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RESUMO

O aumento da contaminacdo da agua e a formacdo de aguas residuais vem
aumentando com o tempo, devido ao crescimento progressivo da populacdo e a
deficiéncia na captacdo da coleta de esgoto. O tratamento convencional de
efluentes realizado pelas estacdes de tratamento de aguas, apresentam grandes
indices de ineficiéncia, ndo chegando ao tratamento minimo exigido pelo
CONAMA, logo, novas tecnologias de tratamento de efluentes devem ser
implantadas. O objetivo deste trabalho, consiste em estudar o processo de
imobilizagdo da Tetradesmus obliquus por encapsulamento em matriz de
alginato e quitosana, e avaliar o seu potencial como agente biorremediador. Além
de contemplar todo processo de implementacdo tecnoldgica a partir da
investigagéo do estado da arte em acervos abertos de propriedade intelectual, e
propor um processo biotecnologico patenteavel utlizando o sistema de
imobilizagédo e o cultivo de microalgas imobilizadas.

Palavras-chave: Microalgas, Tratamento de Aguas Residuais, Fotobiorreatores,
Imobilizacao celular.



ABSTRACT

The increase in water contamination and the formation of wastewater has been
increasing over time, due to the progressive growth of the population and the
deficiency in the collection of sewage collection. The conventional treatment of
effluents carried out by water treatment plants has high inefficiency rates, not
reaching the minimum treatment required by CONAMA, therefore, new
technologies for the treatment of effluents must be implemented. The objective
of this work is to study the process of immobilization of Tetradesmus obliquus
by encapsulation in alginate and chitosan matrix, and to evaluate its potential
as a bioremediation agent. In addition to contemplating the entire process of
technological implementation from the investigation of the state of the art in
open collections of intellectual property, and proposing a patentable
biotechnological process using the immobilization system and the cultivation of
immobilized microalgae.

Palavras-chave: Microalgae, Wastewater treatment, Photobioreators, Cell
imobilization.
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1. CAPITULOS

Essa secao apresenta a reviséo bibliogréfica e os resultados em forma de
artigos publicados e ndo publicados, desenvolvidos durante o periodo do

mestrado.

1.1 ARTIGO 1 - FICORREMEDIAQAO: O PAPEL DAS MICROALGAS NA
GESTAO DE RESIDUOS E PRODUCAO DE ENERGIA

Springer Nature Switzerland AG 2022 A. E.-F. Abomohra et al. (eds.), Waste-to-
Energy,

ISBN 978-3-030-91569-8 /ISBN 978-3-030-91570-4 (eBook)
https://doi.org/10.1007/978-3-030-91570-4_17

Resumo

O descarte indiscriminado de residuos industriais agravou os problemas de
poluicdo ambiental e € uma preocupacao iminente para as instalacées
industriais. Essas questdes podem ser contornadas por técnicas
convencionais de tratamento de efluentes, no entanto, existem varios
gargalos associados que os tornam pouco atraentes. Diante desse cenario,
a ficorremediacdo pode ser uma alternativa e estdo sob escrutinio de
pesquisadores, desenvolvedores e industrialistas. Os processos mediados
por microalgas sédo uma abordagem promissora para a remocao direta de
compostos poluentes e residuos, como matéria organica, fésforo e
nitrogénio. As microalgas também s&o responsaveis pela producdo de
biomassa e obtencao de diversos bioprodutos valiosos. No entanto, alguns
fatores séo limitantes na escolha do sistema de cultivo de microalgas, como
a recuperacao da biomassa. Assim, a adocdo de técnicas de imobilizacéo
celular pode ser uma opg¢éo econdémica e ambientalmente favoravel para a
remocao de residuos de efluentes. Nesse sentido, o objetivo deste capitulo
€ apresentar o papel das microalgas na gestéao de residuos e na producao
de energia como agentes de ficorremediacdo. Os principais destaques do
capitulo incluem uma visdo geral das condicbes de microalgas e cultura,
ficorremediacdo, microalgas em sistemas de tratamento de aguas
residuais, sistemas biolégicos de imobilizacdo e o cultivo de microalgas
imobilizadas. Finalmente, os potenciais produtos de bioenergia de
microalgas e algumas recomendacdes séo introduzidos e discutidos.

1. Microalgas e condi¢cbes de cultivo: Viséo geral

As microalgas s&@o microrganismos clorofilados, eucariéticos ou
procarioticos, responsaveis por aproximadamente metade de todo o diéxido de

carbono (CO2) fixado na Terra. Na presenca da luz solar, esses microrganismos
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sao capazes de converter CO2 (carbono inorganico presente na atmosfera) e
agua em oxigénio e biomassa através da fotossintese. Como produtores
primarios, as microalgas sdo a base da cadeia alimentar oceanica, existem mais
de 500 mil espécies, que desempenham um papel muito importante na ecologia,
e cada vez mais para a biotecnologia (Borowitzka et al. 2016; Sajjadi et al. 2018).

Esses microrganismos distintos podem ser facilmente encontrados em
diferentes ambientes, como rios, lagos e oceanos. Além disso, devido a sua
rapida taxa de crescimento, elas podem prosperar em agua salina e ndo potavel,
sem a necessidade de um meio rico em nutrientes, e requerem uma area
relativamente pequena para seu crescimento (Gouveia e Oliveira 2009). Essas
vantagens permitem grande aplicabilidade comercial desses microrganismos,
atraindo assim o interesse de pesquisadores e industrias, em areas como
farmécia, engenharia quimica, biologia, meio ambiente e energia (Daneshvar et
al. 2021).

Geralmente, as microalgas sao cultivadas em regime foto-autotréfico, mas
podem ser cultivadas também em meios foto-heterotrofico, heterotréfico e
mixotréfico, dependendo da luminosidade e fonte de carbono a que séo
submetidas (Figura 1). Em condic¢des foto-autotréficas, as microalgas requerem
carbono inorganico, e luz como fontes de energia. No entanto, se o carbono
fornecido é orgéanico, na presenca da luz, é assim chamado foto-heterotrofico.
Em condicdes heterotroficas ndo ha fonte de luz, toda a energia necesséria para
o crescimento é fornecida por uma fonte de carbono exdégena de origem
organica. Por fim, se ha uma fonte de luz e o meio é suplementado com carbono

organico e inorganico, € chamado de mixotréfico (Verma et al. 2020).

Figura 1 - CorrelagOes entre a demanda de fontes de energia e carbono com o

14



tipo de cultivo de microalgas.

Photoautotroph
@ /
o0,
Light \ 2 %,
g %%

ydosnoxiy

Photoheterotroph

Organic
Carbon

Heterotroph

Fonte: Da Silva et al. (2022)

Devido as mudltiplas diversidades metabdlicas das microalgas, a
elucidacao das rotas preferenciais de assimilacao de carbono e energia deve ser
bem identificada para favorecer seu crescimento adequado e alcancar os
resultados desejados. Associados a esses aspectos, varios fatores operacionais
e parametros de processo influenciam o desempenho bem-sucedido dos cultivos
microalgais e, portanto, a composicado final da biomassa (Richmond 2004).
Esses fatores foram amplamente estudados ao longo dos anos e serao

apresentados e discutidos abaixo.

1.1 Luz

O cultivo de microalgas apresenta uma demanda Unica em biotecnologia
industrial, que é o fornecimento adequado de luz para as células. Essa
caracteristica modifica substancialmente a configuracdo dos biorreatores para
producdo microalgal (Sivakaminathan et al. 2018).

A luz é a principal fonte de energia para culturas foto-dependentes, a qual

€ convertida pelo sistema fotossintético das microalgas em energia quimica. Na
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natureza, a fonte primaria de energia € a radiacdo solar, mas em condi¢des de
laboratorio, pode ser substituida por lampadas fluorescentes ou Diodos
Emissores de Luz (LEDs) (Prajapati et al. 2013). A luz é um fator critico para o
cultivo e pode ser caracterizada por trés parametros: intensidade, comprimento
de onda e fotoperiodos.

A intensidade luminosa é definida pela quantidade de luz recebida em
uma superficie em um determinado tempo e tem uma relacao direta com a taxa
fotossintética, resultando em uma curva com trés fases: foto-limitagdo, foto-
saturacdo e foto-inibicdo. A foto-limitacdo (até 300 umol ™2 s1) é uma fase de
baixo desenvolvimento microalgal devido ao simples fato de que ndo ha luz
suficiente para realizar fotossintese e crescimento celular. Pode acontecer
guando a cultura tem uma densidade celular elevada, evitando, portanto, que a
luz penetre dentro do meio, ou quando ndo ha luz suficiente. A foto-saturacéo
(até 300-1600 umol ™2 s-1) é o estagio ideal para o cultivo, pois ha um aumento
na taxa de crescimento celular. Na foto-inibigdo (acima de 1600 pmol ™2 s1), o
sistema fotossintético de microalgas é danificado, resultando no crescimento
celular baixo e, portanto, na morte do cultivo (Straka e Rittmann 2018; Daneshvar
et al. 2021).

O espectro de radiacdo da luz solar é formado por incontaveis
comprimentos de ondas, no entanto, as microalgas geralmente s6 sdo capazes
de usar a faixa de 400 - 700 nm da luz visivel, considerada a radiacédo
fotossintética ativa (PAR). O comprimento de onda ideal € definido pelos
pigmentos presentes nos fotossistemas, considerando que cada espécie de
microalgas pode ter diferentes tipos deles. As principais séo Clorofila a (presente
em todas as microalgas) e Clorofila b (665 e 650 nm, respectivamente),
Xanthophyll (500-550 nm) e Phycoerythrin (490 — 650 nm) (Borowitzka et al.
2016; Nwoba et al. 2019).

Finalmente, o fotoperiodo desempenha um papel fundamental no
crescimento e distribuicdo de microalgas em larga escala, embora os requisitos
variem amplamente entre as espécies, densidade celular e condi¢des de cultivo.
O fotoperiodo é definido pelo ciclo de exposi¢do da cultura a luz através do
tempo. Em condic¢des foto-autotroficas, o crescimento celular esta relacionado a
luz:ciclos escuros (Che et al. 2019). Segundo alguns estudos, variacbes no
fotoperiodo e intensidade de luz influenciam a composi¢cdo bioquimica da
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biomassa. Como exemplo, ciclos de luz de 12:12h (claro:escuro) causaram
niveis de lipidios acima de 70% (George et al. 2014). Isso significa que a
exposicdo maxima a luz ndo produz resultados maximos em todas as espécies
de microalgas, no entanto, o fotoperiodismo deve ser otimizado dependendo do

sistema de cultivo.

1.2 Temperatura

A temperatura é outro fator critico associado ao cultivo de microalgas.
Determinante na biodisponibilidade de certos nutrientes, como na solubilidade
de fontes inorganicas de nitrogénio, tendo um impacto direto na taxa de
crescimento dos microrganismos. Além disso, este parametro também pode
produzir alterac6es bioquimicas na estrutura celular, na formacao e qualidade de
lipidios de microalgas (Yuan et al. 2020).

Em geral, a temperatura ideal para o cultivo ocorre na faixa de 25 a 35°C,
embora algumas cepas possam suportar intervalos maiores, na faixa de 60°C,
ou temperaturas de neve. Portanto, esse fator deve ser otimizado para cada
processo e espécies, regulando a rapidez com que as reacfes podem ocorrer e
determinando a taxa de crescimento. E importante ressaltar que a grande
maioria dos sistemas de cultivo ao ar livre assume a variacdo de temperatura
dependendo das condicdes climaticas locais. Assim, deve-se considerar 0 uso
de sistemas externos de trocador de calor para o controle deste parametro
(Schmidell et al. 2001; Barten et al. 2020; Daneshvar et al. 2021).

1.3 pH

O pH é um aspecto altamente importante que impacta diretamente a
atividade metabdlica das microalgas. A solubilidade de cada composto no meio
esta sujeita a variacbes de pH, impactando assim a biodisponibilidade de
carbono, fosfato e nitrogénio e transferéncia de gas. Em condi¢cées em que o pH
> 9, pode ocorrer a inibicdo do crescimento e a volatilizacdo da amonia (Lu et al.
2020; Rossi et al. 2020). Além disso, varia¢cdes no pH além da faixa ideal (6 <
pH < 9) podem alterar as caracteristicas fisioldgicas e morfolégicas das
microalgas e alterar a permeabilidade e seletividade da membrana celular,

permitindo assim a passagem de ions e alteracdo da composi¢cdo bioquimica
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interna das células (Gales et al. 2020).

1.4 Aeracgao e agitacéao

A aeracdo € uma operacao necessaria no cultivo de microalgas, pois
garante uma mistura uniforme nos biorreatores, favorecendo a exposi¢céo das
células a luz, transferéncia de calor e troca de gas. Quando esse fator € ajustado
corretamente, minimiza a formacao de agregados celulares, o qual pode afetar
o desempenho geral do bioreator (Zhao et al. 2011; Daneshvar et al. 2021). Além
do papel principal de fornecimento de COz2, as vezes a aeragao € responsavel
pela promocao da agitacdo nos casos em que impelidores e hélices ndo séo
permitidos ou sao inviaveis. Normalmente, na parte inferior do tanque de cultura,
sdo inseridos spargers, equipamentos com pequenos orificios, responsaveis
pela dispersdo do ar no sistema. As bolhas formadas carregam energia
mecénica, perturbando o meio de cultura através de seu caminho para a
superficie, sendo uma solucdo ideal em culturas sensiveis a forcas de

cisalhamento significativas (Schmidell et al. 2001; Doran 2013).

1.5 Nutrientes

A biomassa microalgas é predominantemente composta de carbono,
nitrogénio e fésforo, em proporcbes de aproximadamente 50, 8 e 1%,
respectivamente. Assim, a disponibilidade desses nutrientes € essencial para
sustentar o desempenho celular robusto nos bioreatores. Embora existam muitos
elementos quimicos presentes em ambientes aquaticos, sua distribuicdo nédo €
homogénea. Assim, enquanto alguns compostos estdo em altas concentragcdes
(macronutrientes), outros tém baixa disponibilidade (micronutrientes). Ha uma
correlacdo entre nutrientes e sua importancia no metabolismo celular (Tabela 1).
Consequentemente, a deficiéncia nutricional pode causar varios problemas a
cultura, como o aparecimento de ceélulas morfologicamente defeituosas,
contendo baixas concentracbes de amidos, lipidios e clorofila, ou mesmo
impedindo seu crescimento dependendo de qual nutriente esta em falta
(Grobbelaar 2007; Borowitzka et al. 2016).
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Tabela 1 - Relacdo entre nutrientes e funcdes metabdlicas.

Elemento Funcodes

Macronutrientes

C Componente estrutural das macromoléculas.
N Componente estrutural de enzimas e proteinas.
p Componente de acidos nuclei,c_os, fosfolipidios e regulacéo
osmotica.
S Componente estrutural de enzimas e proteinas.
K Regulacdo osmdtica.
Mg Componente estrutural de clorofilas.
Micronutrientes
Fe Cofator para algumas reag(_“)es enzimaticas e componentes do
citocromo.
Mn Transporte de elétrons e manutencao de cloroplastos.
7n Estrutura ribossémica,_repl_ica(;zzlo de acido nucleico e
polimerizacao.
Com Transporte de elétrons.
Co Via metabdlica da fotossintese.
Mo Reducao de nitrogénio (reducéo de nitrato e nitrito para amoénio).

Adaptado de: Grobbelaar (2007).

2. Ficorremediacao

As microalgas tém sido utilizadas de varias formas, especialmente em
aplicacbes de biotecnologia ambiental. A bioremediagdo é um ramo da
biotecnologia, que aplica microrganismos ao tratamento ambiental, mas quando
as microalgas sao utilizadas, recebe a nomeacéo de ficorremediacdo (Emparan
et al. 2019). O objetivo da ficorremediacao € remover ou tratar contaminantes, e
degradar ou transformar componentes tdéxicos em espécies quimicas nao
reativas. No que se refere as microalgas, este procedimento é realizado através
de sua aplicagdo no consumo de nutrientes (por exemplo, nitrogénio e fosforo)
em residuos ou &guas residuais para posterior produgdo de biomassa. O
processo é realizado principalmente de trés formas: (i) biossorgédo, (i)
biocoagulacao e (iii) biodegradacéao.

A biossorcdo consiste no agregamento de compostos na superficie

celular, permitindo a remocgao dos contaminantes com recuperagdo de
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biomassa. Durante o crescimento celular, alguns microrganismos, incluindo
microalgas, sdo capazes de secretar substancias extracelulares (acidos
nucleicos, proteinas, polissacarideos e fosfolipidios), que podem precipitar. Os
contaminantes sao adsorvidos na cadeia polimérica e arrastados para fora da
solugcéo durante a decantacdo, o que resulta no processo de biocoagulacdo. A
biodegradacdo baseia-se no rompimento das ligacbes quimicas dos
contaminantes, que sao metabolizadas durante o crescimento celular, reduzindo
0 composto inicial em CO:2 (Anjaneyulu et al. 2005; Emparan et al. 2019; Sarkar
e Dey 2021).

A titulo de exemplo, as algas sédo geralmente usadas em processos de
degradacdo e descoloracdo de corantes téxteis. Diatomaceas porosas, como
Odontella aurita, com estrutura e tamanho de 1-500 ym foram reportadas como
agentes eficientes de biossor¢édo no tratamento de efluentes ricos em corantes.
Por outro lado, a alga verde do género Spirogyra tem sido aplicada para a
biocoagulacédo do corante Amarelo Reativo 22 e Vermelho Acido 274, com taxas
de remocédo superiores a 90%. As espécies cianobacterianas Oscillatoria e a
microalga Chlorella s&o utilizadas em processos de biodegradacéo de corantes
com agentes azo, como o Tectilon Yellow 2 G, produzindo anilina como
composto intermediario, removendo quase 70% da cor (Sarkar e Dey 2021).

As vias metabdlicas envolvidas na remocdo de poluentes recalcitrantes,
minimizando assim sua biodisponibilidade e toxicidade, dependem
especialmente da producdo de exopolicarados que podem adsorver compostos
toxicos na superficie celular e/ou complexar em formas menos biodisponiveis. O
composto aderido a membrana ou parede celular das microalgas, pode
permanecer nele ou ser internalizado e quelatado por moléculas pertencentes

as classes de fitoquelatina (Dell' Anno et al. 2021).

2.1 O papel das microalgas no tratamento de efluentes

O aumento da geracdo de &guas residuais urbanas é um dos maiores
desafios ambientais da atualidade. Os efluentes devem ser bem tratados para
atingir um nivel minimo de seguranca antes de serem descarregados em corpos

d'agua. O tratamento convencional de efluentes é realizado em estacbes de

tratamentos, que sao divididas em trés etapas: tratamento primario, secundario
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e terciario, implementando procedimentos fisicos, bioldégicos ou quimicos (Abdel-
Raouf et al. 2012).

O tratamento primario é responsavel pela remocéao de sélidos suspensos
por meio de processos fisico-quimicos, como floculacdo e decantacdo, que
removem até 40% de toda materiais organicos em efluentes. O tratamento
secundario utiliza principalmente processos biologicos para remover todos os
compostos organicos e o0 maximo de matéria inorganica possivel, ricos em
nitrogénio e fosforo. Quando ndo é possivel remover todas as impurezas do
efluente, requer um tratamento tercidrio através de processos quimicos ou
bioldgicos. Esta etapa do processo tem como alvo componentes especificos que
ainda estdo na agua e envolvem a desnitrificacdo, onde o nitrato é reduzido a
nitrito, assim, o nitrito sera reduzido a gas nitrogénio que sera liberado na
atmosfera (von Sperling 2007a).

As aguas residuais que necessitam de tratamento s&do constituidas
principalmente por compostos organicos carbonaceos, determinados pela
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), e inorganicos, como fosfatos, amonio,
bicarbonato, sodio, entre outros. Quando a matéria organica € o principal
poluente é preferivel usar tratamentos biolégicos, pois sdo mais simples,
eficientes e mais baratos quando comparados aos meétodos fisico-quimicos
(Mohsenpour et al. 2021).

O tratamento de residuos a base de microalgas é particularmente atrativo
devido as vantagens competitivas desses microrganismos na conversado de
matéria organica e material inorganico, como nitrogénio e fésforo responsaveis
pela eutrofizacdo, em biomassa para a producdo de valiosos bioprodutos de
interesse no mercado. O uso comercial das microalgas para biorremediagcao de
efluentes ndo é novidade. Comecou na década de 1950 e vem melhorando ao
longo das décadas com pesquisas em varias plantas ao redor do mundo, para o
tratamento secundario e terciario dos residuos, utilizando-os como substratos.
As principais fontes incluem residuos agroindustriais, pecuaria, esgoto
domeéstico e industrial (Lima et al. 2007; Lutzu et al. 2021). A Tabela 2 resume

as microalgas cultivadas em diferentes fontes de residuos.
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Tabela 2 - Taxas de remocéao de poluentes presentes em diferentes aguas residuais e crescimento de espécies de microalgas em
processos de tratamento.

Fontes de 4guas

Processo de

Crescimento

Espécie residuais tratamento microalgal Remocao de nutrientes Referéncia
Tetradesmo Estry me sdino, esgoto Fotobiorreator 1.2,0,75e€0,85¢g NHa4*: 99,3% (Miyawaki et al.
) domeéstico e estrume de L 1 )
obliquus oL airlift L P:99,2% 2021)
gado biodigerido
COD: 98,4%
Artrospira Aguas residuais de : L1 PO43": 98,8%
platensis laticinios Lodo ativado 4149 NOs" 99 6% (Hena et al. 2018)
NH4*: ~100%
Hidrodictyon Efluente de tratamento 1 TN: 75,5% .
reticulatum secundario Lagoa raceway 1700 mg L TP: 86% (Min et al. 2021)
TN: 62%
Clamidonas Aguas residuais de . TP: 28% (Abou-Shanab et al.
mexicanas suinocultura Lodo ativado 056¢gL-1 IC: 29% 2013)
Ca: 33%
Esferas de NO3: ~100%
Efluente de tratamento alginato de 0.18 ¢1 NO2™: ~100% (Filippino et al.
terciario sédio (escala ' PO43": 90% 2015)
de laboratério) TN: 90%

Chlorella vulgaris

Esgoto do matadouro

de aves

Esferas de
alginato de
sodio (escala
de laboratério)

NH4™: 92,4, 72,3 e 65,5%
PO4*: 94,7, 76 € 67%
NOs 96,4, e 55,5%

(Hameed 2007)
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Chlorella sp. e

Scenedesmus sp.

Chlorella sp. e
Phormidium sp.

Rubéola de
halocloroola

Tetraselmis
suecica

Cenadesmus sp.

Aguas residuais
municipais

Efluente de porco
anaerobicamente
digerido

Agua cinza

Efluente de tratamento
secundario

Aguas residuais de
piscicultura

Efluente de tratamento
secundario

Fotobiorreator
de membrana

Lagoa raceway

Reator de
biofilme de
algas

Fotobiorreator
de camada
dupla

Fotobiorreator
tubular

Fotobiorreator
tubular

0,659 Lt

800 e 1600 mg
l_—l

3,64gm=2d?

54 g ™2 (6,3 g ™2
d-l)

0,75e1,0gL™!

2560, 1585 e
1661 mg -1t

TN: 40,1%
TP: 95,8%

NH4*: 1,97 g m=2 dt
COD:5,83gm™=d™?

NHa4": 93%

P: 88%
COD: 80%
NHa4*: 85%

DEPOIS de 457 78,9%
NOz: 83%
TN: 95,7%
TP: 99,7%

TN: 42-95%
TP: 16-100%

(Gao et al. 2014)

(Moheimani et al.
2018)

(Choudhary et al.
2017)

(Shi et al. 2014)

(Michels et al. 2014)

(Arbib et al. 2013)

*(-): ndo apresentado; COD: demanda quimica de oxigénio; TN: nitrogénio total; TP: fésforo total; IC: carbono inorganico; NH4*: amdnia; NOs™: nitrato; NO2™:

nitrito; Ca: célcio.

Fonte: Da Silva et al. (2022)
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2.2 Lagoas Facultativas

As lagoas de estabilizacdo sdo os processos de tratamento de efluentes
mais utilizados, que sdo baseadas em sistemas de tratamento natural das aguas
residuais. Existem muitos tipos de lagoas de estabilizacdo, no entanto, a mais
complexa e utilizada sdo as lagoas facultativas. As lagoas facultativas consistem
em um conjunto de tratamentos aerdbicos e anaerdbicos que empregam 0 usO
de bactérias e microalgas (Abdel-Raouf et al. 2012).

O processo de tratamento é bastante simples, no qual o efluente que deve
ser tratado entra de um lado da lagoa e sai pelo outro, sendo tratado ao longo
do curso, considerando o tempo gasto na lagoa (uma média de 20 dias). Para
maior eficiéncia, € possivel usar varias lagoas sequenciais. A lagoa pode ser
dividida em 3 partes, sendo zonas anaerdbicas, aerdbicas e facultativas (von
Sperling 2007b).

No fundo da lagoa, sdlidos organicos (particulas BOD) fazem a lama (area
anaerobica). Nesta parte, a matéria organica é degradada por bactérias
anaerébicas em CO2, metano, sulfato de hidrogénio, entre outros. Compostos
organicos dissolvidos (BOD solavel) ficam no topo da lagoa e fazem a area
aerdbica, onde as microalgas sdo responsaveis pela oxidacdo da matéria
organica. Ambas as fases se complementam, tendo um equilibrio na producéo e
consumo de CO2 e O2. Durante o dia, microalgas realizam fotossintese. A noite,
as bactérias, que podem se desenvolver tanto na presenca quanto na auséncia
de O2, sdo responsaveis por estabilizar a matéria organica. Essas bactérias em
condi¢cBes anoxicas usam nitrato como o receptor final de elétrons, tornando a
area facultativa, e assim nomeando a principal lagoa de estabilizacdo. As
microalgas séo vitais neste método de tratamento, e a concentracdo pode chegar
a até 200 mg/L. Entre as algas mais encontradas estdo as algas verdes do
género Clamydomonas e Chlorella, e cianobactérias do género Oscillatoria e
Anabaena (von Sperling 2007b; Abdel-Raouf et al. 2012).

Algumas vantagens perceptiveis das lagoas facultativas incluem a
simplicidade e confiabilidade do processo, dispensando maquinas ou mao de
obra, além de baixo capital e custo operacional. Em contrapartida, a
desvantagem esta associada a influéncia do meio ambiente no processo, como

controle da luz solar, temperatura e oscilagdo climatica, e extensas areas
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ocupadas.

2.3 Sistemas de lodo ativados

O sistema de lodo ativo € o processo de tratamento convencional de
efluentes mais utilizado, especialmente para efluentes domésticos. O objetivo do
sistema € retirar matéria organica e componentes nitrogenados através de
reacdes bioquimicas aerobicas. O processo de tratamento € mais complexo, o
gue requer dois tanques e lodo floculante ativado o suficiente para a inoculacéo
(Mohsenpour et al. 2021). Os flocos de lodo ativados sé&o formados a partir da
decantacdo e oxidacao do efluente, através da aeracao intensa, formando uma
matriz gelatinosa que possui bactérias, protozoarios, microalgas entre outros
microrganismos. Os flocos sdo adicionados ao primeiro tanque, chamado tanque
de aeracdo. A funcao do lodo no tanque de aeracdo é promover a geracao de
flocos de lodo recém-ativados, e a entrada, oxigénio para induzir a floculacao. O
efluente que contém o lodo ativo é direcionado para o segundo tanque, chamado
tanque de decantacdo, que envia os flocos para o fundo do tanque,
permanecendo o liquido limpido na superficie. O liquido limpo pode ser enviado
ao corpo de agua receptor, embora se ainda houver contaminantes deve ser
submetido a um tratamento suplementar, por exemplo, tratamento anaerébico
para remover fésforo ou tratamento terciario para remover componentes mais
especificos. Para o lodo restante, parte dele é reciclado para o tanque de
aeracdao, para funcionar como um novo indculo para o proximo processo. Todo
o ciclo leva em média de 10 a 18 dias (Andreoli et al. 2007).

A principal vantagem do processo é a eficiéncia de remocédo, que se
aproxima de 70% em algumas configuracdes, com um método bem definido e
muitas alternativas para complementar e otimizar. Entre as principais
desvantagens do processo, esta a necessidade de um processo anaerébico
auxiliar, para remover os demais componentes, 0 gasto energético e aeracao do
sistema, além da formacgao de residuo toxico (lodo) (von Sperling 2015).

O destino final do lodo € um grande inconveniente e, geralmente, muitos
sistemas incineram esse material. No entanto, por razdes ambientais, esse
procedimento causa a geracdo de poluentes secundéarios, como a emisséo de
gases nocivos. Com isso, foram feitas alternativas para o destino, como 0 uso

do lodo como substrato para cultivar misturas de microalgas e bactérias. O
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tratamento de efluentes que contém o lodo € processado em um Unico estagio,
fazendo com que a mistura de microalgas/bactérias minimize a complexidade e
a energia necessaria para tratar o residuo. O nitrogénio € facilmente assimilado
por microalgas, transformando-se em oOxido de nitrogénio, enquanto fosforo e
carbonaceos sdo consumidos no crescimento de microalgas e bactérias. O
processo gera menos gases de efeito estufa porque existe um equilibrio entre os
processos aerédbicos e anaerobicos (Nguyen et al. 2020; Mohsenpour et al.
2021).

2.4 Sistemas de cultivo de microalgas

Muitos esforcos na pesquisa tém sido direcionados para projetos e
operacdo de sistemas de cultivo de microalgas para tratamento de aguas
residuais para alcancar alta eficiéncia e custo-beneficio. Existem muitos tipos
desses sistemas, que diferem entre sistemas abertos e fechados. Todas essas
abordagens podem estar associadas ao tratamento de efluentes.

Sistemas abertos sdo 0s mais usados comercialmente, que incluem lagoas
de pista e tanques circulares. Possuem uma extensa area de superficie,
alcancando até 5.000 m2, e baixa profundidade, entre 0,2 a 0,4 metros, 0 que
facilita a penetracdo da luz. Sao de baixo custo e faceis de implementar, operar
e escalar. Entre as desvantagens, destacam-se a influéncia do meio ambiente,
exposicao a contaminantes e alta taxa de evaporagdo. Todos esses gargalos
influenciam a baixa produtividade do sistema e os altos custos de colheita (Acién
et al. 2017).

Assim, o projeto do sistema de cultivo de microalgas para tratamento e
manejo de residuos € um fator determinante para aplicacdes bem-sucedidas em
larga escala voltadas para alta remocdo de nutrientes e produtividade de
biomassa (Li et al. 2019). Sistemas fechados, que normalmente incluem
fotobiorreatores tubulares, placas planas e colunas de bolhas, sé&o projetados
para atingir esse objetivo. Eles desempenham um papel crucial no desempenho
continuo e estavel do processo a longo prazo. Fotobiorreatores tubulares, por
exemplo, tém a configuracdo mais promissora em escala industrial (Assuncao e
Malcata 2020). Sado equipamentos construidos por longos tubos transparentes
de plastico ou vidro, com diametro interno de aproximadamente 0,1 m dispostos

em loops, e alinhados horizontal ou verticalmente. Sob este arranjo, os
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fotobiorreatores tubulares séo projetados e otimizados para melhorar a captura
de luz, propriedades hidrodinamicas e produtividade. Além disso, deve ter uma
estrutura adequada para que o O2 ndo se acumule nos tubos e, portanto, muitos
modelos sdo equipados com um tanque de retencdo (zona de desgaseficagao)
que deve dispersar o Oz dissolvido e homogeneizar 0 meio. As vantagens
perceptiveis incluem alta producdo de biomassa, controle do sistema e
dimensionamento linear. No entanto, as desvantagens sdo puramente
econdmicas, que podem ser contornadas de varias maneiras (Satyanarayana et
al. 2011; Abdel-Raouf et al. 2012; Acién et al. 2017; Vo et al. 2018).

A Figura 2 exemplifica um fotobiorreator tubular compacto em escala
industrial. O sistema esta instalado no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento
de Energia Autossustentavel (NPDEAS), localizado em Curitiba-PR, Brasil, onde
atuam os autores deste trabalho. A usina possui 5 fotobiorreatores (2 m x 5 m x
8 m) com 12 m? de capacidade, 3,5 km de tubos transparentes e uma area de
10 m? cada, além de fotobiorreatores em escala piloto. Eles estdo operando sob
a entrada de vérios tipos de residuos, como emissdes de COz2, efluentes sélidos
e liquidos. O foco do grupo de pesquisa é a geracao de energia renovavel a partir
de microalgas (por exemplo, biocombustiveis) bem como a producéo paralela de
outros produtos de valor comercial (Vargas et al. 2014; Corréa et al. 2017; Telles
et al. 2018; Miyawaki et al. 2021). A concepcdo de engenharia dos
fotobiorreatores  foi patenteada sob registro US2012088296A1 e
W0O2012050608A1.
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Figura 2 - Fotobiorreatores tubulares compactos de larga escala para cultivo de
microalgas no NPDEAS (Curitiba, Parana, Brasil).

3. Sistemas de imobilizac&o bioldgica

O tratamento de residuos por microalgas ainda tem alguns gargalos, como
sua recuperacéao do efluente tratado. Novas tecnologias tém sido consideradas,
como a imobilizagéo celular. Esta técnica consiste em prender ou fixar células
em uma matriz através de interacfes fisico-quimicas. O uso de biomassa
imobilizada para o tratamento de efluentes esta sendo cada vez mais estudado,
como mostra a Tabela 3. A imobilizacdo tende a melhorar as caracteristicas
intrinsecas dos microrganismos, como a remocao da retencédo de DBO, sélidos,
além de eliminar a etapa de sedimentacdo. Portanto, o sistema celular
imobilizado pode aumentar a eficiéncia e diminuir os custos do processo
biolégico (Giese 2015).
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Tabela 3 - Tratamento de residuos por microalgas imobilizadas.

Fonte de aguas

Espécie . . Matriz Referéncia
residuais
Scenedesmus Estrume de porco Alginato de  (Jiménez-Pérez et al.
intermedius b sédio 2004)
< . (Aguilar-May e
Syrétla(;:rr]lo;:tczjcscus Agu:sifrii;?suals Quitosana Sanchez-Saavedra
9 2009)
Chlorella vulgaris Esgoto do Algln,at_o . (Hameed 2007)
matadouro de aves sodio
Scenedesmus Alginato de
abundans; Chlorella  Efluente secundario gsédio (Kube et al. 2020)
vulgaris )
Desmodesmus sp Aguas fes_lduals Algln,at_o de (Wang et al. 2020)
domésticas sédio
Lobosphaera sp. Efluente secundario  Quitosana  (Vasilieva et al. 2021)
: Aguas residuais Alcool (Al-Zuhair e EI-Naas
Pseudomonas putida o o
artificiais polivinyl 2011)
: Efluente secundario Alcool
Chlorella pyrenoidosa do lodo ativada polivinyl (Huang e Wang 2003)

Fonte: Da Silva et al. (2022)

A matriz de imobilizacdo, comumente chamada de suporte, deve ter
algumas caracteristicas basicas para aplicacdo, sendo as principais: ndo toxica
para as células, resistente a degradacao quimica e bioldgica, alta capacidade de
retencdo celular, apresentando maleabilidade a cargas mecanicas (tensao de
cisalhamento, compressao e pressao interna do gas), e permitir a difusdo de
substratos e produtos.

Existem trés categorias principais quanto a origem do material que podem
ser utilizados como suporte, que podem ser definidos como (i) materiais
poliméricos naturais, utilizando alginato, celulose e colageno; (ii) materiais
poliméricos sintéticos, utilizando poliacrilamida, poliestireno e poliuretano; e (iii)
materiais inorganicos, utilizando alumina, zirconia e silica (Schmidell et al. 2001).

Além disso, as principais técnicas de imobilizacdo celular podem ser
classificadas em dois grupos principais, como a imobilizagdo com material de
suporte (adsorcdo, aprisionamento e encapsulamento) e auto-imobilizagéo

(autoagressédo de células e auto-floculagéo), conforme exemplificado na Figura
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3. Em geral, a imobilizacdo confere algumas vantagens, sendo as principais: a
possibilidade de reciclagem ou descarte, resisténcia a contaminacdo e maior
resisténcia mecanica, quimica e térmica. A imobilizacao de células de microalgas
melhora o custo-beneficio dos processos de ficorremediacéo (Wittmann e Liao
2016).

Figura 3 - Sistemas de imobilizacéo de células microalgas.

Nota: (a) microalgas ligadas ao suporte por adsor¢do; (b) Formacdo de biofilme por auto-
imobilizagéo; (c) Microalgas presas dentro da matriz; (d) Microalgas encapsuladas na matriz.
Fonte: Da Silva et al. (2022)

3.1 Adeséao ou adsorcao

A adesdo de microrganismos as superficies é algo comum na natureza, no
entanto, o método de adsorcdo tende a forcar uma interacdo entre o
microrganismo e a superficie desejada. As ligacdes entre as células e o suporte
sdo moduladas por processos fisico-quimicos, como pH e forca idnica,
principalmente por ligagdes covalentes que resultam em interagdes hidrofobicas
ou hidrofilicas. Entre os métodos de imobilizacdo, a adsorcao parece ser
relativamente a mais barata, dependendo principalmente do custo do suporte.
Apesar da vantagem econdmica, 0 processo apresenta algumas desvantagens,
como a reducdo da viabilidade, dano a superficie celular, e perda de biomassa
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de acordo com o uso do suporte apos a imobilizacdo. A eficiéncia do processo
de imobilizacdo pode ser melhorada pela formacé&o de poros na superficie do
suporte, ou pela lavagem do suporte com solugdes eletroliticas ou policatiénicas,
0 objetivo € promover interacdes eletrostaticas entre a superficie celular e o
suporte (Schmidell et al. 2001; Moreno-Garrido 2008; Giese 2015).

3.2 Autoimobilizacao

Muitas células podem se auto-flocular ou formar biofilmes naturalmente ou
induzidos pelo estresse. Algumas espécies de microalgas, como a
Scenedesmus obliquus, tém essa capacidade de bioflocular, formar agregados
celulares associados a sedimentacao rapida, e formar biofilmes, formando uma
superficie abstrata através de conexdes entre as células. Normalmente, esses
mecanismos sdo ativados devido a (i) excrecdo de macromoléculas organicas,
como glicose, manose, galactose e frutose; (ii) crescimento de células filhas
adjacentes; (iii) estresses ambientais, como pH, temperatura e escassez de
nutrientes (Wittmann e Liao 2016; Mantzorou e Ververidis 2019).

O mecanismo de autoimobilizacdo tem varias vantagens em relacao as
técnicas tradicionais de imobilizacéo, incluindo o fato de nao exigir o uso de
suportes, 0 que torna a técnica a mais promissora e importante na industria de
bioprocessos. Além disso, simplicidade, baixo consumo de energia e custo com
material de suporte, recuperacao da biomassa sem contaminacao pelo suporte,
melhor propagacao microbiol6gica devido a auséncia da barreira fisica e melhor
adaptacdo a producdo de metabdlitos produtos primarios como o etanol
(Wittmann e Liao 2016).

3.3 Aprisionamento dentro da matriz

A metodologia de aprisionamento € uma das técnicas mais estudadas para
imobilizacéo celular e é dividida em duas categorias principais: aprisionamento
em matrizes de gel e aprisionamento em particulas porosas. Neste método, as
células ficam contidas em um complexo rigido ou semirrigido. Para imobilizac&o
de gel, podem ser usados polissacarideos (alginatos, quitosana e agar) ou
matrizes poliméricas (colageno e éalcool poli vinilico). Normalmente, o

crescimento dos microrganismos € parcialmente inibido ou limitado a porosidade
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do suporte, a formacdo de um gradiente de concentragdo entre produtos e
substratos dentro e fora da matriz, o que forca o transporte de massa através da
difusdo. Nao obstante, a imobilizagcdo em poros matriciais também € uma opcao
quando é necessario suporte com alta resisténcia a compressao e abrasao ou
exige um processo em larga escala. No entanto, as células agregadas em uma
matriz podem apresentar problemas de baixa produtividade devido ao inevitavel
descolamento celular do suporte e uso excessivo (Mallick 2002; Wittmann e Liao
2016).

3.4 Células contidas atras de uma barreira

Esta técnica, normalmente denominada encapsulamento, é baseada no
aprisionamento das células por uma membrana em forma de capsula, com
caracteristicas porosas ou propriedades semipermeaveis. A membrana separa
as células do meio externo aquoso, permitindo que pequenas moléculas entrem
(gas e nutrientes) dentro da cépsula. O crescimento celular € limitado ao
tamanho da capsula, que é feita de alginato ou poli-I-lysina (PLL). Inicialmente,
a técnica foi utilizada para o desenvolvimento de medicamentos em empresas
farmacéuticas. No entanto, a facilidade de reproducdo da técnica permitiu a
aplicacdo em outras areas, como processos fermentativos (Guisan 2006).

O processo é considerado relativamente barato, dependendo do material
utilizado na formacéo das capsulas. Além do custo, a técnica apresenta outras
vantagens, como conveniéncia para retirar as capsulas do cultivo, possibilidade
de reaproveitamento das esferas ou capsulas com o microrganismo. Além disso,
sdo transparentes e nao sao toxicas (Moreno-Garrido 2008). Por outro lado, as
capsulas ndo tém resisténcia mecéanica e podem romper, mas essa deficiéncia
pode ser superada com uma segunda camada polimérica na superficie da

capsula, normalmente um tratamento com quitosana € suficiente (Giese 2015).

4. Cultivo de microalgas imobilizadas

Uma vez que o processo de imobilizacdo celular ocorra, a cultura das
microalgas pode ser usada em biorreatores ndo convencionais. A maioria dos
fotobiorreatores de microalgas imobilizadas sdo compostos por colunas

continuamente operadas, como leitos fluidizados e biorreatores de membrana.
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Normalmente, o cultivo de microalgas imobilizadas tem o objetivo de produzir
biomassa e extrair produtos energéticos e, paralelamente, o tratamento de
efluentes (Schmidell et al. 2001; Vasilieva et al. 2016).

No entanto, a taxa de crescimento das microalgas imobilizadas é
ligeiramente menor quando comparada com as microalgas cultivadas livremente.
Estudos de Zhou et al. (2012) mostraram que a duracéo da fase de lag (fase de
adaptacao celular em um novo ambiente, com uma taxa de crescimento y = 0)
foi maior no cultivo de S. obliquus imobilizado em carragena. No entanto, com
base no crescimento celular, essa diferenca desapareceu e a densidade méaxima
de cultivo atingiu valores semelhantes.

O cultivo de microrganismos pode ser operado em diferentes
configuragbes, sendo comumente em batelada, batelada alimentada, continuo e
plug-flow (método especifico para biorreatores de leito fixo, em regime continuo).
Em cultivos operados em batelada, o substrato € adicionado juntamente com o
in6culo dos microrganismos, e nenhum material é inserido no processo, exceto
O2 ou CO2. Enquanto no regime de batelada alimentada, o substrato é
adicionado em intervalos de tempo regulares. Ambos 0s processos sao
finalizados apds o consumo de todo o substrato e preenchimento do biorreator,
para remocao final do produto. Em um biorreator operado no modo continuo, ha
entradas e saidas continuas de mesma propor¢ao, contendo meio de cultivo
fresco e meio com produtos formados, respectivamente (Schmidell et al. 2001).
Cada modo de operacdo tem suas vantagens e desvantagens, conforme

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Vantagens e desvantagens de diferentes modos de operacao da
cultura celular.

Operacional

método/sistema Vantagens Desvantagens

a - Risco de
contaminacgao
b - A linhagem pode
sofrer mutagéo apos

a - E a melhor opgéo para a
producdo em larga escala de
produtos de baixo valor;

1. Modo continuo b - Alta produtividade; um londo tempo de
(Sistema aberto) ¢ - Qualidade constante do 9 b
produto: producao, resultando

em uma cepa
ineficiente
¢ — Operacoes

d — Féacil automacgéo e controle;
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unitarias podem ser
complicadas no modo
continuo
d - Processo néo
flexivel

a - Alto custo

a - A adaptagdo a diferentes bOP'I?rea::l:loglgle
processos é facil e de baixo - 1emp
custo: inatividade
b - Baixo risco de consideravel para
2. Batelada contaminagdes (através de  SSronIiZagao, inicio da

producéo e limpeza
C - Processos
delicados para

(Sistema fechado) esterilizagbes constantes) e
mutacédo (curto tempo de

processo); enchimento e
esvaziamento do
reator
a - As mesmas vantagens do a - Custos mais
3. Batelada regimg de batelgda elevaqlos em relacéao
alimentada b - R_eguc;ao dos efeitos de ao regime de batelada
(Sistema aberto) inibicdo por subproduto e simples
substrato b Grande volume a
ser processado
Plug Flow

a - Requer células
imobilizadas
b - A diferenca entre
0s tempos de
retencdo das fases
liquida e gasosa
requer multiplas
passagens no reator.

a - Alta conversao de substrato
b - Operacéo de leito fixo (para
células imobilizadas ou
enzimas) ou filme
c - Alta conversao de substratos
na fase de gas

1. Modo continuo
(Sistema aberto)

Adaptado de: Villadsen et al. (2011).

4.1 Fotobiorreatores de leito fluidizado

Um dos fotobiorreatores mais estudados em todo o mundo e aplicados a
microalgas imobilizadas é o fotobiorreator de leito fluidizado, ideal para células
imobilizadas por técnicas de aprisionamento ou encapsulamento. O
fotobiorreator pode ter varias variagcbes, mas geralmente, consiste em uma
coluna vertical de secao circular, onde microalgas imobilizadas sé&o contidas. O
meio de cultura ou efluente é entdo bombeado para o biorreator e o produto

tratado ou efluente é removido do lado oposto. Em algumas configuracdes, é
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possivel realizar a recirculacdo do meio para obter melhores resultados
(Schmidell et al. 2001; Moreno-Garrido 2008).

Geralmente, os biorreatores de leito fluidizados s&o projetados em
pequenas escalas, mas é usado principalmente na producdo de etanol por
leveduras. Este modelo de biorreator tem homogeneidade quase completa, o
gue o torna um sistema confiavel e replicavel (Schmidell et al. 2001). De acordo
com Cheirsilp et al. (2017), com cultivo em batelada para o tratamento de
efluentes e producgédo lipidica, utilizando Nannochloropsis sp., foi possivel
remover mais de 90% dos residuos nitrogenados e fosfatos.

4.2 Fotobiorreatores de hiofilme

O fotobiorreator de biofilme consiste em uma pelicula de microalgas
imobilizada, na qual o efluente deve passar por capilaridade, através do filme ou
da secao, como uma membrana. As microalgas sao imobilizadas por técnicas de
adsorcdo em materiais como membranas, filtros, algoddo ou espumas.
Normalmente usados em escala laboratorial, este biorreator ndo € homogéneo
e produz um gradiente de concentragdo junto com o filme. Este modo de
operacao continuo, comum em biorreatores de leito fixo, € chamado de Plug-flow
(Villadsen et al. 2011; Assuncéo e Malcata 2020).

As microalgas que compdem o biofilme tém alta eficiéncia no tratamento
de efluentes. No entanto, eles precisam de mais area superficial no biofilme para
realizar a fotossintese, com melhor uso da luz, quando comparados com algas
livres. A facilidade da colheita de biomassa e a alta produtividade sédo as

melhores vantagens deste fotobiorreator (Mantzorou e Ververidis 2019).

5. Bioenergia a partir de microalgas

O residuo é fonte de um grande namero de nutrientes, ricos principalmente
em nitrogénio, fésforo e matéria organica. O uso de processos a base de
microalgas permitiu a remocéo de cerca de 70% dos nutrientes desses efluentes,
gue sdo convertidos em diversos produtos, especialmente energéticos (Severo
et al. 2019). Muitas microalgas utilizadas para a ficorremediag&o, como Chlorella

sp., Botryococcus braunii, e Scenedesmus sp., possuem alta concentragcéo de
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lipidios e carboidratos, entre 0s quais 0s principais combustiveis que podem ser

produzidos séo biodiesel, bioetanol, biohidrogénio, biogas e biobutanol (Depra

et al. 2018; Kumar et al. 2021; Severo et al. 2021). Alguns exemplos de pesquisa

podem estar na Tabela 5.

Além disso, existem algumas fontes emergentes de produtos energéticos

de microalgas que estdo sob investigacdo, como a bioeletricidade de células de

combustivel microbiana a base de microalgas, combustéo direta de biomassa

para gerar calor e a biogeragdo de compostos organicos volateis com potencial

energético para uso como biocombustiveis gasosos em sistemas térmicos
(Depra et al. 2018; Severo et al. 2018; Severo et al. 2020).

Tabela 5 - Biocombustiveis produzidos por biomassa e processo de microalga.

Biocombustivel Processo Microalgas Referéncias
Clamidonas Abou-Shanab et al.
Transesterificacéo mexicanas (2013)
Biodiesel quimica por catalise Scenedesmus Han et al. (2016)
acida/alcalina obliquus
Nannochloropsis sp. Jiang et al. (2011)
. . Abdulla et al. (2020)
Fermentacao por Chlorella vulgaris
Bioetanol Saccharomyces Ho et al. (2013a)
cerevisiae Scene_desmus Ho et al. (2013b)
obliquus
Clamidonas
reinhardtii Hwang et al. (2014)

Biohidrogénio

Biogas

Biobutanol

Fotolise, fermentacao

Digestéo anaerobica da

biomassa

Fermentacao por
Clostridium
acetobutylicum

Cenadesmus sp.

Clamidoonas
subcaudata

Chlorella kessleri
Chlorella vulgaris

Cenadesmus sp.

Kumar et al. (2016)

Hernandez et al.
(2016)
Caporgno et al.
(2015)

Gao et al. (2016)
Castro et al. (2015)

Fonte: Da Silva et al. (2022)

5.1 Biodiesel

O biodiesel € o biocombustivel que ganhou maior visibilidade como

alternativa ao uso do diesel fossil. Pode ser produzido a partir de varias matérias-

primas, como microrganismos (levedura e algas), gordura animal e Oleos
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vegetais. No entanto, o uso de microalgas como fonte de biodiesel oferece
algumas vantagens, como produtividade relativamente alta, biossintese lipidica
eficiente e ndo competir com culturas de 0leo terrestre. Além disso, o biodiesel
€ caracterizado por produzir baixos niveis de CO2z , SOz2, e hidrocarbonetos ndo
queimados do que o diesel & base de petroleo, e € biodegradavel, renovavel e
nao toxico. Outro fator critico € a quantidade e a composicdo lipidica, pois
determinam a estabilidade oxidativa do biodiesel juntamente com as
propriedades de desempenho nos motores a combustédo (Koberg et al. 2011,
Gupta e Bux 2019).

Além disso, a biomassa microalgas tem consideravel teor lipidico,
variando de 10 a 50% de seu peso seco. Lipidios, também conhecidos como
acidos graxos, sdo convertidos em biodiesel (monoalquil-ésteres de &cidos
graxos) via transesterificagdo (Kumar et al. 2021). Por exemplo, Botryococcus
braunii tem a capacidade de sintetizar e armazenar alto teor de hidrocarbonetos,
gue podem superar 70% de sua biomassa seca. Mas o gargalo relacionado a
essa microalga é sua baixa taxa de crescimento, resultando em baixa biomassa
e produtividade lipidica. Os valores encontrados na literatura estdo entre 0,1 e
0,3 g v da1 gquando comparados com outras cepas de microalgas. Segundo
Francisco et al. (2010), o teor lipidico de diferentes espécies de microalgas variou
de 6,3 a 27%, em que a Chlorella vulgaris foi a microalgas com melhor
desempenho em termos de produtividade lipidica, taxa de crescimento celular e
perfil de acidos graxos com qualidade para producdo de biodiesel. Essas
comparacdes representam que o conteudo lipidico e a produtividade néo estédo
diretamente relacionados.

Se uma microalga produzisse uma alta quantidade de biomassa e teor
médio de 6leo de 30% em peso seco, issoO representaria quase 100 m3 por
hectare de biodiesel gerado (Depra et al. 2018). Essa relagéo, no entanto, ndo &
viavel. Isso porque os custos de producdo de biodiesel de microalgas séo
excessivamente altos (variando de USD 0,42 a 22,60 por litro). Para atender as
demandas energéticas atuais, teria que ser fabricado em grandes volumes e
essa limitacdo depende quase inteiramente do rendimento do 6leo microédlgal e

do sistema de cultivo para operar em larga escala (Severo et al. 2019).
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5.2 Bioetanol

Microalgas podem ser usadas como fonte de carboidratos (amido, glicose
e celulose), porém, em geral, sua concentracdo total ndo atinge 50% do peso da
biomassa. No entanto, ndo possui lignina em seu componente celular,
eliminando o pré-tratamento para facilitar o acesso aos carboidratos (Jambo et
al. 2016).

A biomassa microalgal sofre processos fisicos, quimicos e biolégicos para
transformar carboidratos em aculcares fermentesciveis. Depois disso, 0s
acucares fermentesciveis servem como substrato a fermentagdo alcodlica,
geralmente promovida por leveduras, como saccharomyces cerevisiae. A
produtividade do bioetanol depende da concentracdo de carboidratos presente
nas microalgas e da taxa de conversao de alcool do microrganismo fermentador.
Como nao possuem alto teor de carboidratos em sua composi¢ao, sua biomassa
ndo é competitiva o suficiente para comercializa¢do. Portanto, uma alternativa a
esse inconveniente seria a modificacdo genética da cepa para aumentar a
produtividade (Jambo et al. 2016; Kumar et al. 2021).

5.3 Biometano e biohidrogénio

O biometano pode ser produzido a partir da digestdo anaerébica da
biomassa microalgas. Geralmente, esse procedimento ocorre em duas etapas.
Em primeiro lugar, qualquer carboidrato ou aclUcar fermentescivel € convertido
em alcool através do processo de fermentacdo, promovido por bactérias
anaerdbicas. Na segunda parte do processo, as bactérias metanogénicas
utilizam o produto da etapa anterior para produzir biometano. Uma das principais
fontes de biomassa para a producédo de biometano é a microalgas de lodo, que
vem de processos de tratamento de efluentes. Utilizando o conhecimento das
biorrefinarias, € possivel utilizar a biomassa residual das microalgas, apos extrair
lipidios para a producdo de biodiesel, obtendo o maximo de energia (Gupta e
Bux 2019). Mais de 60% do biometano pode ser produzido a partir da biomassa
microalgal devido as baixas exigéncias energéticas durante seu processamento
(Depra et al. 2018).

Outro biocombustivel gasoso produzido a partir de microalgas € o
biohidrogénio. Ao contrario de outros biocombustiveis, ndo é necessaria

interrupcdo no processo de biomassa. As microalgas sob certas condi¢gbes de
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estresse podem produzir o gas sem o uso de processos fermentativos. Hwang
et al. (2014) observaram que a cultura fotoheterotréfica usando clamidias
reinhardtii, contendo acetato ou butirato, ambas substancias ricas em aguas
residuais, era capaz de produzir grandes concentracdes de biohidrogénio
durante o crescimento celular. A microalga Chlorella sp. e S. obliquus também
sdo capazes de produzir o composto pelo mesmo mecanismo. O processo de
producdo ocorre por biofotélise direta, na qual as microalgas usam a luz solar
como fonte de energia para quebrar moléculas de agua em prétons (H*), elétrons
e oxigénio (Gupta e Bux 2019; Kumar et al. 2021).

5.4 Biobutanol

Biobutanol € um alcool de quatro carbonos produzido pela fermentacao da
biomassa. Como fonte de producdo, podem ser utilizados carboidratos a base
de microalgas e glicerol residual da producéo de biodiesel. E comumente obtido
a partir da fermentacdo da biomassa de Chlorella vulgaris pela bactéria
Clostridium acetobutylicum. Entre as principais vantagens do biobutanol, pode
se destacar por sua alta densidade e baixa volatilidade, quando comparado ao
bioetanol. Além disso, o biobutanol possui diversas aplicagbes na industria,
como solventes quimicos. A producdo de biobutanol a partir de microalgas €
considerada comercialmente viavel, e seu potencial como candidato a
biocombustivel pode atrair a atencdo de pesquisadores nos préximos anos
(Gupta e Bux 2019; Kumar et al. 2021).

6. Conclusdes e recomendacgdes

Embora a ficorremediacdo tenha um enorme potencial para resolver
problemas ambientais, até agora, poucas tecnologias foram levantadas a partir
de anos de pesquisa para usar microalgas na gestdo de residuos. Muitas
investigagbes tém sido conduzidas para alcancar o melhor potencial de
aplicacao industrial, como a imobilizacdo de microalgas, e sua combinagdao com
Outros processos.

Ha dois gargalos visiveis para o tratamento de residuos com microalgas.
Em primeiro lugar, € um critério puramente econémico, ou seja, utilizando um

método convencional baseado em produtos quimicos, que é mais barato e

simples, praticamente impede a aplicacdo do método biolégico que, por sua vez,
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€ mais caro. Neste caso, levando em conta o volume de efluentes a serem
tratados, um ligeiro aumento nos custos operacionais, pode inviabilizar uma
tecnologia ecoldgica para as estacdes de tratamento de efluentes. Em segundo
lugar, o critério a ser considerado é em termos da eficiéncia de remocao dos
compostos poluentes e sua quantidade. Isso representa uma lacuna de dias
guando se usa microalgas, que muitas vezes depende de parametros ambientais
oscilatorios, em comparacdo com as horas que um meétodo convencional e
estavel leva.

Hoje, uma das melhores opcdes € a adogdo da abordagem de integragcédo
de processos no contexto de biorrefinaria, no qual a imobilizacdo de microalgas
pode ser uma tecnologia complementar as rotas quimicas convencionais, além
da potencial geracdo de insumos energéticos, 0 que poderia ser um ponto de
retorno financeiro. Vale ressaltar que h& presséo sobre as empresas poluidoras,
nao apenas em termos legais, mas também em apresentar em seu portfolio o
uso de técnicas ambientalmente corretas, o que beneficiaria sua imagem e
aceitacao publica.

A expectativa € que a estratégia de imobilizacdo de microalgas possa ser
competitiva no mercado quando forem viabilizados os seguintes aspectos: 0
tratamento concomitante de residuos, a melhoria dos fotobiorreatores e
parametros operacionais para aplicacdes especificas de células imobilizadas, a
atualizacdo dos materiais de suporte polimérico e as modificacbes metabdlicas
e genéticas das cepas para melhor adesdo a matriz e obtencdo de metabdlitos
para conversdo em produtos energéticos. Essas sdo as principais
recomendacdes de acdo, que no futuro tornardo a tecnologia de microalgas

imobilizadas util para a biorremediag&o industrial.
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1.2 ARTIGO 2 — IMOBILIZACAO DE MICROALGA PARA TRATAMENDO DE
EFLUENTES

Resumo

O aumento da contaminacdo da agua e a formacao de aguas residuais vem
aumentando com o tempo, devido ao crescimento progressivo da populacéo
e a deficiéncia na captacao da coleta de esgoto. O tratamento convencional de
efluentes realizado pelas estacdes de tratamento de aguas, apresentam
grandes indices de ineficiéncia, ndo chegando ao tratamento minimo exigido
pelo CONAMA, logo, novas tecnologias de tratamento de efluentes devem ser
implantadas. O objetivo deste trabalho, consiste em estudar o processo de
imobilizacdo da Tetradesmus obliquus por encapsulamento em matriz de
alginato e quitosana, e avaliar o seu potencial como agente biorremediador.
O sistema de imobilizac@o celular, € uma excelente alternativa aos meios
tradicionais de tratamento, visto que tem como objetivo 0 aumento da
eficiéncia e a diminuicdo dos custos nos processos, eliminando as etapas de
decantacdo para remoc¢ao das microalgas no tratamento secundario. Além de
que, é possivel realizar o tratamento das 4guas residudrias, junto ao processo
de producdo de biomassa de microalga, reduzindo a concentracdo de
contaminantes em cerca de 80% e atingindo rendimentos de até 1,6 g/L de
biomassa. Este processo € relativamente novo e ainda possui campos a
serem explorados e possibilidades de implementacfes tecnoldgicas.

Palavras chaves: Aguas residuais; Tratamento de efluentes; Imobilizac&o
celular.

1. Introducéo

As aguas residuais sdo o0s recursos hidricos que possuem suas
caracteristicas alteradas, contaminadas por esgotos domésticos ou industriais,
assim como um vetor, carregam microrganismos patogénicos ou substancias
toxicas capazes de causar doencas infecciosas ou intoxicacdes (SILVA, 2011).
Essas, constituidas principalmente por carbonaceos organicos (determinados
pela demanda bioguimica de oxigénio — BOD) e compostos inorganicos, como
fosfatos, aménio, bicarbonato, sédio, entre outros Abdel-Raouf et al. (2012 e
Mohsenpour et al. (2021). Quando a matéria organica e compostos ricos em
nitrogénio e fosforo sdo os principais poluentes, preferencialmente, deve-se
utilizar por processos bioldgicos para o tratamento, pois sdo mais simples,
eficientes e com um custo mais barato quando comparado aos demais

processos.
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Segundo dados da UNESCO, 2017, a quantidade de aguas residuais
estd aumentando conforme os anos e isso é devido a dois fatores principais,
sendo em primeiro lugar, 0 aumento do crescimento populacional, o qual em
menos de 20 anos saltou de 314 milhdes de pessoas para quase 500 milhdes
de pessoas. O segundo motivo é devido a baixa cobertura e captacédo da coleta
de esgoto, sabendo que muitas vezes a expansdo dos servicos de
abastecimento e saneamento ndo sdo realizados simultaneamente, entdo a
populacao tende a depender de efluentes locais como sistema de eliminacao,
que é removida pelo escoamento ou infiltracdo em recursos hidricos proximos

ou subterraneos, que por sua vez acabam sendo contaminados.

Dados da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) em 2017, revelou que
apenas cerca de 43% do esgoto nacional é coletado e tratado, e apenas 39%
da carga organica é removida pelas 2.768 estacdes de tratamentos, ficando
abaixo do estabelecido pelo CONAMA.

As microalgas sdo microrganismos clorofilados, eucariéticos ou
procarioticos, responsaveis por aproximadamente metade de todo dioxido de
carbono fixado no mundo. Na presenca da luz solar, esses microrganismos sao
capazes de converter o dioxido de carbono (carbono inorganico presente na
atmosfera) e agua, em oxigénio e biomassa, através do processo de
fotossintese. Borowitzka et al. (2016) e Sajjadi et al. (2018).

As microalgas, possuem um papel de grande importancia para a
ecologia, e cada vez mais na biotecnologia, podendo ser facilmente encontradas
no meio ambiente. Com uma répida taxa de crescimento, elas sdo capazes de
serem cultivadas em aguas nao potaveis, sem a necessidade de um meio rico
em nutrientes energéticos, dependendo de uma area relativamente pequena
para seu crescimento Gouveia; Oliveira (2009).

Essas vantagens permitem uma grande aplicabilidade industrial desses
microrganismos, atraindo o interesse de pesquisadores e industrias, nas areas
da farmacia, engenharia quimica, biologia, meio ambiente, energia, dentre outras
Daneshvar et al. (2021).

O processo de ficorremediacao tem o objetivo de remover ou tratar 0s
contaminantes, consumindo-os como nutrientes para producéo de biomassa, e

de degradar ou transformar os compostos quimicos tdéxicos em compostos
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inertes. Este processo ocorre principalmente de trés formas, consistindo em:

biossorcédo, biocoagulacéo e biodegradacao.

Como o tratamento de &guas residuais € um imprescindivel, a busca
por novas tecnologias de tratamento € urgente, e sistema de células
imobilizadas pode ser considerada uma possivel solucdo. A imobilizacéo
celular é um processo, que consiste em aprisionar ou fixar células em uma
matriz através de interagdes fisico-quimicas. A imobiliza¢ao celular tem como
beneficio o aumento da produtividade e a diminuicdo do custo do
bioprocessos. Em relacdo ao tratamento de efluentes, a imobilizacdo vem
sendo utilizada para melhorar a retencdo de sélidos, eliminar etapas de
sedimentacdo e aumentar a eficiéncia de tratamento de efluentes muito
diluidos (GIESE, 2016).

2. Justificativa e objetivos

2.1 Justificativa

Junto com o aumento populacional e a baixa captacéo e coleta de esgoto,
tem-se 0 aumento de contaminacfes em recursos hidricos. As estacdes de
tratamento ndo sdo capazes de remover o minimo exigido de carga organica,
assim entregando uma agua de ma qualidade. A d4gua contaminada é capaz
de causar doencas e intoxicacdes, fazendo assim necessario a busca por

novas tecnologias de tratamento de efluentes.

2.2 Objetivo Geral

Estudar o processo de imobilizacdo da alga Tetradesmus obliquus em
matriz de alginato de sodio e quitosana, para posterior avaliacdo do potencial

no tratamento de efluentes e desenvolvimento de tecnologia.

2.3 Objetivos especificos

o Produzir microesferas de alginato e quitosana, contendo algas
imobilizadas pela técnica de encapsulamento;

o Caracterizar a microesfera por microscopia;
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o Estabelecer o tempo e parametros de cultivo e crescimento das
microalgas imobilizadas;

o Avaliar o potencial de biorremedia¢do das microalgas imobilizadas;

o Avaliar a durabilidade das microesferas em que as microalgas ainda
continuam viaveis;

o Desenvolvimento de tecnologia de propriedade intelectual.

3. Metodologia

Os experimentos foram realizados em triplicatas no Nucleo de Pesquisa
e Desenvolvimento de Energias Autossustentaveis (NPDEAS), onde houve o
suporte necessario de equipamentos para o cultivo de microalgas e analises

realizadas.

3.1Cultivo de Microalgas

O crescimento de microalgas foi realizado em escala laboratorial, em
Erlenmeyer de 2 litros, sob condi¢Bes de luz e aeragdo constantes até o fim do
cultivo. As microalgas (Tetradesmus obliquus) foram incubadas em meio CHU
modificado, e acompanhadas por andlises diaria de contagem de nuamero de
células, potencial hidrogenibénico (pH), e espectrofotometria, para o desenho da
curva de crescimento e verificacdo do padrdo. O meio CHU é um meio sintético
de sais organicos e inorganicos, conforme a Tabela 1 de composicdo, segundo
(SANTOS, 2016). O cultivo foi interrompido ap0s atingir a fase estacionaria, com

aproximadamente 6,1x10° células/ml.

Tabela 1 - Composicao do Meio CHU modificado.

Componente Férmula Concentrago final (g.L"1)
Nitrato de sodio NaNO3 0,25
Cloreto de célcio di-hidratado CaCl2.2H20 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS04.7H20 0,075
Fosfato de potassio dibasico KH2PO4 0,075
Fosfato de potassio monobésico K2HPO4 0,175
) Cloreto de sodio NaCl 0,025
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-
acético) C10H16N208 0,05
Hidroxido de sodio KOH 0,031
Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS04.7H20 0,005
Acido bérico H3BO3 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS04.7H20 8,82x10°9
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Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCI2.4H20 1,44x10°9

Molibdato de sodio di-hidratado NaMoO4.2H20 7.1x10°6
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS04.5H20 1,57x1079
Nitrato de cobalto hexa-hidratado Co(NO3)2.6H20 4,9x10°6

Fonte: SANTOS, 2016

3.2Imobilizagdo de Microalgas

A imobilizacdo foi realizada conforme uma adaptagédo de Malinoski e
Maranho, 2020. Para a imobilizacdo, 160 ml do cultivo de microalgas foram
centrifugados e ressuspendidos para um volume de 200 ml, e entdo misturado
com 1 grama de alginato de sédio. Com o auxilio de uma bureta, a solugéo
resultante da mistura foi gotejada em uma solugéo de cloreto de calcio (CaClz)

0,4 M sob a agitacdo constante de um agitador magnético.

Apos a imobilizacdo em matriz de alginato as esferas passaram pelo
processo de revestimento com quitosana, seguindo a metodologia adaptada
de Safari et al. 2015. A quitosana foi particulada por meio da gelatinizagéo
ionica com heptamolibidato de aménia, 0,5 g de quitosana foram dissolvidas
em uma solucéo de 2% de &cido acético. As pérolas de alginato, entdo foram
banhadas com a solug&o sob agitacéo por 30 min. Depois do tempo decorrido,
as pérolas foram inseridas em uma solucéo de heptamolibidato de amdnia a 2
gL, e logo entdo, lavadas para a remog¢éo do composto. Apés a imobilizacéo,
as microalgas imobilizadas foram cultivadas em triplicatas, em reatores de
Erlenmeyer de 2 L contendo meio CHU, denominados Reator 1, Reator 2 e

Reator 3.

3.3 Potencial biorremediador

O potencial biorremediador foi obtido através de analises diarias da
concentracéo total de fosfato presente no cultivo, por meio de kits rapidos de
analises da qualidade da agua. Assim, entdo, obtendo uma curva de consumo

de nutriente associado ao crescimento do cultivo.
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3.4 Biomassa seca

Como ndo é possivel realizar a biomassa seca por meio da filtracédo
convencional, por conta da imobilizacdo, entdo a metodologia foi adaptada.
Amostras diarias das pérolas de microalgas foram secas em estufa a 60 °C
durante 24h, e entdo pesadas no intuito de obter uma curva de crescimento

celular.

3.5 Microscopia Optica

A microscopia Optica foi utilizada para acompanhar visualmente o
crescimento das microalgas dentro na esfera de alginato e quitosana, para uma

avaliacao qualitativa do cultivo de celular.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura é uma técnica de imagem com
perspectiva e informacdes em 3D, usada para confirmar se houve a impregnacao
de quitosana e auxiliar na avaliacdo da morfologia, confirmando ou néo, a
presenca de nano estruturas de quitosana na superficie das esferas. As andlises
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

3.7 Teste de durabilidade

Microesferas de microalgas imobilizadas com alginato e quitosana, foram
esmagadas e colocadas sob cultivo em meio CHU, ap6s passarem por um
periodo de 5 e 10 meses, condicionadas em temperatura ambiente em
Erlenmeyer contendo apenas agua deionizada.

4 Resultados e Discussao
4.1Imobilizagc&o de microalgas

O cultivo de microalgas livres foi realizado conforme descrito na
metodologia, incubadas em meio CHU, com iluminacdo permanente de 24h por
dia. Ap6s o cultivo atingir o platd, as microalgas foram centrifugadas e
ressuspendidas em agua destilada, para a retirada de compostos contaminantes

gque poderiam estar no meio de cultivo. As microalgas entdo foram misturadas
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com 1g de alginato de célcio e gotejadas em uma solucéo de cloreto de célcio
(CaClz2) 0,4 M sob a agitagéo constante. As esferas de microalgas com 4mm de
diametro foram formadas instantaneamente por gelificacéo ianotrépica, podendo
ser facilmente removidas do meio com o auxilio de uma peneira, como mostrado

na Figura 1.

Figura 1 - Microalgas imobilizadas em matriz de alginato e quitosana.

Fonte: O autor (2022)

Seguindo a metodologia adaptada de formacdo de nanoparticulas, as
esferas foram banhadas com uma solucdo de quitosana solubilizada em 2% de
acido acético e logo depois despejadas em uma solugcédo de heptamolibidato de

amonia, para a formacdo de nanoporos de quitosana na superficie das esferas.

Com a imobilizacdo bem-sucedida, entdo as esferas foram cultivadas
novamente em meio CHU, para o estabelecimento dos protocolos e verificacdo
de analises qualitativas, como cor, dissolugdo e vazamento de células para o
meio. Como mostrado na Figura 2, as esferas permaneceram integras e houve
0 aumento da intensidade da cor verde das esferas com o tempo, evidenciando

o crescimento das microalgas mesmo imobilizadas.
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Figura 2 - Microalgas imobilizadas em matriz de alginato e quitosana cultivadas
em meio CHU

Fonte: O autor (2022)

4.2Microscopia 6ptica

No intuito de observar como as microalgas estariam distribuidas na matriz
e correlacionar com o crescimento da biomassa, as esferas foram submetidas a
microscopia Optica. Conforme indicado na Figura 3, 4 e 5, podemos observar as
microalgas preenchendo as microcapsulas de acordo com o tempo em um
aumento de escada de 400x, as figuras representam os reatores 1, 2 e 3

respectivamente.

E evidente o crescimento da biomassa de microalgas no centro da esfera,
provavelmente favorecido por uma regido que permaneceu liquida apos a
gelificacdo, evidenciando a formacéo de capsulas de microalgas, e comprovando
gue o desenvolvimento da microalga Tetradesmus obliquus nao foi limitada pela
difusé@o de nutrientes e COz, através da membrana da microcipsula. Entretanto,
a matriz da microcdpsula pode ter gerado um impacto negativo na densidade

celular maxima, limitando o espaco para o crescimento.

A coloracdo e o preenchimento das esferas, representam as fases do
cultivo celular, onde é mostrado que nos primeiros dias, entre o dia 0 e o dia 2,
€ marcado pela fase Lag, fase de adaptacdo das microalgas dentro das capsulas

e ao meio de cultivo. Enquanto que, entre os dias 4 e 12, € denotado a fase
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exponencial de crescimento, marcado pelo aumento da densidade celular dentro
das céapsulas. E por fim, entre os dias 14 e 18, a fase de morte celular &
expressada pela queda da densidade celular e pela substituicdo da cor verde

muito presente por uma coloragdo interna mais amarelada.

Observando a Figura 5 e comparando os dias 0 e 10, nota-se a diferenca
da densidade de microalga no interior da microesfera, evidenciada pelo aumento
da coloracéo verde e total preenchimento na microesfera, inferindo um possivel
ponto de fase exponencial ou até mesmo, um ponto onde a densidade é préxima
da densidade maxima. Olhando as Figuras 3 e 4, & presumivel chegar em

conclusdes semelhantes a respeito do aumento da densidade celular.
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Figura 3 -Microscopia 6ptica de microalga imobilizada em matriz de alginato e
quitosana em relacédo ao tempo de cultivo no Reator 1, aumento em 400x
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Fonte: O autor (2022)
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Figura 1 — Microscopia Optica de microalga imobilizada em matriz de alginato e
guitosana em relacdo ao tempo de cultivo no Reator 2, aumento em 400x.
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Figura 2 — Microscopia Optica de microalga imobilizada em matriz de alginato e
guitosana em relacdo ao tempo de cultivo no Reator 3, aumento em 400x.
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Fonte: O autor (2022)
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4.3Biomassa

As curvas de crescimento da microalga em cada reator, estédo
apresentados na Figura 6. As 3 curvas podem ser correlacionadas com suas
respectivas imagens de microscopia Optica, evidenciando as fases de
adaptacao, crescimento e decaimento celular, etapas naturais dentro do cultivo.
Os picos de maior concentracdo de biomassa, coincidem com os dias onde as
esferas de microalgas apresentavam visualmente ter uma maior densidade,

assim, certificando a relacao direta entre os resultados.

Figure 6 - Concentracdo de biomassa nos reatores em funcéo do tempo.
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Fonte: O autor (2022)

A concentracdo media da microalga T. obliquus imobilizada em matriz de
alginato e quitosana, pode ser observada na Figura 7. Como exposto no gréfico,
o tempo médio da duracéo da fase lag para o cultivo de microalga imobilizada
foram de dois dias. O mesmo periodo foi também exibido por Bauer et al. (2020),
no cultivo de Chlorella minutissima imobilizada em alginato de célcio, e
diferentemente de Shen et al. (2017), que apresentou uma fase lag de apenas
12 horas, utilizando Chlorella vulgaris imobilizada em alginato de sédio. O gréfico

também retrata um desvio padréo significante conforme o cultivo se aproxima da
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concentracdo maxima, resultado pelo qual, é justificado pela diferenca de tempo
entre os cultivos em atingir a concentracdo maxima, claro quando comparado

com a Figura 6.

Figura 3 — Concentragdo média de microalga nos reatores em funcdo do
tempo.
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Fonte: O autor (2022)

A concentracao celular média méaxima de cerca de 1,6 g/L, € maior que a
concentragdo média de cerca de 1 g/L encontrada por Miyawaki et al. (2021),
utilizando também a microalga T. obliquus, cultivada de forma livre em
fotobiorreator do tipo airlifit. Contudo, Bauer et al. (2020), atingiu resultados
semelhantes utilizando C. minutissima imobilizada em matriz de alginato, com

rendimentos de 1,3 a 1,6 g/L em apenas 7 dias de cultivo.

O pH do meio era alcalino, possuindo um pH minimo de 8,8 e um maximo
de 10,2 como mostrado na Figura 8. Concomitantemente com o aumento da
concentracdo de microalgas, € comum evidenciar o aumento do pH, isso pode
ser explicado devido ao consumo de CO2 no meio, causado pela atividade

fotossintética das microalgas.
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Figura 4 — Aumento do pH em funcéo do tempo decorrido no cultivo.
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Fonte: O autor (2022)

No entanto, mesmo exposto uma curva padrao no crescimento, o pH
elevado pode ter influenciado negativamente o desenvolvimento celular da
microalga T. obliquus, conforme expressado por, Da Silva et al. (2022) e Lu et
al. (2020), o pH maior que 9 altera a solubilidade e a biodisponibilidade de
composto fosfatados, como também, favorece a evaporacdo de compostos

nitrogenados no meio aquoso, mais precisamente a amonia (NH4)
4.4Potencial biorremediador

Juntamente com crescimento celular, pode-se observar na Figura 9, a
reducado da concentracdo de fosfato no meio, o qual serve de como um substrato,
como destacado por Hameed (2007), o consumo de fosfato € convertido em
biomassa de celular. Sendo entdo, admissivel afirmar que as curvas
demonstram uma complementacéo, entre o consumo e a geracao de fosfato e

microalgas, respectivamente.
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Figura 5 — Comparacao entre as curvas de crescimento celular e a de reducéo
do fosfato no meio.
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Apesar disso, as esferas de alginato de calcio também possuem um

importante papel na reducdo de fosfato no meio. Na figura 10, é exibido a

eficiéncia de remocdo acumulada de fosfato. Como provado por Jiménez-Pérez

et al. (2004), é possivel reduzir a concentracdo de fosfato, mesmo sem a

presenca das microalgas, pois parte do mesmo € adsorvido na superficie das

microesferas ou precipitado em forma de hidroxiapatita. Esse fendbmeno ocorre

mais expressivamente nos primeiros instantes do cultivo e menos, conforme o

aumento do pH do meio.
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Figura 6 — Curva de eficiéncia de remocao acumulada de fosfato ao longo do
cultivo.
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Fonte: O autor (2022)

Portanto, de maneira geral, as microalgas imobilizadas apresentam maior
taxa de remocéo de fosfato do meio, quando comparadas as microalgas livres.
A eficiéncia de remocéo de fosfato de quase 80% apresentada neste trabalho,
foi semelhante as eficiéncias encontradas por Aguilar-May; Sanchez-Saavedra
(20009) e Filippino et al. (2015) utilizando Synechococcus elongatus e C. vulgaris,
imobilizadas em quitosana e em alginato de sodio, respectivamente. Contudo,
Ruiz-Marin et al. (2010) utilizando a microalga Scenedesmus obliquus
imobilizada em alginato, conseguiu atingir quase 100% de remocao de fosfato,
0 mesmo percentual obtido por Filippino et al. (2015), quando alterou 0 modo de
operacado para sistema continuo.

Hameed (2007) também atestou que, a alta densidade celular dentro das
microcdpsulas pode reduzir a eficiéncia do tratamento de forma significativa.
Uma vez que, a concentracao celular elevada impediria a penetracéo da luz nas

esferas, impactando diretamente no metabolismo celular das microalgas.

4.5Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Com a finalidade de conhecer a conformacédo estrutural da matriz, foi

realizado no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal
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do Parana (UFPR), o mapeamento da superficie das microesferas, como pode
ser observado na Figura 11. Em a) é possivel visualizar a microcapsula, e
evidenciando suas imperfei¢cdes quanto sua forma arredondada. Em b) é notavel
a presencga de poros, 0s quais sdo responsaveis pela difusédo de nutrientes e
gases entre 0 meio e o interior da microcapsula. E mostrado também que a
prépria matriz que constitui 0s poros é porosa, possuindo entédo outros poros de
menor diametros, exibidos em c) e d). Mais especificamente em d) podemos
visualizar pequenos pontinhos, 0s quais podem representar a presenca de
nanoporos de quitosana na superficie do material. A presenca de poros e
nanoporos, aumenta a area de contato da microcapsula com o meio aquoso,
favorecendo os processos de transporte de nutrientes e complexacao de sais e

metais como relatado por Safari et al. (2015) e Carolina; Gongalves (2013).

Figura 7 — Microscopia eletronica de varredura da superficie da microesfera de
alginato e quitosana.
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Fonte: O autor (2022)
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Na figura 12, foi realizado o corte transversal da microesfera, assim é
possivel identificar as duas camadas de revestimento, bem distintas uma da
outra. A camada mais exterior feita de quitosana, valida a metodologia para o
revestimento da microesfera. A camada mais no interior da esfera, é feita de
alginato de sodio, uma camada mais lisa, possuindo uma quantidade

visivelmente menor que a camada mais proxima da superficie.

Figura 8 — Microscopia eletronica de varredura do corte lateral da esfera de
microalga imobilizada em matriz de alginato e quitosana.

18kL AzB8 1880m

. !

Fonte: O autor (2022)

4.6 Teste de viabilidade

As microalgas imobilizadas em alginato e quitosana em outubro de 2021,
foram mantidas em agua deionizada por 5 meses em temperatura ambiente.
Como apresentado na Figura 13, em a) as microalgas imobilizadas em agua
deionizada; em b) 10g de biomassa de microalgas imobilizadas foram

esmagadas em um pistilo e entdo inoculadas em meio CHU com iluminacéo
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constante, como mostrado em c). Apds 7 dias da inoculacao, foi possivel notar

visualmente o crescimento de microalga no meio de cultivo.

Figura 9 — Teste de viabilidade das microesferas de alginato e quitosana apos
5 meses

400—— 609 =3

600—— 400
S | .

Fonte: O autor (2022)

O mesmo processo foi realizado com microalgas imobilizadas em
somente alginato, apds 10 meses de descanso em agua deionizada. Como
mostrado na Figura 14, as esferas de microalga mesmo apos 10 meses, ainda

apresentavam uma aparéncia saudavel.
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Figura 10 — Esferas de microalga imobilizada em alginato ap6s 10 meses.

Fonte: O autor (2022)

Replicando o processo realizado com as esferas de 5 meses, as esferas
10 meses, apresentadas na Figura 15, também foram esmagadas e inoculas.
Em 1, é exibido as microalgas ap6s 10 meses de condicionamento em agua
deionizada; em 2, as microalgas esmagas foram inoculadas e em 3, apos 7 dias
de cultivo também é possivel notar visualmente o crescimento celular no

Erlenmeyer.
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Figura 11 — Teste de viabilidade das microesferas de alginato apés 10 meses.

Fonte: O autor (2022)

O potencial uso do alginato como tecnologia para manter a viabilidade
celular também foi comprovado por De Corato et al. (2018), usando 3% de
alginato na composicao das microesferas, conseguiu manter leveduras viaveis
por 14 meses. O aumento da viabilidade é justificado pela matriz de alginato
promover maior estabilidade as células, deixando-as mais resistentes a

situacOes de estresse celular.
5 Resultados de propriedade intelectual

Os resultados referentes a propriedade intelectual, também colocadas
como objetivos especificos deste trabalho, serdo dispostas em formato de
capitulos. Sendo capitulo Il, referente a pesquisa de anterioridade publicada em
formato de capitulo de livro, no livro “Microalgas: Potenciais Aplicagbes e
Desafios” e o capitulo lll, o artigo de patente depositado no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual - INPI.
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6 Concluséo

A partir do trabalho realizado, pode-se concluir que a imobilizacdo da
microalga em matriz de alginato e quitosana é efetiva, e ndo permite a saida das
células para o meio de cultivo, ao mesmo tempo que, a permeabilidade da matriz
é suficiente para permitir a difusdo dos nutrientes e o crescimento das microalgas
no interior das esferas. E possivel utilizar ja tecnologia de imobilizacdo de
microalgas para obter altos rendimentos de biomassa, concomitantemente com
0 processo de biorremediagéo de fosfato, pois o potencial de biorremediacdo das
esferas de microalgas € evidente, podemos afirmar que o0s nutrientes que séo

potenciais poluidores, sdo consumidos, ocorrendo assim a biorremediacéao.

A microscopia eletrdnica de varredura, foi essencial para constatar a
presenca de poros na superficie, as quais otimizam o processo de
biorremediacdo e aumento da densidade celular no interior das esferas.
Contudo, ainda se faz necessario a comprovacdo por imagem de estruturas

manométricas, para validacéo do protocolo de revestimento com nanoquitosana.

O potencial que os biopolimero possuem em manter a viabilidade celular
€ incontestavel, e o estudo de novos protocolos de conservagao de biomassa e
manutencdo de viabilidade, podem gerar alternativas as metodologias caras
atuais, como processos de liofilizacado e congelamento em ultra freezers. Como
também, um estudo mais detalhado das microesferas de microalgas, contendo
a quantificacdo da remocéo de nitrogénio total, e desempenho em diferentes

efluentes e modo de operacoes.

Outrossim, é importante ressaltar a criacdo do produto tecnolégico, que
contribui para o tratamento de efluentes, metodologias simples que diminuem
operacbes unitarias e ainda possibilita a aplicacdo de seu subproduto em
diversas areas da industria. Assim, colaborando com a economia circular e

ajudando o acesso a agua limpa para todos.
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1.3 ARTIGO 3 - MATRIZES POLIMERICAS PARA IMOBILIZACAO DE
MICROALGAS APLICADAS AO TRATAMENTO DE EFLUENTES: UMA
ANALISE DE PROSPECCAO TECNOLOGICA DE PATENTES

Artigo publicado em formato de capitulo de livro, na editora Merida Publisher,
no livro intitulado “Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios” no ano de
2021.

https://doi.org/10.4322/mp.978-65-994457-8-1.c8

Resumo
A utllizacdo de microalgas para o tratamento de efluentes vem obtendo

destaque nas ultimas décadas. Dessa maneira, hovas tecnologias e processos
se mostram satisfatorios no que concerne a eficiéncia de biorremediacdo. Uma
das opcdes utilizadas esta baseada na imobilizacdo de microalgas em matrizes
poliméricas, a qual visa otimizar as caracteristicas intrinsecas desses
microrganismos para o tratamento de aguas residuarias. Portanto, o objetivo do
presente capitulo consiste em analisar o estado da arte do uso de matrizes
poliméricas para a imobilizagdo de microalgas aplicadas a biorremediacdo de
efluentes por meio da prospeccao tecnologica de patentes. O estudo esta
centrado na busca por patentes em diversas bases de dados de acesso aberto,
utilizando cédigos booleanos combinados com palavras-chave especificas que
contemplam o processo em estudo. O critério adotado esta baseado no sistema
de classificac&o internacional CPC (Cooperative Patent Classification). A vista
disso, foi analisada a evolucdo histérica da atividade de patenteamento, o
namero de patentes depositadas por paises e 0s principais cessionarios. Muitos
trabalhos cientificos sado publicados frequentemente na literatura sobre essa
tematica, no entanto, estudos prospectivos sdo pouco investigados, o que pode
fornecer informacdes valiosas a respeito da maturidade tecnoldgica de um dado
processo.

Palavras-chave: algas, biopolimeros, imobilizacéo celular, inovacéo.

1. Introducéo

As microalgas tém sido amplamente aplicadas para diversos fins
biotecnolégicos em detrimento do impacto ambiental oriundo das atividades
humanas nos ultimos anos. Por essa razdo, houve a necessidade de buscar
formas de tratamento e mitigacdo dos danos causados aos ecossistemas,
principalmente aquéticos. A biorremediacdo tem sido utilizada para este
propésito, a qual € definida como o uso de microrganismos no tratamento e
transformacao de contaminantes de uma matriz ambiental; entretanto, quando

ha o uso especifico de microalgas, este processo € denominado de
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ficorremediagédo (EMPARAN et al., 2019).

O processo de ficorremediacdo tem o objetivo de remover ou tratar 0s
contaminantes, consumindo-os como nutrientes para producao de biomassa, e
de degradar ou transformar os compostos quimicos toxicos em compostos
inertes (SARKAR; DEY, 2021).

Nos ultimos anos, com o aumento da populagéo e o uso descontrolado
dos recursos naturais, estdo surgindo muitos problemas relacionados a
qualidade da agua e saneamento basico. O tratamento de efluentes é realizado
pelas estagdes de tratamento, e a sua purificagéo consiste basicamente em trés
etapas: tratamento primario, secundario e terciario (ABDEL-RAOUF et al.,
2012).

O tratamento primario é responsavel pela retirada dos soélidos
suspensos, por meio de processos fisico-quimicos, como floculacdo e
decantacdo, conseguindo remover cerca de 40% de todos os compostos
organicos dos efluentes. O tratamento secundario utiliza principalmente os
processos bioldgicos, para remover todos 0s compostos organicos e a maior
parte possivel dos compostos inorganicos. Quando ndo for possivel remover
todas as impurezas presentes no efluente, é entdo necessario a realizacédo do
tratamento terciario, através de processos quimicos ou biolégicos, €
responsavel por remover substancias especificas presentes na agua (VON
SPERLING, 2007).

As aguas residuarias que precisam ser tratadas, sdo constituidas
principalmente por compostos carbonaceos organicos (determinados pela
demanda bioquimica de oxigénio — DBO) e compostos inorganicos, como
fosfatos, amonio, bicarbonato, sddio, dentre outros (ABDEL-RAOUF et al. 2012).
Quando a matéria organica € o principal poluente, preferencialmente, deve-se
utilizar processos bioldgicos para o tratamento, pois sdo mais simples, eficientes
e com um custo relativamente mais baixo quando comparado aos demais
processos (MOHSENPOUR et al., 2021).

Como o tratamento de aguas residuais € imprescindivel, a busca por
novas tecnologias de tratamento é urgente. A imobilizacdo celular € um
processo que consiste em aprisionar ou fixar células ou enzimas em uma matriz
atraves de interacdes fisico-quimicas. A utilizacdo de biomassa imobilizada para

tratamento de efluentes esta sendo cada vez mais estudada (CHEIRSILP et al.,
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2017; XIE et al., 2018; CAO et al., 2020; KUBE et al., 2021), pois a técnica tende
a aprimorar as caracteristicas intrinsecas dos microrganismos, como por
exemplo, a remocao de DBO, retencéo de soélidos, além de eliminar a etapa de
sedimentacdo. Logo, o sistema de células imobilizadas é capaz de aumentar a
eficiéncia e reduzir os custos dos processos biologicos (GIESE, 2015).

Considerando estes aspectos, 0s processos baseados em microalgas
imobilizadas sdo alvo de inumeras investigacdes envolvendo questbes de
sustentabilidade e econometria, as quais evidenciam as tendéncias, problemas
que necessitam de solugBes inovadoras, o nivel de maturidade tecnoldgica,
além de auxiliar na tomada de decisédo dos investidores (TABERNERO et al.,
2013). Essas pesquisas geralmente sao refletidas em muitas publicacbes de
artigos cientificos, relatorios técnicos e patentes. No entanto, os documentos de
patentes contém uma riqueza incomparavel de informagcbes com grande
relevancia industrial. As patentes representam as inova¢fes em um pais ou
organizacdo e sdo um acordo entre o inventor e o governo ou agéncia. A
utilizacdo desses documentos é importante para mapear 0S hiveis de
desenvolvimento de uma éarea especifica para fins industriais. A titulo de
exemplificacdo, a analise de patentes ajuda a determinar a novidade e suas
invencbes, tanto na propriedade intelectual, quanto na competitividade
tecnoldgica, ao determinar os pontos fortes e fracos do concorrente, bem como
na estimativa de sua evolugéo ou declinio em um determinado periodo (WIPO,
2016).

Portanto, o objetivo do presente capitulo consiste em analisar o estado
da arte do uso de matrizes poliméricas para a imobilizacdo de microalgas
aplicadas a biorremediacao de efluentes por meio da prospeccao tecnoldgica de
patentes. Até onde se sabe, a analise de documentos de patentes sobre a
temética proposta neste trabalho raramente foi discutida na literatura atualmente

disponivel.

2. Principais matrizes utilizadas na imobilizacdo celular: Uma breve

revisao

A matriz de imobilizacdo, comumente chamada de suporte, deve possuir

algumas caracteristicas basicas dependendo da sua aplicacdo, sendo as
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principais: Nao ser toxica para as células, resistente a ataques quimicos e a
degradacdo biologica, alta capacidade de retencdo celular, apresentar
maleabilidade a solicitacdes mecanicas (tenséo de cisalhamento, compresséao,
presséao interna de gases, entre outros), e principalmente, permitir a difusividade
de substratos e produtos. Existem trés categorias principais quanto a origem do
material que pode ser utilizado como suporte, podendo ser definidas como: (i)
materiais poliméricos naturais (quitosana, alginato e celulose); (ii) polimeros
sintéticos (poliacrilamida, poliestireno e poliuretano); e (iii) materiais inorganicos
(alumina, zirconia e silica) (SCHMIDELL et al., 2001). Entretanto, os polimeros
naturais baseados em quitosana e alginato sdo enfatizados neste estudo, uma
vez que eles sdo uma classe de suportes amplamente empregados em
procedimentos de imobilizacdo celular em funcdo da sua diversidade, custo
relativamente baixo e facilidade na degradacdo, ndo causando danos

ambientais.

2.1Quitosana

A quitosana é um copolimero biodegradavel derivado da quitina, e que
apresenta propriedades termoplasticas. E amplamente utilizada em
encapsulamentos de microrganismos ou como carreadores de farmacos.
Diferentes métodos para formacéo de esferas de quitosana ja foram descritos
na literatura, porém o mais empregado € o método de gelificacdo idnica. O
processo consiste basicamente no gotejamento de uma solucdo acida de
quitosana, em um recipiente contendo uma segunda solucdo rica em ions
monovalentes, como o Ca* e Na* (SILVA et al. 2011).

A quitosana também pode assumir o papel de polimero de revestimento,
com a finalidade de adicionar propriedades mecéanicas, como resisténcia,
melhoramento da ligacdo entre matrizes e suportes, além de poder ser
modificada para sua forma de nanoquitosana, a qual possui nanoporos que
aumentam a superficie de contato e favorecem reacdes quimicas e biologicas
(VIJAYALAKSHMI et al., 2016; MALINOSKI e MARANHO, 2020).
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2.2Alginato

O alginato € um biopolimero proveniente da parede celular das algas
marrons, geralmente encontrado comercialmente como alginato de calcio e
alginato de sodio. Capaz de formar estruturas coloidais, o composto tem
despertado interesse do setor tecnoldgico. O alginato ja vem sendo utilizado na
saude e na alimentacdo, principalmente na formulacdo de capsulas
farmacéuticas e alimentos, atuando como espessante e estabilizante. O uso do
biopolimero como agente de encapsulamento celular apresenta muitas
vantagens. O composto forma uma matriz biodegradavel, ndo toxica, e permite
a difusdo de nutrientes e gases pela matriz, mantendo a viabilidade dos
microrganismos que ali estdo retidos (SILVA, 2011; VIJAYALAKSHMI et al.,
2016).

3 Metodologia

Com o propésito de compreender o panorama da propriedade
intelectual no escopo deste estudo, foi realizada uma analise de patentes
utiizando a plataforma de busca Espacenet, desenvolvida pelo Escritorio
Europeu de Patentes (European Patent Office, EPO). Essa base de dados
contempla mais de 120 milhdes de publicacdes de patentes registradas no
mundo todo, fornecendo informacbes de atividades de invencdo em um
determinado periodo de tempo. O Espacenet agrupa documentos internacionais
em familias, com base na colecdo de dados do Tratado de Cooperacgédo de
Patentes (Patent Cooperation Treaty, PCT), definido pela Organizacdo Mundial
de Propriedade Intelectual (World Intellectual Property Organization, WIPO).

A busca de patentes foi realizada em agosto de 2021, selecionando a
opcédo de pesquisa avancada. O método consistiu em um procedimento de trés
etapas: (1) busca usando os cdédigos de classificacdo do CPC (Cooperative
Patent Classification), baseado em uma organizacdo categorica de secdes
(https://lwww.cooperativepatentclassification.org/index). Tais codigos séo
padronizados para classificar as patentes de acordo com diferentes areas
tecnoldgicas, proporcionando um alto nivel de detalhamento nas pesquisas com
resultados mais precisos. O montante de cédigos selecionados para o estudo

proposto € apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Cédigos para prospeccéo de patentes.

Caodigos Descricao
C1oN1/12 X(r)]ilc:ﬁlllu;\cr)g)lgae; Culture media therefor (as new plants
Using granular carriers or supports for the microorganisms
C02F2003/001
C02F3/108 Immobilizing gels, polymers or the like
C12N5/0012 Cell encapsulation
C12N11/04 Entrapped within the carrier, e.g. gel or hollow fibres
C12N11/06 Attached to the carrier via a bridging agent
C12N11/08 The carrier being a synthetic polymer
C12N11/10 The carrier being a carbohydrate
C12N11/14 Enzymes or microbial cells immobilized on or in an inorganic

carrier

Posteriormente, (2) usou-se palavras-chave e suas variantes, incluindo

os termos em inglés "microalgae”, "immobilization”, "cell immobilization” e

"bioremediation”. O propdsito dessa etapa consiste em refinar a pesquisa, bem

como, reduzir o conjunto de dados para documentos mais especificos. O

truncamento “+” das palavras foi realizado a fim de recuperar diferentes

variacdes relevantes vinculadas a um dado termo, além da combinacdo dos
operadores booleanos “AND”, “OR” e “NOT".

Devido a abrangéncia do tema, (3) os documentos resultantes da

pesquisa foram compactados e exportados para o software Microsoft Office

Excel 2019 para realizacéo de posterior analise mais detalhada. Os dados foram

expostos de maneira visual, considerando indicadores como ano de publicagao,
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pais de origem e inventores.
Ao final da realizacdo da pesquisa foi possivel gerar gréaficos e tabelas
com os documentos de patentes encontradas nos bancos de dados a partir da

metodologia descrita acima.

4 Resultados e discussao

Considerando a combinacao entre os codigos C12N1/12 e C12N11/04
e utilizando o operador booleano “AND”, esta busca foi a que melhor atendeu o
objetivo proposto neste estudo, contemplando 25 documentos de patentes
pertencentes a 15 familias, as quais correspondem aos critérios de pesquisa,
como mostrado na Figura 1. O nimero de familias pode englobar diversas

publicacdes de uma mesma patente em diferentes paises e idiomas.

Figura 1- Combinacdes entre os codigos de classificacdo de patentes.

-
o @© 9 < 0 © =
o o o o o 3 - «
= < e 2 g g g g g 3
b= 8 ~ B - - - b= - 5
5 b & =z = = = = = <
3] & o [ S| d s | d d =
8 Q 3] (8] o (&) (&) o
X 3186
X 1404
X 627
X 279
X 1364
X 321
X 2044
X 1546
X 2068
X X 3
X X 1
X X
X X 0
X X 15
X X X 4
X X - 11
X X 10

Conforme mostrado na Figura 2, com base no nimero de documentos
acumulados, pode-se observar que existe uma tendéncia no aumento de
deposito de patentes na area estudada, com poucas concessdes a longo dos
altimos 10 anos. A partir dessa observacao, € possivel constatar que existem
poucas patentes atuais sobre imobilizagdo de microalgas em matrizes

poliméricas para o tratamento de efluentes. Além disso, existe uma tendéncia e
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necessidade de depdsitos de novos produtos e processos inventivos.

Figura 2 - Evolucao do deposito de patentes nos Gltimos anos

(84]
[y
(a2}

o

2
Lo}

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2015

o— Numero de documentos —e— DOocumentos acumuados

Um fator consideravel na busca por depoésito de patentes € o critério
CPC, gue é apontada como base para avaliacdo do desempenho tecnoldgico e
estatisticas sobre propriedade intelectual. Dessa maneira, a Figura 3 representa
o gréafico referente ao nimero de patentes depositadas por paises. E possivel
notar que diante da quantidade de patentes analisadas, a disputa esta entre
China e Estados Unidos. Isso deve-se ao fato de que estes paises estdo
frequentemente presentes no mercado tecnolégico atual quando comparados
aos demais paises.
Embora exista um namero consideravelmente baixo de patentes na area
em estudo, nota-se um grande interesse da industria em inovar nesse campo,
visto que o setor industrial, em geral, apresenta lidera o0 maior nimero de

patentes concedidas, conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 3 - NUmero de documentos por pais
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Nota: *WO se refere aos pedidos de patentes pedidos pela Organizagcdo Mundial
da Propriedade Intelectual (OMPI/WIPO).

Figure 4 - Principais depositantes.
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Apo6s um estudo individual de cada patente, foram selecionadas aquelas
que apresentam maior aderéncia ao tema. Nesse sentido, a patente
representada pelo codigo EP3104684A1, pertencente a empresa Phycofeeds

LTD, refere-se a utlizacdo de alginato ou pectina como uma matriz de
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imobilizagdo. O texto apresenta o processo de execucdo da imobilizagédo das
microalgas. Além disso, ele descreve o método para a obtencao dos principais
constituintes do material aglutinador (alginato e pectina), sendo descrito o tempo
de processamento e as principais fontes de origem desses constituintes,
utilizando a microalga Chlorella vulgaris no processo de imobilizag&o.

Outra patente que se assemelha a este estudo é a WO201628366A1,
pertencente a empresa francesa CAPSUM, a qual sugere a utilizacdo da
microalga Chlamydomonas reinhardti. O documento também descreve o
processo de imobilizacdo de células unicelulares de plantas, e especialmente
no caso de algas, utilizando matriz de alginato de sédio. Nessa patente, foi
reivindicado que o encapsulamento minimiza contaminac¢des no cultivo e facilita
a obtencdo de produtos de interesse, como os utilizados no mercado de
cosmeéticos, compostos farmacéuticos e agrifoods, assim como na obtencédo de
acidos graxos. O documento cita trés experimentos, 0S quais comprovam o
aumento da resisténcia mecéanica do processo de encapsulamento e a
permeabilidade da membrana de alginato.

Por outro lado, a patente chinesa CN106277646A, pertencente a
Universidade Jiaxing, apresenta a utilizacdo de processos simbidticos na
imobilizacdo, sendo citados como algas, a Chlorella sp. e o Phytoplancton sp.,
e como fungos, o Ganoderma lucidum e o Pleurotus sp. aprisionados em uma
matriz de alginato de sddio. O documento destaca o processo de purificacao de
biogas produzido através da digestdo anaerdbica de dejetos suinos, utilizando
a simbiose entre o consumo de CO:2 e a remocdo de nitrogénio e fosforo,
obtendo um processo de purificacdo de biogds e concomitantemente o

tratamento secundério da 4gua.

5 Desafios e perspectivas futuras

O uso de sistemas baseados em microalgas imobilizadas para o
tratamento de efluentes tem sido relatado na literatura com certa frequéncia. No
entanto, raramente surgiu uma nova tecnologia a partir de décadas de pesquisa
para usar intencionalmente esses microrganismos como um processo efetivo.
Por essa razéo, diversas propostas, incluindo a imobilizacdo de microalgas em

matrizes poliméricas naturais e combinacdes de processos para o tratamento
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simultaneo de efluentes, apresentam potencial para uso comercial no futuro.

Existem muitos desafios para o emprego de microalgas em sistemas de
ficorremediacdo. Primeiramente, a compreensdo dos detalhes técnicos das
estacBes de tratamento biolégico de efluentes € muito limitada, o que pode
resultar em um custo relativamente elevado em relagdo aos métodos
convencionais de tratamento quimico, os quais sdo mais simples e baratos.
Considerando o volume de aguas residuarias a serem tratadas, qualquer
aumento no custo operacional pode dificultar a venda de novas tecnologias. Em
segundo lugar, a proporcdo relativamente baixa de remocdo de certos
contaminantes, associado ao maior tempo de retencdo nas plantas de
tratamento de efluentes, elevam os custos e a relutédncia dos envolvidos em
operar sistemas que naturalmente ndo sdo muito precisos e dependem
essencialmente de fatores ambientais imprevisiveis. Tudo isso torna o0 emprego
de processos biologicos, principalmente mediados por microalgas, uma
tecnologia de nicho.

Contudo, considerando o0s procedimentos operacionais atualmente
disponiveis, essa rota tecnoldgica pode ser integrada como uma estratégia
complementar em sistemas tradicionais de tratamento de efluentes. Hoje, as
empresas estdo exigindo cada vez mais tecnologias ou processos com
sustentabilidade ambiental e econdmica para a maioria dos aspectos da
sociedade moderna.

Os processos baseados em microalgas imobilizadas apresentam
diversas vantagens como o controle e protecdo do microrganismo dominante
dentro do polimero empregado; é possivel projetar e otimizar um biorreator para
diferentes sistemas de imobilizacdo tratar paralelamente varios contaminantes
no efluente; as microalgas usam energia solar e requerem quantidades minimas
de outros insumos/recursos para operagéo; os sistemas de imobilizagdo séo
faceis de manusear em grande escala, ndo oferecem riscos a saude humana,
sdo ambientalmente corretos, ndo produzem poluicdo secundaria e seus
produtos finais podem ser transformados em matéria-prima para a producéo de
diversos bioprodutos, como biocombustiveis, bioenergia, biofertilizantes e
quimicos, que podem agregar valor ao processo. Além disso, as microalgas
imobilizadas podem ser produzidas em sistemas modulares, hibridos e

compactos, gerando menos lodo e sendo menos dispendiosos em manter.
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Independente destes aspectos, uma série de barreiras técnicas inerente
a tecnologia de imobilizacdo propriamente dita ainda persiste e precisa ser
melhor estudada, como o aprimoramento e otimizacdo dos polimeros de
encapsulamento para aplicagbes especificas, desenvolvimento de processos
em larga escala e alteragbes no comportamento metabdlico das espécies de
microalgas. Solucionar esses gargalos aumentard o potencial futuro de

microalgas imobilizadas em instalacdes de tratamento de efluentes.

6 Conclusoes

Estudar a prospeccdo de patentes para mapear as tendéncias
tecnologicas globais no campo-alvo demonstram as lacunas que podem ser
exploradas e complementadas para o desenvolvimento de trabalhos futuros com
base em duas perspectivas principais. A primeira estd baseada no fato de que
as andlises de patentes podem ser usadas para examinar os indicadores de
colaboracdo entre instituicbes e requerentes, permitindo usa visdo mais
detalhada do grau de interacdo entre os setores publico e privado, bem como
parcerias globais para diferentes tipos de tecnologia. Adicionalmente, mapear e
quantificar as patentes protegidas pode ser proveitoso para obter informacdes
sobre sua relevancia econémica em um determinado local. Com relacdo ao
segundo ponto de vista, aspectos relacionados ao processamento de
microalgas devem ser abordados considerando os custos de capital. Por
exemplo, uma discussdo mais aprofundada sobre o projeto bem-sucedido de
biorreatores para o cultivo de células imobilizadas merece mais atengéo, pois
poucas tecnologias foram desenvolvidas até o momento. Portanto, a analise de
documentos de patentes contribui para o avanco consideravel em pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo, bem como para a tomada de decisao por parte dos
investidores na area de processos de microalgas imobilizadas, pois um
entendimento do cenario atual é atil em fornecer uma melhor previsdo das

mudancas tecnoldgicas.
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1.4 ARTIGO 4 — FOTOBIORREATOR MODULAR HiBRIDO (TERRA-AGUA)
E/OU CARTUCHOS PARA O CULTIVO DE MICROALGAS LIVRES OU
IMOBILIZADAS EM BIOPOLIMEROS APLICADO NO PROCESSO DE
TRATAMENTO DE EFLUENTES, GERACAO DE PRODUTOS E SEUS
USOS

Artigo publicado em forma de patente, depositado no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual (INPI), com data de publicacédo em 03 de marco de 2022,
sob o numero de registro BR1020210245867.

Resumo

A invencdo encontra seu campo de aplicacdo dentre as tecnologias para
producdo de biomassa (bioenergia) e que diminuam ou eliminem o impacto
ambiental. A presente patente divulga um tipo de plataforma destinada ao
tratamento de forma simultdnea de 4guas residuarias a partir de microalgas livres
ou imobilizadas em matrizes biopoliméricas, projeto de novos fotobiorreatores,
obtencdo e utilizacdo dos bioprodutos que servem como matéria-prima e/ou
insumos finais de interesse industrial. As vantagens do bioprocesso consistem
em solucdes tecnoldgicas que possibilitem a biorremediacao, facil remocao das
microalgas do efluente, aprimoramento das caracteristicas intrinsecas do
microrganismo, exploracado comercial dos produtos formados e, essencialmente,
a facil ampliacédo dos sistemas de cultivo, sua operacédo e manutencao, podendo
ser implementado em novas instalacdes ou adaptado a processos ja existentes.

1. Campo da Invencéo

[001]. A presente invencdo pertence ao campo técnico de tecnologias para
producdo de biomassa (energia renovavel) e que diminuam ou eliminem o
impacto ambiental. Em particular, a invencao refere-se a uma nova plataforma
de tratamento de aguas residuarias a partir de microalgas imobilizadas em
biopolimeros e, substancialmente, de fotobiorreatores hibridos e/ou modulares.
Adicionalmente, o presente pedido trata de bioprodutos obtidos através do dito
bioprocesso da presente invencao e sua utilizacdo como fonte de biomassa

(bioenergia) e insumos de interesse industrial.

2. Fundamentos da Invencao e Descricdo do Estado da Técnica

[002]. Nos ultimos anos, houve um aumento exponencial na contaminagédo de
corpos hidricos devido as atividades antropicas, que incluem o langamento

constante de efluentes domésticos, agricolas e industriais. Este grave problema
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ambiental ocasiona a eutrofizacdo acelerada dos ecossistemas aquaticos,
principalmente pela descarga de substancias organicas e inorganicas ricas em

fésforo e nitrogénio.

[003]. Embora diversos acordos internacionais tenham sido propostos
recentemente e estejam presentes em quase todas as agendas cientificas,
sociais ou politicas no mundo todo, as questfes associadas ao gerenciamento
dos recursos hidricos imp&em sérios riscos a sua disponibilidade e qualidade.

Assim sendo, é imperativo abordar este problema insustentavel.

[004]. Os processos convencionais de tratamentos primarios e secundarios
aplicados aos efluentes sdo uma necessidade e atualmente envolvem uma
variedade de procedimentos fisicos e quimicos, fornecendo um produto final
aparentemente limpo. Entretanto, a maioria destes métodos demandam etapas
mais complexas e custosas, além de co-gerar consideraveis quantidades de lodo
sem a destinacdo ambiental adequada. Um ponto critico para o desenvolvimento
bem-sucedido de um método para mitigar a carga poluente de aguas residuérias

€ produzir pouca ou henhuma poluicdo secundaria.

[005]. Em contrapartida, os procedimentos bioldgicos foram propostos durante
as Ultimas décadas e posteriormente empregados para o de tratamento
secundario e/ou terciario de efluentes. Em geral, tratar biologicamente estes
residuos envolvem principalmente o uso de lodos ativados. No entanto, este tipo
de sistema apresenta varias falhas inerentes como a baixa concentracdo de
biomassa e onerosidade. Algumas tecnologias recentes foram desenvolvidas
para aprimorar a bioatividade do lodo, que por limitacbes de custo e/ou

engenharia complexa, séo consideradas pouco atrativas.

[006]. Uma das alternativas que vem ganhando consideravel atencéo para o
tratamento de aguas residudrias esta baseada no uso de microalgas. Existe um
consenso entre pesquisadores, desenvolvedores e industrialistas de que estes
microrganismos oferecem uma infinidade de vantagens na remocao do excesso
da carga poluidora presente nos efluentes, o que torna possivel o seu descarte

final eficaz e econdbmico, com o menor impacto ambiental.

[007]. Dentre os incontaveis beneficios das microalgas, destacam-se a elevada
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eficiéncia fotossintética, rapida taxa de crescimento, alta produtividade de
biomassa, e producédo de inimeros metabdlitos de valor agregado. Além disso,
considerando as caracteristicas da biomassa, os processos mediados por
microalgas séo vistos como potenciais tecnologias para converter efluentes em
insumos empregados na industria quimica, petroquimica, energética,

alimenticia, farmacéutica e agricola.

[008]. Apesar da existéncia de muitas rotas tecnoldgicas utilizando microalgas
para a purificacdo de aguas residuarias, até o presente momento, elas tém sido
limitadas sob certos aspectos, porém ndo impedidas para o escalonamento
industrial. As principais barreiras consistem na (i) relativa ocupacdo de espaco
para o cultivo, (ii) dificuldade na separacdo das fracdes solido/liquido pos-
tratamento do efluente, (iii) perdas celulares e (iv) descarte da biomassa

remanescente.

[009]. A técnica de imobilizacdo celular € uma estratégia promissora para
transpor essas dificuldades. A imobilizacdo de microalgas esta fundamentada
em fixar ou aprisionar as células em uma matriz através de interagdes fisico-
quimicas. Dentre os diversos métodos existentes, a imobilizacdo através da
técnica de gelificacdo ibnica é a que apresenta maturidade necesséria para
aplicacdo em escala. Em adicdo a estas consideracdes, a imobilizacao
apresenta as seguintes vantagens competitivas: as células sao facilmente
coletadas por filtracdo simples, que tem baixo consumo de energia, devido ao
tamanho das esferas formadas em comparacdo as microalgas livres, variando
de 1 a 8 mm; maior concentracao celular e preservacao das mesmas, evitando
a contaminacdo; maior estabilidade térmica; biodegradabilidade; alta atividade
metabdlica; baixo excesso de lodo gerado; reducdo de custos de manutencéo
dos equipamentos (biorreatores); as esferas contendo as microalgas
imobilizadas podem ser reutilizadas, reduzindo a necessidade subcultivar a
cultura estoque com frequéncia; e possui um efeito notavel na purificacao de
aguas residuarias, removendo compostos nitrogenados e fosfatados, inclusive

metais pesados.

[010]. Independente destes aspectos, quando as microalgas imobilizadas sao

aplicadas em um fluxo hidrico, as questbes de escoamento ainda sdo um
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inconveniente. Por essa razado, € crucial utilizar sistemas que sustentem o
crescimento adequado destes microrganismos e atinjam elevadas
produtividades, como € o caso dos fotobiorreatores fechados. A maioria das
configuracbes de fotobiorreatores de microalgas imobilizadas conhecidas do
estado da técnica, adotam equipamentos que operam com propositos
especificos para atender as peculiaridades dos residuos. Além disso, esses
fotobiorreatores apresentam informacgfes técnicas limitadas (por exemplo:
complexidade de parametros), o que resulta em despesas elevadas.
Considerando o enorme volume de efluente a ser tratado, qualquer aumento no
custo operacional dificulta a venda de uma nova tecnologia para as estacfes de

tratamento de aguas residuarias.

[011]. Diante do exposto, h4 uma demanda latente em desenvolver novas
tecnologias com duplo papel: solucionar os aspectos probleméticos dos
fotobiorreatores para cultivar microalgas imobilizadas em concomitancia com a

biorremediacao das aguas residuarias.

[012]. Portanto, uma plataforma que considere simultaneamente o tratamento de
dguas residuarias empregando microalgas imobilizadas em matrizes
biopoliméricas, o projeto de fotobiorreatores inovadores, incluindo sistemas
hibridos (terra-dgua) e/ou cartuchos modulares, e a obtencéo de bioprodutos que
servem como matéria-prima e/ou produtos finais de muitos consumiveis Uteis

para a industria é algo ainda ndo existente no atual estado da técnica.

[013]. Existem diversas rotas tecnologicas objetivando processos de
biorremediacdo ambiental utilizando microalgas. A técnica de imobilizac&o, por
outro lado, tem sido explorada como uma estratégia prospectiva para melhorar
a colheita de células de microalgas em aguas residuérias; também é eficaz para
controlar o crescimento microalgal em fotobiorreatores. Contudo, o tratamento
de aguas residuarias empregando microalgas imobilizadas associado ao
desenvolvimento de novos fotobiorreatores hibridos e/ou cartuchos modulares e
uso dos produtos ainda nado foi relatado e possui grande potencial para

implementagé&o industrial.

[014]. Alguns pedidos de patente foram depositados na tentativa de viabilizar os
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processos acima descritos. Dentre os documentos existentes no estado da

técnica, os seguintes podem ser citados:

[015]. A patente chinesa TWMA497670U, intitulada “Immobilized microalgae
particles” relata um método para a imobilizacdo de granulos de microalgas em
uma estrutura de alginato com a finalidade majoritaria de conservar o
microrganismo, mantendo-o viavel, e para impedir que as microalgas se movam

para 0 meio aquoso.

[016]. A patente americana US20120225472A1, intitulada “Preservation and
composition of bioprocess algae for production of lipids, seedstock, and feed”
descreve a producdo de uma microalga imobilizada e métodos para a cultura,

colheita, preservacao, armazenamento e usos.

[017]. A patente chinesa CN112522109A, intitulada “Microalgae immobilization
method, immobilized microalgae and application in water pollution treatment”
refere-se a um método de imobilizacdo de microalgas e uso no tratamento da

poluicdo de corpos hidricos, utilizando um suporte esponjoso.

[018]. A patente francesa WO2012171123A1, intitulada “Method using
immobilized algae for production and harvest of algal biomass and products”
descreve composicles, artigos, aparelho, métodos e sistemas para o cultivo de

microalgas imobilizadas, colheita e processamento.

[019]. A patente chinesa CN107988079A, intitulada “Compound algae
preparation for removing nitrogen and phosphorus pollutants” cita um método de
uso combinado de varias algas para a remocao de poluentes utilizando a técnica

de imobilizacdo em alginato de sdédio.

[020]. A patente chinesa CN110343605A, intitulada “A kind of method of
immobilized cells culture processing breeding wastewater” refere-se a um
método de tratamento de &guas residuarias da aquicultura com microalgas

imobilizadas em alginato.

[021]. A patente americana US20190241853A1, intitulada “Compositions
comprising microalgae and methods of producing and using same” compreende

um processo de microalgas encapsuladas em alginato e/ou quitosana e um
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elemento flutuante para manter as células no meio, o qual é caracterizado pela

prépria particula microalgal.

[022]. Os documentos de patentes acima descritos apresentam diversas
inconsisténcias comuns, caracterizadas essencialmente pela auséncia de um
sistema adequado de cultivo das microalgas imobilizadas, o que € pouco atrativo
para a exploracdo comercial. Sob outra perspectiva, alguns destes documentos
desconsideram o tratamento de efluentes e/ou a aplicabilidade das esferas, seja
diretamente ou como insumo intermediario para a formacao de outros produtos,

0S quais sado de interesse industrial.

[023]. Em termos de fotobiorreatores, muitos modelos isoladamente jA sdo
conhecidos no estado da técnica. No entanto, 0s equipamentos ou aparatos
registrados sao considerados frequentemente como sistemas complexos, mais
dificeis de construir e operar, além de necessitar de substancial area para

ocupacao, exigindo maiores investimentos de capital.

[024]. Um dos principais direcionamentos do presente invento consiste no projeto
de fotobiorreatores, particularmente sistemas hibridos (terra-dgua) e/ou
cartuchos modulares, para o cultivo robusto das microalgas imobilizadas.
Concluiu-se, portanto, que através da busca de anterioridade, ndo existem
documentos de patentes propondo uma plataforma para o tratamento de aguas
residuarias com microalgas imobilizadas em biopolimeros, projeto de novos

fotobiorreatores, obtencéo de produtos e seus usos de forma simultanea.

3. Descricdo da abordagem do problema técnico

[025]. No presente invento, 0s principais problemas técnicos a serem
solucionados frente ao que existe no estado da técnica estao relacionados ao (i)
tratamento das aguas residuarias; (i) descarte da biomassa residual; (iii)
contaminacdo; (iv) dificuldade na separacdo das fracbes solido/liquido pés-
tratamento do efluente; e (v) perdas celulares, ocupacéo de area e complexidade

operacional dos cultivos, conforme se segue:

[026]. (i) Os recursos hidricos contaminados por esgoto doméstico, agricola e/ou
industrial, possuem suas caracteristicas alteradas, portanto sdo capazes de

carregar e disseminar doencas ou substancias toxicas para a saude humana e
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animal. As estacdes de tratamento de efluentes apresentam dificuldades em
remover o minimo necessario de poluentes, e muitas vezes acabam oferecendo
recursos hidricos de ma qualidade. Além disso, os efluentes com alta carga de
nutrientes, principalmente nitrogénio, fosforo e matéria organica, sofrem
eutrofizacdo causada pelo crescimento acelerado das algas presentes no meio,
as gquais consomem praticamente todo o oxigénio dissolvido na agua, resultando

em perdas ecoldgicas consideraveis.

[027]. (i) Alguns sistemas de tratamento de efluentes possuem problemas
quanto a destinacdo dos residuos gerados pds-tratamento, como € o caso dos
sistemas de lodos ativados, cujo processo ndo tem uma disposicéo
ambientalmente correta. Os flocos do lodo sdo formados por agregados
contendo bactérias, fungos, protozoarios e algas. Por ser um material altamente
contaminado, n&o pode ser disposto em aterros e nem serve para adubagem do
solo; entdo a alternativa mais comumente utilizada consiste em processos de

incineracao.

[028]. (iii) Existem diferentes sistemas de cultivos de microalgas para a produgéo
de biomassa e o tratamento de efluentes. Dentre eles, o cultivo aberto € o mais
popular para a cultura de microalgas em escala comercial. Contudo, possui
diversas desvantagens, incluindo a influéncia do meio externo, como oscilagdes
frequentes de temperaturas, contaminacdes e perdas por evaporagao,
resultando em baixa produtividade de biomassa ou até mesmo a perda da cepa

microalgal.

[029]. (iv) Um dos grandes desafios do uso de microalgas no tratamento de
efluentes é garantir que a biomassa seja convenientemente recuperada. Caso
as microalgas livres sejam adicionadas no efluente a ser tratado, o problema
reside na forma de recuperacéo das células suspensas, a qual € dispendiosa e
pode representar até 30% dos custos totais de producdo. Atualmente, esse gasto
€ devido ao intenso consumo energético na etapa de colheita, caracterizada
geralmente pela centrifugacdo da biomassa, em funcdo do meio ser altamente
diluido, da necessidade de processar grandes volumes e do pequeno tamanho

das células.
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[030]. (v) similarmente ao descrito no item acima (iv), a problematica inerente a
recuperacdo da biomassa ocasiona perdas das células em suspenséo. Em geral,
adota-se 0 uso de sistemas de cultivo baseados em fotobiorreatores fechados
para solucionar esse inconveniente. Porém, a maioria dos equipamentos requer
maiores extensfes de area, enquanto a carga de trabalho e o0s custos
operacionais associados a sua manutencdo, desmontagem e limpeza sdo

substancialmente altos.

[031]. Os principais gargalos destacados acima podem ser melhorados ou
solucionados com a plataforma de tratamento de efluentes a partir de microalgas
imobilizadas em biopolimeros cultivadas em novos fotobiorreatores e suas

aplicacoes, objeto da presente invencao.

[032]. Portanto, de modo a resolver os problemas técnicos, um dos objetivos do
invento aqui revelado é fornecer um tipo de sistema que facilite a remoc¢éo das
microalgas do efluente por filtragdo simples, com a utilizacdo de peneiras e
crivos, permitindo minimizar o consumo energético, devido ao consideravel
tamanho das particulas (esferas de aproximadamente 5 mm) em relacdo as
células livres. Adicionalmente, a diminuicdo do volume dos fotobiorreatores,
gerando estacdes mais compactas e significativamente mais baratas, também é

uma dificuldade a ser superada.

[033]. Outro aspecto a ser solucionado com a esta patente consiste em aprimorar
as caracteristicas intrinsecas das microalgas, conferindo-lhes melhor resisténcia
a contaminacdes e variacdes de temperaturas, aumentar a capacidade de
remocdo de compostos nitrogenados, fosfatados, compostos organicos
dissolvidos e também metais pesados, bem como eliminar a formacgéo de lodo e

qualquer outro tipo de material residual.

[034]. Em adicdo, apos tratarem o efluente, € possivel ter diversas aplicacdes
para as esferas contendo as microalgas. Elas podem ser recuperadas e
reutilizadas no processo e/ou novamente imobilizadas, servindo como matéria-
prima para o processamento de biocombustiveis, essencialmente biodiesel,

aditivos para formulagdes de ragcédo animal e uso como biofertilizante agricola.

[035]. A invencédo aqui descrita € passivel de ser explorada industrialmente, pois
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foi elaborada para atender a demanda de obter um processo de biorremediagéo
através da técnica de imobilizacdo celular, servindo um instrumento propulsor
para o desenvolvimento sustentavel. Nesta patente conseguiu-se unir as
vantagens da aplicabilidade de novos fotobiorreatores em qualquer sistema de
tratamento de efluentes com a exploracdo comercial dos produtos formados.

[036]. Em suma, a novidade reside nas solucdes tecnoldgicas que permitem
aumentar facilmente o processo de cultivo, sua operacdo e manutencao,
podendo ser implementado em novas instalacdes ou adaptado a processos ja

existentes.

[037]. Para tornar os objetos, solucbes técnicas, novidades e vantagens da
presente patente mais aparentes, a invencao € ainda descrita em detalhes com

referéncia as modalidades a seguir.

4. Descrigcao detalhada da Invengao

[038]. As caracteristicas da plataforma de tratamento de efluentes a partir
de microalgas imobilizadas, fotobiorreatores e produtos, objeto da presente

invencao, serdo perceptiveis a partir da descricdo minuciosa que se fara a seqguir.

[039]. O presente bioprocesso possibilita diferentes cultivos de microalgas
(fotoautotréfico, fotoheterotrofico, heterotréfico e mixotréfico), e em diversos

modos de operacédo (batelada, batelada alimentada e continuo).

[040]. O processo aqui revelado ocorre por meio das etapas de: (i) imobilizacao
celular; (ii) projeto de fotobiorreatores especificos; (iii) tratamento de aguas

residuarias; e (iv produtos obtidos e seus usos.

7

[041]. (i) Em um aspecto detalhado, a imobilizacdo é realizada pelo
meétodo de gelificacdo ionotrépica. A partir de um cultivo de microalgas livres pré-
existente no estado estacionario, € entdo realizada a floculacdo, decantagédo ou
centrifugacdo das mesmas, e entdo ressuspendidas com &agua deionizada,
destilada ou ultrapura, em um volume de até o maximo duas vezes do volume
original. Apés a ressuspensao, é entdo adicionado 0,8-3% do agente gelificante
(alginatos, quitosana, agarose, celulose ou carragena) a solucdo de microalgas,

a qual deve ser gotejada em um meio catidbnico como, por exemplo, contendo
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ions Ca* ou Na*. Apdés esse processo, as microalgas estdo imobilizadas na
matriz escolhida, envoltas por uma membrana gelatinosa, em formato de

esferas.

[042]. Uma vez que h& a formacdo das esferas contendo as microalgas
aprisionadas, as mesmas podem ser revestidas por uma camada de
nanoparticulas poliméricas (nanoquitosana, nanocelulose e nanocarragena). As
esferas sdo banhadas com uma solucédo de polimeros naturais dissolvidos em
1-3% de &cido acético, submetidas a agitacdo continua por 0,5 a 1 h. Depois do
tempo decorrido, as esferas sdo colocadas em uma solugéao de heptamolibdato
de amdnio, em torno de 2 g L1, e entdo lavadas para a remocédo de compostos

residuais.

[043]. (i) Apbs o processo de imobilizacdo celular, o cultivo é realizado
em fotobiorreatores especificos. Os sistemas consistem em unidades basicas de
producdo de microalgas, projetadas para aumentar facilmente o processo de
cultivo, sua operacdo e manutencédo. Os fotobiorreatores ora propostos sao
passiveis de varidveis construtivas, ou seja, pode-se alterar os seus formatos

(geometrias) de acordo com a sua aplicacao.

[044]. O fotobiorreator hibrido (terra/agua), um dos equipamentos do
invento, inclui 4 unidades principais, conforme apresentado na Figura 2. Em uma
perspectiva detalhada, o referido sistema compreende basicamente os seguintes
componentes: dois modulos 1A e 1B (0,3 x 1,5 x 2,2 m), construidos em material
plastico arranjados horizontalmente, formando as superficies inferior e superior,
seladas entre si; um maodulo constituido de uma unidade air-lift (1 x 1 x 1 m),
com volume util variando entre 500 a 1000 L; e uma zona desgaseificadora com
tubos transparentes verticais de PVC (0,3 x 3 m), na qual uma delas recebe a
alimentacao de ar (riser) e outra ndo (downcorner). O filme plastico é fabricado
a partir de folhas de polietileno transparente de baixo custo com 0,15 mm de

espessura.

[045]. Conforme indicado na Figura 2, 1A (terrestre) e 1B (flutuante)
detalham os mddulos utilizados em lagos e corpos d’agua. O sistema com

camada transparente superior permite o aproveitamento luminoso e com baixa

98



necessidade de estruturas de sustentacéo ou suporte. Cada um dos médulos “2”
(Figura 2) foi dimensionado para atender até 20 médulos 1A ou 20 médulos 1B,
totalizando uma area de cultivo de 21 m3. Como os modulos sao acoplados entre
si, o sistema é notavelmente versétil, permitindo a producdo de inoculo e
posterior producdo utilizando o mesmo conjunto funcional. Destaca-se o
contraste deste sistema de cultivo fechado aos equipamentos com tubos
transparentes ou painéis que demandam estruturas de sustentacdo, implicando
em custos elevados. O principal diferencial deste fotobiorreator consiste na
modularidade do sistema e da flexibilidade de aplicagdo em qualquer terreno,
bem como sobre lagos ou reservatorios de efluentes. Ao utilizar reservatérios
como suporte para os médulos, o sistema faz um bom uso de area ja disponivel

sem custos adicionais e grandes obras civis para estruturas de sustentacao.

[046]. No caso do fotobiorreator de cartuchos modulares (Figuras 4 e 5),
outro equipamento do presente invento, o sistema prové tubos de PVC para as
conexdes e PVC cristal para os tubos que comportam as microalgas, de modo a
evitar interferéncias na incidéncia de luz e facilitar o mecanismo fotossintético
das células microalgais. Como alternativa de construcéo, pode-se utilizar tubos
de aco ou de acrilico, dando-se preferéncia para o ultimo devido a evitar a
oxidacdo de materiais metalicos que podem interferir no processo de tratamento.
O didmetro da tubulacdo de entrada na bomba € dn 100 (dn = didmetro nominal),
equivalente a 100 mm; e na linha de saida de bombeamento até os cotovelos é
dn 50. As valvulas séo utilizadas para o controle do fluxo de efluente, permitindo
gue o sistema de tratamento do efluente possa ser realizado de modo continuo.
Nos tubos ascendentes ocorre uma reducéo do diametro da tubulacédo, dn 40.
Apbés os tubos de tratamento, retorna-se ao diametro original (dn 50)

encaminhando em sentido a saida do sistema.

[047]. O volume de tratamento de um tubo, considerando o diametro da
tubulacdo e seu comprimento de 2 metros equivale ao tratamento de
aproximadamente 2,5 L, assim o volume total de tratamento para a configuracao
piloto é de 30 L. O sistema pode ser aumentado ou diminuido considerando uma
nova disposicéao de feixe de tubos, desde que seja determinada uma nova bomba

gue suporte o funcionamento do sistema.
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[048]. O bombeamento foi representado pela utilizagdo de uma bomba
centrifuga, porém este equipamento pode ser substituido por uma bomba
diafragma ou de deslocamento positivo. Como ndo havera a passagem das
microalgas ou esferas imobilizadas pelo sistema de bombeamento, ndo hé
possibilidade de perda de biomassa devido ao sistema de bombeamento, assim

aumentando o espectro de escolha de possiveis bombas a serem utilizadas.

[049]. Apesar de as microalgas estarem imobilizadas ainda poderia
ocorrer a passagem de esferas ao longo da tubulacéo, para evitar esse problema
foram equipadas valvulas tanto na parte superior quanto na inferior, que
possuem um sistema de filtragem por malha metélica furada. Esse sistema evita
sujeiras decorrentes do processo de tratamento primario e impede que esferas

passem para a saida do sistema.

[050]. (iii) Normalmente, os cultivos de microalgas imobilizadas possuem
por objetivo a producéo de biomassa, compostos energéticos ou tratamento de
efluentes. A taxa de crescimento das microalgas imobilizadas € menor, quando
comparada as microalgas livres, porém, as microalgas imobilizadas
permanecem mais tempo em crescimento exponencial e demoram a atingir o
platd (fase estacionaria), assim possuindo uma maior capacidade

biorremediadora.

[051]. O sistema proposto faz parte de um tratamento secundario de
efluente, o qual ndo visa substituir os métodos convencionais de tratamento, e
sim complementa-los. O tratamento pode ser realizado em batelada, batelada
alimentada ou continuo. Os reatores de leito fixo ou fluidizado s&o ideais para o
tratamento de efluentes utilizando microalgas imobilizadas; basicamente, é
constituido de uma coluna vertical de seccéo circular, onde as microalgas séo
contidas. Assim, o efluente é bombeado para dentro do fotobiorreator, tratado
pelas microalgas e retirados pela extremidade oposta. Os principais compostos
a serem biorremediados pelas microalgas no tratamento de efluentes sdo os
derivados de nitrogénio e fésforo. Dependendo do modo de operacao, é possivel

alcancar mais de 90% de remocao desses nutrientes.

[052]. (iv) Apés a utilizagdo no sistema de tratamentos de efluentes, as
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esferas de microalgas néo sdo consideradas como um residuo, e sim como um
subproduto que serve como matéria-prima para outros processos. As microalgas
imobilizadas podem ser consideradas como fontes de acidos graxos e
hidrocarbonetos para producdo de biocombustiveis, como o biodiesel de
microalga. Como as microalgas também s&o oOtimas fontes de proteinas, as
esferas também podem ser empregadas como aditivos na alimentacdo de
animais, ou utilizadas na formulacéo de racéo animal. Contudo, como as esferas
sdo constituidas de biopolimeros, logo sdo biodegradaveis, e podem ser
destinadas para o setor da agroindustria como biofertilizantes, fornecendo
nitrogénio e indutores de crescimento para as plantas, resultando em culturas

com maior produtividade sem danos ambientais.

5. Exemplos

[053]. Um exemplo de realizacdo da presente invencao direcionada para
o tratamento de aguas residudrias a partir de microalgas imobilizadas consiste

nas etapas de:

1) selecéo e adaptacédo da microalga as condi¢cdes operacionais do sistema de

pH, temperatura, intensidade luminosa e agitacdo por aeracéo de ar comprimido;

2) cultivo prévio da espécie em meio sintético CHU e posterior imobilizacédo para

0 aprisionamento das células;

3) insercdo das esferas geradas na etapa 2 no fotobiorreator juntamente com o

meio de cultura liquido/efluente.

4) recuperacao das esferas de microalgas cultivadas em efluente e destinacéo

comercial.

[054]. Em um aspecto particular, a cultura estoque da microalga
Tetradesmus obliquus foi mantida e propagada em meio sintético CHU, nas
condicGes de 22°C, aeracdo com vazao volumétrica de 1 L min-, iluminacéo de
1 klux e pH ajustado para aproximadamente 7,0-8,0. O inoculo inicial foi cultivado
por 15 dias em meio fotoautotrofico. A microalga foi monitorada a cada 24 horas
a partir da contagem do numero de células e determinagédo de biomassa seca

pelo método gravimétrico, 0 que permitiu estabelecer a curva de crescimento
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durante os ensaios.

[055]. O método de imobilizacédo é utilizado apds o cultivo prévio, onde
160 ml do volume do meio contendo as microalgas foi coletado para
centrifugacéo e ressuspensao em um volume de 200 ml, e posteriormente
misturado em uma solucgéo estéril contendo 1 g de alginato de sodio. Tal mistura
foi injetada em uma bureta para ser gotejada em uma solucéo contendo cloreto
de célcio (CaCl,) 0,4 M, sob agitacdo constante (200 rpm) com o auxilio de um
agitador magnético para estabilizar os granulos. As esferas foram formadas
imediatamente e, logo apods, revestidas com uma solucdo adicional de
nanoparticulas de quitosana. A quitosana foi modificada por meio da gelificacédo
ibnica com heptamolibdato de aménia; 5 g de quitosana foram dissolvidas em
uma solucédo de 2% de acido acético. As esferas foram banhadas com a solucao
sob agitacdo uniforme por 30 minutos de modo a fortalecer e estabilizar os
granulos. Apos o tempo decorrido, as esferas foram brevemente inseridas em
uma solucdo de heptamolibdato de amoénia a 2 g L, e logo lavadas para a
remocao do excesso do composto. Finalmente, formaram-se as esferas com

tamanho de aproximadamente 3 a 5 mm.

[056]. Em uma forma de realizacdo da invencao, as esferas de microalgas
imobilizadas sdo inoculadas no fotobiorreator da etapa 3, caracterizado pelo
sistema hibrido (terra-agua) ou pelo cartucho modular, equipamentos do

presente invento.

[057]. Em uma modalidade da invencédo, o meio de cultura compreende o

efluente oriundo da suinocultura, rico em compostos nitrogenados e fosfatados.

[058]. Em uma modalidade da presente invencéao, finalizada a etapa do
tratamento do efluente, as esferas contendo microalgas imobilizadas sé&o
destinadas para usos na agricultura, como biofertilizantes. As esferas sao
enterradas na base das plantas, liberando gradativamente nutrientes e indutores,

promovendo o crescimento e uma melhor produtividade dos cultivares.

[059]. A titulo de exemplificagdo, um evento real do presente invento pode
ser descrito através da Figura 1, que representa a microalga Tetradesmus

obliguus imobilizada em alginato de sodio crescendo sob condicdes
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fotoautotréficas em fotobiorreator experimental.

[060]. A descricdo acima €é apenas uma das modalidades de
concretizacdo da presente invencao e 0 seu escopo técnico ndo pode de forma
alguma estar circunscrito a mesma. Quaisquer caracteristicas particulares, bem
como outras formas de realizagdo nela introduzidas, incluindo alteragcbes ou
substituicbes, serdo evidenciadas a partir de praticas e especificacbes do
bioprocesso aqui revelado. Pretende-se, portanto, que o exemplo descrito seja
considerado meramente como objeto para facilitar a compreenséo, tendo em

vista que o real escopo da presente invencao é indicado pelas reivindicagoes.

6. Reivindicacdes

1) FOTOBIORREATOR DE MICROALGAS LIVRES E/OU
IMOBILIZADAS caracterizado por possuir 0s seguintes componentes:

a) Materiais transparentes compreendendo vidro, polimeros reforcados ou
nao, a base de polietileno, poliestireno, polipropileno, policarbonato, PVC, PTFE,
PET, PETG, poli &cido latico e acrilico;

b) Instrumentacédo e controle de liquidos e gases através de valvula do
tipo gaveta, globo, pistdo, agulha, esfera, diafragma e/ou valvula de fundo;

c) AcessoOrios de bombeamento ou transferéncia de efluente
compreenderem bombas centrifugas, de deslocamento positivo, axiais,
heliocentrifugas e/ou volumétricas rotativas;

d) Modo de operacédo descontinua, semi-continua, com ou sem reciclo de
microalgas e/ou efluentes, em escala laboratorial, piloto e industrial;

e) Unidades e/ou subunidades para cultivo e armazenamento de
microalgas livres e/ou imobilizadas, definidas como médulos, compreendendo

geometrias retangulares, redondas e/ou cilindricas.

2) FOTOBIORREATOR HIBRIDO MODULAR, de acordo com a
reivindicacéo 1, caracterizado por possuir 0s seguintes componentes adicionais
aos componentes da reivindicagao 1:

a) Air-lift ou leito fluidizado acoplado a modulos flutuantes ou terrestres,
construidos em material plastico;

b) Mddulos flutuantes constituidos de filme plastico selado e transparente,
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dispensando suportes ou sistemas de sustentagao;
c) Zona desgaseificadora (degasser) compreendendo tubos

transparentes verticais para a alimentacao e remocao de ar.

3) FOTOBIORREATOR BASEADO EM CARTUCHOS MODULARES, de
acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado por possuir 0s seguintes
componentes adicionais aos componentes da reivindicacao 1:

a) Cartuchos compreendendo modulos de fotobiorreator do tipo leito fixo
ou fluidizado, dispostos em serie ou paralelo, de fluxo ascendente ou
descendente;

b) Malha de aco para retencdo de microalgas imobilizadas dentro dos
madulos;

¢) Mdédulo constituido de uma coluna vertical de seccéo circular;

d) Valvula de amostragem para microalgas imobilizadas;

e) Escalonamento do reator em funcdo do numero e disposicdo dos

cartuchos.

4) PROCESSO DE TRATAMENTO DE EFLUENTES A PARTIR DE
MICROALGAS LIVRES OU IMOBILIZADAS caracterizado por conter as
seguintes etapas:

a) Cultivo de microalgas fotoautotréfico, fotoheterotrofico, heterotréfico
e/ou mixotrofico, preferencialmente da microalga Tetradesmus obliquus e dos
seguintes géneros: Tetradesmus sp., Scenedesmus sp., Chlorella sp., Spirulina
sp., Anabaena sp., Skeletonema sp., Chaetoceros sp., Anacystis sp., Euglena
sp., Crypthecodinium sp., Haematococcus pluialis, Dunaliella sp.,
Chlamydomonas sp., Rhodella, Tetraedrom, Trichodesmium, Isochrysis galbana,
Tetraselmis sp., Oscillatoria sp., Nostoc muscorum, Synechococcus,
Botryococcus braunii, bem como outros géneros e espécies de microalgas e
cianobactérias, combinacdes e/ou consorcios de espécies de microalgas e
bactérias;

b) Imobilizacdo de microalgas a partir de biomassa seca de microalgas,
biomassa Umida e/ou cultivo de microalgas, com ou sem suporte, por técnicas

de adsorcdo, auto-imobilizagdo, imobilizagdo na matriz ou encapsulamento,
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utilizando polimeros e/ou biopolimeros, incluindo PHB, PHA, PHV, PHB-HV,
carragena, alginato, quitosana, celulose e agar, para formacéo e uso de esferas,
microesferas, capsulas e microcapsulas;

c) Tratamento de efluentes em fotobiorreator hibrido (terra-agua) e/ou
cartuchos modulares, como sistema de tratamento secundario e/ou terciario de
aguas residuarias agricolas, industriais, domesticas e de processamento de
aves, suinos e/ou peixe;

d) Colheita de microalgas livres ou imobilizadas obtidas apés o tratamento
de efluentes, caracterizadas como produto ou subproduto do processo.

5) USO DAS MICROALGAS LIVRES E/OU IMOBILIZADAS, de acordo
com a reivindicagao 4, caracterizado pela aplicagdo em:

a) Racbes animais, como biocombustiveis, biofertilizantes, cosméticos,
alimentacdo humana e quimica fina;

b) Produtos de biorrefinaria de microalga, tais como proteinas,
aminoacidos, 6leos e &cidos graxos, carboidratos e exopolissacarideos,
pigmentos, minerais e acidos nucléicos;

¢) Modificacdo dos produtos ou subprodutos por técnicas de spraydryer,

liofilizacao e cristalizacao.
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