de 15x10° e 13x10° cells.esfera e, para
Scenedesmus obliquus, foram de 6,7x10° e 8,5x10° cells.esfera?, para efluente sintético e
urbano, respectivamente. A justificativa foi atribuida a diferenca de tamanho das células das
microalgas. O tamanho da célula da Chlorella vulgaris é menor que a da Scenedemus obliquus,
2,7 ume 4,7 um, respectivamente. Contudo, depois da imobiliza¢éo, a microalga com o menor
tamanho de célula tem mais chance de ocupar homogeneamente 0 espaco da matriz,
apresentando maior densidade celular por esfera (Lau; Tam; Wong, 1997; Tam; Lau; Wong,
1994). Em comparacao entre os cultivos com as células suspensas e imobilizadas, a clorofila
mostrou estar em maior concentragdo no cultivo com as microalgas imobilizadas. Foi também
observado que as microalgas imobilizadas tiveram a fase inicial de crescimento (fase lag) mais
longa do que as células suspensas. Esse comportamento também ja foi observado em outro

estudo, porém aplicando as microalgas em efluente municipal (Lau; Tam; Wong, 1997).

A concentracdo de esferas com Chlorella vulgaris foi investigada quando aplicadas em
efluentes domesticos simulados (Tam; Wong, 2000). A melhor concentracdo de esferas foi de
12 esferas.mL?, o que equivale a 1:3 esferas:gua, v/v. Com essa concentragdo, foram
removidos 100% e 95% de nitrogénio amoniacal e fosforo, respectivamente. Foi observado que
pouca concentracdo de esferas ndo tem biomassa suficiente para remover a concentracdo de
poluentes do meio. No entanto, alta concentracao de esferas também ndo é favoravel pois pode
reduzir a emissdo de luz favorecendo o auto sombreamento entre as esferas limitando o

crescimento e atividades metabolicas das microalgas.

2.3.2.  Mistura de biopolimeros com alginato

A fragilidade e a instabilidade das esferas de alginato sdo os desafios para
implementacdo das mesmas em sistemas de tratamento de efluentes, ja que rompimento e
dissolucdo das esferas sdéo comumente reportados durante os experimentos (Travieso et al.,
1996). Na literatura foram observadas esferas rompidas e mudando de formato, de uma esfera
para uma elipse, e uma parte das esferas dissolvidas. Com isso, as células que estavam
imobilizadas ficaram suspensas (Faafeng; van Donk; Kallgvist, 1994; Lau; Tam; Wong, 1997).

Outros problemas observados foram a baixa estabilidade, degradacdo térmica e baixa
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resisténcia mecanica. Causas observadas foram que a matriz de imobilizacdo é sensivel a
compostos quelantes como o fosfato, citrato e lactato ou cations ndo-gelificantes como ions
sodio e magnésio, e também pode estar relacionado a espécie de microalga imobilizada
(Moreno-Garrido, 2008; Wijffels, 2001).

A estabilidade do alginato em gel se da através do processo covalente crosslinking. As
técnicas aplicadas sdo crosslinking direto dos grupos carboxila ou adi¢do covalente de alginato
com polimeros sintéticos. Com isso € possivel o aumento da estabilidade e forca mecanica.
Contudo, a adi¢do de outros polimeros nos géis pode ser nociva para algumas células (Wijffels,
2001).

Um estudo explorou a alternativa de aumentar a concentracdo de CaCl2 ou adicionar
outro microrganismo como a microalga a fim de preservar a matriz de imobilizacdo. A
concentracdo de CaClz variou de 2% a 6%, e a bactéria Azospirillum brasilense foi adicionada
junto com Chlorella vulgaris. Os resultados mostraram que a bactéria ajudou na preservacao
da matriz, ndo apresentando degradacdo e o aumento de CaClz deixou o gel mais resistente
(Cruz et al., 2013).

A adicdo de outros aditivos em alginato gel também foi investigada. Os aditivos
adicionados foram polivinilpirrolidona (PVP) (2%), Acetato de polivinila (PVA) (3%) +
H3BOs3, CMC (1%), CaCOs (2%) e SrClz.. Os resultados da adi¢cdo de qualquer um dos
polimeros e Sr>* mostraram um gel mais fragil do que do controle com 2% Ca?*. No entanto, a
adicdo de PVP produziu um gel mais forte em comparacdo com os outros aditivos (Moreira et
al., 2006). Outros estudos também investigaram a adi¢cdo de outros componentes na matriz,
como polivinil alcool (Lorenzetti; Moro; Garcia-Cruz, 2015; Yujian et al., 2006),
carboximetilcelulose (Joo et al., 2001) e quitosana (Gasergd; Smidsrad; Skjak-Brak, 1998). Os
resultados constataram que 0s géis se mostram mais estaveis mesmo quando cultivados em
efluentes estéreis ou sintéticas. Em relacdo a sensibilidade das células imobilizadas, 0s
biopolimeros que se mostraram mais compativeis com as células sdo agar/agarose,
quitina/quitosana, carragenina, celulose, amido, colageno/gelatina, pectina, dextrano e xantana.
No entanto, a maioria dos estudos vém investigando a imobilizacdo em misturas de
biopolimeros em enzimas, bactérias, levedura e células completas e ha poucos estudos com

microalgas, como pode ser visto na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Aplicacdo de mistura de biopolimeros.

Biopolimeros

Concentragdes da

Célula

Remocao

mistura imobilizada Objetivo (%) Referéncia
Alginato de sodio —
1,5%
k-carragenana — 0,5% Investigar K ietal
Carragenina, xantana ou Levedura propriedades fisicas e N/A ( urgg;l 4(; al,
Alginato de sédio- quimicas
1,5%, p/v e goma
xantana — 0,5 %, p/v
Avaliacéo da
Carboximetilcelulose, 1:1 ASand AC; 1:1 Chiorella es;rrl;tuigr;oor\r/:?c:)a (Abu Sepian et
alginato de sédio e AS and CMC and 1:1: - para p N/A P
alginato de calcio AC. CMC and AS vulgaris crescimento celular al., 2019)
9 ' para aumentar a
producdo de lipidios
. Investigar
Alginato - 2% p/v
Amido _g oop Bactéria propriedades fisicas e N/A (Chzaglelt)al.,
Amido - 0 —60% p/v quimicas
Quitosana - 2% Investigar (Baysal et al
Quitosana Alginato - 2% Fibroplasto propriedades fisicas e N/A 3;013) N
Quitosana/alginato: 1/1 quimicas
. . Alginato- 1,5,19e Investigar ;
Qunosang (cobrindo 2,3% (pv) Pha_eodactylu propriedades fisicas e N/A (Moreiraetal.,
alginato) . m tricornutum P 2006)
Quitosana — 0,15% quimicas
Alginato de sodio - 4% -850 (Bagewadi;
Quitosana (cobrindo g . . Descoloracéo de 8 85/°.de Mulla;
- quitosana 1,5% Enzima Malachite -
alginato) corantes verde Ninnekar,
(pv) 2017)
Alginato — 2,5% plv
GG- 1% piv Suporte de enzima | pelo menos (Alii Husain
Goma guar, Agarose ou Enzima para tratamento de 68% do é018) '
Agarose - 3%, p/v efluente téxtil corante
GG- 1%, p/v
Sadio alginato 0,6%
Celulose, g ’ ~ s . 80% (Jamshaid et
. L Celulose - 0,4% - Remogdo de metais té | Niquel Il e
Hidroxiapatita cobre Il al., 2018)
Hap — 1%
Alginato 1% i
Gelatina g . ° Enzima Remocéo de corantes > 90% (Mogharabi et
Gelatina 10% al., 2012)
Remediacéo de
) compostos
Pectina Alginato 2.5% Enzima aromaticos em (Matto; Husain,
Pectina 2.5% efluente industrial 2006)
avaliando atividade
enziméticas
Alginato 0.5, 0,65,
Carboximetilcelulose 0,825, 1,25, 2,5% ) Remocéo de chumbo 84-98% (Renetal.,
(CMC) CMC 0, 1,25, 1,675, 1" 2016)

1,875, 2%
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Os estudos avaliam a caracterizacdo das esferas formadas, analisando propriedades
fisicas e quimicas. A caracterizacdo envolve as analises morfoldgicas como microscopia
eletronica de varredura (MEV), FTIR, Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) (Chan et
al., 2011; Kumari et al., 2014; Ren et al., 2016). Essas analises sdo importantes para entender
a estrutura e composicdo formada e ja observar provaveis alteracdes devido a exposicdo a

temperatura por um determinado tempo.

Também em relacdo a estrutura das esferas, sdo analisadas a textura da esfera, o
inchamento, porosidade e resisténcia mecanica para observar se a esfera é suscetivel para conter
células vivas ou enzimas (Chan et al., 2011; Kumari et al., 2014; Mogharabi et al., 2012). Para
entender o comportamento das células dentro de uma esfera sdo avaliadas a estabilidade celular,
toxicidade e capacidade de absor¢do (Baysal et al., 2013; Chan et al., 2011; Kumari et al., 2014;
Moreiraet al., 2006). No caso das microalgas séo analisadas a curva de crescimento e producéo
de lipidios (Abu Sepian et al., 2019). Para as enzimas, os fatores estudados séo os efeitos do
pH e diferentes solventes, atividade enzimatica e capacidade de adsor¢do (Ali; Husain, 2018;
Bagewadi; Mulla; Ninnekar, 2017; Mogharabi et al., 2012; Ren et al., 2016).

Contudo, para aplicacdo em células, deve-se levar em consideracdo a espécie, a
toleréncia a temperaturas e diferencas de pH para néo afetar o desempenho e o crescimento das
mesmas. Por exemplo, os biopolimeros que envolvem temperatura para gelificacdo sdo agarose,
carragenina, goma gelana, colageno, gelatina e elastina. E o colageno ainda envolve variacao
de pH (Quadro 2.4) (Wiederschain, 2007).

Quadro 2.4. Fonte e propriedades dos biopolimeros.

Nome Fonte Tipo Gelificacao
Agarose Alga marina Polissacarideo Térmica
Carragenina Alga marina Polissacarideo  Térmica/ ionotrépico
Alginato Alga marina Polissacarideo lonotrépico
Quitosana Crustaceos Polissacarideo lonotrépico
Goma Alga marina Polissacarideo  Térmica/ ionotrdpico
gelana
Colageno ECM Proteina Termlcalr\)/arla(;ao de
Gelatina ECM/colageno Proteina Térmica
Pectina Tecidos de plantas e frutas citricas  Polissacarideo lonotrépico
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Tecidos de plantas e algas, fungos e

- Polissacarideo Térmica
bactérias

Celulose

CMC Celulose Polissacarideo lonotropico
ECM — matriz extracelular . Fonte: Wiederschain, (2007)

2.3.2.1. Celulose

A celulose é um dos mais abundantes biopolimeros encontrados na biosfera e €
amplamente usado em diferentes aplicages pela indUstria. Pode ser encontrada em diferentes
fontes, porém a maior fonte de celulose é em fibras de plantas, embora também possa ser
encontrado em microrganismos como algas, fungos e bactérias (Khan; Ahmad, 2013). Nas
plantas, pode ocorrer na forma pura como celulose vegetal, mas é comumente acompanhada
por lignoceluloses. A celulose bacteriana, por outro lado, produzida diretamente como uma rede
fibrosa ndo contém hemiceluloses, pectina, lignina ou outros produtos biogénicos (Heinze;
Heinze, 2016).

A estrutura molecular da celulose é constituida por uma cadeia linear de glucano de D-
glicose (1-4)-b-ligada ndo ramificada na qual todos 0s outros residuos de glicose sdo girados a
180 graus em relacdo aos seus dois vizinhos e contrasta com outros polimeros de glucano, como
amido (1-4 -a-glucano) e calose (1-3-b-glucano). Assim, a unidade bésica de repeticdo da
molécula de celulose ndo é a D-glicose, mas a celobiose. Estruturalmente, a celulose exibe
resisténcia, rigidez e estabilidade térmica notavelmente altas (Mahmood Zia; Zuber; Ali, 2017).
A celulose e seus derivados demonstraram aplicacfes potenciais em diversos campos devido a
muitas propriedades atraentes, incluindo baixo custo, menor toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Bilal; Igbal, 2019).

CMC é um derivado da celulose produzido pela reacédo entre monocloroacetato de sodio
e a celulose em meio alcalino, formando um polissacarideo anidnico de anidro glicose soltvel
em agua (Akalin; Pulat, 2018; Rahman et al., 2021). A principal diferenca entre CMC e
celulose, no nivel molecular, é apenas alguns grupos carboximetil aniénicos (ou seja, —
CH2COOH) na estrutura de CMC que substituem os atomos de hidrogénio de alguns grupos

hidroxila presentes na infraestrutura da celulose pura (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Estrutura quimica celulose (esquerda) e CMC (direita).

O CMC tem uma grande importancia para a industria devido & sua alta viscosidade e
ndo-toxicidade (Mohamed, 2012). Outras propriedades sdo a sensibilidade com pH e a variacdo
de forca ibnica (Akalin; Pulat, 2018). Devido as suas propriedades de superficie, 0o CMC
apresenta caracteristicas como resisténcia mecanica, hidrofilicidade ajustavel, propriedades

viscosas, e tem como vantagens alta disponibilidade como matéria-prima e o processo de sintese
de baixo custo (Rahman et al., 2021).

Com essas propriedades, 0 CMC gerou interesse em diversas areas de pesquisa. Dentre
suas aplicagcdes, pode-se citar as industrias de alimentos, papel, téxteis e farmacéuticas,
engenharia biomédica, tratamento de efluentes, producdo de energia e producédo de energia de
armazenamento, entre outras (Rahman et al., 2021).

Com a mistura de CMC e alginato de sodio sdo produzidas esferas poliméricas por
crosslinking com ions célcio devido os dois polimeros possuirem sitios de ligacdo para cations
divalentes. A presenca de varios grupos funcionais nos polimeros forma uma estrutura rigida e
porosa (Dewangan; Tiwari; Bajpai, 2011) (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Estrutura quimica alginato de sodio (a) e CMC sadico (b) (Dewangan;
Tiwari; Bajpai, 2011).

Em especial para tratamento de aguas e efluentes, a utilizacdo de misturas com CMC
tem demonstrado bons resultados para remocdo de corantes, ions metélicos inorganicos

incluindo metais toxicos e radionuclideos (Rahman, 2020).

Para a remocgdo de metais toxicos, as esferas de alginato e CMC foram usadas para
avaliar a adsorcédo de Hg Il, Cr Il e Pb Il (Dewangan; Tiwari; Bajpai, 2010, 2011; Ren et al.,
2016). Nesses estudos, além da capacidade de adsor¢do e remocao dos metais, foram avaliados
o0 efeito da concentracédo de alginato e a concentracdo de esferas, mostrando que esses fatores
tém influéncia na remogdo. Os resultados mostraram que esses dois fatores sdo responsaveis
pela remocdo dos metais, pois aumentando a concentragdo de alginato, aumenta a
disponibilidade de sitios ativos para ligagdes com ions divalentes. Contudo, 0 aumento da
concentragdo de CMC, que no experimento foi de no maximo 0,5 g.L%, dificulta a difusdo e
limita a remoc&o por tornar a esfera mais rigida e compacta (Dewangan; Tiwari; Bajpai, 2010,
2011). O aumento da concentracdo de esferas de CMC e alginato proporcionou uma remocao

maior dos metais (Ren et al., 2016).

Ja para remocdo de corantes, foi feito um estudo avaliando um compoésito com
CMC+Fe304* 0xido de grafeno para adsorcdo de trés azo corantes. A remocao foi entre 90-95%

com uma adsorcdo rapida e a saturacéo ocorreu depois de 40 minutos (Allouss et al., 2020).
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Outro estudo avaliou as caracteristicas da estrutura formada com alginato e CMC e,
também, a viabilidade celular de células humanas (Habib et al., 2018). Foi constatado que a
adicdo de CMC junto com alginato deixou a estrutura mais rigida e com o aumento da
concentragdo de CMC aumenta a interac@o do crosslinking, consequentemente aumentando 0s
sitios disponiveis para interacdo ibnica. Essa mistura mostrou ser uma estrutura mais porosa em
comparagdo somente com alginato. As estruturas com mais alginato do que CMC se mostraram
com mais chances de inchaco. Em termos de viabilidade celular, as células se mostraram mais
resistentes em estruturas com alginato e CMC do que somente com alginato, sobrevivendo por
até 23 dias.

2.3.2.2. Pectina

Pectina é um polissacarideo aniénico extraido de tecidos de plantas e frutas citricas
composto por longas sequéncias de acido a-D-galactosilurénico (GalA) parcialmente metil-
esterificado (1—4)-ligado. Semelhante ao alginato, a pectina com 25% a 50% de grau de
metoxilacdo (DM) sofre associacdo cadeia-cadeia e forma hidrogéis com a adi¢édo de cations

bivalentes, como o Ca?*(Figura 2.6).

Na*
o
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H

Figura 2.6. Estrutura quimica alginato (esquerda) e pectina (direita).

A pectina tem sido usada em outras areas, como na agricultura e medicina, devido as
suas propriedades antimicrobianas e antivirais, aprimoramento propriedades mecénicas e
reducdo da solubilidade em &gua. Ela tem mostrado vantagens para formulac6es que facilmente

se adaptam para uso como hidrogéis, filmes e nanoparticulas (Martau; Mihai; Vodnar, 2019).
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A interacdo entre pectina e alginato ainda ndo foi muito bem explorada. A gelificacéo
de alginato e pectina resulta em uma interacéo forte e especifica entre ions gelificantes e blocos
de residuos de &cido gulurénico e galacturdnico, respectivamente. A mistura entre pectina e
alginato é descrita como uma associa¢do heterogénea de blocos poli-G de alginato e regides de
éster metilico de pectina de baixa carga, rigidamente unidas (Toft; Grasdalen; Smidsrgd, 1986).
Isso indica, indiretamente, que a resisténcia mecanica e a estabilidade dos granulos do nucleo
a base de pectina sdo mais fortes e mais estaveis do que os granulos do nucleo de alginato. O
aumento de concentracdo de ions cation produz géis com pectina mais densos, elasticos e termo-
reversivel e que a capacidade de sorcdo de granulos de gel misto de alginato/pectina é maior
em comparacao com géis somente com alginato de calcio (Cao et al., 2020; Cataldo et al., 2013;
Voo et al., 2011).

No entanto, as propriedades mecanicas dependem da propor¢éo de pectina e alginato.
Em comparacdo de esferas somente com alginato ou somente com pectina, sabe-se que as
esferas com alginato sdo mais maleéveis do que as de pectina depois de expostas em meio de
cultura. No entanto, quando expostas a meios com presenca de quelantes de calcio tais como
fosfato, lactato ou citrato, e a cations tais como sodio, magnésio, elas sdo capazes de deslocar
o calcio (Voo et al., 2011). As esferas com pectina por sua vez possuem uma resisténcia
mecanica maior do que as de alginato, 0,22 N/esfera e 0,19 N/esfera, respectivamente (Cataldo
et al., 2013). Esferas com alginato e pectina podem ser mais densas e insoltveis quando o pH
do meio for proximo do valor de pKa de cada um, na qual o do alginato ¢é entre 3,4/3,7 e da
pectina, 2,9 (Voo et al., 2011).

Essa mistura ja vem sendo utilizada na indUstria alimenticia, produzindo alimentos com
baixa gordura e agucar, por possuir propriedades antimicrobianas e antivirais (Voo et al., 2011).
Ela também vem sendo usada para imobilizagdo de enzimas na qual o suporte tem resisténcia

térmica e de desnaturagdo (Datta; Christena; Rajaram, 2013).

Em aplicagdo de tratamento de efluentes, uma enzima peroxidase foi imobilizada em
uma matriz com alginato e pectina. A sua atividade em diferentes condi¢gdes como em solventes
organicos e em diferentes pH para o tratamento de efluentes fendlicos e outros poluentes
aromaticos foi investigada. Foi constatado que a matriz € resistente em diferentes condices e

que preservou a atividade da enzima (Matto; Husain, 2006).
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2.4. Imobilizacao celular em polimero inorganico

A imobilizacdo de células vivas ou microrganismos em matriz inorgénica é feita pelo
do encapsulamento em componente inorganico como a silica. As vantagens dessa matriz séo
alta resisténcia quimica e fisica em um ambiente com condic¢Ges adversas, como exemplo, em
altas concentragdes de poluentes (Figura 2.7).
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~

E MEIC AMBIENTE

PRODUTOS
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ICRORGANISM@S
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REDUZIDOS BIODEGRADACAO
*  BIOSENSOR
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ATAQUE pH NAO
IMUNOLOGICO FISIOLOGICO

Figura 2.7. Vantagens e aplicacGes de imobilizacdo de células em matriz inorganica

aplicagdo. Fonte: Holzmeister et al., (2018) (adaptado).

Assim como o encapsulamento protege as células sensiveis de forcas de cisalhamento,
mudancas desfavoraveis de pH ou solventes citotoxicos, ele também evita a lavagem da cultura
e simplifica a separacdo dos produtos formados. Contudo, o maior desafio é manter a
viabilidade e atividade celular durante o processo de encapsulacdo e manter e prolongar as
células vivas imobilizadas em sua aplicacdo (Holzmeister et al., 2018). Como exemplo, a
maioria dos microrganismos, particularmente as células eucarioticas que tém pouca tolerancia

as variacOes de ambiente.

O controle das condi¢des como a temperatura, pH e forcas ibnicas é necessario. No caso
da imobilizacdo em matriz com sol-gel, em rota acida convencional, sdo geradas substancias
citotoxicas como alcool e residuos de monémeros alcoxissilanos. No caso do processo de
encapsulamento ou apds a matriz formada deve-se evitar a formacéo em altas concentracoes
dessas substancias. Também é importante formar uma matriz que ndo seja extremamente rigida,
porém evitando o encolhimento ou a desidratagdo celular para que ndo ocorra a lise celular
(Léonard et al., 2010; Zhang et al., 2016).
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Uma das vantagens desse tipo de matriz é o possivel ajuste com precisdo das
propriedades fisicas em beneficio da célula que esta sendo encapsulada, assim como a difusédo
de nutrientes ou trocas metabdlicas através dos poros formados (Holzmeister et al., 2018). Além
disso, esse tipo de imobilizacdo apresenta alta estabilidade quimica e mecéanica (Carturan et al.,
2004; Perullini et al., 2014b).

Devido as caracteristicas desta matriz inorganica ser bioldgica e quimicamente inertes,
com estabilidade quimica e mecanica, € possivel ter resisténcia a inchamento em contato com
solventes organicos e quimicos. Com isso evita-se que ocorra 0 vazamento de células para o
meio devido a alteracdo da porosidade ou instabilidade mecanica, por exemplo. Os polimeros
inorganicos, que apresentam caracteristicas como transparéncia e transluscéncia, tém mais
interesse a pesquisa pois € possivel imobilizar microrganismos fotossintéticos como as

algas/microalgas e cianobactérias (Perullini et al., 2007).

2.4.1. Silica em sol-gel

A silica é um composto biodegradavel que se encontra depositado em solos e ambientes
aquaticos devido a combinacgdes de fatores ambientais que realizaram a sua dissolucéo (Baccile
et al., 2009a). Muitos microrganismos existentes na natureza tém seu esqueleto a base de
silicato, como exemplo a alga diatoméacea. Essa correlacdo e a afinidade bioldgica fez com que
pesquisadores ficassem interessados em utilizar os componentes a base de silica para

imobilizacdo de microrganismos.

Os componentes a base de silica e seus derivados apresentam resisténcia mecanica, sdo
guimicamente inertes, opticamente transparentes, termicamente isolantes e estaveis, e com
biocompatibilidade (Meunier; Dandoy; Su, 2009). A possibilidade de sintese em baixas
temperaturas e também a utilizacdo em diferentes propositos como microesferas, filmes finos
ou em matrizes 3D mesoporosas sao vantagens do uso de silica como matriz imobilizante para
microrganismos. A imobilizacdo em silica sol-gel tem como objetivo preservar as atividades

bioldgicas de interesse em diferentes industrias como medicina, engenharia, biologia, etc.

As primeiras publicacfes relacionadas com a imobilizacdo de biomoléculas em silica
foram com a investigacdo da atividade bioldgica de enzimas imobilizadas em matriz sol-gel no
comeco da década de 70 (Johnson; Whateley, 1971) e na imobilizagdo em tetrametoxissilano

(TMOS) (Braun et al., 1990). Desde entdo, é possivel encontrar estudos que investigaram a
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imobilizacdo em proteinas e enzimas (Avnir et al., 2006a), bactérias (Nassif et al., 2003),
cianobactéria (Dickson; Ely, 2013; Rooke et al., 2008), algas (Darder et al., 2010; Perullini et
al., 2014a; Rooke et al., 2011) e células de plantas (Carturan et al., 1998; Dickson et al., 2013).

A metodologia que envolve o processo de sintese do sol-gel tem como o0s precursores
mais comuns o tetrametoxissilano (TMOS, R= CH3s) ou o tetraetoxissilano (TEOS, R=C2Hs).
O mecanismo de sol-gel, primeiramente, ocorre de acordo com o pH da solug¢do predominante,
gue pode ser tanto em meio &cido ou basico, na qual favorece a hidrdlise dos grupos alcoxidos
para a formacédo dos grupos silanois (Si-OH) (Figura 2.8). Os silandis sdo instaveis e tendem a
formar ligagdes Si-O-Si em uma reacdo de polimerizacdo por condensacao (Coiffier et al.,
2001; Meunier et al., 2010). Essa condensagdo pode ocorrer pela reacdo de dois grupos de
silanol (desidratacdo) ou pela reacdo do silanol com um grupo alcoxido (desalcoolizagdo). A
medida que a reacdo/condensacdo progride, particulas de silica de tamanho nanométrico sao
inicialmente formadas, que crescem ainda mais e finalmente se interligam até que uma rede 3D

seja formada (Brinker; Scherer, 2013).
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Figura 2.8. Processo de sintese do sol-gel.

No entanto, na hidrélise, ha formacéo de R-OH (moléculas alcool) devido a reacéo entre
0 precursor e a dgua (Coradin; Nassif; Livage, 2003). No caso da imobilizacdo de células, a
concentracdo de alcool na solucdo formada pode ser fatal para os microrganismos. Contudo,
alguns microrganismos como bactérias e leveduras, mostraram ser resistentes a essa condicao
(Livage; Coradin; Roux, 2001).

As propriedades fisicas e quimicas do sol-gel sdo definidas de acordo com o precursor
e 0 meio de gelificacdo escolhidos. Com isso, também € definida a porosidade do gel para
melhor difusdo de nutrientes e condicOes estaveis para o encapsulamento das células (Callone
etal., 2008).

42



CAPITULO 2

A formacéo do sol-gel de maneira convencional tem a biocompatibilidade limitada para

imobilizacdo de células. Alem da formacéao de alcool pela hidrdlise, que pode ser tdxica para

células, a rigidez da estrutura formada pode limitar ou conter o crescimento celular (Homburg;

Patel, 2022). Para que a matriz em sol-gel seja biocompativel para imobilizacdo celular é

necessario que ocorra a evaporacao do alcool. A Figura 2.9 ilustra as metodologias encontradas

na literatura e listadas a seguir:

mistura de alta proporcdo de &gua e menor proporcdo de precursores para
imobilizacdo evitando a toxicidade dos subprodutos gerados na reacdo, como
alcool, quando aplicado a células (Conroy et al., 2000);

evaporacdo do alcool gerado pela fase sol antes de adicionar 0s microrganismos
(Ferrer et al., 2003; Pannier et al., 2014);

formacdo de uma camada fina de sol-gel por imersdo na qual o alcool pode ser
evaporado rapidamente evitando o contato prolongado com o microrganismo
(Carturan et al., 2004);

método Biosil — aplicacdo do precursor da fase gasosa durante a evaporacdo do
alcool evitando o contato com material encapsulado (Avnir et al., 2006a; Carturan
et al., 2004);

modificacdo de precursores com alcdxidos biocompativeis como poliglicerol
silicato (Gill; Ballesteros, 1998).
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Figura 2.9. Métodos de matriz sol-gel biocompativeis com microrganismos.
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Para evitar a rigidez da estrutura formada, a qual pode limitar o crescimento celular, o
estudo vem utilizando a mistura de silica hidrogel e biopolimeros ou bioaditivos, na qual 0s
microrganismos sao imobilizados em um biopolimero e depois sdo encapsulados em sol-gel.
Os biopolimeros mais utilizados séo: gelatina (Avnir et al., 2006a; Nassif et al., 2003), celulose
(Avnir et al., 2006a; Shchipunov; Karpenko, 2004), alginato (Carturan et al., 2004; Coradin;
Nassif; Livage, 2003; Coradin; Livage, 2003; Perullini et al., 2012, 2015; Shchipunov;
Karpenko, 2004), e quitosana (Cho; Moon; Lee, 2004; Shchipunov; Karpenko, 2004; Trujillo
etal., 2015).

2.4.2. Metodologia de sol-gel por evaporacdo do alcool gerado

A fim de viabilizar a utilizacdo da aplicacdo em sol-gel para imobilizacdo de células,
Ferrer et al. (2002) desenvolveram a metodologia de uma rota sol-gel com a evaporacdo do
alcool por modificagdo organica dos precursores alcoxidos. A metodologia trata da remocao do
alcool formado em rotaevaporador. Um dos beneficios desse método é que a auséncia do alcool
preserva as atividades celulares durante o processo de encapsulamento e, também, depois da

estrutura formada, minimiza o encolhimento da matriz durante o processo de cura.

O processo ocorre com a preparacdo da solugdo com o precursor, tetraetoxissilano
(TEQOS), solvente, &gua em meio acido, acido cloridrico. A solucdo é homogeneizada em
ultrassom por 30 minutos. Apds, a solucéo é submetida a rota evaporagdo com o mesmo volume
de &gua para eliminacdo do alcool. A adicdo do excesso de agua é para evitar a gelificacdo do
sol antes da remocéo do &lcool. As células, no caso desse experimento foram enzimas que foram
adicionadas em uma solugdo tampdo, em mesmo volume com a solucgdo sol formada em um
molde. Apds é deixado em ambiente de temperatura e pressdo controlada para o tempo de cura
(Figura 2.10).

No estudo foi feita a comparagdo com a rota convencional de sol-gel. Os resultados
mostraram que a rota sol-gel sem alcool preservou mais as enzimas do que a rota convencional

e também a atividade enzimatica foi um pouco mais elevada do que com as enzimas livres.
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Figura 2.10. Metodologia de sol-gel por evaporacéao do alcool gerado
2.4.2.1. Aplicacdo em microalgas

Microalgas como Chlorella vulgaris, Scenedesmus intermedius, Scenedesmus sp.,
Dictyosphaerium  Chlorelloides, Pseudokirchneriella subcapitata e Chlamydomonas
reinhardtii, assim como cianobactérias Synechocystis sp., ja foram imobilizadas em sol-geis
como precursores TEOS e, menos frequente, TMOS. A concentracdo de TEOS utilizada foi
entre 5% p/p a 22% p/p com a evaporacdo de alcool de 0,92 a 4,24 mol.Lt. A maioria dos
estudos investigou o uso dessas células com objetivo de ser um produto biotecnolégico, por
exemplo, biossensores para remocao de contaminantes como herbicidas ou metais, o cobre, e
também para geracdo de produtos metabdlicos como hidrogénio. A viabilidade celular nessas
aplicacOes foi observada para se tornarem alternativas viaveis. A comparacao entre 0s estudos

estd na Tabela 2.5.

As metodologias utilizadas para reducdo do alcool séo pela formacdo de uma camada
fina de sol-gel ou pela metodologia da evaporagéo dos alcoois (Pannier et al., 2014; Perullini
etal., 2015; Sicard et al., 2011). Foram utilizadas solu¢6es com pH &cido ou alcalino, ou outras

solucgdes tampdo, para aumentar a biocompatibilidade e induzir a gelificagao.

Um estudo comparando a imobilizacdo da Chlorella vulgaris em silica sol-gel na rota
com a eliminacéo de &lcool e a silica sol-gel com alginato mostrou que encapsulamento com
TEOS apresenta melhores propriedades 6ticas e mecanicas (Sicard et al., 2011). A adicdo de
glicerol em encapsulamento em sol-gel sem alcool aumenta a porosidade e reduz o estresse
celular e em comparagdo com TEOS e TMOS, a atividade celular foi maior para o primeiro

precursor (Dickson; Page; Ely, 2009).
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Outro estudo do mesmo autor, para avaliar a toxicidade, mostrou que um excesso de
glicerol pode ocasionar estresse celular (Dickson; Ely, 2011). Nesses dois estudos, a limitagcdo

do encapsulamento foi ressaltada devido a baixa taxa de respiracdo celular e de crescimento.

A adigdo de quitosana ajudou a matriz a ficar menos rigida e mais resistente a abrasao
do que sem esse aditivo, e também proporcionou o crescimento das algas (Homburg et al.,
2019). A matriz com baixa concentracdo de alcool apresentou melhor resisténcia a abraséo,
mesmo sem o aditivo, e maior atividade fotossintética das microalgas. Esses mesmos autores
avaliaram o crescimento e atividade fotossintética, e os resultados foram que as matrizes com
TEOS podem diminuir o crescimento celular em 30%. A justificativa para esta diminuicéo ¢ a
geracgdo de alcool na reacdo, que é um subproduto toxico para as células (Homburg; Kruse;
Patel, 2019).
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Tabela 2.5. Comparacgéo de estudos com aplicagdo de sol-gel em microalgas

Silica . - .
Precursores e Catalisador | pH ajustado Meétodo .Mlcrt')oa[cg;,a{ Car.a(;c.elr(ljstécas/ Obj eFI\./S/ Referéncias
concentraco cianobactéria viabilidade proposito
Ajustado
TEOS: com maior Viabilidade, Prolongamento da
170 I.L'l Acido proporcdo de | Adicdo de aditivo: Svnechocviis s atividade viabilidade celular | (Dickson; Ely,
10 g(‘;;/' células do glicerol y YUs sp. fotossintética por Aplicagio em 2011)
(10,56%p) que solugéo mais de 6 semanas biotecnologias
sol
TEOS. (Homburg;
0'213_1’06 mol.L Ajustado Alividade Producéo continua Km;g;lgf el
5-22% ; iox O P _
( op) Acido com TRIS Adigao qe aditivos: Chlamydomonas reinhardtii fotossmtgtlca € de metabdlitos
TEOS: chitosan comparagdo com ‘-
para 7.2-7.4 . secundarios (Homburg et
1 células suspensas 9
1,06 mol.L al., 2019)
(22%p) )
Silicato de Ajustado Dictyosphaerium chlorelloides, Clorofila Biosensor com i
sodio: 0,16 . . - A células completas (Pefia et al.,
1 Basico para 9 com Scenedesmus intermedius, fluorescéncia por 3 -
mol.L HCl semanas para contaminantes 2009)
(1.08%p) Scenedesmus sp. aquosos
Clorofila (Nguyen-Ngoc;
Silicato de sddio Aiustado fluorescéncia por 4 Biosensor com Tran-Minh,
+ LUDOX® - J Adicdo de aditivos: . semanas células completas 2007a)
1 Basico para 7 com - Chlorella vulgaris - —
3,96 mol.L HCl glicerol . para contaminantes | (Nguyen-Ngoc;
(18,34%p) Ativo por 5 aquOsos Tran-Minh,
semanas 2007b)
Adicdo de CeO2
TEOS: Ajustado Evaporacédo do Conservagéo da para p’roteger as .
1 - com buffer |, . ' células (Sicard et al.,
1,66 mol.L Acido d alcool e por 2 passos Chlorella vulgaris clorofila por . o
e fosfato pH T imobilizadas para 2011)
(10,15%p) 7 de encapsulamento irradiacdo UV producio de

energia verde
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Outra metodologia utilizada foi o encapsulamento das microalgas Chlorella vulgaris,
Pseudokirchneriellasubcapitata e Chlamydomonas reinhardtii em duas etapas: na primeira
etapa, as células sdo imobilizadas em esferas de alginato de célcio e depois encapsuladas em
silica sol-gel. Na segunda etapa, o alcool formado pela hidrdlise foi removido ou teve a adi¢éo

de silicato de s6dio como aditivo (Sicard et al., 2011).

Para fins de aplicag&o dessas imobilizacdes como biossensores, foi constatado que as
microalgas imobilizadas em silica sol-gel sdo capazes de responder a presenca de herbicidas
por fluorescéncia. A fluorescéncia esta conectada com a concentracdo de microalgas, e quanto
mais concentrada, maior a sua deteccao (Pefa et al., 2009). Contudo, uma alta concentracéo de
microalgas pode influenciar no tempo de gelificagdo do sol-gel (Nguyen-Ngoc; Tran-Minh,
2007b). No entanto, a atividade celular dentro da matriz se manteve por 95% (Nguyen-Ngoc;
Tran-Minh, 2007a). Outro fator de otimizacdo para essa aplicacdo é a formagdo de camadas
sol-gel sem alcool em cima de microalgas em alginato de sddio (Perullini et al., 2014c). Os
resultados mostram que uma camada mais grossa de sol-gel diminui o sinal de fluorescéncia

para 0 uso como biossensor.

2.5. Efluentes industriais

O grande volume de geracdo de efluentes vem impactando o meio ambiente, e gera um
problema drastico de despejos em corpos hidricos com altos niveis de poluentes, caso ndo haja
tratamento adequado. A ma qualidade da 4gua para consumo €é consequéncia dos efluentes ndo
tratados e do excesso de poluentes ndo tratados adequadamente que sdo langados nos corpos
hidricos (Gupta et al., 2009; UNESCO, 2021). Essas fontes tém um impacto instantaneo e local

nas aguas.

Existem fontes poluidoras que podem causar danos mais persistentes, como efluentes
da industria agricola que impactam nas aguas subterraneas com excesso de nitrato (Chowdhury
et al., 2013). Além disso, outros fatores que também afetam a qualidade da agua sdo o0s
micropoluentes organicos, produtos farmacéuticos e microplasticos (Coggan et al., 2019;
UNESCO, 2021). Os efluentes ndo tratados, ou sem tratamento adequado, acabam sendo
langados com altas concentragdes de nutrientes e matéria organica, e podem conter uma
combinacdo de compostos toxicos, casos das industrias alimenticias e de bebidas, coureira e

téxtil, gréfica e de manufatura (Kyzas; Fu; Matis, 2013).
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Quando os niveis de nitrogénio e fosforo lancados ndo estdo atingindo a concentragdo
permitida podem causar a eutrofizacdo. Nos ultimos anos 0 aumento da poluigdo por nitrogénio
tem crescido em diferentes partes do mundo. O excesso de compostos de nitrogénio em agua
de consumo pode causar sérios problemas para saude publica, como compostos nitrosos que

sdo cancerigenos e mutagénicos (Niculescu et al., 2017).

As principais formas do nitrogénio sdo a amonia (NHs), o nitrato (NO3) e o nitrito (NO2
). O NOgs é a forma mais estavel em dgua e a maioria das formas de nitrogénio aquoso tendem
a se converter em nitrato. Por ser um composto inorganico de fécil dissolucéo em &gua, ele tem
sido usado como fertilizante pela agricultura. Contudo, a industria agricola utiliza em excesso
fertilizantes, adubos e esterco de animais, desta forma contribuindo com a poluicdo tanto do

solo quanto dos corpos hidricos (Niculescu et al., 2017).

Outra forma de nitrogénio que tem potencial poluidor é a aménia, que pode ser
encontrada em varias concentracdes, tanto em aguas superficiais quanto subterraneas. A
presenca desse composto em &guas ndo é desejavel por ser facilmente oxidado por bactérias,
transformando-se em nitrato e nitrito e consumindo o oxigénio dissolvido da dgua. A aménia
da forma ndo ionizada (NHs3) é a forma mais toxica, ndo somente para humanos, mas também
para animais aquaticos, pois causa limitacdo de oxigenacdo no meio aquatico. Além disso, a
presenca de amdnia causa a reducéo da eficiéncia de tratamentos convencionais de 4gua, como
na cloracéo, na qual o cloro é consumido pela amdnia, e também é o corresponsavel pelo odor

presente em efluentes (Khuntia; Majumder; Ghosh, 2013).

Em altas concentracGes, 0 nitrogénio juntamente com o fésforo, tanto em solo como em
agua, pode acelerar o processo de eutrofizagdo. A eutrofizacdo estimula o crescimento de algas
e plantas aquaticas, alterando o ecossistema aquatico pela reducdo da penetracéo de luz na agua
e aumentando a degradagdo de matéria organica. Isso afeta tanto as plantas aquaticas que vivem

no fundo, quanto os peixes e outros animais marinhos (Niculescu et al., 2017).

Contudo, o0 aumento na demanda de agua potavel assim como da qualidade da agua para
utilizacdo nas industrias, torna os tratamentos para remocdo de poluentes e reuso extremamente
necessarios antes do retorno para os corpos hidricos. Os métodos mais adotados para o
tratamento de efluente para fins de remocéo de poluentes podem ser divididos nos seguintes

processos: fisico-quimicos, biologicos, elétricos e eletromagnéticos (Gupta et al., 2009).
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A remocdo de nitrogénio é feita por processos fisico-quimicos e bioldgicos, como
desnitrificacdo bioldgica, air stripping, troca idnica, cloracdo por ruptura e precipitacao
guimica. Outros processos mais novos sdo fotocatalise e oxidacéo eletroquimica. Devido ao
fato de os processos bioldgicos serem mais efetivos, os processos fisico-quimicos ja ndo sao
mais tdo utilizados (Ahn, 2006).

No entanto, esses métodos tém suas limitagdes. Como exemplo, o processo de
desnitrificacdo biologica, que demanda muito espaco para os varios tanques utilizados para
nitrificagdo, desnitrificacdo, decomposicdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), e a
separacdo solido-liquido. Além disso, a bactéria usada € sensivel a mudancas de temperatura,
pH, e outros compostos que podem estar presentes no efluente, como metais toxicos e amonia.
O air stripping causa uma poluicdo no ar devido a volatilizacdo da amdnia. J& a cloracdo por
ruptura necessita de grandes quantidades de cloro para a oxidagdo da aménia e ap0s 0s
tratamentos, é preciso separar o cloro ainda presente na agua (Khuntia; Majumder; Ghosh,
2013).

2.6. Efluentes de curtume

O processamento do couro consiste na utilizacéo de pele animal crua (verde) ou salgada
(semi-preservada) para um produto de valor comercial, que € utilizado na industria
manufatureira. A pele animal é constituida por trés camadas distintas (hipoderme, derme e
epiderme) e contém material proteico, gorduras, substancias minerais e outras, além da agua,
presente em abundéancia (Fontoura et al., 2017). O processamento do couro € feito por etapas,
nas quais varios produtos quimicos sdo adicionados. O volume de agua utilizado no processo é

alto devido as lavagens e aos processos mecanicos (Mella, 2017).

As etapas principais de processamento sdo agrupadas em operagdes de ribeira,
curtimento, acabamento molhado e acabamento. Contudo, dependendo do produto final, os

processos podem ser diferentes, alterando o volume de residuos e efluentes gerados.

Os produtos quimicos comumente utilizados na transformacdo de peles cruas ou
salgadas em produtos comerciais sdo acidos, bases, sais de cromo, taninos, solventes, sulfetos,
corantes, auxiliares e muitos outros compostos. Muitos desses produtos e compostos quimicos
ndo sdo completamente retidos (fixados) pelas peles e permanecem no efluente. Muitas das

etapas sdo em meio aquoso e o efluente gerado é descartado a cada etapa (Fontoura, 2017).
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Somente 0 processo de ribeira consome entre 35 e 40 litros de agua para processar um
quilograma de pele (Aquim, 2009) e o volume de efluente é de 67.6% para ribeira, sendo que
as outras etapas representam 21.7% para curtimento e 10.7% para acabamento (Cooper;
Gutterres; Marcilio, 2011). Contudo, isso pode variar dependendo da qualidade da matéria

prima e do processo de producao.

Os processos de ribeira sdo 0s que mais consomem agua durante todo o processamento
do couro. A etapa de remolho concentra produtos como a cal, sulfetos e matéria organica,
surfactantes e graxas, em pouca quantidade. H& grande concentracdo de matéria em suspensao

e 0 pH é acima de 9,0.

Nas etapas de depilacdo e caleiro, sdo descartadas quantidades consideraveis de sulfetos.
Isto acarreta a geragdo gas sulfidrico (H2S), que devido a agdo de microrganismos, é convertido
em acido sulfurico, que por sua vez, consome boa parte do oxigénio dissolvido presente no

efluente, através do processo oxidativo (Fontoura, 2017).

As etapas de desencalagem e purga geram efluentes com altas concentragdes de sais
amoniacais, acidos e enzimas. Em especial, a etapa de desencalagem é responsavel pela geracédo

de 80% de NHs-N do efluente total gerado no processo de ribeira (Wang; Wang; Zhou, 2011).

Na Ultima etapa do processo de ribeira, os efluentes gerados no piquel contém elevadas
concentracdes de cloreto de sddio e &cidos, 0 que aumenta a acidez, e tem a presenca de
biocidas. As caracteristicas do efluente gerado nas etapas do processo de ribeira sdo pH alcalino,
alta concentracdo de DQO e sais, devido ao sal aderido nas peles para conservacao, além dos
sais adicionados nos processos. Os parametros como pH, DBO, cloretos e amdnia podem chegar
a 14, 20000, 30000 e 3800 mg.L* em um efluente de ribeira, respectivamente (Gutterres et al.,
2015).

As caracteristicas gerais do efluente de curtume incluindo todos os processos contém
altas concentracOes de nitrogénio, especialmente nitrogénio organico, cloretos, sulfitos, DBO e

DQO, e baixas concentracdes de fosforo (Cooper; Gutterres; Marcilio, 2011).
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2.6.1. Tratamento de efluentes de curtume

O sistema de tratamento de efluente de curtume passa pelas etapas de tratamento
preliminar, tratamento primario (ou tratamento fisico-quimico), tratamento secundario (ou
bioldgico), e pode ocorrer o tratamento terciario. Contudo, dependendo das caracteristicas do
efluente, outras tecnologias podem ser utilizadas em substituicdo a alguma etapa de tratamento.
Em algumas etapas de processo de curtimento pode ocorrer a reciclagem dos efluentes

dependendo das suas caracteristicas (Aquim, 2009; Fontoura, 2017; Mella, 2017).

O Tratamento preliminar tem como objetivo a remogdo de solidos grosseiros. E

realizado por processos fisicos como gradeamento, peneiramento e separacao de 6leos e graxas.

O Tratamento primario ou tratamento fisico-quimico ocorre por processos fisico-
quimicos para a redugdo de DQO, solidos suspensos (SS) e substancias toxicas, que podem
interferir no tratamento biologico. As etapas que o0 constituem s&o: homogeneizagéo,

neutralizacdo, coagulacdo, floculacao e sedimentacéo.

O tratamento secundario ou tratamento bioldgico tem como objetivo a remocéao de
matéria orgénica e alguns nutrientes. Por envolver fenémenos biol6gicos, € um tratamento
sensivel a fatores fisico-quimicos como pH, temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido.
Esses fatores estdo diretamente relacionados a eficiéncia do tratamento por depender de
microrganismos. No entanto, alguns componentes pertencentes ao efluente podem ser toxicos

a esses microrganismos.

O tratamento terciario ndo € comum num sistema de tratamento de efluentes de
curtume, mas pode ser fundamental para tratar compostos que ndo sdo removidos em um
sistema de tratamento convencional e para atingir padrées de lancamentos de efluente. Os
compostos sdo os ions cloreto, sodio e calcio, e/ou corantes e complexos organicos. Desta forma
é possivel remover microrganismos indesejaveis, como patogénicos e coliformes entre outros.
Dentre dos tratamentos terciarios se encontram a troca i6nica, processos de membranas,

microfiltracdo, ultrafiltracao, nanofiltracdo, osmose reversa, eletroandlise, entre outros.
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2.6.2. Recentes pesquisas para o tratamento de efluentes de
curtume

Muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas empregando com tecnologias inovadoras
para tratamento de efluentes a fim de minimizar o impacto ambiental causado pela industria
coureira. O grupo de pesquisa do LACOURO/UFRGS vem estudando esses tratamentos

alternativos para o tratamento de efluentes de curtume que estdo em resumo na Tabela 2.6.

Um dos meios de tratamentos investigados é o uso de microalgas como Scenedesmus
sp., Tetraselmis sp. e consorcio de microalgas para remocdo de nutrientes presentes nos
efluentes de ribeira e de acabamento completo. Os resultados mostraram-se promissores com
uma remogcdo de 96-100% de nitrogénio amoniacal, de 40-91% de DQO, 96% de fosforo e 44%
de DBO (Fontoura et al., 2017; Pena et al., 2020, 2018, 2019). Outros microrganismos
investigados foram a biomassa do fungo Trametes sp. para ser utilizado como absorvente do
corante Acid Blue 161, comumente presente nos efluentes de acabamento molhado e houve
uma remocao de 89% do corante (Puchana-Rosero et al., 2016). Outro fungo que foi utilizado
para remocdo de corantes (Acid Red 357 e Acid Orange 142), DQO e DBO em efluente real de
curtume se chama Trametes villosa e os resultados mostraram a eficiéncia de descoloracéo de
50-70%, com reducdo da DQO em 40-60% (Ortiz-Monsalve et al., 2020).

Também foram investigados tratamentos fisico-quimicos, de eletrocoagulacdo e
precipitacdo quimica, para remoc¢do do cromo presente em efluentes de curtimento, que teve
uma eficiéncia de remocéo de 97% (Mella; Glanert; Gutterres, 2016, 2015), e tratamentos
conjugados, como coagulacao-floculagcdo com adsorcdo em pelo de pele de bovina ou 0zénio
para remocdo de corante Acid Red 357 (Mella et al., 2018). Subprodutos ou rejeitos de
processos de tratamento, como biomassa seca de microalga, aparas de couro curtido ao cromo,
foram avaliados como meio de adsorc¢éo para remocao de corantes Acid Blue 161, Basic Red 2
e Acid Brown 414, Acid Red 357 (Carvalho Pinheiro; Perez-Lopez; Gutterres, 2020; Fontoura
et al., 2017; Piccin et al., 2016). Outros meios adsorventes com rejeitos, como bagaco de uva
encapsulada em sol-gel também foram investigados para remocéo de corante Acid-Blue 161
(Benvenuti et al., 2019).
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Tabela 2.6. Recentes estudos do grupo de pesquisa LACOURO para remocédo de

contaminantes do efluente de curtume.

Efluente Meio de tratamento Objetivo Resultados Referéncia
Remocéo de 85% de
o Microalgas - Scenedesmus Influéncia da luz para | nitrogénio amoniacal,
Ribeira sp. remogdo de nutrientes | 96% de fdsforo e 80% (Fontoura et al., 2017)
de DQO
T x o . .
Curtimento Precipitacéo quimica e Remocao do cromo Remocéo de 97% de (Mella; Glanert;
eletrocoagulagédo cromo Gutterres, 2015)
3 0,
Acabamento Biomassa seca de microalga Remogggrgﬁtzs % do (Fontoura et al., 2017)
Uso do b q Remocéo do corante R 56 de 60% d
Acabamento 50 do bagaco da Lva Acid-Blue (AB-161) emogao de 6% A0 | genvenuti et al., 2019)
encapsulada em sol-gel corante
Biomassa flingica - x o (Puchana-Rosero et al.,
Acabamento Trametes sp. Remoc&o de 89% 2016)
. — Remocéo do corante Remoc&o de 50-70% .
Acabamento B.:.??;Z‘;’g:gﬂ?{;gg ) Acid res 357e Acid do corante e remogéo (Ortlz-Mzogzsg;ve etal.,
Orange 142 e DQO da DQO de 40-60%
Acabamento Residuo de cromo curtido Adsorgdo do corante Remoc&o de 58% (Piccin et al., 2016)
Acid Red 357 "
Tratamento conjugados de Remocéo de Remocdo maxima do
Acabamento coagulacdo-floculagéo (CF)/ | poluentes incluindo o corante de 85% por (Mella et al., 2018)
adsorcdo/ozonizagao corante Acid Red 357 CF-0z
Uso de raspas de couro ap6s | Adsorgao de corantes Remocio maxima de (Carvalho Pinheiro;
Acabamento diferentes curtimentos ou Basic Red 2 e Acid ¢ 989 Perez-Lopez; Gutterres,
sem curtimento Brown 414 0 2020)
Remocé&o méaximo de
. . Influéncia da luz para carbono orgénico
Acabamento Consorcio de microalgas remogio de nutrientes | total de 31%, DQO de (Pena et al., 2020)
56% e DBO de 20%
Remocao méaxima de
. . Remocéo de 40% de DQO, 59%
Acabamento Microalgas - Tetraselmis sp. nutrientes de carbono organico (Pena et al., 2018)
total e DBO de 44%.
Completo Remoc&o de amdnia
o ] . . Remocéo de de 99%, de nitrogénio
(ribeira até Consoércio de microalgas nutrientes total de 82% e DQO (Pena et al., 2019)
acabamento)

de 91%
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CARBON AND NITROGEN REMOVAL BY CHLORELLA SP. AND SCENEDESMUS SP. SUSPENDED AND
IMMOBILISED IN NON-TOXIC SILICA GEL IN LEATHER PROCESSING WASTEWATER

Abstract: Microalgae have been effectively used as a nutrient removal method in wastewater
treatment. However, the harvesting microalgae step is a major hurdle to the industry. In this
study, the silica non-toxic sol-gel is used as a matrix to immobilise microalgae. Non-toxic silica
gel matrix was synthesized by tetraethoxysilane (TEOS) derived alcohol free route. This study
aims to evaluate the effect of microalgae immobilisation in non-toxic silica gel to remove
tanneries wastewater pollutants. The experiments were conducted by applying immobilised
Scenedesmus sp. and Chlorella sp. in three concentrations in leather processing wastewater
during 72 h of cultivation. The morphology of immobilisation was evaluated by optical
microscopy, SEM and Zeta Potential analysis. The rate removals of total nitrogen (TN), total
organic carbon (TOC) and Inorganic Carbon (IC) in comparison to immobilised and
suspended microalgae were evaluated by the influence of the immobilisation, type of
microalgae and microalgae concentration. For both microalgae, immobilisation showed
promise for removing these nutrients. The immobilised Chlorella sp. at the initial concentration
of 5.84 + 0.975 mg.L? (I-Ch2) had the highest removal by immobilised microalgae, with an
uptake of 20.82% of AN, 18.44% of TN, 30.42% of TOC and 64.73% of IC.

Keywords: Microalgae, Scenedemus sp., Chlorella sp., Silica gel non-toxic, Total nitrogen,

Tannery wastewater
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GROWTH OF CHLORELLA VULGARIS IMMOBILISED IN CALCIUM ALGINATE
ACCOMPLISHED BY CELL CONCENTRATION AND CHLOROPHYLL

Abstract: Microalgae immobilisation is an attractive alternative for wastewater treatment.
These microorganisms have high nutrient absorption capability, and when immobilised, are
easy to apply and collect into the treatment. Although, the viability of cells in this condition and
effectiveness still needs to be explored. This study aims to evaluate the viability of three initial
Chlorella vulgaris concentrations of cells, C1, 5.93x10° + 8.84x10* cells.mL™1, C2, 1.75x10%+
5.09x10° cell.mLt, and C3, 2.95x107+ 9.81x10° cell.mL"%, immobilised in the calcium alginate
beads the nutrients removal in Jaworski’s modified medium. The cell growth of immobilised
and suspended cells was analysed by cell counting and chlorophyll content by fluorescence
spectroscopy in an excitation-emission matrix (EEM). The results presented that the
immobilised microalgae grew and removed nutrients regardless of initial concentration. The
most concentrated immobilised Chlorella vulgaris (C3) had the highest concentration of cells,
1.67x108 cells.mL?, and removed more nutrients (100% of nitrate and 96.33% of phosphate)

with chlorophyll fluorescence of C3, 22.99 RFU at the end of experiment.

Keywords: calcium alginate beads, cell growth, chlorophyll fluorescence, microalgae

concentration, nutrients removal
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BLEND-MODIFIED ALGINATE BEADS FOR EFFICIENT MICROALGAE IMMOBILISATION

Abstract: The stability of calcium alginate beads for microalgae immobilisation in wastewater
treatment has been a concern due to the potential exchange of Ca?* ions from the bead surface
with the environment. To overcome this constraint, adding biopolymers might improve the
properties of alginate gel. The purpose of the study is to immobilise Chlorella vulgaris in blends
of sodium alginate with carboxymethylcellulose (CMC) or Pectin in different concentrations
(1%, 1.5% and 2%) to evaluate the microalgae growth and nutrient removal from culture
media. The microalgae growth was assessed by cell counting and chlorophyll content using a
fluorescent excitation-emission matrix (EEM). Nutrient removal was conducted by measuring
the phosphate and nitrate concentration using ion chromatography. The characterisation of
beads, such as size, shrinkage degree, swelling ratio, water content and dry weight, were also
investigated. Compared to alginate-only beads, the results present better performance for cell
growth and, similarly, for removing nutrients in the presence of Pectin and CMC blends.
Microalgae in alginate with 1.0% of Pectin grew 26% more than in Alginate-only beads on day
8. The blends with CMC showed faster removal of nutrients compared to Pectin blends and
Alginate-only in only three days. For phosphate, the highest removal was by immobilised
microalgae of 95% for 2.0% of CMC and 86% for 2.0% of Pectin. For nitrate, the immobilised
microalgae removed 100% in 1.0% and 1.5% of CMC and 98% in 1.0% of Pectin.

Keywords: Alginate beads, Pectin, CMC, biopolymers blend, Chlorella vulgaris.
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Capitulo 6

Conclusoes

Os estudos realizaram a imobilizacdo de microalgas em trés diferentes meios
imobilizantes, silica sol-gel, alginato de calcio, e misturas de alginato com pectina ou
carboxemetilcelulose (CMC). As microalgas empregadas foram Chlorella sp., Chlorella
vulgaris e Scenedemus sp. Foram avaliados o crescimento das microalgas por contagem de
celulas, clorofila, estrutura dos meios de imobilizagdo e remogéo pelas microalgas imobilizadas
e ndo imobilizadas de nutrientes como nitrogénio amoniacal, nitrogénio total, nitrato, fosfato,

carbono inorganico e carbono orgéanico total, em meio de cultivo e em efluente de curtume.

Os resultados obtidos mostraram que as microalgas imobilizadas, independentemente
do tipo de imobilizagdo, sdo capazes de crescer e remover nutrientes do meio onde estdo sendo

cultivadas. Com esse estudo realizado é possivel concluir que:

e Naimobilizagdo de microalgas em silica sol-gel, Scenedesmus sp. e Chlorella
sp. imobilizadas tiveram desempenho inferior do que as mesmas em suspensao quanto
a remocao de nutrientes em efluente de curtume. As microalgas imobilizadas tiveram

somente remocao satisfatdria para carbono orgéanico total e carbono inorganico.

e A estrutura em silica sol-gel para imobilizacdo teve caracteristicas
apropriadas para encapsulamento de microrganismos fotossintéticos, como a
transparéncia, resisténcia em meios com altas concentra¢cGes de compostos quimicos,

como o efluente de curtume, e ndo se verificando o vazamento de células.

e A maior remocao de nutrientes para microalgas imobilizadas em silica gel
foi verificada para concentracéo inicial de 5,84 + 0,975 mg.L™* (ICh2), e foi de 20,82%
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CAPITULO 6

de nitrogénio amoniacal (NA), 18,44% de nitrogénio total (NT), 30.42% de carbono
organico total (COT) e 64,75% de carbono inorganico (CI).

e Chlorella sp. em suspensao apresentou a maior taxa de remocdo para COT e
NT, em comparagdo com a mesma microalga imobilizada. J& a Scenedesmus sp., quando
imobilizada, apresentou maior taxa de remocao para NT, NA, e Cl em comparagdo com

a mesma em suspens&o.

e Para a imobilizacdo de microalga Chlorella vulgaris em alginato de calcio,
todas as concentragcOes avaliadas tiveram crescimento celular, independentemente da
concentracéo inicial. A concentracdo C1 de 2,66.10* cells.mL! apresentou o maior
crescimento durante o experimento e a concentracdo C3 teve o crescimento semelhante

as microalgas em suspenséo de 1,79.106 cells.mL™.

e A matriz em alginato de célcio permaneceu estavel na microalga cultivada
em meio de cultura, ndo havendo vazamento de células ou ruptura das mesmas, e 0

tamanho permaneceu constante em todo o experimento.

e As microalgas imobilizadas em alginato de calcio tiveram desempenho
melhor do que as microalgas em suspenséao para remogéo de nutrientes. Em 5 dias foram
removidos 89% de fosfato e 98% de nitrato, chegando a 96% e 100%, respectivamente,

apos 7 dias, para concentracdo C3 de 1,79.106 cells.mL™.

e As imobilizagdes de microalgas em misturas de biopolimeros, tanto a
mistura de alginato + CMC (ACMC) quanto a mistura de alginato + pectina (APECT),
proporcionaram o crescimento da Chlorella vulgaris. A mistura que apresentou o
melhor desempenho, foi a com alginato e pectina 1%. O menor desempenho foi para a
imobilizacdo em alginato e pectina a 2%, em comparagdo com as células imobilizadas

somente com alginato.

e A adigdo de mais um polimero com alginato aumentou levemente o didmetro
das esferas com as misturas e as caracteristicas estruturais foram semelhantes entre as

esferas de alginato + pectina (APECT) 1% e somente alginato.

e Para remocdo de nutrientes, as microalgas imobilizadas em alginato,

independente do meio imobilizante apresentaram resultados satisfatorias. As esferas de
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alginato + CMC (ACMC) removeram 0s nutrientes mais rapidamente em comparacao
com as outras. Em somente 3 dias, as esferas de ACMC 2% removeram 99% de nitrato

e as esferas de ACMC 1,5% removeram 77% de fosfato.

Desse trabalho pode-se concluir que a imobilizacdo de microalgas pode ser capaz de
viabilizar o crescimento celular e a remocéo de nutrientes do meio. A metodologia utilizando
silica em sol-gel precisa de maiores estudos a fim de verificar o crescimento e viabilidade
celular. Ja o estudo avaliando o crescimento das microalgas e a intensidade de clorofila somente
em alginato mostrou que as microalgas imobilizadas apresentaram melhor resultados que a
microalgas em suspensdo. A intensidade de clorofila por fluorescéncia pode ser empregada
como um paradmetro de viabilidade j& que mostra a evolucdo do crescimento das células. As
microalgas imobilizadas em misturas de biopolimeros mostraram que a concentracdo de
aditivos adicionados no alginato influencia no crescimento das células e na remocdo de

nutrientes.

6.1. SugestOes de trabalhos futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros, observa-se a importancia da realizagao

de estudos complementares conforme segue:

¢ Auvaliar o crescimento de microalgas em matriz inorganica em meio de cultura
para observar a viabilidade das microalgas.

e Auvaliar fatores de toxicidade da matriz inorganica que afetam o crescimento
de microalgas.

e Cultivar Chlorella Vulgaris em matriz organica, alginato ou a mistura de
biopolimeros, em efluente real e avaliar a remocdo de nutrientes e o crescimento das
mesmas.

e Comparar outras microalgas, Scenedesmus sp. e Spirulina, em imobilizacéo
em matriz inorganica e organica.

e Comparar as microalgas em imobilizacdo e em suspensdo, avaliando, por
espectro fluorescéncia, as diferencas dos componentes fluorescente como a clorofila a
eb.

e Avaliar a concentracdo de micronutrientes, como lipidios, em microalgas

imobilizadas, para producgéo de biodiesel.
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CAPITULO 6

¢ Auvaliar a viabilidade do uso de microalgas imobilizadas em escala industrial,
analisando o custo para o uso em tratamento de efluentes.

e Realizar analises quantitativas e estatisticas, como analise bibliométrica e/ou
andlise multivariadas, para resumir e definir dados, como espécies de microalgas,
concentracdo de microalgas, concentracdo de matriz imobilizante entre outros, para
aplicacdo em escala industrial.

e Auvaliar a aplicacdo p6s-uso das microalgas imobilizadas, como o reuso das
microalgas, como estudo de compostagem para uso como fertilizante, ou até mesmo a
regeneracdo/reciclagem das mesmas para outros fins, como absor¢do e remocdo de

outros componentes, tanto nutrientes como corantes.
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