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Prefacio

As “microalgas” sdo a resposta, ndo importa a pergunta? Estes
promissores microrganismos podem abordar consideravelmente o nexo agua-
energia-alimento nos proximos anos. Seu cultivo associado a reciclagem de
nutrientes e materiais representa uma oportunidade substancial como parte de
um sistema chamado de "bioeconomia circular".

Devido a sua diversidade evolutiva, as microalgas sdo uma fonte
emergente e sustentavel uma ampla variedade de compostos para muitas
aplicacdes, 0 que as tornam seres atrativos para a bioprospeccédo de novos
insumos, que variam desde usos na alimentacdo humana, racdo animal,
cosmeéticos, farmacos, biofertilizantes, quimicos, até a producéao de energia. Na
atualidade, estes microrganismos vém sendo explorados visando a manufatura
de commodities, além de produtos de alto valor agregado, como proteinas, 0leos,
polissacarideos, acidos graxos, pigmentos e outros compostos bioativos. Em
termos de biorremediacdo, as microalgas tém um papel importante a
desempenhar, particularmente no tratamento de aguas residuais e gases de
efeito estufa.

Todas essas possibilidades ocorrem porque seus rendimentos por area
podem ser de uma magnitude superior em comparacdo a outras culturas,
enguanto seu cultivo ndo compete com terras agriculturaveis para a producéo de
alimentos ou biocombustiveis e recursos de dgua doce. Dado o notavel potencial
das microalgas, por que néo estao presentes em nossa vida cotidiana?

Acontece que ainda existem muitos desafios a serem superados no
cultivo, colheita e processamento de sua biomassa. Alguns deles incluem o
aumento da produtividade, secagem e extracdo com eficiéncia energética,
escalonamento, aceitacdo social e aspectos regulatérios. O caminho a frente
pode até ser longo, mas se essas questdes forem consideradas em conjunto,
podem representar etapas significativamente avancadas.

Portanto, é oportuno fornecer informacdes para abordar os entraves que
atualmente dificultam a industria de microalgas de se tornar competitiva no
mercado global. Diante desse contexto, o presente livro compreende 10
capitulos que apresentam aos leitores topicos relevantes sobre as potenciais

aplicacoes e desafios das microalgas.
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Resumo

O interesse em novas tecnologias que viabilizem a producdo de biomassa de
microalgas tem ganhado espago no meio académico e industrial, sobretudo
devido as inumeras possibilidades de exploracdo dessa matéria prima. O reflexo
da crescente atencdo direcionada as microalgas é o surgimento de um novo
nicho biotecnoldgico, que tem como um dos principais desafios o escalonamento
da producao de biomassa, ao mesmo tempo em que amplia as possibilidades de
exploracdo desses microrganismos. Dentre os principais desafios encontrados
na producdo de microalgas em larga escala € possivel destacar os custos de
desenvolvimento, construcdo e operacao de fotobiorreatores; o volume de agua
empregada nos cultivos; o suprimento de aeragdo com ou sem suplementacéo
de COz2; a formulacdo de meio de cultura com todos 0s nutrientes necessarios; e
0s processos de recuperacdo da biomassa produzida. Associadas aos desafios
do escalonamento, surgem oportunidades de novos processos a serem
explorados, como o tratamento de emissfes e efluentes, que permitem a
reducdo dos custos associados ao consumo de agua e suplementacdo do meio
com fontes de carbono e outros nutrientes. Entender esses desafios e
oportunidades permite delinear estratégias mais efetivas para producdo de
biomassa microalgal em escala industrial. Neste capitulo, apresenta-se
brevemente uma revisdo sobre o0s principais desafios e oportunidades
encontrados nos cultivos de microalgas em larga escala.

Palavras-chave: Biomassa, efluentes, emissoes, escalonamento,

fotobiorreatores, microalgas.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
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1. Introducéo

O interesse em novas tecnologias que viabilizem a producdo de
biomassa de microalgas tem ganhado espac¢o no meio académico e industrial na
altima década, sobretudo devido as inuUmeras possibilidades de exploracao
dessa matéria-prima, quer seja para geracdo de biocombustiveis como o
biodiesel, o etanol ou mesmo o hidrogénio, ou ainda pela composicao da
biomassa rica em proteinas, pigmentos e moléculas de interesse para as areas
de nutricdo humana, suplementacdo animal e variados usos biotecnoldgicos.
Além de sua utilizacdo para fins comerciais, os cultivos de microalgas séo
reconhecidos como importantes ferramentas para o estudo de diversos
fenbmenos ecoldgicos, fisiologicos, bioquimicos e genéticos, sendo
fundamentais para obtencdo de informac&o relacionada a ciéncia basica e
estudo destes microrganismos (HLAVOVA; TUROCZY; BISOVA, 2015).

Pesquisas com microalgas tém sido desenvolvidas para diferentes
aplicagbes comerciais. Como microrganismos fotossintetizantes, as microalgas
contém pigmentos que podem ser usados para fins alimentares e cosméticos,
podem ainda ser usadas na industria farmacéutica, uma vez que algumas
espécies produzem compostos bioativos, tais como os antioxidantes. Além
disso, a biomassa das microalgas € empregada como suplemento nutricional
para 0 consumo humano, devido a presenca de proteinas, vitaminas,
polissacarideos, acidos graxos poli-insaturados dentre outros nutrientes
(DOLGANYUK et al., 2020).

O reflexo da crescente atencdo direcionada as microalgas é o
surgimento de um novo nicho tecnoldgico que possui, como uma das maiores
potencialidades a ser explorada, a possibilidade de integracdo entre sistemas de
cultivo para produgéo de biomassa e o tratamento de emissdes diversas, com a
principal vantagem de aumentar a produtividade dos sistemas, aliada ao aspecto
ambiental da reducdo de poluentes na atmosfera, como o dioxido de carbono
(CO2) e os oxidos de nitrogénio (NOx). Como seres fotossintetizantes, as
microalgas possuem a capacidade de converter biologicamente o CO2 presente
em emissdes diversas em biomassa, apresentando como resultado desse
processo a producao de oxigénio (0O2) (MEHARIYA et al., 2021).

Apesar do desenvolvimento de novas tecnologias para producéo de

biomassa de microalgas os cultivos ainda esbarram em limitagdes tecnoldgicas,
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especialmente relacionadas a manutencédo e viabilidade das condi¢cdes da
cultura. A interacdo entre fatores fisicos, quimicos e biolégicos influencia
diretamente no cultivo de microalgas, podendo promover ou inibir seu
crescimento. Os fatores biologicos estdo associados ao metabolismo celular e a
presenca de contaminantes no sistema, enquanto os fatores fisicos e quimicos
estdo relacionados aos efeitos provocados pela luz, temperatura, pH e
disponibilidade de fontes de carbono e outros nutrientes (MORENO-GARCIA et
al., 2017).

Compreender as especificidades dos cultivos de microalgas em larga escala
permite contornar os desafios e identificar as oportunidades dessa tecnologia,
tais como o0 uso da biomassa para obtenc&o de bioprodutos e a integracao de
diferentes processos dentro do conceito de biorrefinaria. O objetivo deste
capitulo é trazer as principais atualizacdes da literatura sobre cultivos em larga
escala, bem como a importancia da biorrefinaria que permite associar a alta
produtividade de compostos de interesse comercial com o tratamento de

emissoes e efluentes.

2. Sistemas de cultivo de microalgas em larga escala

Os cultivos de microalgas séo comumente realizados de duas maneiras:
sistemas abertos, tais como tanques ou lagoas, ou ainda em sistemas fechados
como fotobiorreatores (ASSUNCAO e MALCATA, 2020). De modo geral, a
utilizacdo de fotobiorreatores para o cultivo de microalgas possui algumas
vantagens, dentre as quais é possivel destacar o maior controle das condi¢ées,
uma vez que o sistema é fechado e ndo ha contato com o ambiente externo,
reduzindo a probabilidade de contaminacdo por organismos diferentes dos
cultivados e a reducdo da perda excessiva por evaporagdo, o que é agravado
em dias quentes e secos nos cultivos abertos (XIAOGANG et al., 2020).
Fotobiorreatores possuem ainda elevada eficiéncia na produgédo de biomassa
guando utilizada inje¢ao de CO2 no meio, potencializando a multiplicacao celular.
O avanco da produgéo industrial associada com exploracdo do potencial das
microalgas passa pelo desenvolvimento de sistemas de cultivo que sejam
capazes reunir estas caracteristicas. Ademais, a necessidade de
desenvolvimento também se faz presente no setor académico, uma vez que o

aprimoramento de sistemas de cultivo em larga escala permite a realizagéo de
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estudos que aproximem a realidade da bancada com a industrial, favorecendo
assim o escalonamento dos processos investigados.

Tanques abertos que simulam o habitat natural das microalgas sé&o os
mais utilizados devido ao baixo custo de construcdo e manutencdo. Trés
principais modelos tém sido usados na producdo em larga escala, os tanques de
corrida, as lagoas circulares e os tanques inclinados (BOROWITZKA, 1999). O
gasto com a construcao dos tanques de corrida é relativamente baixo, ja que o
sistema consiste numa vala rasa escavada no chao revestido com plastico,
sendo que a agitacdo é promovida por longas pas (Figura 1). O nivel da agua
deve estar entre 15 cm e 50 cm, valores inferiores ou superiores podem
prejudicar o fluxo e diminuir a turbuléncia. Nesse sistema, o0 baixo nivel de adgua
requer grandes areas para cultivo, com cerca de 150 L m>2, além disso a
concentracdo celular dificilmente ultrapassa 600 mgL?, facilitando
contamina¢des e aumentando o custo de coleta da biomassa. Outro problema é
a perda excessiva por evaporacdo, que é agravada em dias quentes e secos
(TREDICI, 2004).

Figura 1. Sistemas abertos para cultivo de microalgas. Fonte: Imagem superior
esquerda: Cyanotech Corp. https:/upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/18/AerialCyanotechW.jpg.
Imagem superior direita: JanB46. https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8a/

Microalgenkwekerij te Heure bij Borculo.jpg. Imagem inferior: Ivan Castilho.
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5a/Algal open pond_design.jpg.



https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/18/AerialCyanotechW.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8a/%20Microalgenkwekerij_te_Heure_bij_Borculo.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8a/%20Microalgenkwekerij_te_Heure_bij_Borculo.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5a/Algal_open_pond_design.jpg
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Os sistemas abertos também podem ser definidos como
fotobiorreatores, uma vez que S&o0 reatores em que oOrganismos
fotossintetizantes crescem e realizam suas reacdes biolégicas, no entanto, o
termo fotobiorreator € comumente empregado para designar os sistemas
fechados. Estes podem ser definidos como sistemas de cultura para organismos
autotroficos, no qual a luz incide indiretamente sobre a superficie da cultura,
passando previamente através de uma superficie translucida. Sendo assim,
fotobiorreatores limitam a troca direta de gases com o meio externo, reduzindo
contaminacgdes entre o cultivo celular e a atmosfera (TREDICI, 2004). Além
disso, fotobiorreatores ocupam uma area muito menor quando comparados aos
sistemas abertos, podendo ser instalado em areas urbanas ou solos improprios

para a agricultura. A Figura 2 apresenta trés diferentes fotobiorreatores.

Figura 2. Modelos de fotobiorreatores para cultivo de microalgas. Fonte: Imagem
da esquerda e inferior direita acervo da (NPDEAS). Imagem superior direita: IGV
Biotech. https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/ba/Photobioreactor PBR 4000 G IGV_Biotech.jpg.

Apesar de apresentar melhor controle das condi¢cdes de cultivo, os
fotobiorreatores s&o financeiramente mais onerosos, demandando maior
investimento tecnolégico no desenvolvimento de novos arranjos estruturais,
materiais construtivos e controle das operacdes (CHISTI, 2013; GOMEZ-PEREZ
et al., 2015). Dessa maneira, a viabilidade dos cultivos em escala necessita estar
associada a exploracdo dos potenciais usos dessa tecnologia, em suas

diferentes perspectivas.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/ba/Photobioreactor_%20PBR_4000_G_IGV_Biotech.jpg
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3. Desafios da producéo em escala

A interacdo entre fatores fisicos, quimicos e biologicos influencia
diretamente no cultivo de microalgas, podendo promover ou inibir seu
crescimento. Os fatores biologicos estdo associados ao metabolismo celular e a
presenca de contaminantes no sistema, enquanto os fatores fisicos e quimicos
estdo relacionados aos efeitos provocados pela luz, temperatura, pH e
disponibilidade de fontes de carbono e nutrientes (RAVEN, 1990; RICHMOND,
2004; TAIZ; ZEIGER, 2006; DERNER et al., 2006).

3.1. Fatores fisicos e quimicos: Luz, temperatura, fonte de carbono e
aeracao

Dentre os fatores fisicos, talvez o mais importante em cultivos
fotoautotréficos seja a iluminacdo, uma vez que a intensidade luminosa esta
diretamente relacionada a etapa fotoquimica da fotossintese, quando ocorre a
absorcado da luz através de pigmentos como a clorofila, sintese de trifosfato de
adenosina (ATP) e a fotélise da agua (EBERHARD; FINAZZI; WOLLMAN, 2008).
Microalgas séo seres fotossintetizantes, de modo que a presenca de luz é de
suma importancia para a manutencao do crescimento celular (GONCALVES;
SIMOES; PIRES, 2014). Diferentes intensidades luminosas podem promover a
producao de diferentes compostos de interesse. Por exemplo, altas intensidades
de luz podem induzir o acumulo de pigmentos, como o 3-caroteno em Dunaliella
salina e astaxantina em Haematococcus pluvialis. Entretanto, algumas espécies
podem nédo suportar altas intensidades, podendo sofrer com o fendmeno de
fotoinibicdo (LEVIN et al., 2021), um complexo conjunto de processos
moleculares, definidos como a inibicdo da fotossintese pelo excesso de luz.

Além da luminosidade, a temperatura possui grande importancia nos
cultivos de microalgas, uma vez que estas apresentam taxa maxima de
crescimento relacionada a uma determinada faixa de temperatura, variando de
acordo com a espécie e suas adaptacdes fisiologicas ao meio no qual vive
(NWOBA et al., 2019; RANGLOVA et al., 2019). De maneira geral, abaixo ou
acima destes valores ocorre reducéo na velocidade de crescimento, alteracdes
metabalicas, fisiologicas e/ou morte celular.

A temperatura ideal para os cultivos de microalgas, de modo geral, esta

entre 20°C e 24°C, embora possa variar em funcdo da espécie utilizada. Para
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algumas espécies a elevacdo da temperatura pode diminuir a quantidade de
acidos graxos insaturados enquanto aumenta a quantidade de &cidos graxos
saturados (THOMPSON; GUO; RENAUD, 2004;). Este fator pode contribuir para
a producéo de biodiesel de melhor qualidade, elevando o numero de cetano e
aumentando a estabilidade oxidativa do combustivel.

Cultivos em escala ocorrem, geralmente, em ambientes externos,
portanto, as microalgas experimentam diferentes quantidades de luz e
temperatura ao longo do ano. Padronizar os parametros de cultivos pode ser um
desafio dependendo da espécie utilizada, por esse motivo, a escolha da
microalga deve ser muito bem avaliada. Além disso, estratégias de cultivo e o
uso da engenharia pode auxiliar em cultivos em larga escala. Um dessas
estratégias é optar por espécies capazes de consumir carbono organico
exdgeno.

Embora microalgas sejam organismos fotossintetizantes, sendo
algumas delas autotrofas estritas, existem espécies capazes de crescer na total
auséncia de luz, desde que haja um substrato organico (CHEN; JOHNS, 1996).
Microalgas podem assimilar uma grande variedade de carbono organico, como
glucose, acetato e glicerol (LIANG, SARKANY; CUI, 2009; DEVI, SUBHASH;
MOHAN, 2012), frutose, lactose, galactose e manose (LIU et al.,, 2010) e
sacarose (CHENG et al., 2009). Entretanto, o uso de carbono organico pode
encarecer o processo, de modo que pesquisadores tém estudado diversos
residuos ricos em carbono organico para o uso em cultivos heterotroficos. Xu,
Miao e Wu (2006) utilizaram p6 de milho hidrolisado como fonte de carbono
organico e conseguiram 2 g-L* dia'! de biomassa seca e 932 mg L dia?! de
lipideos. Outros residuos tém sido testados, como bagaco da cana hidrolisado,
residuo doméstico (DEVI, SUBHASH; MOHAN, 2012), peixe processado
(QUEIROZ et al., 2013) e efluente de avicultura (LOWREY; YILDIZ, 2014).

Por ndo necessitar de luz, é possivel manter cultivos heterotréficos com
grandes volumes, consequentemente, o aumento de escala ocorre com maior
facilidade (LI; XU; WU, 2007). Por outro lado, alguns compostos de alto valor
agregado sao produzidos em maiores concentracdes apenas na presenca de
luz, por exemplo, os carotenoides. Nesse sentido, cultivo em condigédo
mixotréfica pode ser uma alternativa mais atraente. Cultivos mixotréficos

possuem a vantagem de utilizar eficientemente a luz disponivel, carbono
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inorganico (geralmente CO2) e carbono organico. Esse arranjo resulta em
maiores rendimentos de células por unidade de energia de entrada (YANG; HUA;
SHIMIZU, 2000).

Outro fator fisico relevante para a maxima geracdo de biomassa € a
aeracdo. Em cultivos densos ou em grandes volumes é necesséria a utilizacéo
de sistemas de aeracao que proporcionem o borbulhamento de ar ou mistura de
gases no interior dos cultivos. Esse processo de mistura do meio possibilita as
células melhor aproveitamento da luz, proporciona a homogeneizacdo de
nutrientes e favorece a troca gasosa, como consequéncia acaba por aumentar a
produtividade de biomassa (UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008). Um fator que
possui fundamental importancia para o crescimento das microalgas em cultivo é
a concentragdo de CO:2 injetado nos sistemas, sendo comumente empregado o
uso de fontes diversas para aumentar a producdo de biomassa (YANG et al.,
2017).

Na literatura cientifica sdo relatados resultados de producdo de
biomassa de microalgas do género Scenedesmus em cultivo autotréfico com
adicdo de CO2 em concentracdes variando entre 2 e 20%, alcancando resultados
de geracdo de biomassa significativamente superior ao uso do ar ambiente
(BASU et al., 2013; HUANG et al., 2020; RODAS-ZULUAGA et al., 2021). Além
de dados da utilizagéo de CO:2 puro aos cultivos, é possivel encontrar resultados
da adicdo de emissdes diversas, desde a utilizacdo de gases originarios da
combustdo de diesel, carvao ou residuos solidos (MAEDA et al., 1995; LEE et
al., 2002; WANG et al., 2008; JIANG et al., 2013; SINGH et al., 2019).

A utilizacdo de emissbes depende fortemente do projeto de
desenvolvimento dos fotobiorreatores para permitir que as microalgas facam o
uso eficaz das emissdes e iluminacdo sem comprometer a producdo de
biomassa (ZIMMERMAN et al., 2011; NWOBA et al, 2019). Ha diversos modelos
de fotobiorreatores, porém, os mais comuns encontrados na literatura séo trés:
tubular, tipo airlift e placa plana. Desses, os fotobiorreatores do tipo airlift sdo os
mais eficientes para mitigacdo do CO2, uma vez que a circulagcdo do cultivo é
promovida pela injecdo de gés na parte inferior do sistema (ZIMMERMAN et al.,
2011).

A producéo de biomassa em larga escala pode ser bastante desafiadora,

o alto custo dos nutrientes, assim como o0 volume de agua utilizado podem
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parecer proibitivos. Porém, a utilizacdo de efluentes e emissdes surgem como
alterativas que viabilizam o escalonamento de microalgas e tornam o0 processo
ainda mais sustentavel (YADAVALLI; HEGGERS, 2013; HALIM et al., 2016.

3.2. Fatores biologicos: Contaminacéo e formacéo de biofilme

Cultivos de microalgas em larga escala devem ser constantemente
monitorados quanto a contaminagdo. Mesmo em fotobiorreatores, os cultivos
estdo expostos a diferentes fontes de contaminagdo contendo microrganismos
indesejaveis. Contaminacfes podem ser vistas como algo muito problematico
para a producéo de biomassa e podem comprometer a obtencéo dos bioprodutos
desejados. De fato, alguns microrganismos afetam negativamente o crescimento
das microalgas, isso porque podem favorecer a formacdo de biofilmes
incrustantes e corrosivos (ZERIOUH et al., 2017). Em cultivo de microalgas, o
biofilme é formado nas paredes dos tubos ou das placas de fotobiorreatores, de
modo que impedem a passagem da luz (BELOHLAV et al., 2020). Ademais,
dependendo da espécie de microrganismo presente, pode haver a liberacdo de
compostos que reduzem o crescimento das microalgas (WANG et al., 2013).

O controle da pureza dos cultivos pode ser especialmente desafiador,
uma vez que a contaminagao por outros microrganismos pode ocorrer pelo ar
injetado no cultivo ou mesmo pela 4gua utilizada. As condicdes dos cultivos em
grande escala podem facilmente sair do controle (WANG et al., 2013). Para
sanar essa situacao, o uso de filtros na entrada de ar e agua pode ser bastante
atil. Esterilizar grandes volumes de agua seria muito custoso, assim, um filtro
capaz de reter microparticulas pode ser uma solucdo simples e relativamente
barata. Quando a formacdo de biofilme ocorre na presenca de algum
contaminante o resultado pode ser desastroso, apesar de algumas espécies de
microalgas serem capazes de aderir isoladamente em determinados substratos.

Algumas pesquisas tém estudado a viabilidade do uso de biofilmes para
acumulo de compostos de interesse biotecnoldgico e focado no desenvolvimento
de fotobiorreatores que facilitam a formacao e a raspagem do biofilme formado.
Tipo de substrato, pH, turbuléncia do liquido, espécie de microalga e presenca
de bactérias influenciam na adesé&o das células. Alguns desses fatores sdo mais
importantes na adesao inicial, como o substrato e a presenca de um filme de

bactérias, outros sdo mais importantes na manutencéo e aumento da espessura
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do biofilme, como o pH, a turbuléncia e o formato da célula de microalgas (WANG
et al., 2018).

Estudos mostram que a diferentes espécies de microalgas sédo capazes
de acumular maiores teores de carboidratos, proteinas, lipideos e pigmentos,
além de aumentar a taxa de consumo de nitrogénio e CO2 (HUANG et al., 2017;
PENG et al., 2020, SUN et al., 2020) quando cultivadas em sistemas com a
formacdo de biofilmes. Aprimorar esse método e associa-lo a obtengcdo de
produtos da biomassa de microalga imida pode ser um caminho que viabilize a

producao de biodiesel de microalgas.

3.3. Controle das condi¢des de cultivo e automacéao da producao

Como mencionado nos tépicos anteriores, o crescimento de microalgas
exige uma combinacdo de condicbes que envolve a manutencdo de pH, luz,
temperatura, nutrientes e controle da contaminacdo. Quando o objetivo é
aumentar producdo de biomassa e compostos de interesse biotecnolégico,
garantir alguns parametros pode ser bastante util e, em alguns casos, essencial.
Alguns fatores podem apenas reduzir a taxa de crescimento, porém outros
podem levar a morte abrupta de um cultivo, além disso, quanto maior o valor
biotecnolégico do composto, maior a exigéncia de se manter a qualidade e
exceléncia dos processos produtivos (LIANG et al., 2019). Dessa maneira, 0 Uso
de controladores pode ser necessario, principalmente, se o cultivo em questéo
exige maiores cuidados, dependendo da espécie, ou se ha uso de efluentes ou
injecao de emissoes.

Os principais controladores para cultivos de microalgas estédo
relacionados com a medicdo de pH, CO2 e Oz dissolvidos, intensidade luminosa,
temperatura, concentracao celular (BENAVIDES et al., 2015; BOROWIAK et al.,
2021). Ha ainda sensores mais especificos, como os de hidrogénio, utilizados
em cultivos de microalgas capazes de produzir esse gas em maiores volumes
(DIAS et al., 2019). Em sistemas de cultivo semicontinuo ou continuo, o uso de
controladores é de grande importancia na troca do meio de cultura para
manutencgao do crescimento celular constante.

Os sensores de pH possuem uma utilizacdo extra, pois a injecao de CO2
ocasiona a reducdo do pH do meio de cultivo. Quando as células estédo

consumindo dioxido de carbono, o pH aumenta, assim, um pHmetro pode avaliar
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indiretamente se a injecdo de CO:2 esta acima ou abaixo da capacidade do
consumo das microalgas. O acoplamento de um dosador de CO2 a um
controlado de pH possibilita o equilibrio entre o fornecimento de CO:2 para a
realizacdo da fotossintese enquanto mantém o pH estavel (ERBLAND et al.,
2020).

O crescimento celular € um parametro importante em cultivos de
microalgas e a producdo de biomassa em ambientes externos pode ser afetada
de diferentes maneiras. Tanto em cultivos em ambientes externos, como 0s
mantidos sob regime continuo, o uso de controladores pode proporcionar muitos
beneficios. Em cultivos continuos hé entrada de meio de cultura novo e saida de
meio contendo células de microalgas constantemente. Sob condi¢cfes de estado
estacionario, a concentracdo da biomassa deve ser controlada ajustando a taxa
de diluicdo (TANG et al., 2012). Altos ganhos de biomassa podem ser obtidos se
a taxa de crescimento se mantiver constante, assim o uso de sensores de
concentracdo celular automatizado é altamente desejavel, sendo que os mais
empregados sdo aqueles que utilizam técnicas ndo invasivas, como 0s que
medem absorbancia e fluorescéncia da célula.

Sensores que detectam a fluorescéncia celular sdo bastante uteis,
especialmente quando a espécie cultivada produz pigmentos de alto valor
agregado, embora ndo se limite a essa Unica funcdo, pois a analise da
fluorescéncia pode dar respostas em relacdo a fisiologia celular. A degradacéo
da clorofila €, geralmente, indicio de que o cultivo estd em condi¢cdes adversas.
A reversdo dessa situacao deve ser realizada logo no inicio da descoberta para
aumentar as chances de uma recuperacdo rapida. Marxen et al. (2005)
desenvolveram um sensor que mede a fluorescéncia da clorofila, no entanto, a
mediacdo da fluorescéncia de outros pigmentos, como astaxantina ou outro
carotenoide, pode ser empregado com a mesma finalidade.

Alguns sensores possuem alto custo de fabricacdo e manutencéo, assim
algumas pesquisas tém direcionado os esforcos para a elaboracdo de sensores
de baixo custo. Benavides et al. (2015) desenvolveram um sensor utilizando
LEDs (Light Emitting Diode) que mede a turbidez do meio. Para tanto, os autores
construiram uma caixa escura onde um tubo plastico transparente (para
passagem da cultura celular) era localizado entre sensor RGB (Red, Green,
Blue) e um espelho. O sensor utilizado nesse trabalho é capaz de detectar e
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gerar a luz RGB, de modo que a luz atravessa o cultivo, reflete no espelho e é
detectado pelo sensor. D’Agostin (2017) utilizou lampadas LED com pico de
emissao em 517 nm para medir a turbidez do meio a partir da luz transmitida.
Nesse estudo uma cubeta de acrilico, com 1 cm de caminho éptico, localizada
entre o LED e o sensor foi montado e revestido com material opaco para evitar
interferéncia da luz externa. Assim, a luz emitida atravessa a cubeta e 0 sensor
faz a leitura, quanto menor a quantidade de luz atravessando, maior é a
concentracéo celular.

A utilizacdo de sensores que medem a densidade Optica aprimora o
sistema de cultivo e producdo de compostos, aumentando a qualidade da
producdo em escala. No entanto, alguns fatores devem ser levados em
consideracdo. Os equipamentos devem ser muito bem calibrados, pois algumas
organelas celulares podem influenciar na leitura, além disso, a composicéo
celular pode mudar com o tempo. Desta maneira, associar mais de uma medida
de acompanhamento pode diminuir erros (NEDBAL et al., 2008). Em funcao da
versatilidade da utilizacdo de sensores para acompanhamento e controle dos
cultivos, a associacdo de sensores com diferentes finalidades pode ser uma
alternativa mais atraente, com o uso combinado de sensores de densidade
6ptica com sensores de Oz e CO2 (CERVENY et al., 2009).

3.4. Recuperacéao da biomassa

Um dos maiores custos na producéo de microalgas refere-se a coleta da
biomassa. Cultivos de microalgas séo relativamente diluidos, de modo que
grandes volumes precisam ser manipulados para recuperacdo da biomassa
(GRIMA et al., 2003). Os principais mecanismos de separacdo de biomassa
empregados sao a floculacao, a filtracéo, a flotagédo, a centrifugacdo, ou ainda a
utilizacdo de duas ou mais técnicas combinadas. A técnica empregada para a
coleta depende das caracteristicas das células de microalgas, como forma e
tamanho, densidade do cultivo, da aplicacdo da biomassa (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Os processos de centrifugacdo e eletro flotacdo apresentam elevada
eficiéncia, embora o elevado consumo energético reduza sua viabilidade; por
outro lado, a filtragdo possui baixo custo financeiro, mas necessita de trabalho

bracal constante para troca de filtros e demanda mais tempo de trabalho



20

individual; por fim, a floculacéo é um processo de baixo custo energético, embora
a escolha do agente floculante deva ser observada com cautela, a fim de reduzir
custos operacionais elevados (UDUMAN; QI; DANQUAH, 2010; CHEN et al.,
2011). De todas essas técnicas, a que apresenta menor custo € a floculagéo, e
consiste na adicdo de compostos capazes de promover a agregacao das células
em suspenséao, aumentando sua densidade e favorecendo a decantagao, com a
consequente concentracao da biomassa.

Varios agentes quimicos tém sido utilizados para essa finalidade,
incluindo os sais de metais de cations polivalentes como Al2(S0a)3, Fe2(S0a)3, e
FeCls; e os coagulantes naturais de origem vegetal e animal, como a quitosana
e 0s taninos, que sao polimeros policatidbnicos naturais e biodegradaveis de
ampla aplicabilidade industrial (SELESU et al., 2016). As vantagens da utilizag&o
de agentes floculantes organicos consiste em ndo ocasionarem a contaminacao
da biomassa impossibilitando sua utilizacdo e de seus compostos, além de
possui um apelo ambiental em funcao da disposicao final dos residuos gerados

NO Processo.

4. Oportunidades da producao em escala

A producdo de microalgas em larga escala enfrenta algumas
dificuldades, como producéo de indculo, alto custo e, em caso de cultivos em
ambientes externos, variacao das condi¢des climaticas. Alguns desses impasses
podem ser resolvidos com estratégias que envolvem o uso de emissoes,
efluentes, manutencgédo de cultivos mixotréficos e heterotréficos, além de permitir

a obtencao de bioprodutos diversos.

4.1. Tratamento de efluentes e emissdes

Por meio da fotossintese, as microalgas convertem a energia luminosa
do Sol em energia bioguimica. A integracdo entre sistemas geradores de
emissbes gasosas e o0 cultivo de microalgas se apresenta como uma
possibilidade bastante factivel, resultando ndo somente no aumento da
produtividade de biomassa, como também realizando o tratamento desses
gases.

Atualmente existem alguns métodos voltados para a purificacdo de

emissoes, tais como purificacdo por membrana, por lavagem de gas, por
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criogenia, por adsorcgao e por via biologica (ZHAO; SU, 2014). Do ponto de vista
técnico, todas essas metodologias sdo viaveis, entretanto, a técnica de fixacao
biolégica tem sido considerada uma escolha promissora, além de sustentavel
uma vez que, ao fixar CO2 o organismo fotossintetizante produz biomassa rica
em compostos de interesse biotecnolégico (SPOLAORE et al., 2006; PULZ;
GROSS, 2004). Nesse cenario, surgem as microalgas que possuem a vantagem
de ter um rapido crescimento e maior eficiéncia fotossintética (FRANCO et al.,
2013).

A utilizacdo de CO2 como fonte de carbono em cultivos de microalgas
promove aumento da produtividade de biomassa, lipideos e demais compostos.
De acordo com Suali e Sarbatly (2012), a suplementacéo do ar atmosférico com
5% de COz2 resultou no aumento de 63% da producéo de lipideos em cultivos de
Chlorella emersonii. Os mesmos bons resultados estdo sendo encontrados em
experimentos utilizando emissdes industriais, como o trabalho realizado por
Tastan et al. (2013) que avaliou os efeitos dos gases originarios da queima de
gas liquefeito de petroleo (GLP) e gasolina (GSN) no crescimento das microalgas
Phormidium sp. e Chlorella sp. A utilizagéo de gases de exaustao de um gerador
a diesel levou ao aumento de até 287% na producéo de lipideos (CORREA,
2015) e 1,8 vezes na producdo de biomassa (FINGER, 2017).
Interessantemente, nao foi observado inibicdo de crescimento na presenca de
outros gases, como CO e espécies de oOxido de nitrogénio da microalga
Scenedesmus obliquus (atualmente Tetradesmus obliquus).

A combinacgéo do uso de emissGes com o tratamento de efluentes pode
promover ganhos em relagdo ao acumulo de compostos de interesse. Miyawaki
(2013) observou que a injecédo de biogas contendo 37% de CO2 promoveu um
aumento no numero de células e o teor de lipideos em cultivos de Scenedesmus
disciformes mantidas em efluente suino, bovino e esgoto sanitario.

O uso das microalgas na biorremediacdo de efluentes urbanos e
agroindustriais tem sido exaustivamente estudado (OBAJA et al., 2003;
JIMENEZ-PEREZ et al., 2004; FIERRO; SANCHEZ-SAAVEDRA; COPALCUA,
2008). Dados da literatura trazem resultados promissores em relacdo a
biorremediacdo de efluente suino e aumento da producdo de biomassa de
microalgas (OBAJA et al., 2003; OBAJA; MACE; MATA-ALVAREZ, 2005; KIM et
al., 2007; TAHER, 2013). Mulbry et al. (2008) obtiveram uma produtividade de
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biomassa de 24 g m2 d* com taxas de incorporacdo de nitrogénio e fésforo de
1,8 e 0,3gm?d?, respectivamente. Além do aumento da producdo de
biomassa, as microalgas séo capazes de reduzir o teor da carga organica (COD),
chegando a uma reducdo de mais de 65% (JIMENEZ-PEREZ et al., 2004;
DICHTL; ROGGE; BAUERFELD, 2007; MULBRY et al., 2008; WANG, BLUCK;
VAN WIE, 2014).

Efluentes representam um passivo ambiental de grande relevancia, uma
vez que a alta carga organica pode gerar a eutrofizacdo de rios, se néo tratado
adequadamente. Por essa razdo, o emprego dos cultivos de microalgas como
ferramenta para biorremediacdo se apresenta como uma das principais
potencialidades dessa tecnologia, sobretudo quando associada a outros

processos biotecnoldgicos para obtencdo de bioprodutos e moléculas bioativas.

4.2. Obtencéao de bioprodutos

O consumo de microalgas foi amplamente realizado por tribos indigenas
durante séculos. Chineses ja consumiam espécies de Nostoc, Spirulina e
Aphanizomenon ha centenas de anos (JENSEN; GINSBERG; DRAPEAU, 2001).
Os primeiros cultivos de microalgas tinham como objetivo compreender a
metodologia para cultivo e estiveram ligados a estudos bacterioldégicos. No
entanto, ap0s 1940, os experimentos com cultivos de microalgas sairam dos
estudos béasicos e passaram para o0s estudos relacionados a aplicacdes
biotecnologicas com cultivos em grandes escalas (BOROWITZKA, 1999).
Atualmente, dada a importancia econémica das diferentes aplicacbes para a
biomassa de microalgas, os estudos estdo voltados para o aumento da
produtividade de biomassa, lipideos para producdo de biocombustiveis e
produtos de valor agregado.

Apés 1948 nos Estados Unidos, Alemanha e Japao, as microalgas
surgiram como alternativa a suplementagédo alimentar (BOROWITZKA, 1999),
nesse mesmo periodo, tiveram inicio as pesquisas acerca de substancias
biologicamente ativas a partir da biomassa de microalgas (BOROWITZKA,
1995). Tendo em vista a composicdo de biomassa de microalgas rica em
compostos essenciais para alimentacdo humana e animal, alguns estudos ja
demostraram a possibilidade de suplementar alimentacdo e em racao de aves
(GINZBERG et al., 2000), peixes (BALEN et al., 2016) e cédes (LIRIO, 2019).
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Além do teor nutricional, as microalgas tém potencial para a producéao de
uma variedade de produtos, como pigmentos (clorofila, carotenoides, ficobilina),
compostos bioativos (varios compostos antibacterianos, antifungico, antiviral,
antiprotozoario), proteinas, polissacarideos ( 1,3-glucana, carragenana, amido,
alginatos, celulose), biopoliesteres e lipideos (poli-insaturados, acidos graxos e
hidrocarbonetos).

Microalgas sédo uma importante fonte de pigmentos, como a clorofila e os
carotenoides. Esses pigmentos sdo aplicados com sucesso na area alimentar,
em cosmeéticos e na industria farmacéutica. O pigmento em maior concentracao
nas células de microalgas é a clorofila, o principal pigmento responsavel por
captar os fotons em organismos fotossintetizantes. A clorofila é um diéster e
pode ser saponificado por tratamento alcalino, dando origem a clorofilina. Esses
derivados sdo importantes corantes utilizados na alimentacdo, em industrias
téxteis e de papel (MORTENSEN; GEPPEL, 2007). Ademais, estudos indicam
gue a clorofilina possui acéo antitumoral (DIAZ; LI; DASHWOOD, 2003).

Outra classe de pigmentos presente em células de microalgas sdo os
carotenoides. Astaxantina, xantofilas, zeaxantina, cantaxantina, equinenona, e
B-caroteno sdo exemplos de carotenoides. Além da protecdo do aparato
fotossintético, carotenoides possuem grande importancia na natureza, como
coloracdo de penas de aves, peixes, anfibios e répteis para mostrar sua aptidao
(baixa carga parasitaria e alta ingestédo cal6rica). Pigmentacao por astaxantina
atua ainda na atrac&do de potenciais parceiros sexuais, assim como na indicacao
do nivel social (BLOUNT; MCGRAW, 2008). Ademais, carotenoides podem ser
importantes no anuncio de toxicidade ou coloracdo adequada para camuflagem
(STODDARD, 2012). Tais pigmentos exercem um papel importante nas células,
pois absorvem o excesso de energia luminosa, evitando que a clorofila sofra foto-
oxidacdo. Os carotenoides sdo excelentes antioxidantes e servem como
precursor da vitamina A. Murthy et al. (2005) investigaram a microalga Dunaliella
salina como matéria prima para producdo de carotenoides e avaliaram a
atividade biol6gica desse composto. Os resultados desse estudo mostraram que
as atividades dos carotenoides de microalga superam a atividade de
carotenoides sintéticos.

Outro carotenoide de grande relevancia no cenario comercial é a

astaxantina, a qual tem importantes aplicagdes nas industrias farmacéuticas e



24

de cosmética, e em industrias de suplementacdo humana e ragcdo animal. Os
beneficios para a saude humana tém sido relatados pela literatura cientifica, tais
como: acao antioxidante, fotoprote¢do, manutencao da saude dos olhos, da pele,
das células e do coracdo, tratamento de doencas inflamatorias, propriedades
antitumorais, aumento da resposta imune e tratamento de doencas
degenerativas (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003). Além dos beneficios a
saude, estudos demonstram que uma dieta baseada em astaxantina produzida
pela microalga Haematococcus pluvialis ndo possui efeitos toxicos (GUERIN;
HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003).

Outro grupo de moléculas com potenciais aplicacdes é o dos carboidratos,
devido ao potencial de aplicagcéo terapéutica que apresentam. Estudos com o
composto B 1,3-glucana tém mostrado que esse composto € um
imunoestimulador, antioxidante e redutor do colesterol no sangue e foi
encontrado em cepas de Chlorella (SPOLAORE, 2006). Além da aplicacdo
nutricional, alguns carboidratos como polissacarideos sulfatados podem ser
aplicados em terapias antiadesivas em infec¢cbes bacterianas. Outros
carboidratos de interesse sdo alginatos, celulose ou carragenanas que sao
utilizados como emulsificantes e estabilizantes em vérios produtos alimenticios
(KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014).

Dentre os compostos ja comercializados de microalgas pode-se citar 0s
acidos graxos, como o DHA e o EPA, extraidos da biomassa de Schizochytrium
sp. Apesar de um dos principais destinos para os lipideos de microalga ter sido
a producéo de biodiesel, as células de microalgas sao ricas em acidos graxos de
alto valor agregado. Muitas espécies de microalgas contém acidos graxos poli-
insaturados, como o acido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaendico
(DHA), acido linoléico (GLA) e o acido araquiddnico (AA). Esses acidos graxos
podem ser comercializados para aplicacbes farmacéuticas ou terapéuticas.
Alguns &cidos graxos livres tém sido estudados como compostos
antimicrobianos (MOLINA-CARDENAS; SANCHES-SAAVEDRAS;
LIZARRAGA-PARTIDA, 2014).

No escopo da utilizacdo dos compostos microalgais em atividades
relacionadas ao controle biolégico, as moléculas presentes na biomassa e
extratos de algumas espécies possuem potencial atividade antimicrobiana, como

demonstrado Ghasemi et al. (2007), que obtiveram resultados positivos na
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utilizacdo de extratos aquosos e organicos de Chroococcus dispersus,
Chlamydomonas reinhardtii e Chlorella vulgaris frente ao crescimento de fungos
e bactérias. De maneira similar, Dantas et al. (2019) testaram os efeitos de
extratos aquosos e organicos de Scenedesmus subspicatus no crescimento de
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis e Escherichia coli, com resultados
promissores obtidos em diferentes solventes. Em outro estudo, Santoyo et al.
(2009) determinaram a atividade antimicrobiana de extratos orgéanicos de
Hematococcus pluvialis contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Aspergillus niger, com melhores resultados obtidos utilizando extratos
etandlicos.

Alguns estudos mostram ainda o potencial das microalgas na agricultura,
indicando atividade fungicida contra fitopatdgenos. Ordég et al. (2004) obtiveram
extratos aquosos de diferentes espécies de microalgas (Cyanobacteria e
Chlorophyte) e os avaliaram quanto a atividade biolégica contra diferentes
espécies de fungos filamentosos e bactérias, incluindo fitopatdgenos. Extratos
de duas clordfitas, Desmococcus olivaceus e Scenedesmus sp. apresentaram
atividade bactericida contra Pseudomonas syringae e atividade fungicida contra
Alternaria sp., respectivamente. Somada a atividade antifingica, as microalgas
aplicacdo como biofertilizantes. Mazepa et al. (2021) avaliaram a aplicacédo da
biomassa e do extrato aquoso da microalga Desmodesmus subspicatus na
germinacao e crescimento de plantas de alface, identificando a presenca de
glicosideos e da citocinina natural zeatina, responsaveis pela atividade
observada. Além da aplicacéo diretamente no campo, os extratos das microalgas
D. subspicatus, Chlorella vulgaris e Messastrum gracile demonstraram potencial
aplicacdo na propagacéao in vitro de oruideas, ampliando as possibilidades de
aplicacao das microalgas na agricultura (CORBELLINI et al., 2020; NAVARRO
et al., 2021).

4.3. Producéo de biomassa, bioprodutos e integracao de processos

O Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel
(NPDEAS) € um grupo de pesquisa multidisciplinar da Universidade Federal do
Parand (UFPR) localizado na cidade de Curitiba-PR, que busca explorar
diversos processos biotecnolégicos, tendo como principal atividade o cultivo de

microalgas em fotobiorreatores em escala industrial. Inicialmente, o objetivo do
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grupo era atingir a autossuficiéncia energética através da producéao de biodiesel
gerado com os lipideos provenientes da biomassa microalgal. Atualmente a
planta industrial do NPDEAS integra diferentes moédulos e processos, visando a

obtencéo de diferentes produtos (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama esquematico dos moédulos de produgédo do NPDEAS.

Dentre os processos diretamente relacionados a producédo de biomassa
em escala é possivel destacar o cultivo de microalgas em fotobiorreatores com
volume de 12 m3, tratamento de efluentes agroindustriais, tratamento de
emissoes de sistema de incineracao de residuos sélidos urbanos (RSU), unidade
de recuperacéo, centrifugacdo, secagem e processamento da biomassa para
extracdo de compostos e obtencdo de bioprodutos. Além dessas atividades, a
planta do NPDEAS integra outros processos modulares:
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e Moddulo 1: Unidade de fotobiorreatores, onde as microalgas sao cultivadas
em sistemas de diferentes volumes e modelos para producdo de
biomassa;

e Moddulo 2: Unidade de secagem da biomassa de microalgas e producéo
de biodiesel,

e Modulo 3: Unidade de processamento de biomassa residual para
bioprodutos (pigmentos, compdsitos, racdo animal, biomateriais);

e Modulo 4: Unidade de geracdo de energia elétrica e refrigeracdo por
absorcdo através de incineracdo de residuos solidos urbanos (RSU) e
grupo motogerador, para geracdo de energia elétrica com diferentes
combustiveis;

e Moddulo 5: Unidade de floculagéo e centrifugacéo para producdo de agua
tratada, pds cultivo de microalgas e tratamento terciario de efluentes;

e Modulo 6: Unidade de encapsulamento de microalgas para tratamento de
efluentes e producéo de agua tratada,

e Modulo 7: Unidade de Biodigestédo para tratamento de efluentes brutos,
geracao de biogés e efluente biodigerido utilizado como meio de cultura
para o cultivo de microalgas no médulo 1.

Além de funcionarem de maneira integrada, as unidades permitem o
desenvolvimento de diferentes produtos que atendem um amplo espectro de
atividades no mercado. A concep¢ao modular do sistema permite ainda a futura
comercializacdo dos sistemas completos, ou separadamente conforme a
demanda.

O destaque dos cultivos de microalgas para producdo de biomassa e
desenvolvimento dos demais processos pode ser avaliado pelo nimero de
publicacdes em revistas cientificas indexadas nos ultimos dez anos. Desde sua
criagdo em 2008, alunos de pos-graduacao de diferentes areas desenvolveram
suas pesquisas no NPDEAS, o que resultou em publicacdes em diferentes areas
do conhecimento, como Genética, Bioquimica, Ciéncia dos Materiais,
Engenharia Mecéanica e Engenharia Quimica, evidenciando a pluralidade de
oportunidades que a producdo de microalgas e a integracdo de processos
oferece. O Quadro 1 apresenta algumas das publicacdes relacionadas ao cultivo
de microalgas realizadas por integrantes do NPDEAS nos ultimos dez anos.
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Quadro 1. Artigos cientificos publicados pelo NPDEAS ao longo da ultima

década.
Area de pesquisa Titulo do trabalho Referéncia
A simplified mathematical model to predict PVC D'Aquino et
photodegradation in photobioreactors al., 2012
Mathematical model of the CO:2 solubilization Sugai-
reaction rates developed for the study of Guérios et
photobioreactors al., 2013
The microalgae derived hydrogen process in Vargas et
compact photobioreactors al., 2014
Modelagem e simulagéo Mass transfer quellng anq maX|m|zat|oq of Vargas et
da producéo de hydrpgen rhythmlc prqductlon from genetically al., 2016
biomassa e outros modified microalgae biomass
processos Modeling microalgae derived hydrogen production | Vargas et
enhancement via genetic modification al., 2016
The experimental validation of a large-scale Ribeiro et
compact tubular microalgae photobioreactor model | al., 2017
Modeling, simulation, and optimization of a Disconzi et
microalgae biomass drying process al., 2019
Experimental calibration of a biohydrogen Dias et al.,
production estimation model 2019
Energy analysis of lipid extraction of Scenedesmus | Schroeder
sp. produced in pilot scale et al., 2015
Maximum microalgae biomass harvesting via
S . Selesu et
flocculation in large scale photobioreactor
s al., 2016
cultivation
Thermal treatment of clay-based ceramic .
P Henriques
membranes for microfiltration of Acutodesmus
; etal., 2017
) . obliquus
Cultivo, producéo e
recuperacao da Optimization of flocculation with tannin-based
; . R . Hesse et
biomassa em flocculant in the water reuse and lipidic production al. 2017
fotobiorreatores for the cultivation of Acutodesmus obliquus v
The harvesting of high lipid content microalgae Lemos et
biomass through a flocculation strategy al., 2018
The effect of light intensity on the production and .
. . o Conceicéo
accumulation of pigments and fatty acids in
. etal., 2020
Phaeodactylum tricornutum
Enhanced microalgae biomass and lipid output for | Morais et
increased biodiesel productivity al., 2021
Life cycle assessment of biomass production in Silva et al.,
microalgae compact photobioreactors 2015
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Environmental study of producing microalgal Scherer et
biomass and bioremediation of cattle manure al., 2017
effluents by microalgae cultivation
Enhanced biohydrogen production from microalgae | Corréa et
by diesel engine hazardous emissions fixation al., 2017
Tratamento de efluentes, | A genset and mini-photobioreactor association for | Telles et
emissoes e processos CO2 Capturing, enhanced microalgae grOWth and al., 2018
ambientais multigeneration
Environmental evaluation of flocculation efficiency | Scherer et
in the separation of the microalgal biomass of al., 2018
Scenedesmus sp. cultivated in full-scale
photobioreactors
Microalgae derived biomass and bioenergy Miyawaki et
production enhancement through biogas al., 2021
purification and wastewater treatment
Microalgae biodiesel via in situ methanolysis Carvalho
Junior et
al., 2011
A review on microalgae, a versatile source for Satyanaray
sustainable energy and materials ana;
Mariano;
Vargas,
o o 2011
Avaliacéo de atividade
biolbgica e obtengdo de | Effect of defatted microalgae (Scenedesmus Balen et
bioprodutos diversos obliquus) biomass inclusion on growth performance | al., 2016
of Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)
Extraction of Acutodesmus obliquus lipids using a Escorsim et
mixture of ethanol and hexane as solvent al., 2018
Diets containing residual microalgae biomass Marques et
protect fishes against oxidative stress and DNA al., 2019
damage

5. Consideracdes finais

Além do potencial cientifico que os cultivos de microalgas apresentam, a
producdo de biomassa integrada ao tratamento de efluentes, tratamento de
emissOes e obtencdo de bioprodutos possui enorme potencial de aplicacao
industrial pratica, oferecendo diversas oportunidades para o setor industrial. Para
tanto, a integracéo de diferentes processos, como idealizado no NPDEAS, pode
0S custos

reduzir individuais de producdo de moléculas bioativas,

biocombustiveis e demais bioprodutos, aumentando a viabilidade técnica e
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econdmica, permitindo que as microalgas possam ser utilizadas em uma gama

cada vez maior de aplicagdes.
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CAPITULO 2

Potencial das microalgas naindustria farmacéutica

Juliana Mesadri, Roger Wagner, Mariane Bittencourt Fagundes
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Resumo

As microalgas sdo consideradas fontes confidveis de compostos
bioguimicamente ativos a serem potencialmente utilizadas como matéria-prima
pela industria farmacéutica. As microalgas possuem uma biomassa com elevada
biodiversidade e variabilidade de composicdo quimica, além de elevada
produtividade, de forma que também sdo conhecidas por serem fontes
sustentaveis e renovaveis. Dentre as espécies de microalgas, a Chlorella sp.
caracterizada por ser uma cepa eucaridtica, e a Spirulina sp. como uma cepa
procariotica, sendo atualmente destacada no mercado da inddstria farmacéutica
em termos de producdo de compostos bioativos. Dentre 0os inUmeros compostos
passiveis de serem extraidos, que apresentam potencial de exploracédo
comercial estdo os carotenoides, acidos graxos poli-insaturados, ficobilinas,
vitaminas, esteradis, polissacarideos, e entre outros que podem ser estudados em
sinergia, ou ndo. Desta forma, estes metabdlitos podem estar atribuidos a
atividades antibacterianas, antitumorais, antifUngicas e antivirais. Muitos
compostos ndo convencionais das microalgas, sao dificeis de sintetizar, logo o
uso das biomassas permite a obtencao de substancias de forma eficiente como
precursores no desenvolvimento de farmacos. Os seus produtos sdo benéficos
ndo apenas para o setor farmacéutico, mas também para a industria de
alimentos. Existem varios pontos da industria em que as microalgas podem ser
utilizadas, podendo destacar também o seguimento de suplemento alimentar,
cosmeéticos e também podem ser utilizadas para a remediacdo e reducédo de
toéxicos nas aguas das industrias farmacéuticas. Desse modo as microalgas,
tanto seus extratos, quanto seus compostos isolados, podem ser utilizados nas
diferentes formula¢des farmacéuticas.

Palavras-chave: biotecnologia, compostos bioativos, industria farmacéutica,
microalgas.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
. Severo |. A., do Nascimento T. C., Fagundes M. B. (Orgs.) © 2021 Mérida Publishers CC-BY 4.0



46

1. Introducéo

As algas constituem um grupo de organismos com uma ampla diversidade
morfoldgica, assim, cada espécie pode desempenhar diferentes fun¢des. Dentre
eles, se destacam as microalgas, que sao micro-organismos fotossintéticos,
classificados como unicelulares, ainda podem ser designadas em dois grupos
estruturais: procariéticas, também conhecidas como as cianobactérias, e em
eucarioticas, que englobam representantes nas divisées Chlorophyta,
Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta
(Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e
Dinophyta. (BICUDO e MENEZES, 2010; DERNER et al.,, 2006). Ambos os
grupos sao considerados fontes potenciais de energia, combustivel, alimentos e
outros produtos de grande valor para a quimica fina (GARCIA et al., 2017).

Existem mais de cinquenta mil tipos diferentes de espécies de microalgas
presentes nos oceanos e na agua doce (lagos, lagoas e rios), dentre as quais
cerca de trinta mil ja foram estudadas. As células microalgais podem variar de
0,2 a 2 um e, quando se apresentam em formas filamentosas com tamanhos de
100 ym ou superiores. A maior parte dos estudos esta associada com o uso das
biomassas microalgais aplicadas em alimentos, sendo explorado ha milhares de
anos. Além disso as microalgas possuem a habilidade de converter energia solar
em energia quimica fixando CO2 (BULE et al., 2018; FORZZA, 2010).

Em termos econdémicos, embora ja exista a aplicabilidade de algumas
cepas no mercado, a producao comercial de microalgas é de aproximadamente
5.000 toneladas por ano de matéria seca. A maior parte da biomassa produzida
€ associada a alimentacdo, sendo cerca de nove décimos do cultivo de algas
est&o localizados na Asia (BULE et al., 2018). Assim, a exploracdo de microalgas
para a producdo ambiental e industrial de produtos naturais acaba por se tornar

um grande setor em expansao.

2. Producéo de compostos de interesse

Ao longo da histéria, as microalgas sdo empregadas para diversas
finalidades, sendo a mais antiga, sua utilizacao para alimentacdo de humanos e
animais (SIMOES et al., 2016). Atualmente, muitas microalgas cultivadas em
condi¢cdes especificas estdo sendo vistas como alternativas viaveis para a

producdo de uma seérie de compostos nutracéuticos (GARCIA et al., 2017).
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Esses organismos tém potencial para coproducdo de outras moléculas como
pigmentos, proteinas, acidos graxos poli-insaturados, e outros antioxidantes.
Assim, as microalgas estdo ganhando atencdo como agentes terapéuticos para
inumeros distarbios de saude e outras aplicacdes nas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica (BULE et al., 2018). Ademais, as microalgas também
podem sobreviver em condi¢des adversas, ou seja, resistir ao calor, frio, radiacao
ultravioleta, salinidade e dessecacédo, devido a sua capacidade de se adaptar a
mudancas fisiologicas, produzindo substancias tolerantes ao estresse
(PANGESTUTI et al., 2018).

Os primeiros produtos comerciais provenientes de algas foram os
polissacarideos extraidos de macroalgas e utilizados como fonte de ficocoldides
(agar, carragenina e alginato). As microalgas, contudo, s6 entraram no mercado,
para este tipo de aplicacdo no final do século passado, quando a tecnologia de
cultivo deste organismo unicelular foi desenvolvida. Quatro espécies de
microalgas (Spirulina, Chlorella, Dunaliella e Nannochloropsis) atingiram o nivel
de producdo em cultivo em larga escala aberto, enquanto que mais algumas
espécies unicelulares foram ampliadas com sucesso em sistema de cultivo
realizados em biorreatores fechados (BEN-AMOTZ, 2009).

Existem quatro principais tipos de técnicas de cultivo de microalgas:
fotoautotroéfico, heterotrofico, mixotrofico e fotoheterotréfico. Com base nessas
técnicas de cultivo, novas tecnologias foram desenvolvidas para o cultivo
microalgal as quais sé&o atualmente aplicadas na producéo de biomassa algal:
tanques abertos, fotobiorreatores fechados e reatores de fermentagéao. Dentre
0s sistemas abertos, a utilizacdo dos tanques rasos abertos se destaca pela
quantidade de producdo, onde o cultivo realizado pode variar de centenas a
milhas de metros quadrados. No entanto, alguns inconvenientes deste tipo de
cultivo ocorrem pela possibilidade de contaminac¢ao por outros organismos e/ou
por outras espécies de microalgas. Desenvolvidos mais recentemente e
tecnologicamente mais avangados, os sistemas fechados s&o mais adequados,
como os fotobiorreatores, eles possuem as melhores condi¢gdes para a producéo
de praticamente todas as espécies de microalgas, protegendo a cultura da
contaminagcao de outros organismos e permitindo o controle das condi¢cdes do
cultivo (quantidade dos nutrientes, temperatura, iluminacéo, pH etc.), oferecendo

melhor qualidade da biomassa gerada. Estes fotobiorreatores sao planos ou
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tubulares e podem adotar uma variedade de modelos e modos de operacéao,
embora apresentem um maior custo de construcao e operagcao em comparacao
aos sistemas abertos. Uma combinacéo de fotobiorreatores e tanques acessiveis
vem sendo definidos como uma eficiente alternativa para maiores produtividades
e custos relativamente acessiveis na producdo das microalgas (DANTAS, 2013;
DERNER et al., 2006; SIMOES et al., 2016).

A biotecnologia microalgal ganhou importancia nas ultimas décadas e as
suas aplicacdes variam da simples producdo de biomassa para alimentacéo,
como ja comercial, a valiosos produtos para aplicacdes farmacéuticas. Para a
maioria das aplicagdes, o mercado ainda esta em desenvolvimento e seu uso se
estendendo a novas areas. Os avancos moleculares genéticos nas microalgas
também tém um impacto profundo sobre o desenvolvimento de processos e
tecnologias (SIMOES et al., 2016).

Com wuma enorme biodiversidade de microalgas e recentes
desenvolvimentos em engenharia genética, este grupo de organismos
representa uma das fontes mais promissoras para novos ingredientes passiveis
de serem aplicados em diversos produtos. Além disso, espera-se que esses
produtos se tornem muito competitivos no mercado devido ao seu maior valor
bioldgico, melhoria no processo de cultivo e menor custo de producéo do que os
produtos sintéticos (THIYAGARASAIYAR et al., 2020).

3. Compostos bioativos microalgais

Existem milhares de compostos bioativos distribuidos em diferentes
grupos quimicos, 0s quais normalmente sdo metabdlitos secundarios,
produzidos em pequenas quantidades principalmente pelo sistema de defesa.
Por existirem milhares de biomoléculas, as mesmas podem apresentar
diferentes funcdes metabolicas. As microalgas sdo uma rica fonte de compostos
com atividade, os quais dentre estes destacam-se: 0s acidos graxos da familia
Omega-3, carotenoides, fitosterois, terpenos, compostos fendlicos e amino
acidos (PIMENTEL et al., 2019).

Os compostos bioativos presentes em alimentos funcionais tém como
local de acéo alvos fisioldgicos especificos, modulando a defesa antioxidante e
de processos inflamatérios e mutagénicos (PIMENTEL et al.,, 2019). A

diversidade de compostos em microalgas chega a ser 10 vezes maior que em
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plantas terrestres, e isto estd associado a sua sobrevivéncia em condi¢cfes

adversas. A Tabela 1 apresenta os principais bioativos provenientes de

microalgas no mercado e suas aplicacoes.

Tabela 1. Principais compostos bioativos no mercado, provenientes da

biotecnologia microalgal.

Produtos

Principais
Aplicacbes

Alimentos funcionais
Alimentos naturais

Biomassa Biomassa -
Aquicultura
Condicionador do solo
Compostos Ac!do B(lenAzo[co Adltlvo,s.AIlmentares
o~ Acido Cinamico Cosmeéticos
Fendlicos .
Polifenois Corantes
Carote_nos Aditivos Alimentares
. Xantofilas .
Pigmentos o Cosmeéticos
Ficobilinas
. Corantes
Clorofilas
Alcaloides Fgmleplamma Farmapos
Tiramina Pesquisa
Vitamina B1, B2, B6, niacina, folato,
Vitaminas e biotina, acido pantoténico, C, D2, Ee K o .
) ) ) o . ) Aditivos Alimentares
Minerais Mineral potassio, calcio, magnésio e
selénio
Acido araquiddnico - ARA
Acidos Acido eicosapentaendico - EPA
Acido docosahexaendico - DHA Aditivos Alimentares
Graxos P .
Acido gama-linolénico — GLA
Acido linoléico — LA
Superoxido dismutase — SOD .
. Fosfoglicerato quinase — PGK Pesqu_lsa
Enzimas . e Medicina
Luciferase e Luciferina ,
. Ca Farmacos
Enzimas de restricdo
Polissacarideos
Amido Aditivos Alimentares
Polimeros  Acido poli-B-hidroxibutirico - PHB Cosméticos
Peptideos Farmacos
Toxinas
Pro!ln_a Aditivos Alimentares
Produtos  Arginina .
C P , L. Farmacos
Especiais  Acido aspartico .
. Pesquisa
Esterois

Fonte: Fonseca J. A., 2016; Gago A. S., 2016.
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Com relacdo as moléculas lipidicas, os maiores estudos e aplicacdes
estdo associados aos 4cidos graxos insaturados como acido eicopentaenoico
(EPA), a-linoléico (GLA), acido araquidbénico (ARA), e acido docosaexaenoico
(DHA). O uso de EPA ocorre em nutracéuticos, e anti-inflamatorio. GLA e ARA
possuem maior aplicacdo para problemas associados a vasoconstricdo
ocasionado por plaquetas, jA& o &cido DHA possui ampla aplicagdo como
nutracéutico para criangas, pois esta associado a auxilio no desenvolvimento
cerebral (KUMAR et al., 2019).

As vitaminas sdo outra importante classe de moléculas que vem sendo
aplicada no mercado sendo que muitos destes compostos amplamente
encontrados em microalgas, dentre estes os principais sao: vitamina C, K, B12,
A e a-tocopherol. O principal uso das vitaminas no mercado € como antioxidante,
auxiliando no sistema imune, no entanto, outras inUmeras aplicacfes essas
moléculas podem apresentar, como seu uso em probiéticos como cofatores
enzimaticos e outros (DUFOSSE, 2016).

Os pigmentos microalgais sdo consideradas moléculas bioativas de
elevado interesse, dentre eles o carotendide astaxantina destaca-se em
producdo pela microalga Haematococcus pluvialis, a qual também produz [3-
caroteno, ficocianina e ficoeritrina (FAGUNDES et al., 2019). A luteina,
zeaxantina e cantaxantina sdo carotenoides utilizados em indudstrias
farmacéuticas e podem provir de microalgas.

Os esterdis, sdo considerados metabdlitos secundarios microalgais e
moléculas que possuem como precursor metabdlico o esqualeno as cepas
possuem habilidade de produzir tanto os fitoesterdis, como: stigmasterol e B-
sitosterol, quanto compostos da classe dos zoosterois como: lanoesterol e
colesterol (FAGUNDES et al., 2019). No mercado atual os compostos mais
explorados, sdo: Brassicaesterol e stigmasterol. Essas moléculas tém sido
reportadas em estudos devido sua acao hipocolesterolémica (RANDHIR et al.,
2020), entre outros. Além disso, muitas pesquisas relataram que outros
metabdlitos secundarios derivados de microalgas, como fucoidan, fucoxantina,
polissacarideo sulfatado, polifenol e fucosterol demonstram efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, anticancer e antibacterianos (THIYAGARASAIYAR
et al., 2020).
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Estes sao alguns dos principais ativos provenientes de cepas microalgais,
sendo que Varios outros ativos podem ser explorados e serdo abordados nos
topicos abaixo.

4. Principais aplicabilidades dos metabdlitos microalgais

Muitos compostos ndo convencionais das microalgas, séo dificeis de
serem sintetizados quimicamente, entdo o uso dessas biomassas como fonte
dessas biomoléculas de forma direta e eficiente. As microalgas podem ser
utilizadas em varios pontos da industria, pois elas possuem potencial ndo apenas
para farmacos e cosmeéticos, mas também para o seguimento de suplementacédo
alimentar. Ou seja, seus produtos sdo benéficos para setor farmacéutico e
também para a industria de alimentos (DERNER, 2006; PIMENTEL, 2019).

O termo “nutracéutico” foi criado em 1989 pela Fundagao para Inovagao
em Medicina (Nova York, EUA). Logo, um nutracéutico € considerado um
alimento funcional, pois de forma geral, entende-se que aqueles alimentos que
contém um ou mais compostos com impacto positivo na saude, conhecidos como
substancias bioativas, possuem acdo metabdlica ou fisioldgica especifica no
organismo humano (PEDROSA, 2015). Estes compostos podem variar de
nutrientes isolados, suplementos dietéticos e dietas a alimentos “projetados”
geneticamente modificados, produtos fitoterapicos e produtos processados,
como cereais, sopas e bebidas (BISSON, 2020). A legislacdo brasileira néo
reconhece oficialmente o termo nutracéuticos, entretanto, define substancia
bioativa, que € a definicdo oficial mais compativel (PEDROSA, 2015).

As autoridades de saude publica consideram a prevencéo e o tratamento
com produtos nutracéuticos um poderoso instrumento para manter a saude e
agir contra doencgas agudas e cronicas induzidas nutricionalmente, promovendo
assim saude, longevidade e qualidade de vida ideais (BISSON, 2020). Enquanto
0s nutracéuticos sao feitos a partir de alimentos ou de parte de um alimento, os
suplementos alimentares, constituem outra categoria de alimentos funcionais, as
guais sao substancias isoladas usadas sozinhas ou em misturas com o objetivo
de adicionar micronutrientes quando o corpo necessita delas (PIMENTEL et al.,
2019). Os nutracéuticos extraidos de fontes vegetais (fitocomplexos) ou que sao
o complexo metabdlito ativo (se de origem animal) devem ser entendidos como

um conjunto de substancias farmacologicamente ativas com propriedades



52

terapéuticas inerentes devido a seus principios ativos naturais de eficacia
reconhecida. Devem ser administrados na forma farmacéutica apropriada (p. ex.,
capsulas, comprimidos, solu¢des, xaropes etc.) (BISSON, 2020).

Nesse sentido mercado de nutracéuticos de microalgas € dominado por
duas cianobactérias, universalmente conhecidas como Spirulina e Klamath, além
da espécie cloroficea Chlorella. Hoje em dia, a Spirulina € utilizada em
suplementos alimentares, na forma de comprimidos, isoladamente ou em
associacado com outras algas ou extratos de plantas, para uso humano ou animal
(VIEIRA et al., 2020).

A Spirulina é considerada uma boa fonte de diversos nutrientes,
apresentando um teor de proteina alto com uma composi¢cdo aminoacidica
balanceada, tornando-a desejavel como um suplemento alimentar.
Adicionalmente, a biomassa dessa microalga apresenta um teor de 6leo elevado
e alta qualidade, apresentando os acidos graxos a-linolénico (ALA), linoléico
(LA), acido estearidénico (SDA), EPA, DHA e AA. Além disso, o seu contetdo
em vitaminas, como as do grupo B, principalmente a B12, e a vitamina E, &
considerado relevante e completo. A Spirulina também é valorizada pela
presenca de diversos minerais, como potassio, célcio, magnésio e selénio
(GROSSHAGAUER et al., 2020; NICOLETTI, 2016).

A Chlorella possui uma grande variedade de nutrientes presentes. A
quantidade de proteinas nos seus produtos é considerada de alta ou boa
qualidade, estudos indicam o perfil de aminoacidos dessa cepa possui todos 0s
aminoacidos essenciais para humanos (arginina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina e histidina). Algumas de suas
espécies podem possuir até 65% da sua composicao de carboidratos como
fibras alimentares. Sua composicdo de 6leo se destaca por possuir acido a-
linolénico e &cido linoléico, possuindo aproximadamente 65-70% do total de
acidos graxos encontrados como acidos graxos poli-insaturados. Em relagéo as
vitaminas, possui todas as necessarias por humanos, ou seja, B1, B2, B6, B12,
niacina, folato, biotina, acido pantoténico, C, D2, E e K, e a- e B-carotenos (BITO
et al., 2020).

Tanto a Spirulina quanto a Chlorella tem sido comercializada com apelos
de superalimento ou comida do futuro. Diversas atividades séo relatadas e em

parte confirmadas por diferentes tipos de experimentos e ensaios clinicos. Dessa
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forma, essas atividades sdo dependentes das composicbes quimicas das
biomassas, consequentemente dependem de diferentes condi¢cbes de cultivo,
como temperatura, composicao de nutrientes e disponibilidade de luz, que
podem alterar os niveis de macro e micronutrientes e outros bioativos, como
antioxidantes, presentes na biomassa (BITO et al., 2020; NICOLETTI, 2016).

Além do elevado potencial para suplementacdo alimentar, as algas
também apresentam elevado potencial de utilizagdo na industria cosmética
(FONSECA, 2016). Nestas aplicacbes podem utilizar a denominacbes de
fitocosméticos, por serem naturais e/ou organicos. Os ativos podem ser
apresentados na forma de um extrato, 6leo ou 6leo essencial, e correspondem
a um segmento da ciéncia cosmetoldgica que se dedica ao estudo e a aplicacédo
dos extratos e principios ativos obtidos dos vegetais em proveito da higiene,
estética, corre¢do e manutencdo de um estado normal e sadio da pele (SIMAO,
2019).

A aplicacéo dos extratos de microalgas nesse setor industrial ndo é recente
e ja se encontram no mercado diversos produtos derivados principalmente de
Chlorella vulgaris e Spirulina sp. Na cosmética, a aplicacdo das algas est4 muito
direcionada principalmente para o tratamento cutdneo, com distintas
apresentacdoes no mercado, como cremes antienvelhecimento, regeneradores,
anti-irritantes, adelgacantes, antirrugas, preventores de estrias, proliferadores
celulares e esfoliantes. Alguns de seus compostos possuem um mecanismo de
acdo que estimula a sintese de colageno da pele, trazendo mais flexibilidade e,
assim, reduzindo as rugas. Também existem protetores solares para a pele ou
para o cabelo que usam extratos de algas para protecdo contra as radiacfes
UVA e UVB. Os fitocosméticos que contém microalgas ou seus extratos estao
em pleno crescimento, especialmente quando combinado com outros
antioxidantes ou bioativos, para proteger a pele (FONSECA, 2016;
VASCONCELOS et al., 2010; WANG et al., 2017).

As microalgas ainda apresentam compostos fotoprotetores, como 0s
aminodacidos tipo micro porinas (chinorina, palatina, asterina e palitinol), que
podem ser aplicados na producéao de bloqueadores solares, além de compostos
antioxidantes que protegem a pele contra as agressdes das radiacdes solares
(FONSECA, 2016). Além desses compostos, outro em destaque € a astaxantina,

que se classifica como um carotenoide, e protege as células da foto-oxidacao.
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As algas expostas as radiacdes ultravioletas produzirdo compostos de triagem
ultravioleta, como os aminoacidos semelhantes a micro porina (MAA), que
atuaram como antioxidantes e envolvidos nas regulagdes osmdéticas. Além disso,
algas expostas a alta radiacdo solar e baixa concentracdo de nitrogénio
produzem mais carotenos, como Dunaliella. Assim, algas naturalmente expostas
ao estresse oxidativo desenvolvem sistemas de defesa que as protegem contra
espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres. Esses compostos podem
ser usados em cosmeéticos para proteger as células contra os efeitos adversos
da radiacdo UV (THIYAGARASAIYAR et al., 2020). Outro carotenoide que tem
sido associado a capacidade de neutralizar o estresse oxidativo causado pela
radiacdo UV é a fucoxantina, sendo, portanto, aplicAvel em fitocosméticos
(WANG et al., 2015).

Os pigmentos microalgais, além da induUstria cosmética encontraram
mercado também na industria de alimentos como corantes e, se destacaram em
relacdo aos pigmentos sintéticos por serem atdxicos e ndo cancerigenos. Como
os humanos ndo os sintetizam, os pigmentos de microalgas tém sido
empregados tanto como corantes naturais quanto como suplementos
alimentares (VENDRUSCOLO et al., 2020). Estudos evidenciaram que a
astaxantina pode suprimir a hiperpigmentacéo da pele, através da inibicdo da
sintese de melanina, e melhorar o estado de todas as camadas da pele, quer
através da sua aplicacéo topica, quer oral (FONSECA, 2016).

E provavel que esses organismos sejam capazes de abastecer a
industria de cosméticos com ambas as ficobilinas e carotenoides, que significa
gue uma ampla gama de cores azul, amarelo, laranja e vermelho sera coberta.
Os tetras pirrdis chamados ficobilinas representam os principais pigmentos
acessorios fotossintéticos das cianobactérias e algas eucarioticas pertencentes
a grupos Glaucofita, Cristofita e Rodofita. Esses pigmentos séo proteinas ligadas
covalentemente, chamadas ficobiliproteinas, que sdo, em geral, organizados em
ficobilissomos nas membranas tilacoides. Varias espécies de cianobactérias
foram relatadas por serem fontes dessa ficocianina, como Arthospira platensis
(Spirulina), Arthrospira maxima, Pyrophyridium sp. e Synechocystis (COTEAU e
COIFFARD, 2020).
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5. Perspectivas e aplicacOes futuras

A aplicagdo das microalgas na industria vai além de compostos
nutracéuticos e suplementos alimentares. Dianursanti et al., 2020 estudaram a
Spirulina como substituinte do colageno para matéria prima do involucro de
capsulas, devido a presenca de polihidroxibutirato (PHB) em sua composicao.
Este polimero atua como agente de liberagcdo de farmacos e prolonga a
dissolucdo dos farmacos, melhorando o desempenho do farmaco na hora da
liberacdo no intestino. Os resultados mostraram-se promissores, a capsula feita
com 3% (p/v) de concentracdo de Spirulina platensis se mantém em condi¢édo
acida em pH 1,2 por 75 minutos, com liberacdo de 61,3% dos medicamentos,
depois em pH 4,5 por 120 segundos e liberacao de 54,9% dos medicamentos e
também em pH 6,8 por 240 segundos, liberando 89,6% dos medicamentos.

Outro campo novo de aplicagcdes para microalgas é a producdo de
vacinas. Em sua pesquisa, Ramos-Vega et al. (2021) selecionaram antigenos
com base em seus efeitos protetores através de estudos realizados com
ferramentas in-silico. O projeto foi focado no tipo de antigeno e sua localizacédo
celular. Devido as novas e varias ferramentas de engenharia genética
desenvolvidas, as células microalgais como pré-hosts de producdo tém varias
vantagens, assim, essa plataforma pode ser usada para purificar antigenos para
formulacdes injetaveis ou como um hospedeiro de entrega para administracédo
mucosa. A Ultima abordagem é util, uma vez que os antigenos podem ser
encapsulados, evitando a cadeia de frio. Hoje em dia, varios antigenos tém sido
produzidos em uma grande quantidade de espécies microalgais contra doencas
infecciosas para animais e humanos. Em humanos, antigenos promissores tém
sido pesquisados em microalgas para combater doencas causadas pelo Virus
da imunodeficiéncia humana, virus do papiloma humano, Influenza, hepatite B,
Ebola, Zika virus, Staphylococcus aureus e Plasmodium falciparum. Em animais,
0s protétipos de vacinas feitas com microalgas foram direcionados para
combater os virus da peste suina classica, virus da febre aftosa, virus da
sindrome da mancha branca, virus da doenca Gumboro, Vibriose e Histophilus
somni. Em comparacdo com outras espécies de microalgas, a espécie
Chlamydomonas reinhardtii tem sido a mais utilizada, uma vez que ja existem as
ferramentas de engenharia biotecnolégica necessarias para a producdo das

vacinas. No entanto, cada espécie de microalga tem caracteristicas atraentes
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gue devem ser pesquisadas para serem introduzidas nesse setor. Os resultados
da pesquisa tém demonstrado que as microalgas podem produzir antigenos com
dobramento adequado e niveis suficientes de rendimento para se tornarem
imunogénicas em pré-estudos clinicos. Apesar dos esforcos feitos na producao
de vacinas, 0s ensaios clinicos estdo pendentes para testar a imunogenicidade,
seguranca e eficécia.

Outro campo em ascenséo para aplicabilidade tem se destacado pela
inovacado, € para a regeneracdo de pele. Devido a composi¢cdo da biomassa
microalgal, as mesmas vém sendo aplicadas em estudos associados a feridas
cutaneas e demonstrado efeitos positivos frente a rapida cicatrizagdo. Conforme
destacado no estudo publicado por Miguel et al. (2021), os potenciais efeitos
benéficos dos carotenoides, acidos graxos poli-insaturados, polissacarideos
foram relatados em aplicacdes de cicatrizacdo de feridas devido as suas
diferentes atividades biolégicas. Os extratos realizados com o género de
microalgas verdes, de Chlorella, Chlamydomonas, Tetraselmis, Haematococcus
e Nannochloropsis sdo os mais comumente usados para regeneracdo da pele.
Os autores observaram ainda que a presenca de compostos de microalgas em
formulagbes curativas diminui 0os processos de estresse oxidativo, reduz a
inflamacéo e infiltracdo de células pro-inflamatoérias e secrecdo de citocinas,
evitando a colonizacdo do microrganismo no local da ferida, que € de extrema
importancia para melhorar o processo de cicatrizacao de feridas.

Os autores Fagundes et al. (2021) observaram o potencial do extrato rico
em fitoesterdis atuar como neuroprotetor, devido a inibicAo da enzima
acetilcolina esterase, uma das enzimas chave na doenca de Alzheimer, neste
mesmo trabalho o extrato foi responsavel por inibir também a lipoxigenase,

demonstrando ter efeito também de reducéo do processo inflamatorio.

6. Desafios na aplicabilidade

Os desafios na aplicagdo de compostos bioativos de algas estao
relacionados com as formas de extracdo de componentes funcionais, devido ao
custo elevado de energia e producdo, muitas vezes sendo necessario a
aplicacao de tecnologias emergentes para 0 processo extrativo, como exemplo:
0 uso de extracOes assistidas por ultrassom, extracdées com micro-ondas ou

liquidos pressurizados, entre outros. Nesse sentido, surge a necessidade de
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desenvolver processos com baixo custo, tais problemas podem ser superados
através de estudos cientificos para novos processos visando sempre uma
melhor viabilidade econémica (JHA et al., 2017; SAVIO et al., 2021).

Logo, a falta de informac&o sobre a ecologia, fisiologia e os diferentes
cultivos microalgais é um fator critico, principalmente quando ndo ha
informacdes concretas sobre o metabdlito responsavel pela bioatividade
observada para novos medicamentos e devido a falta de informacdes sobre os
genomas e mecanismo de regulacdo génica de compostos bioativos em algas,
ainda existem grandes restricées e limitacdes que impedem o desenvolvimento
deste tipo de pesquisa (SAVIO et al., 2021; WANG et al., 2017).
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Microalgas na agricultura moderna: Utilizacao do extrato de
Desmodesmus subspicatus na propagacao in vitro da orquidea
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Resumo

Um dos maiores desafios contemporaneos da humanidade consiste no equilibrio
entre o desenvolvimento de novas tecnologias e a conservacdo ambiental sem
a sobre-exploracdo dos recursos naturais, 0 que coloca a agricultura no centro
dessa discusséo. Dessa forma, o uso das microalgas como bioestimulantes pode
levar as culturas a desenvolver maior tolerdncia aos estresses bioticos e
abidticos; aumentar a assimilacdo de nutrientes e minerais; melhorar a
resisténcia a patégenos; e maximizar o crescimento das raizes e brotos,
melhorando o crescimento, qualidade e produtividade das plantas. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a atividade bioestimulante do extrato aquoso da
microalga Desmodesmus subspicatus na propagacao in vitro da orquidea
Cattleya warneri, através da suplementacédo do meio de cultura para germinacgao
assimbiotica e producéo de mudas. A germinagao assimbidtica das sementes de
orquidea e a producdo de mudas foram positivamente afetadas pela adicdo do
extrato no meio de cultura, promovendo a obtencdo de protocormos e plantulas
em estadios de desenvolvimento mais adiantados do que nos tratamentos
controle. A presenca da citocinina cinetina ribosideo nos protocormos e de acido
abscisico nas plantas indica que o extrato foi capaz de modular a producao de
fitormbénios nas orquideas, influenciando a velocidade dos processos de
morfogénese. A analise dos resultados permite inferir que os efeitos sdo devidos
a interagdes sinérgicas entre as moléculas do extrato, reforcando o potencial uso
das microalgas na obtenc&o de compostos com atividade bioestimulante vegetal.

Palavras-chave: agricultura sustentavel, bioestimulante vegetal, fitormonios,
microalgas, orquideas, propagacao in vitro.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
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1. Introducéo

Um dos maiores desafios contemporaneos da humanidade consiste no
equilibrio entre o desenvolvimento de novas tecnologias e a conservacao
ambiental sem causar a sobre-exploragdo dos recursos naturais, o que coloca a
agricultura no centro dessa discusséo. Desta forma, o desenvolvimento de novas
tecnologias de producdo agricola sustentavel tem se mostrado como uma
ferramenta de grande relevancia. Técnicas alternativas como o uso de
substancias que atuem na promocao do crescimento e desenvolvimento vegetal
tém resultado no aumento da produtividade e melhoria da qualidade em diversos
cultivos (CASTRO; VIEIRA, 2001).

O uso de compostos de origem natural vem sendo considerado uma
alternativa rentavel e sustentavel ao uso de fertilizantes sintéticos. Sua utilizacao
tem por objetivo melhorar qualitativa e quantitativamente a produtividade das
culturas, bem como diminuir a poluicdo e os impactos ambientais associados ao
uso de fertilizantes sintéticos (SPINELLI et al., 2009; MORAES, 2015; SCAGLIA
et al., 2017). A utilizacdo de compostos organicos com atividade bioestimulante
vegetal tem ganhado cada vez mais espaco nesse cenario de agricultura
organica, embora sua definicdo ainda seja alvo de discussao na comunidade
cientifica. De acordo com du Jardin (2015), os bioestimulantes podem ser
definidos como substancias ou micro-organismos que produzem o aumento da
eficiéncia nutricional, tolerAncia ao estresse abiotico, e melhoram as
caracteristicas de qualidade das culturas alvo, independentemente de seu
conteudo nutricional.

Compostos com atividade bioestimulante podem ser aplicadas
diretamente nas plantas (folhas ou frutos) ou em sementes, e apresentam
capacidade de promover ou modificar os processos morfoldgicos e fisioldgicos a
fim de aumentar a produtividade dos cultivos em diferentes estagios de
desenvolvimento (MORAES, 2015). O uso de bioestimulantes pode levar a uma
maior tolerancia aos estresses bibticos e abidticos nas plantas; aumentar a
assimilacdo de nutrientes e minerais; melhorar a resisténcia a patdgenos; e
maximizar o crescimento das raizes e brotos, melhorando o crescimento,
gualidade e produtividade da planta (CALVO et al., 2014; SCAGLIA et al., 2017).

Diversos produtos de origem vegetal tém sido comercializados como
biofertilizantes e bioestimulantes agricolas (POVH, 2008; BATTACHARYYA et
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al., 2015). Esses produtos possuem diferentes variagbes em sua composi¢ao e
podem ser compostos por reguladores vegetais; aminoacidos e peptideos
derivados de hidrolisados proteicos;, macro e micronutrientes; vitaminas;
substancias humicas; extratos de macro e microalgas; e inoculantes com
microrganismos (CALVO, et al., 2014; CANELLAS et al., 2015; COLLA et al.,
2015; MORAES, 2015).

Nas microalgas, a atividade bioestimulante é associada a presenca de
diferentes substancias como aminoacidos e peptideos (JIE et al., 2008; RAMOS-
SUAREZ et al., 2014); proteinas, polissacarideos, vitaminas e minerais
(PRIYADARSHANI; RATH, 2012; CHEW et al.,, 2017); e especialmente a
presenca de diferentes classes de fitormonios (LU; XU, 2015). Embora os
processos de biossintese e acdo dos fitormdnios e outros reguladores de
crescimento em plantas sejam muito bem descrito na literatura (SANTNER et al.,
2009), nas microalgas o seu papel fisiolégico, efeitos enddgenos e vias
metabdlicas ainda ndo sdo bem conhecidas (BAJGUZ, 2009;
TARAKHOVSKAYA et al., 2007; STIRK; VAN STADEN, 2010; LU et al., 2014;
LU; XU, 2015). Além dos fitormoénios, as microalgas produzem outros compostos
aminados que podem influenciar no crescimento e desenvolvimento de plantas
(CAZZANIGA et al., 2014; BURCZYK et al., 2014).

Além da utilizacdo das microalgas como bioestimulante e/ou
biofertilizante para producdo de alimentos, outro setor que ganha destaque € a
utilizacdo da biomassa e seus compostos na propagacao in vitro de espécies
ameacadas, ou de forte apelo comercial, como as orquideas. A germinacao
assimbidtica in vitro de orquideas é uma ferramenta fundamental para o
desenvolvimento de estratégias que possibilitem aumento da produtividade para
atender ao mercado de flores de corte, bem como podem oportunizar novas
estratégias de conservacdo de espécies ameacadas de extincdo, através da
reproducdo in vitro e posterior reintroducdo na natureza. Por essa razdo, a
utilizacdo de compostos de origem natural que possam ser utilizados como
aditivos ao meio de cultura se mostram como alternativas que devem ser melhor
exploradas. Varios trabalhos evidenciaram a utilizac&o de agua de coco, extratos
vegetais como aditivos ao meio de cultura (MERCADO; CONTRERAS, 2017,
UTAMI; HARIYANTO, 2020).



66

Um dos fatores que contribui para o status de vulnerabilidade das
orquideas sdo suas caracteristicas reprodutivas, que incluem a formacgédo de
sementes microscépicas que ndo apresentam tecido de reserva para nutricdo
embrionaria, o que resulta na necessidade de interacdes com fungos
micorrizicos para promover sua germinacdo (GUPTA, 2016). Em funcéo dessas
caracteristicas reprodutivas, a propagacdo in vitro de orquideas € uma
alternativa eficiente para producdo de mudas, permitindo um maior nimero de
plantulas e acelerando assim o processo de producédo, o seu desenvolvimento
ocorre mais rapidamente e fornecem mudas de melhor qualidade, mais
uniformes e livres de doencas (SCHNEIDER et al., 2014).

Na germinacdo assimbidtica, as sementes sdo colocadas em meios de
cultura contendo 0s macro e micronutrientes necessarios ao Sseu
desenvolvimento, bem como vitaminas e uma fonte de carbono organico para
nutricdo do embrido. Ap6s a germinacdo, formam-se 0s protocormos que
posteriormente irdo formar a plantula (YEUNG, 2017). Os protocolos de
germinacao e producdo de mudas dependem de meios de cultura especificos,
muitas vezes dependendo da adicdo de reguladores vegetais sintéticos, o que
torna os procedimentos muito onerosos financeiramente. Nesse contexto, as
microalgas representam uma nova opc¢ao de suplemento alternativo composicao
do meio de cultura.

Pereira et al. (2018) testaram o efeito da adicdo da microalga Chlorella
sorokiniana, no meio de cultura WPM, suplementado com BAP
(benzilaminopurina) e AIB (&cido indolbutilico) e verificaram a influéncia na
multiplicacéo e enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa. Para a indugéo de
brotos foi recomendado o meio suplementado somente com 22,19 uM de BAP,
enquanto a adicdo de 12,26 puM de AIB com extrato de microalgas estimulou o
enraizamento in vitro. Corbellini et al. (2020) avaliaram a efeito da biomassa e
do extrato aquoso de Messastrum gracile e Chlorella vulgaris na propagacao in
vitro de Cattleya labiata através da técnica thin cell layer (TCL) e demonstraram
que ambos os aditivos foram efetivos na formagao de plantas, substituindo a
adicao de reguladores vegetais ao meio de cultura.

Em face ao potencial uso das microalgas como fonte de compostos com
atividade bioestimulante e o0 crescente interesse na utilizacdo desses

microrganismos para o desenvolvimento de técnicas e produtos para uma



67

agricultura mais sustentavel, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
suplementacdo do meio de cultura para propagacdo in vitro e producdo de
mudas da orquidea Cattleya warneri com o0 extrato aquoso da microalga

Desmodesmus subspicatus.

2. Materiais e Métodos
2.1. Extrato aquoso da microalga Desmodesmus subspicatus

O extrato utilizado como aditivo no meio de cultura para propagacéao de
C. warneri foi obtido da biomassa de D. subspicatus produzida em fotobiorreator
sob condicdes fotoautotréficas durante 14 dias de cultivo e recuperada por
floculacdo utilizando quitosana como agente floculante. O extrato agquoso
continha 16,5% de proteinas, 22% de carboidratos e cerca de 33% de sais
inorganicos. Andlises de RMN 13C indicaram a presenca de unidades
monossacaridicas de glucose, galactose e manose, além da presenca dos
glicosideos sulfoquinovosil-glicerol, monogalactosil-glicerol e digalactosil-
glicerol. Analise de HPLC-MS demonstrou ainda a presenca dos fitorménios

trans-zeatina (45,8 ng mg?) e tracos de acido abscisico.

2.2. Germinacéao assimbiotica e producéo de plantulas de C. warneri

O extrato aquoso de D. subspicatus foi utilizado como aditivo ao meio de
cultivo para propagacao de Cattleya warneri (Orchidaceae) em duas etapas
experimentais sequenciais: germinacao assimbidtica in vitro; e posteriormente
no crescimento de plantulas com sistema foliar e radicular desenvolvidos. As
secbes a seguir detalham as metodologias empregadas nos bioensaios com

orquideas.

2.2.1. Obtencéo das sementes e teste de viabilidade

Plantas de C. warneri originarias da Colecéo Cientifica “Frederico Carlos
Hoehne”, Instituto de Botanica, Sdo Paulo - Brasil, foram previamente
selecionadas para polinizagcdo cruzada para obtencdo das sementes usadas
para germinacao assimbidtica. O teste de viabilidade foi realizado de acordo com
metodologia descrita por Suzuki et al. (2012) e consiste em pesar 10 mg de
sementes em microtubos; adicionar 2 mL de solu¢do aquosa de sacarose (10%

m v1) e manter em temperatura ambiente e no escuro por 24 h; apds esse
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periodo a solucdo de sacarose foi substituida por uma solu¢cdo aquosa de
tetrazoélio (1% m v?t) e incubada no escuro a 38 °C por 24 h. Para finalizar, a
solucdo de tetrazélio foi descartada e substituida por 4gua destilada e as
sementes foram analisadas sob estereomicroscopio 6ptico para determinar a

viabilidade das sementes.

2.2.2. Desinfestagao das sementes e meio de cultura

As sementes foram submetidas a um protocolo de desinfestacdo com
hipoclorito de sédio 1% (v v1) por 10 minutos; decorrido esse tempo a solugédo
foi descartada e foram realizadas cinco lavagens sequenciais com &agua
destilada esterilizada em papel filtro autoclavado, a fim de garantir a auséncia de
contaminantes na cultura. Em todos os tratamentos foi utilizado meio de cultura
MS/2, que consiste no meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com a

concentracéo dos sais que compdem 0s macronutrientes reduzida pela metade.

2.2.3. Germinacao assimbiotica

Apbs a determinacgdo da viabilidade e desinfestacéo, as sementes de C.
warneri foram semeadas em placas de Petri contendo meio MS/2 com diferentes
condi¢cbes de cultivo: Controle (sem adicdo extrato) e cinco concentracdes de
extrato de D. subspicatus (0,5; 1; 2; 4; e 8 g L1). Foram distribuidas
aproximadamente 800 sementes por placa, com oito repeticées por tratamento.
Em cada placa foram delimitadas trés regides contendo aproximadamente 100
sementes para acompanhamento da germinacdo e desenvolvimento dos
protocormos. A germinacédo foi avaliada apos 90 dias da semeadura, quando
foram determinados os estadios de desenvolvimento dos protocormos; a massa

seca; e os teores de fitormonios.

2.2.4. Producéo de plantulas

Apbs os 90 dias da germinacao, parte dos protocormos referentes a cada
tratamento foi transplantada para frascos contendo meio de cultura e as mesmas
concentracOes de extrato, a fim de promover o crescimento das plantulas até
formacdao de sistema foliar e radicular. Cada tratamento consistiu em 8 placas de
Petri com 20 protocormos cada. Apds 120 dias do transplantio, as plantulas

foram avaliadas quanto ao numero e comprimento das folhas; numero e
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comprimento das raizes; massa seca; e teores de fitormonios. Todos o0s
bioensaios de propagacdo de orquideas foram realizados no Laboratério de
Micropropagacédo Vegetal do Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

2.3. Determinacdo dos fitormdnios nos protocormos e plantulas de C.
warneri produzidos in vitro

Os protocormos produzidos durante a etapa de germinacao assimbiotica
e as plantulas obtidas apds o transplantio foram avaliados quanto ao teor de
fitormdnios, com o objetivo de correlacionar as respostas de morfogénese com
as respostas fisioldgicas. A extracdo dos fitormonios foi realizada seguindo
metodologia adaptada de GroRRkinsky et al. (2014) que consiste na maceracao
do material vegetal em nitrogénio liquido, extracdo utilizando etanol 80% e
separacdo dos compostos por cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) para
remogéo de contaminantes da amostra. Os extratos vegetais foram avaliados
seguindo metodologia descrita por Mazepa et al. (2021), e consiste na analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrébmetro de massas
(HPLC-MS). A correlacdo dos resultados dos extratos vegetais foi realizada
comparando os tempos de retencdo dos compostos com os padrbes de
fitormbnios trans-zeatina, dihidrozeatina, zeatina ribosideo, cinetina, cinetina
ribosideo (KR), benziladenina, benziladenosina, acido giberélico, acido indol

acético e acido abscisico.

2.4. Analise estatistica

Todos os parametros foram avaliados estatisticamente aplicando analise
de variancia (ANOVA) seguida de Teste de Tukey para determinacdo das
diferencas entre as médias de todos os tratamentos. Dados com p valor menor
gue 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos os graficos
foram gerados a partir do software GraphPad Prism 8 (version 8.0.2 GraphPad
software inc., 2010, San Diego, USA).

3. Resultados e Discusséo
Os resultados do teste do tetrazélio para determinagédo da viabilidade

das sementes de C. warneri permitiu identificar trés categorias de resposta:
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Sementes viaveis (86 + 3%), caracterizadas pela intensa coloracédo avermelhada
do embrido no interior da semente; Sementes inviaveis (3 £ 0,5%), caraterizadas
pela auséncia de pigmentagdo avermelhada no embrido, embora este seja
visivel; e Palha (11 + 1%), caracterizadas pela ocorréncia apenas do tegumento

externo da semente e pela auséncia do embrido (Figura 1).

\‘ Inviavel

Figura 4. Teste de viabilidade das sementes de C. warneri.

A determinagéo da viabilidade das sementes utilizadas nos protocolos
de propagacao de orquideas é de fundamental importancia, uma vez que as
sementes sdo desprovidas de endosperma e 0s processos de germinacao sao
mais exigentes quando comparados com outras espécies vegetais. O elevado
percentual de viabilidade observado para as sementes de C. warneri indica que
as metodologias de coleta e armazenamento das sementes foi adequado, o que
permite avaliar de forma mais objetiva as respostas morfoldgicas e fisioldgicas
das plantas frente ao uso do extrato como aditivo no meio de cultura na
germinacgédo assimbidtica.

A germinacdo de sementes de orquideas apresenta estadios de
desenvolvimento especificos e bem definidos: Absorcdo de &gua e
intumescimento das sementes; desenvolvimento de embrido clorofilado;
rompimento da testa e exposicdo de um embrido globular; desenvolvimento do
apice foliar; e formacéao de folhas. De acordo com Jorge, Abrdo e Suzuki (2015)
as sementes sao consideradas germinadas ao apresentarem embrido
intumescido, clorofilado e com a testa rompida. Decorridos 90 dias da semeadura

todos o0s tratamentos foram considerados germinados, diferindo
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morfologicamente entre si pelo estadio de desenvolvimento. A Figura 2 ilustra as
caracteristicas morfolégicas dos protocormos de C. warneri apos 90 dias de

semeadura.
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Figura 5. Protocormos produzidos por germinacao assimbiotica ap6s 90 dias.

Ao final do periodo de germinacéo, o tratamento controle (sem adicao
de extrato) apresentou protocormos clorofilados com presenca de apice foliar em
inicio de desenvolvimento, no entanto, quando comparado com os demais
tratamentos, destaca-se a diferenca de volume dos protocormos. Os tratamentos
com 0,5 e 40gL ! de extrato aquoso de D. subspicatus apresentaram
protocormos com inicio de desenvolvimento de folhas. Qualitativamente, os

tratamentos com 1,0 e 2,0 g L' de extrato apresentaram maior desenvolvimento,
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com protocormos com uma ou mais folhas desenvolvidas, diferindo dos demais
tratamentos, ainda que o tratamento 1,0 g L tenha apresentados folhas mais
bem desenvolvidas. O tratamento com maior concentracéo de extrato (8,0 g L)
foi o que apresentou menor desenvolvimento, com a formacao de apice foliar
apenas, embora tenha apresentado maior volume entre todos os tratamentos.

Em sintese, uma analise qualitativa dos estadios de desenvolvimento
dos protocormos apos 90 dias de semeadura indica que a adicdo do extrato de
D. subspicatus possui efeito promotor de crescimento na germinacao
assimbittica de sementes de C. warneri, com maior desenvolvimento para
concentracdo de 1,0 g L e inibicdo/retardamento do desenvolvimento para a
maior concentracdo de extrato com 8,0 g L. Os resultados referentes a
germinacdo servem de indicativo da acgdo bioestimulante do extrato de D.
subspicatus sobres os estadios de desenvolvimento das sementes de C. warneri
germinadas in vitro.

Os estadios de desenvolvimento observados no presente estudo sédo
mais avancados aos observados por Jorge, Abrdo e Suzuki (2015), que
descrevem a germinacao de assimbiética de Cattleya warneri em meio de cultura
MS/2 e relatam que na avaliacdo de 90 dias foram registrados apenas
protocormos intumescidos e clorofilados. Esse resultado indica que a utilizacao
do extrato aquoso de D. subspicatus como aditivo no meio de cultura para
germinacao assimbiodtica da orquidea C. warneri promove a obtencdo de
plantulas melhor desenvolvidas em intervalo de tempo menor do que o0s
protocolos disponiveis na literatura cientifica.

Para complementar as andlises de avaliacdo dos estadios de
desenvolvimento das sementes germinadas, foi determinada a massa seca dos
protocormos obtidos em cada tratamento ao final dos 90 dias de cultivo. A Figura
3 apresenta os resultados de massa seca para 100 protocormos de cada

tratamento.
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Figura 6. Massa seca dos protocormos apés 90 dias de germinacéao.

Os resultados da determinacdo da massa seca dos protocormos
resultantes dos 90 dias de germinacao assimbidtica refletem os resultados dos
estadios de desenvolvimento e corroboram a avaliacao qualitativa do volume dos
protocormos. O tratamento com 8,0 g L™! de extrato aquoso apresentou maior
massa seca dentre os demais, enquanto os tratamentos 0,5; 1,0; 2,0;e 4,0g L*
nao diferem significativamente entre si, e o tratamento controle sem adicao de
extrato aquoso apresentou 0 menor resultado de massa seca. Assim como na
avaliacdo do desenvolvimento dos protocormos, a adicdo do extrato aquoso ao
meio de cultura permitiu maior crescimento dos protocormos quando
comparados ao controle. Vale destacar que apesar de o tratamento com maior
concentracdo de extrato (8,0 g L) ndo resultar em protocormos tdo bem
desenvolvidos como nas outras concentracdes, permitiu 0 maior ganho de
massa, resultando em aproximadamente o dobro da biomassa registrada no
tratamento controle.

Os trabalhos que se dedicam a avaliacdo da germinacao de orquideas
in vitro objetivam em sua maioria 0 desenvolvimento de protocolos para a
propagacéo e obtencédo de plantulas, por essa razdo nao foram encontrados
resultados na literatura que permitissem uma comparacdo da biomassa dos
protocormos sob efeito do extrato aguoso com outras condi¢gdes de cultivo. Ainda
assim, a correlacédo entre a avaliagdo dos estadios de desenvolvimento dos

protocormos com a biomassa produzida permite inferir que a concentracao de
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1,0 g L permite o equilibrio entre a divisdo celular e os processos de
morfogénese.

A fim de avaliar a resposta fisiolégica dos protocormos desenvolvidos na
germinacado em resposta a adicdo do extrato, foram realizadas extracdes com
solucdo etandlica (80% v v1) dos protocormos apés 90 dias da semeadura para
determinacdo dos fitorménios por HPLC-MS. A analise permitiu identificar um
composto com eluicdo em 9,8 min e através da comparacdo do tempo de
retencdo e dos espectros de massas dos fitormoénios utilizados para confeccao
da curva de referéncia foi possivel identificar a presenca da citocinina cinetina
ribosideo. Com base na avaliacdo dos extratos de cada tratamento é possivel
indicar que o tratamento controle ndo apresentou a presenca dessa citocinina,
enquanto os tratamentos contendo extrato da microalga D. subspicatus
favoreceram a biossintese de cinetina ribosideo pelos protocormos em
desenvolvimento durante a germinagéo assimbidtica.

Pintos et al. (2002) avaliaram os niveis de citocininas enddgenos em
explantes de peciolo de Medicago arbérea e em calos embriogénicos e ndo
embriogénicos induzidos a partir de explantes de peciolo e observaram a
aplicacdo de citocininas exdgenas induzia o aumento da sintese das citocininas
enddgenas apds o primeiro més de cultivo. Os autores argumentam que 0S
processos de morfogénese, organogénese e embriogénese in vitro dependem
do equilibrio entre os reguladores aplicados externamente e os fitormonios
presentes no explante. Esses resultados auxiliam a explicar a auséncia de
cinetina ribosideo no tratamento controle, sem aplicacdo da zeatina presente no
extrato aquoso.

A quantificacdo de cinetina ribosideo por HPLC-MS juntamente com os
rendimentos da extracao etandlica dos protocormos serviram para determinar a
razao massica dessa citocinina na biomassa vegetal. A Figura 4 apresenta 0s
resultados da quantificagdo de cinetina ribosideo nos protocormos produzidos

por germinacéo assimbidtica de sementes de C. warneri.
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Figura 4. Quantificacdo de cinetina ribosideo nos protocormos.

E possivel destacar que os maiores teores de cinetina ribosideo
presentes na biomassa dos protocormos foram observados nas concentragdes
de 1,0; 2,0; e 4,0 g L'* de extrato de microalgas, com aproximadamente 2,8 ng
de KR por mg de biomassa vegetal, ndo diferindo significativamente entre si. Em
seguida aparece o tratamento com 0,5 g L de extrato, com 2,0 ng mg?; e a
concentragdo de 8,0 g Lt com 1,8 ng mg . O tratamento controle foi o Unico a
ndo apresentar contetdo de cinetina ribosideo no extrato etandlico obtido da
biomassa dos protocormos.

As citocininas ocorrem de forma livre ou glicosiladas nos tecidos
vegetais, como € o0 caso da cinetina ribosideo, que esta associada ao aumento
da divisdo celular, alongamento dos tecidos e formacdo de parte aérea
(SAKAKIBARA, 2006). Os elevados teores de KR nos protocormos dos
tratamentos com 1,0; 2,0; e 4,0 g L?! quando comparados aos demais
tratamentos podem explicar os resultados da avaliagdo dos estadios de
desenvolvimento dos protocormos. Enquanto esses tratamentos apresentaram
protocormos com folhas desenvolvidas, os demais tratamentos apresentaram
apenas o surgimento dos apices foliares. Como a KR € uma citocinina e tem
papel nos processos de organogénese associados a parte aérea, é condizente
a presenca de maiores concentracfes desse regulador nos protocormos mais

desenvolvidos.
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Sequencialmente a etapa de germinacdo assimbidtica e obtencédo de
protocormos com apices foliares ou folhas desenvolvidas, os protocormos foram
transplantados para novas placas de Petri contendo meio MS/2 nas mesmas
condicdes de cultivo. Para essa etapa o tratamento com 8,0 g L foi excluido,
uma vez que essa concentracdo retardou/inibiu o desenvolvimento dos
protocormos. A etapa de transplantio teve por objetivo a producéo de plantulas
com sistema foliar e radicular plenamente desenvolvidos e teve duracao de 120
dias de cultivo. Ao final desse periodo, as plantulas foram avaliadas quanto ao
namero e comprimento de folhas produzidas, nimero e comprimento de raizes,

massa seca das plantulas e teor de fitormonios (Figura 5).
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Todos os tratamentos produziram plantulas com folhas e raizes
desenvolvidas, diferindo entre si pelo tamanho das plantulas, e pela
complexidade dos sistemas foliar e radicular. Apesar de o tratamento controle
ter produzido protocormos pouco desenvolvidos na etapa de germinacao anterior
ao transplantio, nessa etapa foram obtidas plantulas completas. Assim como o
tratamento controle, os demais tratamentos com diferentes concentracdes de
extrato aquoso resultaram em plantulas com sistema foliar e radicular bem
desenvolvido.

Quando avaliados os resultados referentes a formacéao do sistema foliar,
é possivel destacar que o tratamento com adicdo de 1,0 g L de extrato de
microalgas resultou em plantulas com maior nimero de folhas e maior

comprimento total de folhas dentre todos os tratamentos (Figura 6-A).
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Com base nos resultados destacados na Figura 6-A nota-se o maior
numero de folhas por plantula registrado no tratamento com 1,0 g L™ (4,16 £ 0,7),
com diferenca significativa em relag@o ao tratamento controle (3,48 £ 0,5) e as
demais concentracdes de extrato, exceto para 0,5 g L (3,68 + 0,6). De maneira
semelhante, quando comparados os resultados referentes ao comprimento total
das folhas de cada plantula obtida nos diferentes tratamentos, & possivel
destacar a mesma tendéncia, com os melhores resultados referentes ao
tratamento com 1,0 g L de extrato diferindo significativamente de todas as
outras condi¢cdes. Em seguida aparecem o tratamento controle; 0,5; 2,0 e 4,0 g
L1, respectivamente (Figura 6-B). Assim como observado na etapa de
germinacgdo assimbiodtica, os tratamentos contendo maiores concentracdes de
extrato aquoso de D. subspicatus apresentaram algum grau de inibicdo no
desenvolvimento do sistema foliar dos explantes. A avaliacdo do numero de
raizes formadas em cada plantula indica ndo haver diferenca entre o tratamento
controle e as menores concentracdes de extrato (0,5 e 1,0 g L), sendo estes os
melhores resultados, seguidos das concentracdes 2,0 e 4,0 g L™ (Figura 7-A).

A avaliacdo da massa seca das plantulas obtidas ao final dos 120 dias de
cultivo mostrou que os tratamentos controle e 1,0 g L' ndo diferem
significativamente um do outro, sendo estes os melhores resultados observados.
Na sequéncia aparecem os tratamentos com 0,5; 2,0 e 4,0 g L™ de extrato de D.
subspicatus no meio de cultura (Figura 8). Os dados de nUmero e comprimento
de folhas e raizes, juntamente os resultados da massa seca das plantulas
permitem definir que o melhor tratamento foi 1,0 g L%, uma vez que permitiu o
desenvolvimento de plantulas superiores aos demais tratamentos, sobretudo no

gue se refere a formacéo e desenvolvimento do sistema radicular.
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As plantulas foram ainda avaliadas quanto aos teores de fitormonios
presentes em sua biomassa. De maneira similar ao observado na quantificacao
de fitormbnios dos protocormos, foi possivel identificar apenas um tipo de
regulador vegetal, nesse caso 0 acido abscisico. Para sua identificacdo foram
comparados os perfis de eluicdo dos extratos de cada tratamento com a curva
de referéncia, permitindo identificar a presenca de ABA em 13,1 mim de eluigdo
em HPLC-MS.

Diferente dos dados apresentados para a quantificacdao de fitormdnios
nos protocormos, que mostraram a presenca de KR nos tratamentos com adicao
de extrato de microalgas, mas ndo no tratamento controle, os resultados das
plantulas mostraram a presenca de ABA em todos os tratamentos. A
guantificacdo desse composto mostrou que as plantulas do tratamento com 1,0
g L de extrato possuem menores teores de ABA em sua biomassa, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. O controle e as concentragdes 2,0 e
4,0 g L?! ndo diferem entre si, enquanto a maior concentracdo de ABA na
biomassa das plantulas foi observada para o tratamento com 0,5 g L? de extrato

de microalgas (Figura 9).
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Esses resultados corroboram os demais dados de caracterizacao
morfologica das plantulas obtidas ap6s o cultivo de 120 dias, uma vez que o

tratamento que apresentou melhores respostas de desenvolvimento de sistema
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foliar e radicular, bem como acumulo de biomassa coincide com a menor
concentracéo de ABA em seus tecidos, considerando que este regulador vegetal
€ reconhecido por suas funcdes relacionadas a inibicdo do desenvolvimento
vegetal.

A correlacdo dos resultados obtidos nos ensaios com as orquideas na
etapa de germinacéo e na etapa de producao de plantulas, juntamente com os
resultados de composicdo do extrato aquoso, permite discutir a acdo dos
componentes do extrato sobre o desenvolvimento das orquideas in vitro. Ainda
gue os resultados obtidos possam ser atribuidos a presenca de fitorménios no
extrato aquoso, é importante considerar uma possivel acdo sinérgica entre 0s
diferentes componentes do extrato, carboidratos, proteinas, glicosideos e
fitormbnios. De qualquer maneira, os resultados da utilizagcdo do extrato da

microalga na propagacéao da orquidea mostraram grande potencial de aplicacao.

4. Concluséo

A propagacéo in vitro de plantas de orquideas € uma ferramenta
fundamental nas estratégias de recuperacdo de espécies ameacadas de
extingdo e na producdo de plantas para o mercado de flores sem ocasionar a
sobre-exploracao das espécies em seus ambientes de ocorréncia natural. Com
base na importancia desse processo, a utiliza¢do do extrato aquoso da microalga
D. subspicatus como aditivo ao meio de cultura de propagacdo apresenta
elevado potencial biotecnolégico, uma vez que os resultados obtidos nas etapas
de germinacao assimbiotica e producédo de mudas foram muito promissoras.

As respostas fisioldégicas observadas indicam que a acdo exdégena dos
compostos do extrato possui influéncia nos niveis enddgenos de citocininas
como a cinetina ribosideo, o que acabou por favorecer as respostas de
morfogénese nos protocormos. Da mesma forma, os niveis de acido abscisico
registrados nas plantas ao final de 120 dias de cultivo correlacionam-se com o

desenvolvimento dos sistemas foliar e radicular observados.
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CAPITULO 4

Aplicacao de sistemas baseados em microalgas para controle
de odores em estacdes de tratamento de aguas residuais:

abordagens, avancgos e perspectivas

Karem Rodrigues Vieira, Pricila Nass Pinheiro, Tatiele Casagrande do

Nascimento

https://doi.org/10.4322/mp.978-65-994457-8-1.c4

Resumo

A emissdo de compostos de odores das estacdes de tratamento de aguas
residuais tem atraido muita atencdo ao longo dos anos e padrées ambientais
rigorosos tem sido amplamente adotado para reduzir as emissdes. Métodos de
tratamento biolégico de odores tém aplicacbes mais amplas do que as
contrapartes fisicas e quimicas, pois sdo ecolégicos, econbmicos e geram
poucos residuos secundarios. Os sistemas baseados em microalgas estédo entre
as abordagens mais promissoras para a prevencado ou remocao final de
emissdes de odores. Além disso, tém o potencial de tratar simultaneamente
odores e aguas residuais. No entanto, biotecnologias para este fim envolvendo
microalgas ainda precisam ser discutidas sobre as caracteristicas e mecanismos
subjacentes do processo de desodorizagdo. Recentemente, estudos
consideraveis foram relatados para elucidar o metabolismo microalgal no
controle de odores e tratamento de aguas residuais. Assim, neste capitulo
tépicos como metabolismo microalgal, biossintese de compostos organico
volateis, caracteristicas e avangos de sistemas baseados em microalgas para
tratamento de odores e aplicagdo de compostos volateis de microalgas, séo
discutidos.

Palavras-chave: agua residuéaria, biorreatores, cianobactéria, compostos
organicos volateis, poluicdo gasosa.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
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1. Introducéo

A industria alimenticia gera grande quantidade de &gua residuarias
durante os seus processos de produgdo e consequentemente gera um impacto
ambiental significativo devido a descarga do efluente com alta concentracao de
carga organica nos corpos d'agua, além disso sao responsaveis por incbmodos
olfativos, gerados por diferentes processos quimicos ou biolégicos durante o
tratamento. Os odores sao formados principalmente por compostos organicos
volateis (COVs) como aldeidos, cetonas, acidos organicos, além de
nitrogenados e sulfurados (SADDOUD & SAYADI, 2007; LEBRERO et al., 2013;
LEWKOWSKA et al., 2016).

Compostos organicos volateis sdo definidos como qualquer composto
organico cujo ponto de ebulicdo esta na faixa de (50-260 °C), correspondendo a
pressfes de vapor de saturacdo maiores que 102 kPa a 25 °C. Uma variedade
de COVs sao téxicos, sendo a maioria proveniente de atividades antropogénicas
oriundos de emissdes veiculares, industrias petroquimicas e industrias de
manufaturas (EPA 2008; BERENJIAN, CHAN & MALMIRI, 2012). A exposicao
humana a COVs de origem antropogénica pode resultar em um espectro de
doencas que variam de leves, como irritagdo, a efeitos muito graves, incluindo
cancer (POVEDA, 2021).

Além disso, COVs podem apresentar odores que vai do agradavel ao mais
intenso e fétido. O odor é certamente o0 mais complexo de todos os problemas
de poluicao do ar. A poluicdo por odor contribui para a formacao fotoquimica de
fumaca, assim como emissdes secundarias de contaminantes. Portanto, é uma
ameaca a qualidade do ar, a saude e bem-estar humano (CAPELLI et al., 2009;
BAJPAI, 2014; LEWKOWSKA et al., 2016).

Dentre os métodos utilizados para a mitigacdo de odor nas estacbes de
tratamento de agua residuaria estdo os processos de absorcao, incineragao,
oxidacdo, adsorcdo e tratamento biolégico (DOMENO et al., 2010). Métodos
biolégicos para a remocdo de odores e COVs sdo tecnologias econdmicas
quando se trata de baixas concentracdes, no entanto, suas desvantagens em
relacdo aos poluentes hidrofobicos tém sido relatadas, além do crescimento
excessivo de biofiime e desempenho instavel devido as mudancas da
comunidade microbiana (BURGESS, PARSONS, STUETZ, 2001; MUNOZ et al.,
2015; CHENG et al., 2021).
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A biotecnologia de microalgas € uma area emergente da tecnologia
industrial, que vem se consolidando em funcdo da sua potencialidade de
exploracdo. As microalgas sdo consideradas uma fonte potencialmente nova e
valiosa de compostos biologicamente ativos (NASCIMENTO et al., 2019;
PINHEIRO et al., 2019; JACOB-LOPES et a., 2020; SEVERO et al., 2020). Além
disso, o0 uso de microalgas desempenha um papel vital na converséo de residuos
em uma infinidade de produtos, por exemplo, biocombustiveis, nutracéuticos,
polimeros, pigmentos, uma variedade de produtos quimicos e COVs. Microalgas
também apresentam potencial em transformar gases de efeito estufa industriais,
bem como aguas residuais em produtos Uteis, servindo assim como uma
plataforma eficaz de captura e utilizacdo de carbono (WANG et al., 2017;
JACOB-LOPES et al., 2020).

Por fim, uma inovacdo tecnolégica atual é o uso de microalgas na
mitigacdo de odores liberados de agua residuéria (VIEIRA et al., 2019; 2021).
Assim, este capitulo aborda os topicos referentes ao metabolismo microalgal,
producdo de COVs por microalgas, mecanismos de desodorizacdo de agua

residudria, além do potencial de aplicacdo de COVs de microalgas.

2. Microalgas e seu metabolismo

Microalgas sdo um grupo de microrganismos fotossintéticos tipicamente
unicelulares, eucariéticos ou procarioticos. Desenvolvem-se principalmente em
ambientes aquaticos, solos, rochas, e em ambientes extremos, como geleiras e
fossas termais, podendo estar associados simbioticamente a outros organismos
auxiliando-os na fixacéo de nitrogénio (HERRERO, MURO-PASTOR, FLORES,
2001; LOURENCO, 2006; SANTOS et al., 2017).

A diversidade metabdlicas destes microarganismos podem explicar sua
capacidade em responder rapidamente a alteracées no meio onde vivem
(ACHYUTHAN et al., 2017). A diversidade deste grupo de microrganismos €
destacada por serem responsaveis pela estruturacdo da atmosfera terrestre, por
sua importancia ecolégica e econébmica, sendo que as algas sao as maiores
removedoras de carbono da biosfera (MOORE, 2001).

Metabolicamente, as espécies de microalgas tém trés vias de fixacao de
carbono: (i) fotoautotréfica, (ii) heterotrofica ou (iii) mixotrofica (PEREZ-GARCIA,
& BASHAN, 2015; SANTOS et al., 2016a). Destes, a via fotoautotréfica é a
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principal rota energética dos microrganismos relacionados (SUGANYA et al.,
2016; SEVERO et al.,, 2019). Este mecanismo envolve o uso de carbono
inorganico (CO2) ou ions bicarbonato HCO3™ dissolvido em meio aquoso (de
acordo com pH: CO2 (pH <5); HCOs (7 <pH <9)) como fonte de carbono na
presenca de luz, principalmente regulado por carbono do metabolismo
fotossintético e mecanismos de concentracdo (KONG, 2021).

Em geral, o metabolismo fotossintético do carbono microalgal ocorre
atraves do ciclo Calvin-Benson-Bassham. Portanto, as microalgas usam energia
luminosa para gerar equivalentes redutores e fixar CO2 em moléculas organicas
(por meio das reacOes dependentes e independentes de luz) (CALVIN &
BENSON, 1948; SEVERO et al., 2019; SU, 2021). O ciclo de Calvin € composto
por 13 etapas catalisadas por cerca de 11 enzimas diferentes e subdivididas em
3 reacgoes: (i) carboxilacéo, (i) reducdo e (i) regeneracdo (NORENA-CARO &
BENTON, 2018; SEVERO et al., 2020).

Como alternativa a condicdo de baixa concentracdo de CO: viabilizando
a fotossintese, a maioria das microalgas tem diferentes mecanismos de
concentragcdo de CO2: como assimilagdo de ions HCOs por meio de
transportadores ativos na membrana plasmatica; e usando a enzima anidrase
carbdnica extracelular para conversao aumentada de HCO3z em CO: intracelular
(NORENA-CARO & BENTON, 2018).

Por outro lado, algumas espécies de microalgas também podem crescer
heterotroficamente na auséncia de luz, suportadas por uma fonte de carbono
exogena. No metabolismo heterotrofico, o substrato é convertido em glicose 6-
fosfato para que possa iniciar a via oxidativa da pentose fosfato. Durante o
metabolismo, ocorre a formacdo de duas moléculas de ATP (trifosfato de
adenosina). O produto final, assim como no cultivo fotossintético, também €é o
piruvato (SANTOS et al., 2016b; PINHEIRO et al., 2019).

Além disso, algumas espécies de microalgas sao mixotréficas e podem
causar fototrofia e heterotrofia simultaneamente. Isso porque, o CO:2 é fixado
pela fotossintese, enquanto os substratos organicos sdo assimilados pela
respiracao aerobia (PEREZ-GARCIA & BASHAN, 2015; PINHEIRO et al., 2019).
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3. Mecanismos de formacdo de compostos organicos volateis em
microalgas

Carbono exégenos sao metabolizados a piruvato ou acetil-CoA. Além
disso, as vias biossintéticas e metabdlicas das microalgas podem converter
esses substratos em COVs como terpenos, alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e compostos sulfurados. Em geral, a
producdo desses compostos € alcancada por meio das vias de 2-cetoéacidos,
isoprendides e derivados de &cidos graxos (ZARGAR et al., 2017; JACOB-
LOPES et al., 2020; SEVERO et al., 2020; VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA, 2020)

como apresentada na Figura 1.

~r*+~ Matéria orgénica
(Espaco extracelular) o “‘fm o

NOy  NH;”
H
O,
(citoplasma) H*
Sintese dos acidos Graxos ﬂfu > NOs~ NH,*
HO' "r "oH
|~o, ) .
uj"/\””‘ R Rota das l H,c/L’\m« NOz-
Acido linolénico , Pentose e Glicose-8-fosfato 3-Metil 1-butanol L NO,
‘ Fosfato 2
1 NADH N / * t 1
/-—\ Gliceraldeido-3-fosfato Rota do 2-ceto-acide

" — ‘ Glicolise T NH,*

He- 2-Nonanone 2-Methylnonane Piruvato G ja—
6-Methyl-hept-5- I_| I
en-2-one Piruvato M

L Mo Glutamatn familia dos
MEP - Rota dos isopr NJNQ 0, u aminoacidos
Acetil-CoA H NH;
Terpenos . 2-Amino-1,3- L j\/\’n
Ciclo de diol 4-] Mel\\ pentanal Metll 3-metil 2-hidroxibutanoato
Krebs propanodio
Monoterpenos |
RS
NADH / a- cetoglutarato | " oH
. * FADHz 2-Metilpentanol
T8 A ch
e, " Sintese de protei
Limoneno Mentol Canfora j Penicillamina
et NH, M

Fosforilagdo Oxidativa ©.
b |, 2 ceto-acido—s 1-Butanol Disulfeto de dimetila

Figura 1. Rota metabdlica de formagdo de compostos organicos volateis por

microalgas.

A via dos 2-cetoacidos € uma rota importante para a obtencdo de
compostos volateis de diferentes classes quimicas, como aldeidos, alcoois,
ésteres e 4cidos carboxilicos. Esta via envolve reac¢des bioquimicas sequenciais,
como extensdo, descarboxilacdo, isomerizacdo, reducdo, desidratacdo e
esterificacdo de alguns aminoacidos de cadeia ramificada tais como, leucina e
valina. Os compostos 1-butanol, 3-metil-butanal e 2-metil-butanal s&o reduzidos

a 3-metil-butanol e 2-metil-butanol, além disso a reacéo pode ser estendida para
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formar 1-hexanol e outros alcoois (LIAO, PONTRELLI & LUO, 2016; VIEIRA,
PINHEIRO & ZEPKA, 2020).

A via dos acidos graxos comeca com acetil-CoA usando malonil-CoA
como bloco de construcdo, com base em uma série de reacdes ciclicas
catalisadas pelo sistema multienzimatico, denominado acido graxo sintase.
Compostos organicos volateis como cetonas, aldeidos, hidrocarbonetos e
alcoois podem ser produzidos a partir da degradacao de acidos graxos (SANTOS
etal., 2016a; ZHOU, KERKHOVEN & NIELSEN, 2018). Cetonas estruturalmente
diversificadas sdo produtos metabdlicos de acidos graxos precursores
(PINHEIRO et al., 2019; VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA, 2020). Exemplos
recentes incluem a producao de 2-heptanona e 2-nonanona a partir da oxidacao
do &cido linoléico (HAN et al., 2020).

Os aldeidos produzidos pela via dos acidos graxos séo aldeidos C6 e C9
que podem ser rapidamente metabolizados em alcoois por meio da enzima
desidrogenase. Por exemplo, os acidos graxos linoléico e &cido linolénico sao
conhecidos por serem precursores biossintéticos para 2,4-decadienal, 2-
heptanol, 2-octenal e 1-hexanal, que podem ser subsequentemente reduzidos a
alcoois como 1-hexanol (BRAVO-LAMAS et al., 2018; JERKOVIC et al., 2018:
PINHEIRO et al., 2019; VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA, 2020).

A conversao do acido graxo em hidrocarboneto ocorre usando aldeidos
como substratos. Pelo menos duas enzimas, redutase de proteina
transportadora acil-acil e oxigenase deformiladora de aldeido, sao responsaveis
por catalisar a reacdao (PINHEIRO et al., 2019; VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA,
2020; BASRI et al., 2020).

Até o momento, trés vias diferentes foram relatadas para sintetizar os
isoprendides: o acido mevaldnico (MVA); fosfato de metileritritol (MEP); e MVA
modificado. No entanto, para espécies de microalgas, apenas as vias MVA / MEP
foram descritas, ou ambas as vias em combinacdo (PINHEIRO et al., 2019;
VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA, 2020).

O isopentenil difosfato e o dimetilalil difosfato sdo os intermediarios
centrais do mecanismo dos isoprendides. Em sequéncia, essas estruturas
iniciais sdo transformadas em geranil difosfato seguido de farnesil difosfato
(MEENA et al. 2017; PINHEIRO et al., 2019). Posteriormente, esses precursores

de carbono sédo convertidos em terpendides diversificados, por meio de uma
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série de reacdes catalisadas por trés enzimas distintas: geranil difosfato sintase,
farnesil difosfato sintase e geranilgeranil difosfato sintase, respectivamente.
Finalmente, os carotendides e seus produtos de clivagem oxidativa e enzimatica
sdo formados, como B-ionona e 6-metil-5-hepten-2-ona (DUDAREVA et al.,
2013; SANTOS et al., 2016b).

Além disso, através do geranil difosfato como substrato de partida, séo
produzidos a geosmina e o 2-metilisoborneol (2-MIB) (Figura 2), no qual foram
amplamente estudados devido a indesejaveis manifestacdes de sabor e odor. A
sintese de 2-metilisoborneol, inicia com a metilacdo do precursor geranil
difosfato em 2-metilgeranil difosfato que é ciclizado em 2-MIB (LEE et al., 2017).
Em microalgas, a ciclizagdo de farnesil difosfato pode formar geosmina,
catalisada pela geosmina sintase por meio de trés etapas (farnesil difosfato para
germacradienol, germacradienol para 8,10-dimetil-1-octalina e 8,10-dimetil-1-
octalina para geosmina) (DURME et al., 2013; MEENA et al., 2017; LIATO &

A'I'DER, 2017).
/' N\

Metiltransferase Sintese de 2-metilisoborneol

A orp —  * opp ——*
Z OH
Geranil difosfato 2-Metilgeranil difosfato 2-Metilisoborneol (2-MIB)
N
B — 7
= X X
OPP OH

Q"esu difosfato Germacradienol 8,10-dimetil-1-octalina Geosmiy

Figura 2. Mecanismo de formacéo de 2-MIB (A) e Geosmina (B).

As microalgas também liberam compostos de enxofre, como
dimetilsulfeto, dimetildissulfeto e dimetiltrissulfeto, sendo que o sulfeto volatil
mais importante produzido é dimetilsulfeto (WATSON & JUTTNER, 2017;
ACHYUTHAN et al., 2017). Esses compostos podem ser derivados de
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aminoacidos, como a metionina, formando dimetilsulfoniopropionato
(GIORDANO, M., & PRIORETTI, 2014). A partir da desmetiolacdo do
dimetilsulfoniopropionato, ele forma metanotiol que pode ser convertido em
dimetilsulfeto por metilacdo (CURSON et al, 2017; ACHYUTHAN et al., 2017).
Os compostos de odor desejaveis e indesejaveis estdo presente no meio
ambiente, decorrentes de processos naturais e artificiais, pela geragédo de COVs
(JACOB-LOPES & FRANCO, 2013). Considerando a biossintese de COVs pelas
microalgas, embora dependente da espécie, sua producdo pode ser modificada
por varios fatores bioticos e abiodticos, como fase de crescimento, estresses
(temperatura, intensidade de luz, pH, salinidade), nutrientes, gases (H20, COz,
Os), aeracdo (mistura / turbuléncia) ou cultura estatica (DURME et al., 2013;
FRANCISCO et al., 2014; ACHYUTHAN et al., 2017). Assim, condi¢cdes de
cultivo controladas, podem influenciar na biotranformac&o, metabolizacdo ou

remocao de compostos volateis do meio ambiente (VIEIRA et al., 2021).

4. Desodorizacdo de agua residuaria a partir de microalgas

Microalgas, sé@o consideradas como potenciais biocatalisadores para
aplicacdo em processos biologicos de tratamento de 4gua residuaria industrial.
Além disso, os sistemas de tratamento de efluentes empregando microalgas
apresentam-se ambientalmente favoraveis com um caracter sustentavel, uma
vez que nao geram poluentes adicionas, fornecendo oportunidades de
reciclagem de nutrientes e conversao de residuos organicos em uma infinidade
de produtos, como, biocombustiveis, nutracéuticos, polimeros, pigmentos e
variedades de produtos quimicos biologicamente ativos para aplicacbes em
diversos setores da biotecnologia (FRANCISCO et al., 2014; SANTOS et al.,
2016a; WANG et al., 2017; LAURITANO et al., 2018).

Além disso, pesquisas atuais demonstraram a capacidade de microalgas
em desodorizar agua residuaria de industria frigorifica (VIEIRA et al., 2019;
2021). Aguas residuais liberam uma variedade de grupos de poluentes
atmosféricos que podem ser gerados em cada etapa do tratamento da agua
residual, causando a formacéao de precursores de compostos odoriferos com
diferentes limear de percep¢ao (LEBRERO et al., 2013; LEWKOWSKA et al.,
2016). A Tabela 1 apresenta compostos organicos volateis detectados em agua

residudria da industria de processamento de carnes.
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Compostos Férmula quimica LP?(ug.m3) Descritor do odor?
dissulfeto de carbono CS; 3x102 desagradavel, puatrido
dimetil sulfeto C2HsS 2x104 repolho, sulfuroso
2-propenal CsH4,O 7x10? gueimado
2-metilfurano CsHsO 3.5x10°% carne assada
Butanal C4HsO 1.5x10* doce
2-metilbutanais CsH100 1x10°3 améndoa
3-metilbutanais CsH100 2x10? malte, 6leo
Tolueno CrHs 5.95x10°  naftalina
dissulfeto dimetil C2oHeS2 3.5x103 repolho podre, putrefacéo
Hexanal CeH120 2x102 grama, gordura
1,4-cineole C10H1s0 Na® especiaria
Limoneno CioH16 1.7x103 limédo
1,8-cineole C10H180 1.3x10° especiaria
1 pentanol CsH1.0 5x102 frutado
a-terpineno CioHas na liméo
p-cimeno CioH14 7.1x10° l(l;:)nrighg’tl:\t/ae(qu
ciclohexanona CeH100 3x10? pimenta, acetona
2-heptanol C7H160 1x10° erva
pirrolidina-2,4-diona C4HsNO2 na na
Hexanol CsH140 1x10?! flor, verde
dimetil trisulfide C2HeS3 1x102 podre
1-heptanol C7H160 2.5x10° verde
3-propilciclopenteno CsH1a na na
benzaldeido C7HsO 1x10?! gueimado
Linalol Ci0H150 1.4x10? flor
Fenchol Ci0H180 5x10% canfora
4-terpineol CioH150 3.4x101 mofo
2-octen-1-ol CsH160 5x104 sabao, plastico
1-nonanol CoH200 5x10? gordura
fenilacetaldeido CgHsO 4x10°3 mel
acetofenona CgHsO 6.5x107 mofo, flor
limonen-4-ol C10H160 na menta fresca
a-terpineol C10H180 2.5x10° Oleo, hortela
alcool benzilico C-/HsO 2x108 doce, flor
2-feniletanol CgH100 8.6x10% flor
o-cresol C-HsO 2x10?! medicinal, fendlico
Fenol CsHeO 2x10* borracha, medicinal
p-cresol C-HsO 2x10?! sintético, fenol
Indol CgH7N 3x101 fecal
Escatol CoHoN 5.6x10% fecal

aLimiar de percepgéo
bna: ndo avaliado

Adaptado de Vieira et al., 2019.
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Estes COVs podem liberar uma variedade de odores que vai do agradavel
ao mais intenso e fétido. Assim, muitas séo as tecnologias de reducéo de odor e
sdo comumente classificadas em técnicas fisicas, quimicas e bioldgicas
(ALFONSIN et al., 2015). A Norma Europeia 12255-9 (2002), recomenda a
oxidacdo biologica, a oxidacdo quimica, a adsorcdo e oxidacao térmica. No
entanto, os métodos fisicos e quimicos de purificacdo de compostos de odor,
apesar de comprovarem sua eficiéncia e confiabilidade e continuarem a ocupar
seu nicho, ainda existem diversas desvantagens. Entre eles o alto custo de
investimento e operacado, além da possivel geracdo de fluxos secundarios de
residuos (BAJPAI, 2014; ALFONSIN et al., 2015).

Em contrapartida, os sistemas de tratamento bioldgico de odores utilizam
processos bioquimicos para decompor compostos odoriferos. Estes métodos
possuem a vantagem de converter os poluentes em produtos de oxidagdo como
por exemplo, didxido de carbono, agua etc. S&o métodos de baixo custo, com
simplicidade operacional e s&o considerados "tecnologias limpas", pois reduzem
ou eliminam a necessidade de tratamento adicional dos produtos finais
(BURGESS, PARSONS & STUETZ, 2001; BAJPAI, 2014; CHENG et al., 2021).

Os métodos biolégicos tém um amplo espectro de aplicagbes. Séo
considerados os sistemas mais competitivos para a desodoriza¢do de poluentes
do ar caracterizados por altas taxas de fluxo e baixas concentracdes de
contaminantes (SADDOUD & SAYADI, 2007; VIKRANT et al., 2017). Além disso,
o tratamento biolégico é ambientalmente seguro, pois ndo produz compostos
toxicos prejudiciais a saude ou ao meio ambiente. Geralmente € operado em
condi¢cBes naturais (temperatura e pressao atmosféricas normais).

Estes métodos para o tratamento de COVs incluem biofiltros,
bioscrubbers (bio-lavador), biorreatores de membrana e filtros de biotrickling
(filtro biologico percolador). Nestes métodos, os poluentes sdo degradados
biologicamente por microrganismos aerobios (VIKRANT et al.,, 2017). No
entanto, estas tecnologias apesar de serem consideradas amigas da natureza,
apresentam desvantagens como quedas excessivas de pressdo, acumulo
gradual de subprodutos &cidos, dificuldade em controlar os parametros
bioldgicos de operacéo, entupimento devido ao acumulo de grande quantidade

de biofilme e reducéo da eficiéncia do tratamento em altas concentracdes de
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poluentes, além do alto custo de investimento (LEWKOWSKA et al., 2016;
VIKRANT et al., 2017).

Assim, novas tecnologias de reducdo de odor tém sido amplamente
investigadas como alternativas economicamente eficientes e confiaveis para a
mitigacdo dos odores. Pesquisas utilizando bioprocessos baseados em
microalgas demonstra ser uma tecnologia inovadora para desodorizacdo de
agua residuédria em estacdes de tratamento por ser uma alternativa econdémica
e ecologicamente correta, cuja flexibilidade metabdlica € uma vantagem, pois
converte moléculas polares e apolares de efluentes (VIEIRA et al., 2019; JACOB-
LOPES et al., 2020).

Bioprocessos baseado em microalgas no tratamento de controle de COVs
desagradaveis encontrados em agua residuaria de processamento de aves e
suinos, apresentaram uma eficiéncia de remocéo de 99,6% (VIEIRA et al., 2019).
No entanto, ao ser realizado analise olfatométrica os pesquisadores constataram
que néo foi percebido nenhum descritor de odor desagradavel apos o periodo de
72 horas de tempo de residéncia celular, no qual concluiram que 100% dos
compostos volateis desagradaveis foram removidos da agua residuaria (VIEIRA
et al., 2021).

Tecnologias de tratamento de odores em esta¢des de tratamento de agua
residudria demonstraram que a eficiéncia de remocéo de odores variou entre 70
a 95% (LEBRERO et al., 2013). Pesquisas também mostraram uma eficiéncia
de remocao de 99,7% da emissdo de odores de aguas residuarias de suinos
com o uso de células microbianas, no entanto o tempo de residéncia total foi de
260 horas (LOGAN et al., 2008). Assim, é possivel perceber a capacidade do
biorreator heterotréfico microalgal em mitigar os odores mais desagradaveis do
efluente do processamento de carnes em um curto periodo de tempo.

As tecnologias atuais de controle de odor, ainda apresentam problemas
para remover o indol e o escatol, ambos COVs sdo considerados um dos
principais marcadores de odor de instalagdes de tratamento de agua residuaria
do abate e processamento animal. Além disso, estes compostos estdo presentes
simultaneamente dos componentes estruturais hidrofébicos e hidrofilicos
(MATIAS et al., 2015; LEWKOWSKA et al., 2016). As microalgas apresentaram
a capacidade em mitigar odores como indol e escatol, além da remocgéo de

compostos hidrofébicos, como terpenos e poluentes atmosféricos perigosos,
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como dissulfeto de carbono, acroleina, tolueno, acetofenona, o-cresol, fenol e p-
cresol (EPA, 2008; VIEIRA et al., 2021).

Sistemas baseados em microalgas como uma tecnologia de tratamento
de odor superam as desvantagens encontradas nas tecnologias ja existentes. A
tecnologia que utiliza microalgas, apesar de apresentar um alto custo inicial de
implantacéo, ndo apresenta problemas de processo significativos. Além do mais,
biorreatores microalgais podem ser utilizados em conjuntos com outras etapas
de processo, como conversdao de matéria organica e nutrientes da agua
residuaria em uma infinidade de bioprodutos, reduzindo assim o custo de
processo (SANTOS et al., 2016a; WANG et al., 2017; LAURITANO et al., 2018;
DEPRA et al., 2019).

Apesar de estudos relatarem que as microalgas podem produzir
compostos desagradaveis, como a presenca de 2-MIB e geosmina (MEENA et
al., 2017; LEE et al., 2017; LIATO & AIDER, 2017), estes compostos n&o foram
detectados em pesquisas realizadas com a microalga Phormidium autumnale
(SANTOS et al.,, 2016a; VIEIRA et al.,, 2019; 2021). Sabe-se que estes
compostos podem ser facilmente liberados por muitas microalgas devido a
fatores biotico e abidticos, no entanto, o uso de biorreatores facilitam o controle
de temperatura e pH, além do tempo de residéncia celular.

Vieira et al. (2021), demonstraram que sistemas baseados em microalgas
além de biodegradar compostos de odor desagradavel da agua residuaria,
também conseguiu biotransformar e produzir novos compostos volateis,
maximizando o aproveitamento da biomassa microalgal, ao mesmo tempo que
se reduz o impacto ambiental gerado por estes residuos. Pesquisas com relacéo
a COVs gerados por microalgas tem sido realizado atualmente, e estas
apresentam um amplo espectro de classes de volateis, podendo ser utilizadas
como aromas, aditivos alimentares ou na geracdo de energia (SANTOS et al.,
2016b; VIEIRA, PINHEIRO & ZEPKA, 2020).

5. Aplicacao industrial de compostos organicos volateis de microalgas

As microalgas produzem uma variedade de COVs que podem ser
aplicados como uma importante fonte alternativa de produtos quimicos a granel
e finos. Os compostos propanol, butanol, 3-metil-butanol, hexanol, hexanal, B-

ciclocitral e B-ionona produzidos por microalgas possuem um apelo comercial
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(SANTOS et al., 2016b). Estes compostos de aromas gerados por microalgas
podem competir com fontes tradicionais. A elucidacdo das vias metabdlicas e
precursores e a aplicacdo da bioengenharia convencional resultou em um
conjunto de mais de 100 aromas quimicos derivados da biotecnologia (BERGER,
2009).

O mercado global de compostos aromaticos deve atingir US$ 8,2 bilhdes
em 2027, sendo os terpenos a classe de compostos predominante neste
mercado (GLOBAL AROMA CHEMICALS MARKET, 2021). Outras classes
também de grande interesse sdo os alcoois e os aldeidos, sendo importantes
componentes do aroma amplamente aplicados em cosméticos, perfumaria e
industrias alimenticias (SANTOS et al., 2016b; PINHEIRO et al., 2019).

A identificacdo detalhada de tais compostos é muito importante devido
aos seus impactos diretos nas propriedades aromaticas do produto final
enriquecido com biomassa de microalgas (SANTOS et al., 2016a; ROBERTSON
et al.,, 2016; ZHOU et al., 2017). Segundo Hosoglu (2018), compostos
identificados como sendo responsaveis por tais caracteristicas aromaticas sao
diferenciados em categorias tais como hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois,
ésteres, cetonas, e enxofre. Tabela 2 apresenta compostos volateis detectado

em microalgas.

Tabela 2. Compostos volateis detectados em diferentes espécies de microalgas.

Compostos

Y Microalgas
volateis
Terpenos
. Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
a-ionona

Nannochlopsis

Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata,
B-ciclocitral Nostoc sp., Phormidium autumnale, Rhodomonas sp., Spirulina
platensis, Tetraselmis chuii

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,

-ionona . L .
B Nannochlopsis, Spirulina platensis, Nostoc sp.
Anabaena lemmermannii, Anabaena circinalis, Anabaena
solitaria, Anabaena viguieri, , Aphanizomenon gracile,
geosmina Geitlerinema splendidum, Leibleinia subtilis, Microcoleus sp.,

Phormidium allorgei, Phormidium amoenum, Phormidium breve,
Phormidium cortianum, Phormidium formosum, Phormidium
simplicissimum Phormidium sp.



2-metilisoborneol

geraniol
mentol
citronelol
linalol
Aldeidos

Benzaldeido

Heptanal

Hexanal

2-metilpropanal

3-metilbutanal

nonanal

2,6-nonadienal

2-octenal

2-pentenal

acetaldeido

Sulfurados

benzotiazol

dissulfeto dimetil

dimetil sulfeto

100

Oscillatoria curviceps, Oscillatoria limosa, Oscillatoria tenuis,
Oscillatoria variabilis, Phormidium autumnale, Phormidium breve,
Phormidium calcicola, Phormidium favosum, Phormidium tenue,
Phormidium sp.

Synechococcus
Phormidium autumnale
Oocystis pusilla

Chlorella sp., Chlamydomonas sp., Oocystis pusilla

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium.

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Thalassiosira weissflogii,
Dicrateria inornata

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Phormidium
autumnale, Schizochytrium limacinum

Phormidium autumnale, Nannochloropsis oculata, Chaetoceros
calcitrans, Thassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,
Nitzschia closterium

Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata,
Chlorella vulgaris, Phormidium autumnale

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Nannochloropsis oculata,
Chlorella vulgaris, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia closterium,
Chaetoceros calcitrans, Platymonas helgolandica,
Crypthecodinium cohnii, Schizochytrium limacinum, Chlorella
prothecoides

Nitzschia closterium, Chaetoceros calcitrans, Thalassiosira
weissflogii, Platymonas helgolandica, Nannochloropsis sp.,
Dicrateria inornata, Chlorella vulgaris

Botryococcus braunii, Nannochloropsis oculata, Thalassiosira
weissflogii, Nitzschia closterium, Chaetoceros calcitrans,
Dicrateria inornata

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Phormidium autumnale

Phormidium autumnale, Nitzschia closterium, Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,
Nannochloropsis sp., Dicrateria inornata

Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii

Chaetoceros calcitrans, Chlorella protothecoides, Chlorella
vulgaris, Crypthecodinium cohnii, Nannochloropsis sp.,



dimetil trisulfide

Alcool

Benzil alcool

cis-2-penten-1-ol

Etanol

1-hexanol
3-hexen-1-ol
2-etil-1-hexanol

ciclohexanol
isobutanol

2-metilbutanol

3-metilbutanol

1-octen-3-ol

2-feniletil alcool

1-pentanol

1-penten-3-ol

2-metil-1-
pentanol

Hidrocarbonetos

2,4-
dimetilheptano

dodecano

heptadecano
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Oscillatoria chalybea, Oscillatoria tenuis, Phormidium autumnale,
Plectonema boryanum, Synechococcus cedrorum, Tetraselmis
chuii, Thalassiosira weissflogii

Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii

Phormidium autumnale, Crypthecodinium cohnii, Schizochytrium
limacinum, Chlorella prothecoides. Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris,
Phormidium autumnale

Chlorella vulgaris

Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris,
Nitzschia closterium, Spirulina platensis, Nostoc sp.

Phormidium autumnale

Phormidium autumnale
Tetraselmis sp.; Nannochloropsis, Chlorella vulgaris

Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris,
Phormidium autumnale

Rhodomonas sp., Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris,
Crypthecodinium cohnii, Chlorella prothecoides, Tetraselmis chuii,
Schizochytrium limacinum

Crypthecodinium cohnii

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia Closterium,
Phormidium autumnale

Phormidium autumnale

Scenedesmus obliquus

Microcystis flos-aquae, Microcystis aeruginosa

Spirulina platensis, Nostoc sp., Nitzschia closterium, Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,



hexadecano

pentadecano

tetradecano

tridecano

Furanos

2-etilfurano

2-pentilfurano

Cetonas

3-hidroxi-2-
butanona

acetil valeril
2,3-butanediona

2-heptanona

6-metil-5-hepten-
2-ona

2-octanediona

2-nonanona

3,5-octadien-2-
ona

2-propanona

2,3-pentenediona

1-penten-3-ona

102

Nannochloropsis sp., Dicrateria inornata, Microcystis flos-aquae,
Microcystis aeruginosa

Spirulina platensis, Nostoc sp., Nitzschia closterium, Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,
Nannochloropsis sp., Dicrateria inornata, Microcystis flos-aquae,
Microcystis aeruginosa

Spirulina platensis, Nostoc sp., Nitzschia closterium, Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,
Nannochloropsis sp., Dicrateria inornata

Spirulina platensis, Nostoc sp., Nitzschia closterium, Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissflogii, Platymonas helgolandica,
Nannochloropsis sp., Dicrateria inornata, Microcystis flos-aquae,
Microcystis aeruginosa

Microcystis flos-aquae, Microcystis aeruginosa

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Phormidium autumnale

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Phormidium autumnale

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochlopsis, Phormidium autumnale.

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Phormidium autumnale

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium,
Chaetoceros calcitrans, Dicrateria inornata, Platymonas
helgolandica

Scenedesmus obliquus

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
Chlorella vulgaris, Nitzschia closterium, Chaetoceros calcitrans,
Dicrateria inornata, Platymonas helgolandica
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Esteres

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis sp.,
metil octanoato Nannochlopsis, Crypthecodinium cohnii, Chlorella prothecoides,
Tetraselmis chuii, Schizochytrium limacinum

metil 3-metil 2-

hidroxibutanoato Phormidium autumnale

Botryococcus braunii, Rhodomonas sp., Tetraselmis chuii,
metil penilacetato  Nannochlopsis, Crypthecodinium cohnii, Chlorella prothecoides,
Schizochytrium limacinum

2-metoxi-2-

. Scenedesmus obliquus
metilpropano

Adaptado de Vieira, Pinheiro, Zepka et al., (2020).

A utilizacao da fracao volatil da biomassa de microalgas pode representar
uma melhoria na oferta para diferentes tipos de industria. As microalgas sao bem
conhecidas pela capacidade de producao futura de biodiesel por apresentarem
alta produtividade, biossintese lipidica eficiente e praticamente ndo competem
com as terras agricultaveis para a producédo de alimentos (JACOB-LOPES et al.,
2019). Também possuem robustez para capturar gases de efeito estufa,
principalmente o CO2 atmosférico, e se bioconverter em multiplos bioprodutos.
Esses excedentes provavelmente estardo disponiveis a um custo minimo ou
nenhum custo, o que favorece a abordagem da biorrefinaria de microalgas
(DEPRA et al., 2018).

Os compostos organicos volateis sdo considerados bioprodutos gasosos
do metabolismo microalgal, podendo ser recuperados na forma de gases de
exaustdo. Esses sistemas podem produzir COVs com potencial energético. O
potencial de energia dos COVs produzidos no biorreator heterotréfico pode variar
de 3,48 x 10° a 8,67 x 10° MJ kg, totalizando conteido de energia de 1,22 x
103 MJ kg*. Além disso, a taxa de geracdo de energia pode chegar a 1,01 x
102 MJ. m=3. d! sob essas condi¢des de cultivo (SEVERO et al., 2019; JACOB-
LOPES et al., 2020).

Considerando as estruturas quimicas deste compostos, alguns alcoois
apresentaram potencial energético comparavel ao da gasolina (SANTOS et al.,
2016b; PINHEIRO et al., 2019). Além disso, Halfmann, Gu e Zhou (2014),

demonstraram que 0s compostos terpénicos possuem caracteristicas atrativas
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como biodiesel e querosene de aviacdo. Da mesma forma, os hidrocarbonetos
volateis fornecem caracteristicas de combustdo desejaveis. Os aldeidos e
cetonas podem ser considerados compostos intermediarios de alcoois e
hidrocarbonetos (MEENA et al., 2017; ACHYUTHAN et al., 2017).

6. Concluséo

Sistemas baseados em microalgas podem ser amplamente considerados
como uma solucdo para resolver os diversos desafios da humanidade em
relacdo aos problemas ambientais. As microalgas ja sdo conhecidas por
apresentarem potencial no processo de recuperacdo de efluentes, reduzindo o
uso de energia de estratégias de gerenciamento de residuos e regenerar
nutrientes incluindo carbono, fésforo e nitrogénio. Alem disso, apresentam a
capacidade de desodorizar agua residuaria, e simultaneamente produzir uma
variedade de compostos volateis de interesse comercial. A integracao deste tipo
de processo pode abordar as questdes de sustentabilidade energética e
reciclagem de residuos no ambito da bioeconomia circular, reduzindo os custos
de producdo de microalgas, aumentando a eficiéncia e a rentabilidade do
processo. Embora o futuro para aplicagdes de sistemas baseados em microalgas
pareca promissor, ainda ha um longo caminho a ser percorrido para que se torne

uma parte importante da industria moderna.
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CAPITULO 5

Tratamento de aguas residuarias utilizando
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Resumo

Consoércios microalgas-bactérias surgiram como uma alternativa promissora de
tratamento de aguas residuarias, devido a capacidade das microalgas
removerem simultaneamente o carbono (C) (organico e inorganico), nitrogénio
(N) e fosforo (P), para auxiliar na oxidacdo bacteriana da matéria organica e
amonio presente nos residuos, via oxigenacédo fotossintética. Esta fotossintese
baseada na biorremediacdo proporciona uma melhor gestdo no tratamento de
aguas residuarias em comparacdo com 0S processos aerobios convencionais
(lodos ativados) ou anaerdbios em termos de custo efetivo de remocdo matéria
organica, recuperacao de nutrientes e pegada de CO:. A sinergia estabelecida
entre microalgas e bactérias pode contribuir para remocdes consistentes e
eficientes de poluentes e producédo de biomassa. Isso se deve a elevada
eficiéncia das microalgas em fixar CO2 antropogénico por meio da fotossintese,
permitindo a mitigacédo das emissdes de gases de efeito estufa, 0 que representa
uma vantagem adicional do tratamento de aguas residudrias em comparacéo
com outras biotecnologias em termos pegada de carbono. A biomassa
microalgal gerada durante o processo pode ser usada como biofertilizante ou
transformada em biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, biohidrogénio ou
biometano), contribuindo assim para uma tecnologia ambientalmente
sustentavel. Nesse contexto, este capitulo apresenta informacfes importantes
sobre o consorcio de microalgas e bactérias no tratamento de aguas residuérias
e valorizacao da biomassa gerada.

Palavras-chave: biomassa, interacdo microalgas/bactérias, remocdo de
nutrientes.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios

MERIDA Severo I. A., do Nascimento T. C., Fagundes M. B. (Orgs.) © 2021 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. O tratamento de esgoto no Brasil

O tratamento de &guas residuais pode ser realizado nas Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETEs) a partir de diferentes tecnologias como, por
exemplo, a utilizacdo de fontes que permitam integrar o saneamento basico a
economia circular. A nivel mundial, a exigéncia de mudar o atual paradigma de
saneamento é motivada ndo apenas pelos custos e consumo de energia, mas
também pelo esgotamento mundial de macronutrientes ndo renovaveis
(BATSTONE et al., 2015).

O acesso a rede de saneamento basico e suas diretrizes s&o
determinadas no territorio brasileiro pela Lei n° 11.445, promulgada em 5 de
janeiro de 2007, sendo que a auséncia deste servi¢o ou o tratamento inadequado
das aguas residuais impacta negativamente a populacdo e 0s ecossistemas
naturais.

O ultimo levantamento realizado pelo Sistema Nacional de Informacdes
sobre Saneamento (SNIS), elaborado em 2019, mostrou que a rede de esgoto
era atendida apenas em cerca de 54,1% do total da populacéo e para populacao
urbana no Brasil em apenas 61,9%. Desta forma, aproximadamente 100 milhdes
de brasileiros ainda n&o foram atendidos pelas redes de coleta de esgoto.
Ademais, € importante ressaltar que apenas 49,1% do volume total de esgoto
sanitario coletado recebe tratamento adequado (SNIS, 2019), deste modo o
montante remanescente € descartado in natura nos mananciais.

Conforme descrito por Zouboulis e Tolkou (2015) as ETEs podem
apresentar até quatro etapas de tratamento: (I) Pré-tratamento, com a remoc¢ao
dos solidos grosseiros maiores que 1 milimetro; (II) Tratamento Primario, a partir
da remocao de soélidos facilmente sedimentados; (lll) Tratamento Secundario,
com a remoc¢do de substancias organicas e; (IV) Tratamento Terciario, que
consiste na remoc¢ao de solidos inorganicos (N e P) e patdégenos.

No Brasil, as ETEs sdo comumente projetadas para atender a trés etapas:
0 pré-tratamento, tratamento primario e secundario. Por este motivo, a remogao
de sélidos inorgéanicos néo é adequada. Em conformidade aos dados da Agéncia
Nacional de Aguas e Saneamento Basico (ANA), dentre 3.668 ETES, as que
foram efetivamente projetadas para o tratamento terciario atendem cerca de 4

milhdes de brasileiros, o que representa uma aliquota de cerca de 2,5% da
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populacdo urbana. Desta forma, 77,58% dos 5570 municipios brasileiros néo
apresentam tratamento terciario para P e 85,28% em relagdo ao N (ANA, 2017).

O descarte de esgoto em corpos hidricos in natura ou sem o tratamento
adequado acarreta em danos ambientais e a salude humana. A eutrofizacdo
artificial, principalmente em ambientes I|énticos, pode ocorrer devido ao
enriqguecimento dos corpos hidricos por macronutrientes, como o N e P,
presentes em elevadas concentra¢des no esgoto sanitario e industrial. Assim, a
introducéo excessiva de matéria organica contribui para a floracdo de produtores
primarios, como as cianobactérias, microalgas e macrdfitas, levando a um
desequilibrio do ambiente aquatico. Além disso, esse estresse ambiental causa
prejuizos para o abastecimento de agua e saude publica (QUEVEDO, 2011).

Os processos infecciosos estdo predominantemente associados a
veiculagéo hidrica, conforme o relatorio publicado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), no qual 88% das mortes ocasionadas por infec¢des diarreicas sao
ocasionadas pelo saneamento inadequado. No Brasil, as doencas resultantes da
falta ou de um inadequado sistema de saneamento basico, especialmente em
areas pobres, tém agravado o quadro epidemiologico (BRASIL, 2006).

De acordo com levantamento realizado na base de dados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS), em 2019
as interacdes por diarreia e gastroenterite de origem infecciosa presumivel
totalizaram 117.618, sendo a maior parte destas notificacées na regido Norte e
Nordeste, respectivamente. Ambas as regides sdo relatadas como deficitarias
com relacdo ao saneamento basico, segundo o SNIS (2019) cerca de 87,7% e
71,7% da populacao das regibes Norte e Nordeste ndo tém acesso aos Servicos
de esgotamento sanitario.

Paralelamente, mesmo quando h& o tratamento adequado das aguas
residuais, os sistemas convencionais de ETEs atualmente ndo sdo projetados
para tratar e remover suficientemente os contaminantes emergentes do afluente,
como é o caso dos micropoluentes (SUTHERLAND; RALPH, 2019), dos
patogenos (BELLUCCI et al., 2020), e dos metais (DAS et al., 2008). A descarga
direta do efluente tratado em corpos d’agua naturais aumenta a preocupagéao
acerca destes poluentes persistentes no ecossistema aquatico, como € o caso
dos micropoluentes e dos metais (TIWARI et al., 2017), que pode gerar dano

tanto para o0 meio ambiente como para a vida humana diretamente.
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2. Tratamento terciario via consorcio microalgas-bactérias

A etapa de tratamento tercirio para a remoc¢do de soélidos inorganicos,
patégenos e micropoluentes pode intercorrer nas ETES por meio de processos
fisico-quimicos ou biolégicos, cada um destes apresentando suas vantagens e
desvantagens. Como descrito por Howe et al. (2016), os processos fisico-
quimicos aplicados sdo dependentes das propriedades do composto a ser
removido, sendo diferentes dos presentes nas moléculas de agua.

Nos processos fisico-quimicos sdo comumente utilizados processos
como coagulacdo seguida de filtracdo, oxidacdo, amolecimento com cal,
adsorcdo em alumina ativada, troca ibnica e osmose reversa; além de processos
que visam a desinfec¢ao, como a adi¢ao de cloro, 0zdnio, perdxido de hidrogénio
e aplicacao de raios ultravioleta. Entretanto, estes processos demandam altos
custos, complexidade no processo e por iSso muitas vezes ndo sao viaveis na
pratica (SARMAH et al., 2019). Além disso, produzem grande quantidade de lodo
contaminado com componentes quimicos (BARNARD, 1975), sendo necessario
um tratamento posterior.

Von Sperling (2007) discorre sobre a base de todo o processo bioldgico
ser o contato efetivo entre organismos e a matéria organica contida no esgoto,
de maneira que este possa ser utilizado como alimento para 0s microrganismos,
convertendo-o em diéxido de carbono, dgua e material celular. Os sistemas
tradicionais de tratamentos bioldgicos envolvem um sistema complexo de
operacdo, geram grandes volumes de lodo ativado e requerem altos gastos
energéticos (RENUKA et al.,, 2013). Sendo assim, sdo essenciais métodos
ecologicos e financeiramente viaveis para o tratamento biolégico, que sejam
aplicaveis em escala real a fim de atender a demanda das cidades.

Uma alternativa biotecnoldgica e sustentavel para o tratamento terciario é
0 uso de microalgas, particularmente atrativas em decorréncia da capacidade
fotossintética, convertendo energia solar em biomassa e incorporando N e P
presentes no esgoto sanitario (DE LA NOUE; DE PAUW, 1988; DE WILT et al.,
2016). Ademais, as microalgas podem simultaneamente reduzir a pegada de
CO: e gerar esgoto tratado com alta concentracdo de oxigénio dissolvido para
os corpos receptores (MENNAA; ARBIB; PERALES, 2015).

As microalgas assimilam o N e P contidos no esgoto sanitario para

reacoes em seu metabolismo celular. Um exemplo de como ocorre 0s processos
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nas microalgas encontra-se ilustrado na Figura 1. Segundo Hoh, Watson e Kan
(2016), N estd envolvido na producdo de aminoacidos, proteinas e clorofila,
enquanto P é utilizado para a transferéncia de energia, fotossintese e formacéo

de acidos nucleicos.
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Figura 1. Processos de tratamento de esgoto sanitario com o uso de microalgas.

A principal preocupacéo ao cultivar microalgas € selecionar uma espécie
que se adapte bem as condi¢cdes selecionadas em diferentes ambientes
(HODGSKISS et al., 2016). Apesar de diversos estudos aplicarem cepas com
espécimes selecionados e introduzidos ao efluente, todo sistema de microalgas
gue trata aguas residuais ndo esterilizadas ira conter um consorcio misto de
algas, bactérias e outros microrganismos nativos do esgoto a ser tratado
(KRUSOK et al., 2016).

As interaces simbidticas entre o consorcio microalgas-bactérias podem
ocorrer de forma direta ou indireta, impulsionando o crescimento e a eficiéncia
na remocao de nutrientes; ademais, estes microrganismos apresentam como
vantagem a aclimatagédo natural ao efluente, incluindo o deslocamento bem-
sucedido de potenciais competidores. Assim, utilizar o consdrcio de microalgas
nativas do esgoto sanitario € uma abordagem que tem sido empregada com
sucesso em diversos estudos (ALCANTARA et al. 2015; ZHOU et al., 2017;
THOMAS et al., 2019).
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2.1. Tipos de reatores (aberto, fechado, tubular)

O cultivo de microalgas em reatores € uma estratégia emergente e
potencialmente sustentavel para remover contaminantes do efluente e
simultaneamente produzir biomassa microalgal rica em nutrientes (LUO; LE
CLECH; HEBERSON, 2017).

Segundo Xu et al. (2009), os tipos de reatores que podem ser utilizados
para o tratamento de aguas residuais podem ser divididos em sistemas abertos,
gue incluem os naturais (lagos, lagunas e lagoas) e os artificiais (lagoas raceway,
tanques, lagoas circulares), além dos sistemas fechados, como os
fotobiorreatores (flat panel, tubular, bubble-column); a Figura 2 mostra um
esquema dos principais modelos de reatores utilizados. Todos possuem
vantagens e desvantagens (Tabela 1) em suas utilizagdes, que cabe a equipe
responsavel pela implementacdo a avaliacdo dos custos/beneficios e

vantagens/desvantagens para cada regido a serem aplicados.

Figura 2. FBR tubular vertical (A); FBR helicoidal (B); FBR tubular horizontal (C);
Lagoa raceway (D); PBR flat panel (E).
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Estudos produzidos ao longo dos anos testaram o desempenho pratico
do crescimento microalgal para o tratamento de &guas residuéarias fora do
ambiente laboratorial, assim buscando entender como o design dos reatores e
0os parametros fisico-quimicos reais e ndo controlados (como luminosidade,
temperatura, valor de pH, concentracdo de nutrientes, dentre outros) podem
afetar a produtividade desejada.

Os reatores de sistemas abertos sdo as formas mais comumente
aplicadas no cultivo de microalgas em larga escala (UGWU et al., 2008) devido
principalmente ao baixo custo, constru¢cdo simples e método operacional
conveniente; sendo utilizados em paises como Israel, Estados Unidos e China
(XU et al., 2009; TING et al., 2017).

Quando se trata de sistemas abertos, estes podem ser subdivididos em
tanques agitados e ndo agitados. As lagoas ndo agitadas sdo mais econémicas
e fceis de gerenciar, entretanto sdo propensas a predacao das microalgas pelo
zooplancton, comunidades mistas e crescimento potencial de patégenos; assim
estes fatores bioticos podem afetar o crescimento algal e, consequentemente, a
producado de biomassa (CHAUMONT, 1993).

Paralelamente, as vantagens dos sistemas agitados sdo o fornecimento
de aeracdo, melhor distribuicdo de luz e nutrientes, propocionando maior
crescimento microalgal (MOLAZADEH et al., 2019). Ademais, por né&o
necessitarem de material transparente na contrucdo de tanques abertos, como
ocorre nos sistemas fechados, ha a vantagem de uma variedade de opc¢des de
materiais a serem utilizados (FRANCO et al., 2013).

Os sistemas abertos agitados do tipo lagoa raceway (Figura 2d) possuem
a vantagem de comportar maior quantidade de liquido, operando com cerca de
quatro vezes mais esgoto em comparacdo a um fotobiorreator fechado da
mesma escala de producéo (PAWAR, 2016).

Mantovani et al. (2019) realizaram um estudo em lagoa raceway, com
capacidade de 1200 L, para demonstrar a viabilidade em se usar um consércio
de microalgas-bactérias para o poés-tratamento de esgoto urbano. Como
resultado, foi obtido a eficiéncia de remocéo de nutrientes de 96% para nitrogénio
e de 71% para o fosforo. Ademais, foi reafirmado que os custos de operacao de
uma lagoa raceway € menor do que outros sistemas, como os fechados.

Entretanto, segundo Benavides et al. (2013) o cultivo de microalgas em
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sistemas abertos comporta apenas algumas espécies de microalgas, visto que
o controle das condicdes fisico-quimicas é limitado. Além disso, a produtividade
de biomassa € inferior ao de sistemas fechados, dada a sua suscetibilidade de
contaminacdo externa, sendo mais dependentes das condi¢ces climaticas do
ambiente (PIRES et al., 2017).

Em contrapartida, os reatores fechados possuem caracteristicas de
construcdo, como a aplicacdo de materiais transparentes e agitacdo da
biomassa, que permitem um controle maior de fatores abioticos e superficie de
contato com a luz solar, contribuindo com a efetividade do sistema. Assim, um
dos parametros importantes que afetam o design de um fotobiorreator é a
necessidade de manter a penetracdo de luz adequada aos processos bioldgicos
gue ocorrem dentro dele (PLACZEK et al., 2017).

Segundo Carvalho et al. (2006), dentro dessa categoria de sistemas
fechados existem diversos modelos projetados para otimizar a captacao de luz,
sendo eles tubulares ou flat panel. Os fotobiorreatores tubulares podem ser
construidos em basicamente trés formas: colunas de airlift ou bubble column
(Figura 2a), reator tubular horizontal (Figura 2c) e reator tubular helicoidal (Figura
2b).

Os fotobiorreatores do tipo airlift ou bubble column sdo compactos e faceis
de operar. As bolhas de ar provenientes da parte inferior do reator promovem a
mistura do liquido, suprimento de CO2 e boa remocao de Oz durante o processo
de fotossintese das microalgas (CARVALHO et al., 2006).

Um estudo produzido por Monkonsit et al. (2012) buscou comparar ambos
0s reatores, 0s autores obtiveram como resultado que o fotobiorreator tipo airlift
teve concentracdo maxima de células cerca de 2,5 vezes maior do que o valor
obtido no bubble column, operando nas mesmas condicdes de aeracdo e
intensidade luminosa. Isso se deu por conta do fluxo circulatério no airlift, que
promoveu melhor eficiéncia de utilizagcéo da luz.

Em relacdo aos custos operacionais, Acién et al. (2012) reportaram que
para producdo em fotobiorreatores tubulares horizontais seriam necessarios
12.6 €/kg de biomassa produzida, caso o método fosse adotado em larga escala.
Ademais, 0s autores relatam que o0s principais custos associados a producéo
sao energia e COz2, seguidos de mao de obra e gestéo.

Apesar de ambos utilizem de um bom método demonstrado pelo elevado
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crescimento algal, também apresentam desvantagens como a dificuldade em
ampliar a &rea de exposicao a luz, visto que s6 seria possivel como 0 aumento
do diametro do reator, impedindo que muitas microalgas presentes no centro ndo
obtenham contato com a radiagéo solar de maneira eficiente (PLACZEK et al.,
2017).

Os reatores tubulares horizontais (Figura 2c) e helicoidais (Figura 2b)
diferem apenas na disposicdo em que 0s tubos s&o posicionados, sendo o
horizontal de maneira paralela ao chdo ou dispostos verticalmente e ocupando
maior area, enquanto o helicoidal € mantido enrolado em uma estrutura circular
aberta, a fim de ocupar maior espaco no sentido vertical (CARVALHO et al.,
2006).

Apesar de apresentarem uma grande area de exposi¢cao solar e boa
produtividade de biomassa, os fotobiorretores tubulares possuem como risco o
acumulo de biofilme na parede dos tubos, dada a sua dificuldade de limpeza, o
que impede a penetracdo da luz (PLACZEK et al., 2017). Ainda, por conta da
falta de controle de temperatura do reator, o uso de grandes quantidades de
agua e energia sdo necessarias para reduzir a temperatura dos tubos, a fim de
manter a temperatura ideal do liquido para a atividade microalgal (CARVALHO
et al., 2006; ACIEN et al., 2012).

Por fim, os reatores tipo flat panel (Figura 2e) possuem formato
paralelepipedal, cuja largura é estreita o suficiente para que a luz penetre com
facilidade o liquido. S&o vantajosos por terem uma grande superficie de contato,
aumentando a eficiéncia de fotossintese, e por serem adequados ao uso para
cultivo ao ar livre, permitido sua inclinacéo para obter melhor &ngulo em relacao
ao sol, e para a limpeza ser mais pratica e facil (TING et al., 2017; PLACZEK et
al.,, 2017; XU, et al. 2019). Mas podem surgir dificuldades em relacdo a
manutencdo de temperatura e a possibilidade de estresse hidrodinamico
causado pela aeracdo (ZITTELLI et al., 2013; TING et al., 2017).

Banerjee e Ramaswamy (2019) buscaram aplicar um modelo de analise
de custos associados a producdo de biomassa com o0 uso de flat panel,
considerando custos como o0s de construcdo, eletricidade, manutencdo e
administracdo necessarios para a uma planta que ocupa o espaco de 1 hectare.
Os autores obtiveram como resultados que o valor associado a producdo de

biomassa algal variaria ente U$ 3 e 10/kg, o que foi considerado compativel com
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outros estudos realizados com o mesmo propdsito (NORSKER et al., 2011;
TREDICI et al., 2016).

Tabela 1. Vantagens e desvantagens associadas aos tipos de reatores.

Reatores

Sistema aberto

Sistema fechado

Vantagens

Método mais utilizado
comercialmente; custos
associados a construcao
sao menores; facilidade de
operacdo e durabilidade
maior em comparacao aos
sistemas fechados.

Ambiente com fatores mais
controlados em comparacéo aos
sistemas abertos; menos
propensos a  contaminagao
externa e a evaporacdo direta;
permitem alcancar maior
produtividade e crescimento
celular, devido a maior relacao
superficie iluminada por volume
SIV. (WANG; LAN; HORSMAN,
2012).

Desvantagens

Sao mais suscetiveis a
contaminagao externa,
sofrem com oscilacBes
climaticas nas condi¢cbes
de cultivo, que acarretam
menor produtividade de
biomassa e remocdo de
nutrientes em comparagao
as taxas atingidas por

sistemas fechados
(GOIN\I(;ALVES; PIRES;
SIMOES, 2017);

apresentam altas taxas de
evaporacao direta.

Os custos relacionados a
construcédo sdo mais elevados. E
ainda carecem de avaliagcdo em
escala industrial para aplicacao
real (DARZINS; PIENKOS;
EDYE, 2010).

3. O tratamento: remocao/recuperacao de nutrientes

Frente a necessidade de remocdo das quantidades excedentes dos

nutrientes antes da disposi¢éo nos corpos d’agua, as microalgas desempenham

papel importante, uma vez que sao capazes de assimila-los. O esgoto sanitario

anaerobio, embora variavel, tende a estar dentro da faixa intermediaria de

proporcdes otimas de N:P e também abaixo do limiar de toxicidade de NHs

(KUBE et al., 2018), transformando-o em um 6timo meio de cultura para as

microalgas. Durante a sua fase de crescimento exponencial, as microalgas
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apresentam altas taxas de remocéo destes compostos, podendo armazena-los
para serem utilizados futuramente na sintese celular (RAWAT et al., 2013).

O principal nutriente necessario para o crescimento das microalgas € o
carbono inorganico, uma vez que é o precursor das reacdes fotossintéticas
(Figura 2). Para cultivar microalgas, o carbono € a fonte de energia para muitos
eventos celulares, como a producéo e reproducdo de metabdlitos e faz parte da
estrutura fisica da célula (HOH; WATSON; KAN, 2016). O carbono dissolvido
existe em diferentes formas: CO2, HCOs ou carbonato (CO3%). Ainda segundo
0s autores, as microalgas podem usar o CO2 com uma frequéncia maior, o HCOgs
frequentemente e CO3* sera dificilmente utilizado.

O teor de carbono varia significativamente entre as espécies e condicdes
de cultura e pode variar entre 17,5 e 65% em peso seco. No entanto, a maioria
das espécies contém cerca de 50% de carbono (GROBBELAAR, 2007).

Embora as microalgas sejam principalmente autotréficas, algumas
microalgas séo heterotroficas, usando apenas carbono orgéanico (por exemplo,
acetato, glicose, glicerol e etanol) como fonte de carbono, enquanto outras sédo
mixotroéficas, usando facultativamente uma fonte de carbono organico além do
CO:2 (LEITE; ABDELAZIZ; HALLENBECK, 2013). Nesse regime de crescimento,
tanto mecanismos respiratérios como fotossintéticos podem ocorrer (LEE, 2004).

Além do carbono, o crescimento de microalgas é dependente de outros
macros e micronutrientes, como alguns metais pesados conhecidos como
oligoelementos, bem como N e P, necessérios para a sintese de acidos nucleicos
e proteinas (GONCALVES et al., 2017) (Figura 1). Apenas formas inorganicas
de N e P séo consideradas diretamente disponiveis para as microalgas nos
esgotos. Segundo levantamento de dados realizado por Monfet e Unc (2017),
pode-se especular que cerca de 86% do N e 69% do P estdo nas formas
disponiveis.

A remocao de N pelas microalgas se da em funcdo da assimilagéo celular
e volatilizacdo de NHsz (GARCIA et al., 2000), sendo que esta volatilizagdo ocorre
em funcdo do aumento de valor de pH e temperatura. As procariéticas
(cianobactérias) séo capazes de fixar N2-N e converté-lo em NHs, que por sua
vez pode ser incorporado em amino&cidos e proteinas ou excretado no ambiente
(CAl et al., 2013). Ja as microalgas eucaridticas sédo capazes de assimilar NH4™,
NOse NOz2.
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Estas fontes de N inorganico sao incorporadas nas ceélulas através de
transporte ativo na membrana plasmatica. O NO3z™ (forma do N mais oxidada) é
termodinamicamente mais estavel que o NH4* e, portanto, mais comum se ser
encontrado em ambientes aquéticos (GROBBELAAR, 2007). Entretanto, sua
assimilacao requer a reducgédo prévia do NH4* em um processo de duas etapas
de catalisacao: pelas enzimas nitrato redutase e nitrito redutase (CROFCHECK
et al., 2012).

O NH4* é ativamente incorporado em células de microalgas e diretamente
convertido em aminoacidos. Acredita-se que o NH4* seja a forma de N preferida
pelas microalgas, uma vez que assimilacado de NOs e NO2 requer mais energia
(MONFET; UNC, 2017). Quando o NH4* e NOs estdo presentes no esgoto
sanitario, ha um consumo minimo de NOs™ até que a maior parte do NH4* tenha
sido removida (SILVA et al., 2015).

O P é responsavel pela transferéncia de energia e a sintese de acidos
nucleicos. No que diz respeito a sua assimilacao, este nutriente é requerido sob
a forma de fosfatos solluveis e deve ser fornecido em grandes quantidades, uma
vez que nem todos os compostos de P estdo biodisponiveis para microalgas
(KUMAR et al., 2010).

O P entra nas células de microalgas através do transporte ativo na
membrana plasmatica nas formas de &cido fosférico (H2PO4) e fosfato de
hidrogénio (HPO4%). A incorporacdo de POs> em compostos organicos é
realizada através dos seguintes processos: (1) fosforilagcao ao nivel do substrato,
(2) fosforilacdo oxidativa, e (3) fotofosforilacdo (KUBE et al., 2018). Nesses
processos, a adenosina trifosfato (ATP) é produzido a partir da adenosina
difosfato (ADP) e de um insumo energético, que pode ser obtido da oxidacdo dos
substratos respiratérios ou do sistema de transporte de elétrons das
mitocondrias (dois primeiros processos), da luz e transformacéo de energia
(terceiro processo).

As microalgas também podem consumir o P extra através do “consumo
de luxo”, armazena-lo na forma de polifosfato e utiliza-lo em condi¢des de baixa
disponibilidade externa de P (YIN-HU et al., 2012).

O crescimento de microalgas e a capacidade de remover nutrientes
podem ser influenciados por fatores biéticos e abiéticos. Fatores bibticos incluem

a presenca de patdgenos, como bactérias, fungos e virus, e a competicdo por
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outras microalgas (GONCALVES et al., 2017). J4 os fatores abioticos incluem
valor de pH, temperatura, luminosidade, oxigénio dissolvido, tempo de detencgé&o
hidraulica, transferéncia de gas e mistura (RAMANNA et al., 2018), fotoperiodo
e compostos tdéxicos no meio de cultura (RAHEEM et al., 2018).

Como exemplo da influéncia dos fatores abioticos, o elevado valor pH e
as elevadas concentragdes de oxigénio dissolvido foram parametros observados
capazes de potencializar a precipitacao de fosfato (uma vez que o P n&o existe
na forma gasosa) no meio (NURDOGAN; OSWALD, 1995; CAI; PARK; LI, 2013).

Os fatores abidticos devem ser sempre monitorados, uma vez que esses
parametros controlam a disponibilidade de CO2, taxas de cisalhamento,
exposicao a luz (YEN et al. 2013) e a composi¢ao quimica das microalgas nos
sistemas de tratamento de esgoto sanitario (ELAWWAD et al., 2017).

Para melhorar os processos de ficorremediacdo de esgoto sanitario é
importante entender os mecanismos envolvidos na remog&o de nutrientes. No
Quadro 1 esta apresentado um resumo dos mecanismos envolvidos na remog¢ao

de carbono (C), N e P por microalgas.

Quadro 1. Mecanismos envolvidos na remogéo de nutrientes por microalgas.

Nutrientes | Mecanismos | Incorporacéo celular
Carbono

Difuséo (5,0 <valor de pH
CO; Integracéo no ciclo de Calvin < 7,0) ou transporte ativo
(valor de pH > 7,0)

Difusdo ou transporte ativo

Integracdo no metabolismo da

C Organico resDIracso (dependendo do tamanho
pirag das moléculas)
Nitrogénio
Nitrogénio A , o
Fixacdo por microalgas procaridticas
molecular

(cianobactérias) em NHs, seguida de | n.a.

atmosférico - T
conversdo em aminoacidos

(N2)

Reducdo em NH,", seguida de

NOs e NO» ~ VAR Transporte Ativo

conversdo em aminodcidos

Converséo direta em aminoacidos Transporte Ativo
NH4* Decapagem devido a volatilizagdo

n.a.

(altos valores de pH e temperaturas)
Fosforo

Fosforilacédo Transporte Ativo
PO Precipitacao quimica (altos valores de

pH e concentragcbes de oxigénio | n.a.
dissolvido (OD)

n.a. - ndo aplicavel.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al. (2017).
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3.1. Remocéao de patégenos

Em efluentes sanitarios sdo encontrados diversas espécies e
comunidades de microrganismos como bactérias (patogénicas ou n&o), virus,
protozoarios e helmintos, sendo descritos como fatores bidticos que afetam o
crescimento de microalgas ou alteram os ecossistemas de aguas residuais
(RANI et al., 2021).

Para atender aos padrdes previstos de descarga de efluentes em corpos
de agua dispostos pela Resolucdo CONAMA n°430/2011, € importante que o
processo de desinfeccdo de organismos patogénicos seja realizado com
eficacia, ja que esta relacionado com a saude publica (SHARAFI et al., 2015).
Os processos fisico-quimicos que compdem o tratamento terciario normalmente
empregados na desinfeccdo de patdgenos possuem determinadas
desqualificacbes, como o meétodo convencional de tratamento através da
cloragdo, que resulta em aumento nos indices de cloro residual dissolvidos nas
aguas, podendo se incorporar na cadeia alimentar e causar riscos, por conta de
sua acédo cancerigena (MARCON, 2005).

Os mecanismos utilizados para quantificar e confirmar a presenca de
microrganismos patogénicos em efluentes s@o variados, incluindo andlises
moleculares (PCR), métodos de imunofluorescéncia e, o mais comumente
utilizado em diversos estudos, a partir das unidades formadoras de col6nia, com
o método de pour plate ou de membrana filtrante, que possui melhor custo
beneficio em relagdo aos outros e exige menos conhecimento técnico ou
avancado para aplicacao (APHA, 2005; RANI et al., 2021).

Segundo Boutilier et al. (2009), os coliformes totais, incluindo a bactéria
Escherichia coli, sdo um importante indicador de presenca de organismos
patogénicos e por isso, podem e tém sido utilizados como um parametro de
avaliacdo da qualidade dos efluentes, incluindo os tratados por microalgas em
sistemas de cultivo.

Entretanto, estudos recentes descrevem algumas limitagcdes em se utilizar
bactérias do grupo coliformes totais como bioindicadores de qualidade das
aguas, ja que outros microrganismos presentes em efluentes possuem reacoes
diferentes as mudancas de pH, temperatura e oxigénio dissolvido no meio. Dias
et al. (2017) citaram a importancia de incorporar outros microrganismos

patogénicos as analises, a fim de melhorar a avaliagcdo da eficiéncia de remocéao
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de patdgenos durante o tratamento terciario de esgoto. Liu et al. (2020),
utiizando de E. coli, coliformes totais, Enterococcus spp. e Clostridium
perfringens como indicadores em lagoas de estabilizacdo, obtiveram como
resultado as taxas de remocao de 0.19, 0.12, 0.07 e -0,01 (log CFU/100 mL),
respectivamente, em pH 10.5, considerado um 6timo valor para remocdo dos
dois primeiros indicadores. Mas, ainda que houvesse a diminuicdo de
Enterococcus, n&o ocorre com a mesma efetividade observada em E. coli.

Dentre o0s processos de tratamento terciario de esgoto sanitario
existentes, o uso de microalgas possui a vantagem de atuar na remocao desses
microrganismos sem acarretar nos problemas encontrados pelo uso de
desinfetantes. Segundo Ansa et al. (2011), o aumento da concentracdo de
clorofila-a mostrou ser diretamente proporcional ao decaimento de E. coli, o que
indica que as presencas de organismos fotossintetizantes, como as microalgas
e cianobactérias, atuam no processo de desinfeccao.

Durante o crescimento algal nos sistemas de tratamento que as utilizam,
em reatores abertos e fechados (como exemplo lagoas raceway e flat panel,
respectivamente) descritos por Pires et al. (2017), ocorrem processos que
contribuem para a remocao de patdégenos. Dentre tais processos pode-se citar a
competicdo pelos nutrientes disponiveis no meio entre as microalgas e o0s
organismos diversos que estdo presentes e a elevacao do valor de pH, ja que
muitos microrganismos ndo sao resistentes a esse nivel de alcalinidade,
danificando seu DNA. Bellucci et al. (2020) reportou que o crescimento
autotrofico algal ocasionou o aumento de pH para 11,6, sendo 0os maiores niveis
de decaimento de E. coli ocorrendo quando o meio se tornou altamente alcalino.

O aumento de oxigénio dissolvido é considerado um parametro que
apresenta correlagdo com a remocao de patégeno por microalgas, uma vez que
a atividade algal aumenta a disponibilidade de oxigénio, sendo responsavel por
elevar os niveis de foto-oxidacdo. Essa correlagédo é observavel ja que o evento
de foto-oxidacdo eleva a quantidade de espécies reativas de oxigénio,
danificando os microrganismos com 0s quais entram em contato, a partir da
absorcao de luz, portanto, os niveis de oxigénio dissolvidos atuam em conjunto
com a luminosidade do ambiente para a remocao de patdgenos (LIU et al., 2016).

A luminosidade afeta também a concentragdo de microrganismos atraves

da sua acédo direta com 0s mesmos, 0 que acontece com maior eficiéncia em
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reatores fechados tubulares, ja que possuem maior superficie de contato, sendo
mais expostos a radiacdo solar (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015). A porcéo
UV-B da radiagdo solar possui maior fator bactericida, causando danos
fotobiolégicos as organelas, atingindo primeiramente a membrana plasmatica,
podendo chegar a afetar o DNA (SINTON et al., 2002).

Além disso, diversos estudos discorrem sobre compostos produzidos por
microalgas que possuem efeitos antimicrobianos, sendo geralmente acidos
graxos insaturados, como a clorelina, produzida por microalgas do género
Chlorella, que possui efeito inibidor do crescimento de bactérias (PRATT et al.,
1944). Hussein et al. (2018) relataram que bactérias patogénicas
enterobactérias, Proteus e Escherichia Coli sdo sensiveis a altas concentracdes
(100 mg/ml) de compostos bioativos brutos extraidos de Chlorella; a avaliacdo
de extratos brutos de Chlamydomonas sp. também demonstraram atividade
antibacteriana durante o crescimento celular, majoritariamente durante a fase de
crescimento exponencial (SENHORINHO, 2018).

Juntamente com o0s processos atribuidos ao crescimento algal e a
luminosidade, a temperatura elevada do ambiente também se mostrou um fator
relevante e altamente correlacionado a concentracdo de patégenos. O estudo
produzido por Liu et al. (2020) obteve como conclusdo que a remocdo de
patdogenos exibe padrbes sazonais, tendo maior efetividade em maiores
temperaturas. Mezrioui et al. (1995) reportaram que coliformes totais foram
reduzidos em 98.95% em temperaturas quentes (acima de 22° C) e 94.91% em

periodos mais frios (abaixo de 22° C).

3.2. Remocao de micropoluentes

Micropoluentes compreendem substancias naturais e antropogénicas,
incluindo produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, pesticidas e
produtos quimicos industriais. Sdo usados em diversos campos, COmo pecuaria,
agricultura e na vida diaria de seres humanos (HENA et al., 2020).

Por traz dos aumentos da expectativa de vida populacional e melhoria na
qualidade de vida, esta, dentre outros aspectos, grandes esforcos da industria
farmacéutica. Entretanto, o avanco em sistemas de tratamento capazes de
remover este tipo de micropoluentes das dguas ndo acompanhou o mesmo

progresso.
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Atualmente, a crescente atencao cientifica aos micropoluentes se deve a
onipresenca desses em todos os compartimentos do ambiente, aos riscos
ecolégicos que apresentam, como resisténcia a antibidticos em bactérias e
desregulacdo endocrina em varios organismos aquaticos, e aos efeitos ainda
desconhecidos na vida humana a longo prazo (RIVERA-UTRILLA et al., 2013;
HENA et al., 2020).

Foi o desenvolvimento de novas técnicas analiticas que possibilitou a
deteccdo e a quantificacdo destes compostos, mesmo presentes em
concentracfes extremamente baixas em matrizes complexas de fases aquosa e
sélida. As técnicas de deteccao e quantificacdo mais usadas sdo: cromatografia
liguida (LC) e cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massa
(MS) (DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2006).

Os micropoluentes estarem presentes continuamente no meio ambiente
deve-se ao seu usO excessivo, ma remocdo em estacdes de tratamento de
esgotos (ETES) e suas estruturas estaveis, que maximizam sua atividade
biologica (JACKSON et al., 2007; RIVERA-UTRILLA et al., 2013) e aumenta
ainda mais sua resisténcia a degradacao (DAUGHTON; TERNES, 1999).

O desafio para o tratamento desses micropoluentes € conhecer
tecnologias de sucesso que ndo sejam dispendiosas como sdo o caso dos
processos oxidativos avancados, adsorcdo, separacdo por membranas,
ozonizagao que além de dispendiosas, podem produzir compostos mais toxicos
dos que os originalmente existentes no efluente (XIONG et al., 2018; SHAH et
al., 2020), mas sim aplicaveis e seguras.

Os reatores operantes com consércio de microalgas ja estdo sendo
avaliados para a remocao de micropoluentes do esgoto doméstico por alguns
pesquisadores (MATAMOROS et al., 2016; 2015; DE WILT et al., 2016;
VASSALLE et al., 2020).

Além destes, Shi et al. (2010) mostraram que 0s estrogénios naturais e
sintéticos podem ser efetivamente removidos em sistemas de tratamento de
aguas residuarias utilizando-se algas. A microalga Selenastrum capricornutum
mostrou 46% e 40% de adsor¢cédo da remoc¢cao maxima dos hormonios E2 e EE2,
respectivamente, enquanto Chlamydomonas reinhardtii removeu 86% e 71% de
E2 e EE2, respectivamente, por adsor¢cdo de lodo anaerébio em 7 dias (HOM-
DIAZ et al., 2015).
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Estudos mostraram que a espécie de microalga C. sorokiniana pode
remover o acido salicilico e o paracetamol de um meio artificial, bem como véarios
outros micropoluentes de agua negra (proveniente de vasos sanitarios) digerida
anaerobiamente (ESCAPA et al., 2015; DE WILT et al., 2016). Sabe-se, portanto,
gue algumas microalgas em especifico (as mais generalistas e frequentes) sédo
mais eficientes na remocéao de determinados compostos, mas ainda precisa ser
mais explorado a eficiéncia dos consoércios nativos, para avaliacdo da
aplicabilidade dos sistemas em cada regido especifica.

Entretanto, ha o problema do acumulo destes micropoluentes na
biomassa algal, o que restringe o reuso da mesma (GOJKOVIC et al., 2019).
Para tal, se o intuito € utilizar a biomassa algal como biofertilizantes, se faz
necessarias pesquisas que determinem a concentracdo de micropoluentes na
biomassa, e avaliem se a aplicacdo da mesma na agricultura atinge as

plantagdes e o solo ou néo.

3.3. Remocao de metais

Existem varias técnicas convencionais para remocao de metais pesados
de efluentes, que incluem tecnologias eletroliticas, troca idnica, precipitacao,
extracdo quimica, hidrélise, microencapsulacéo de polimero e lixiviagdo (JAIS et
al. 2017). No entanto, a maioria desses métodos séo ineficazes, pois possuem
custo elevado em projetos de grande escala e requerem controle e
monitoramento constantes (CRINI et al., 2019). A aplicacdo de produtos
quimicos no tratamento prevé ainda a geracao de subprodutos potencialmente
perigosos ao ambiente (BILAL et al., 2013).

Quando os metais pesados sao langados em corpos d’agua acima do
limite toxico pode ser letais para a biota aquéatica (MARYJOSEPH; KETHEESAN,
2020), podem persistir no ambiente por décadas (LEONG; CHANG, 2020) e
podem ser prejudiciais para a saude humana (JAISHANKAR et al., 2014).

J& é sabido por inUmeros estudos prévios que 0s metais pesados sao
cancerigenos (WU et al., 2016) e neurotoxicos (MISHRA et al., 2019). A
toxicidade destes depende da dosagem de exposicdo, duracdo e sistema
imunoldgico dos organismos (BHAT et al., 2020). Além disso, a bioconcentracéo
de metais pesados pode levar a interrupcdo das atividades metabdlicas em

plantas e animais (ALI et al., 2019).
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As microalgas podem ndo apenas remover nutrientes e outros poluentes
organicos e inorganicos presentes nos efluentes, mas também podem absorver
e degradar moléculas persistentes, como 0Ss metais pesados
(SCHWARZENBACH, 2006). Alguns dos metais que podem ser encontrados em
efluentes sdo zinco (Zn), niquel (Ni), arsénio (As), mercurio (Hg), cobre (Cu),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr) e manganés (Mn) (HUSSAIN et al., 2019).

Os metais pesados possuem uma alta afinidade de ligacdo com a parede
celular das microalgas, dando a elas a capacidade de remové-los do ambiente
contaminado (HWANG et al., 2016), tornando a ficorremediagdo em efluentes
uma abordagem viavel.

Os metais pesados conhecidos como oligoelementos, sdo desejaveis
pelas microalgas como micronutrientes e essenciais para 0 seu crescimento,
como Mn?*, Ni?*, Cu?*, Mo?*, Fe?* e Zn?*. Em contraste, outros metais pesados,
incluindo Sn?*, Au®*, Cd?*, Pb?*, Sr?*, Ti®* e Hg?*, ndo tém funcéo bioldgica
essencial e sdo toxicos para microalgas (JAIS et al. 2017).

O processo de ficorremediacéo reduz a contaminacao de metais pesados
por meio de biossorcdo e bioacumulacdo (RICHARDS et al., 2019). Vale
ressaltar que na literatura encontra-se o termo sor¢do, que abrange tanto a
adsorcado (processo de ligacao a superficie) quanto a absorcdo (permeacéo e
acumulacéo na biomassa) (NAJA et al., 2010).

A biossorcéo € caracterizada como um processo passivo e realizada por
meio de biomassa morta. J4 a bioacumulacdo se caracteriza como um processo
ativo e é realizada pelas células de microalgas vivas (PRIYADARSHANI et al.,
2011). No processo passivo, a estrutura celular aprisiona ions de metais pesados
em locais de ligacdo (vias ndo metabdlicas) (KUMAR et al., 2015). A superficie
da célula microalgal contém grupos funcionais como hidroxila (-OH), carboxila (-
COOH), amino (-NH2) e sulfidrila (-SH) que possuem a capacidade de se ligar
aos metais pesados (RICHARDS et al., 2019). A presenca destes tipos de grupos
funcionais na parede celular atinge carga sempre negativa, facilitando sua
ligacdo com os metais pesados (LEONG; CHANG, 2020).

Como o processo passivo ocorre na parede celular da microalga, que €
sua camada externa, ha a protecao da célula contra a toxicidade do metal (DAO;
BEARDALL, 2016). Antes de os metais pesados penetrarem no citoplasma, eles

encontram a parede celular, que oferece locais de ligacdo potenciais aos ions
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metélicos (DAS et al., 2008). Varios processos (adsorcao fisica, troca idnica,
complexacao, precipitagdo) participam da ligagdo do metal a superficie da célula
e podem ocorrer simultaneamente e em diferentes graus (CHENG et al., 2019).

Durante o processo de bioacumulacdo (ativo), os metais pesados sao
absorvidos pela célula usando o ciclo metabdlico celular (PAPIRIO et al., 2017),
sendo transportados através da membrana celular para o citoplasma
(CHALIVENDRA, 2014). A bioacumulacdo pode ser considerada um
procedimento secundario envolvido no processo de ligacdo de metal
(KADUKOVA,; VIRCIKOVA, 2005) e muitas vezes € utilizado o termo biossorcao
ativa para se referir ao processo.

Alguns autores mencionam que a eficiéncia das células de algas vivas
durante o tratamento de efluentes € maior do que a da biomassa morta, pois elas
podem remover e reter uma quantidade maior de metais usando mecanismos de
biossorcéo e bioacumulac&o por um periodo mais longo (HWANG et al., 2016).
Entretanto, Oliveira et al. (2011) explicam que o uso de organismos mortos reduz
a necessidade de fornecimento de nutrientes e os efeitos toxicos que o0s
poluentes podem causar aos organismos.

Entre os fatores que que sdo pesquisados na remocao dos metais
pesados de efluente pelas microalgas, podem ser destacados a temperatura e o
valor de pH. Embora alguns pesquisadores tenham relatado que a elevacao da
temperatura também aumentou a biossor¢cao do metal, outros observaram uma
ligacdo reduzida do metal (ZERAATKAR et al., 2016; PAPIRIO et al., 2017).
Devido a biossorcdo e ao envolvimento de enzimas na transferéncia de ions, o
aumento da temperatura pode ter um impacto maior na capacidade de
biossorcéo de algas vivas em comparacao com biomassa morta (GOHER et al.
2016).

O valor de pH parece desempenhar um dos papéis mais importantes na
biossor¢cdo uma vez que afeta varios fatores, como especiagdo de metal em
solugcdo aquosa, disponibilidade de grupos funcionais da superficie celular e
competicdo entre ions metélicos que serdo adsorvidos na parede celular
(KANWAR et al., 2017). Altas concentracdes de ions H* diminuem a biossorgéo
de metal, impedindo-os de se ligarem a ligantes na superficie celular
(ZERAATKAR et al., 2016). Aléem disso, o pH extremamente baixo pode ser
prejudicial e destrutivo para a parede celular (NAJA et al., 2009).
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4. Aplicagéo do efluente final/biomassa

Apés o tratamento terciério utilizando microalgas, o efluente liquido pode
ser descartado adequadamente em corpos d’agua seguindo as diretrizes
estabelecidas pelo CONAMA n°357, de 17 de marco de 2005, ao passo que a
biomassa, produto da fotossintese microalgal, pode ser aplicada para diversos
fins biotecnolégicos tanto na forma seca como Umida.

O processo de separagdo da biomassa envolve uma ou mais etapas
sélido:liquido, como floculagao, centrifugacao e filtracéo, por exemplo (DERNER
et al., 2006). Os processos utilizados dependerao da aplicacao final da biomassa
e/ou extracao de compostos de interesse.

Devido a biodiversidade de microalgas que a biomassa possui
(representados pelos filos Chlorophyta, Streptophyta, Rhodophyta, Stramenopila
e Cyanobacteria) e ampla distribuicdo por todos os nichos, observa-se nas
espécies de microalgas grande versatilidade bioquimica e fisiol6gica (NORTON;
MELKNIAN; ANDERSEN, 1996), a qual permite a transformagéo da biomassa
em diversos bioprodutos. E estimado que a biomassa algal é capaz de suprir
cerca de 25% das necessidades globais de energia, além de ser uma fonte
valiosa de produtos que podem ser utilizados para fins quimicos, farmacéuticos
e aditivos alimentares (BRIENS; PISKORZ; BERRUTI, 2008).

Com relacdo a energia, os biocombustiveis podem ser gerados por
processos primarios, através da biomassa vegetal e animal ndo processada com
posterior aplicacdo de aquecimento ou energia elétrica (ALAM et al., 2012). A
partir dos biocombustiveis primarios é possivel a producéo de secundarios, que
sdo subdivididos em 12 geracdo, 2% geracdo e 32 geracdo. A 32 geracao
caracteriza-se pela aplicacdo de microalgas e cianobactérias.

As microalgas tém excelente potencial para aplicacdes sustentaveis e de
longa duragéo, conhecidas como “combustivel verde”, pois podem fornecer uma
fonte de biocombustiveis de alto rendimento sem comprometer o abastecimento
de alimentos, florestas tropicais ou terras araveis (ISMAIL et al., 2020; KUMAR;
BHARADVAJA, 2020). Ademais, as microalgas tém potencial para produzir 100
vezes mais 6leo por hectare em comparacéo as plantas terrestres (COLLOTTA
etal., 2015). A biomassa de espécies oleaginosas de microalgas, como Chlorella
e Nannochloropsis, sdo empregadas com sucesso em diversos estudos (CAI et
al., 2013; AZARI et al., 2020).
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A adicdo da biomassa de algas para fins agricolas melhora as
propriedades quimicas da superficie do solo, bem como a atividade biologica da
microflora (SHARMA et al., 2021). Devido a presenca de macronutrientes (como
N, P, carboidratos e proteinas) e micronutrientes (vitaminas e minerais) diversos
estudos relatam a eficiéncia da biomassa algal como biofertilizante (PRASANNA
et al., 2015; WHUANG et al., 2016; SIEBERS et al., 2019; SILVA et al., 2019;
SILVA et al., 2021).

Além disso, durante a digestdo anaerdbia as microalgas liberam gas
metano (CHa4), que pode ser empregado para a producgéo de energia. Os autores
Hao et al. (2019) discorrem que a recuperacdo de agua, nutrientes e energia
possibilita transformar ETES, que emitem poluentes e dissipam energia, em
estacdes que beneficiam o meio ambiente e se aproximam a um nivel de impacto

Z€Ero.

5. Conclusdes finais

O uso de microalgas e cianobactérias nativas para o tratamento terciario
de aguas residuarias é uma alternativa as opcoes tradicionais de tratamento
tercidrio para remocdo e recuperacdo de nutrientes, &agua, energia,
concomitantemente a remocédo de patdgenos e poluentes emergentes, como 0s
micropoluentes, metais e patdégenos. A biomassa algal gerada pelo tratamento
pode ser aplicada como biofertilizante, combustiveis, energia, dentre outros.

O tipo de reator empregado no cultivo de microalgas dependera do
objetivo a ser atingido, pois os sistemas abertos e fechados possuem vantagens
e desvantagens, cabendo ao projetista avaliar diante das necessidades e
limitacBes do local. Ademais, para atingir eficiéncia de crescimento microalgal e
remocao/recuperacdo de constituintes, faz-se necessario compreender a
influéncia dos fatores bioticos e abibticos sobre o consércio em ambiente
externo.

Entretanto, por se tratar de uma tecnologia relativamente moderna, sao
necessarias pesquisas com o intuito aprimorar o conhecimento ja existente, e

otimizar o cultivo em larga escala.
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Microalgas como agentes de biorremediac&o ambiental
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Resumo

Com grande capacidade de biorremediacdo ambiental, as microalgas sao
excelentes aliadas para um futuro verde mais sustentavel. Microorganismos
unicelulares de alta capacidade de reproducédo, as microalgas alimentam-se de
fontes de nitratos, sulfatos, fosfatos e carbonatos. Da mesma forma, apresentam
habilidade de serem agentes fixadoras de gases poluentes, tais como NOx, COx
e até SOx. O objetivo desse capitulo é contextualizar a tecnologia de cultivo de
microalgas a capacidade de biorremediacdo que esses microrganismos podem
apresentar expostas a diferentes tipos de residuos.

Palavras-chave: biorremediacdo, efluentes animais, microalgas, meio
ambiente, sustentabilidade.

1. Introducéo

No final do século XX as microalgas passaram a ser muito estudadas,
devido a difusdo do termo sustentabilidade, visto que os recursos naturais sédo
esgotaveis e finitos, e para isso, era necessario procurar meios renovaveis e
amigaveis ao ambiente para producéo de bioprodutos, bioenergia e até mesmo
biorremediacdo ambiental (CONTANZA, 1994). Sendo assim, a comunidade
cientifica se dedicou fielmente em desenvolver pesquisas a respeito das
microalgas, desde a producdo de biocombustiveis, extracdo de biomassa e
biopolimeros e producgéo de hidrogénio (TAHER, 2013).

Microrganismos de facil reproducdo, as microalgas séo unicelulares e
ganham consideravel destaque no universo cientifico (FURLAN et. al., 2020).
Elas possuem propriedades biolégicas heterotroficas e autotréficas, sendo
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cultivadas em ambientes abertos ou reatores fechados, com regime alimentar a
base de compostos organicos. Elas sdo as responsaveis pela maior parte da
producdo de oxigénio mundial, presentes em oceanos e lagos e lagoas naturais
ao redor do mundo (LEHMUSKERO, 2018).

Contudo, apresentam uma certa delicadeza em seus cultivos, e quando
muito expostas podem ser contaminadas (ANTEZANA, et al., 2020). Partindo
desse pressuposto, e sabendo que as microalgas possuem um potencial
explorado em biorremediacdo ambiental, um novo leque de possibilidades
cientificas se abre com relacdo ao tratamento de efluentes.

O objetivo desse capitulo € apresentar as microalgas como potenciais
agentes biorremediadores de variados residuos gerados, como gases e

efluentes, e o estado da arte dessa tecnologia.

2. Microalgas como agentes biorremediadores de gases

As microalgas possuem a caracteristica de fixar o CO2 e mitigar as
emissdes de gases responsaveis pelo aquecimento global (Zhao et al., 2015) e
sua utilizacdo para esse fim €& considerada renovavel, sustentavel e
ambientalmente adequada (RINGSMUTH, LANDSBERG e HANKAMER, 2016).

A capacidade de fixacdo do CO:2 pelas microalgas fez com que fossem
propostos modelos de tratamento de remocado desse gas da fumaca de exaustao
de usinas termelétricas, bem como a diminuicdo de gases estufa (HELWANI et
al., 2012). As microalgas apresentam um bom potencial de crescimento em
concentracdes de CO:2 na faixa de 10% a 20%, seja proveniente de fontes puras
(ONO e CUELLO, 2003, JIANG et al., 2013) ou de gases de exaustéo industrial
(HAMASAKI et al.,, 1996; BROWN, 1996; DOUCHA, STRAKA e LIVANSKY,
2005; DOUSKOVA et al., 2009; BORKENSETEIN et al., 2011; KUMAR et al.,
2011). A injecéo direta da fumaga de exaustdo de industrias reduz os custos de
pré-tratamento, porém, expde as microalgas a condi¢cdes extremas como altas
concentracbes de CO2, presenca em grandes quantidades de compostos
quimicos inibitorios e altas temperaturas (PIRES et al., 2012).

Em recentes trabalhos a contribuicdo das microalgas na remoc¢éao do CO:
dos gases de exaustao foi bastante questionada, uma vez que o armazenamento
deste gas ndo € permanente e a eficiéncia energética do processo é baixa
(FERNANDEZ et al. 2012; GRIERSON, STREZOV e BENGTSSON, 2013).
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Contudo, a biomassa de microalgas pode ser utilizada como matéria-prima de
inomeros produtos e bioprodutos, como biocombustiveis, fertilizantes,
pigmentos, entre outros, agregando valor ao processo e também substituindo
uma quantidade equivalente de combustiveis fésseis (FERNANDEZ et al., 2012).

A concentracdo de CO2 em gases de exaustao é normalmente 400 vezes
maior que a atmosférica (LAM e LEE, 2011; McGINN et al., 2011). A taxa de
fixacdo desse gas pelas microalgas é limitada devido aos componentes toxicos
e acidos presentes nos gases de exaustdo (LEE et al., 2002). Porém,
aprimorando-se a producdo de biomassa de microalgas pela adicdo de fatores
de crescimento aos cultivos pode fazer com que a resisténcia aos compostos
guimicos nocivos e as taxas de fotossintese sejam aumentadas (TASTAN et al.,
2013).

Sabe-se que os compostos sulfurados e nitrogenados presentes na
fumaga de exaustdo atuam como inibidores do crescimento de microalgas.
Esses compostos mais o0 CO2 reduzem o pH do meio de cultivo. Uma solucao
apontada por Maeda et al. (1995) é a adicdo de CaCOs aos cultivos para
estabilizar o pH e n&o haver perdas por acidificacao.

O géas de combustdo compreende tipicamente 9,5 - 16,5% (v/v) de COz2, 2
- 6,5% (v/v) de O2, CO, 100 — 300 ppm de NOx, 280 — 320 ppm de SOx, metais
pesados e particulas (Lee et al., 2000; Lam, lee e mohamed et al., 2012). O SO:2
é derivado dos SOx, hidrolisados em agua e gerando ions H*, o que faz com que
0 pH do meio diminua. O SO4* e 0 HSO4 derivados da hidrélise do SO2 sdo
compostos inibitorios do crescimento das microalgas. Lam, Lee e Mohamed et
al. (2012) e Zhao e Su (2014), respectivamente, relatam que concentracdes
superiores a 60 e 100 ppm inibem completamente os cultivos de quase todas as
espécies de microalgas.

Além da concentracéo, o efeito de inibicdo causado por SOx varia também
de acordo com a fonte da fumaca de exaustdo. Os gases de exaustdo gerados
por diferentes industrias exercem graus diferentes de toxicidade (LAM et al.,
2012). De forma mais ampla, os efeitos de inibicdo dependem das caracteristicas
das espécies de microalgas, das condicdes de crescimento, das concentracdes
e da origem dos poluentes (CHEAH et al.,, 2015). Por isso, sistemas de
dessulfurizagdo dos gases sédo interessantes para ndo diminuir a taxa de

crescimento das algas.
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Os compostos nitrogenados (NOx) presentes nos gases de exaustao séao
formados por 5% a 10% (v/v) de NO2 e 90% a 95% de NO (ZHAO e SU, 2014).
As microalgas podem absorver o nitrogénio na forma de NOs, NO2, NO, N2 e
NH4* (VAN DEN HENDE, VERVAEREN e BOON, 2012). Diferentemente do SOz,
o NO néo apresenta impacto direto no crescimento das microalgas, sendo que
altas concentragdes (acima de 300 ppm) séo toleradas e nao inibem os cultivos
(KUMAR et al., 2010). De acordo com Cheah et al. (2015) o NO dissolvido nos
gases de exaustdo podem servir como fonte alternativa de nitrogénio, uma vez
que é facilmente absorvido pelas microalgas. Porém, ainda de acordo com os
autores, o efeito positivo desse composto quimico é limitado e concentracdes
muito altas podem interferir de forma negativa nos cultivos, mas n&o inibindo o
crescimento de forma total.

As espécies de microalga Chlorella sp. e Scenedesmus sp. sdo as mais
proeminentes e que apresentam maior resisténcia quando submetidas a
concentragcdes de CO2, SOx e NOx, demonstrando pouca ou nenhuma inibicéo
em seus crescimentos (CHEAH et al., 2015). Cultivos mistos dessas espécies
utilizados para o tratamento de residuo suino biodigerido apresentaram ganho
de producao de biomassa de 30% quando submetidos a gases de exaustao de
combustdo (DE GODOS, et al., 2010).

A combinacéo da fixagdo de CO2 de gases de combustdo e remocgéo de
nutrientes de aguas residuais pode fornecer uma alternativa muito promissora as
atuais estratégias de captura de COz — esse é também outro importante beneficio
ambiental desses microrganismos (PIRES et al., 2012). As microalgas podem
utilizar &guas residuais, como esgotos municipais, industriais e rejeitos organicos
agricolas como meio de cultivo para seu crescimento, bem como fonte de
nitrogénio, fésforo e outros nutrientes (SAWAYAMA et al., 1995; CONVERTI et
al., 2006; WANG et al., 2009).

Portanto, as microalgas sao capazes de biofixar CO2 e remover SOx e NOx
de forma concomitante (HO et al., 2011; VAN DEN HENDE, VERVAEREN e
BOON, 2012; KAO et al., 2014). Esse processo pode ser considerado como um
tipo de fitorremediacdo em instalagdes industriais, uma vez que é uma maneira
econdmica de pré-tratamento de gases de combustdo antes do descarte direto
a atmosfera (CHEAH et al., 2015).
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2.1. Trabalhos utilizando microalgas como agentes biorremediadores de
gases de exaustao

Oloffson et al., (2015) cultivaram microalgas das espécies Tetraselmis sp.
e Skeletonema marinoi em gases de exaustdo da industria de cimento. A fumaca
continha um teor de 12% a 15% de COz2. As quantidades de NOx e SOz eram de
< 800 mg/Nm? e < 50 mg/Nm? respectivamente. Os fotobiorreatores utilizados
nos experimentos eram de acrilico e poliestireno com volume de 5,8 L e 4,2 L
respectivamente, com regime de luz de 16 horas e 8 horas de escuro.
Diariamente um pulso do gas era inserido no tempo de 40 s a 120 s a vazéao de
5 L.min! no reator maior e 3 pulsos de 60 s a uma vazao de 1 L.min! no reator
menor. O periodo de cultivo foi de 10 dias. Em seus melhores resultados, a
espécie Tetraselmis sp. cultivada com gases de exaustao apresentou ganho em
biomassa de 25,3% quando comparado aos cultivos controle, onde havia apenas
fornecimento de ar atmosférico. Nao houve diferenca significativa no contetdo
lipidico da biomassa das algas nos dois experimentos.

Além disso, os autores fizeram um comparativo entre cultivos de
Skeletonema marinoi em fumaca de exaustao da industria de cimento e cultivos
com fornecimento de CO2(13,5%) industrial. Ao final dos 10 dias de experimento,
as algas cultivadas nos gases de exaustéo apresentaram producéo de biomassa
de 0,81 g.L%, mais que os 0,77 g.L? produzidos nos cultivos com apenas COx.
Novamente, ndo houve diferenca significativa do teor de lipideos nos diferentes
cultivos. Os experimentos demonstraram a ndo toxicidade do gés frente as
microalgas.

Lara-Gil, Senés-Guerrero e Pacheco (2016) utilizaram a espécie
Desmodesmus abundans, selecionada e tolerante a CO2, para o tratamento de
gases de exaustdo também da industria de cimento. Foi utilizado um
fotobiorreator de 3 litros e o regime de iluminagéo foi constante. O gas continha
25% de COg2, 800 ppm de NO e 200 ppm de SOz e a vazéo utilizada nos
experimentos foi de 100 mL.mint. Dois esquemas de aeracdo foram testados:
aeracdo continua com os gases de exaustdo e 24 horas de aeragdo com a
fumaca seguidos de 24 horas de aeracdo apenas com ar atmosférico. Controles
com a adi¢édo de COz2 industrial também foram realizados. No sistema de aeragéo
continua com os gases de exaustdo, 60 horas apés o inicio dos testes as

microalgas foram totalmente inibidas.
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Os cultivos com os ciclos de 24 horas de aeracdo com 0s gases de
exaustdo apresentaram uma produgcdo maxima de biomassa da ordem de 1,497
g.L, superiores ao controle com CO:2 (1,197 g.L?). A taxa de fixacdo do CO:2
também foi maior nos cultivos com a fumaca (0,416 + 0,022 gCO2.Lt.d?)
guandocomparado ao controle (0,335 + 0,015 g CO2.Lt.d?). Os autores também
fizeram um comparativo do contetdo proteico da biomassa de microalgas nas
duas condi¢cbes. Nos cultivos com fumaca, o teor de proteinas foi de 28,48 +
3,27% m/m, também superior ao controle (24,33 + 3,13% m/m).

Kao et al. (2014) utilizaram a microalga Chlorella sp. MTF-15 como agente
biorremediador da fumaca de exaustéo de uma usina de producao de a¢o. Foram
testados 3 tipos de gases, provenientes de 3 tipos de fornos das diferentes
etapas de producdo do aco. Os 3 gases possuiam de 24% a 26% de CO2, 8 a
80 ppm de NOx e 15 a 90 ppm de SO2. Os experimentos foram realizados em
duas etapas: escala laboratorial e escala piloto. Em laboratério o0s
fotobiorreatores possuiam volume de 1 L, a injecdo de gas era de 0,2 vwm e
foram testadas diluicbes de 1, 1/2, 1/4 e 1/8 da fumaca em ar durante 7 dias.
Foram realizados controles com CO:2 puro na diluicdo de 3%, 6%, 12,5% e 25%
e apenas ar atmosférico. Os experimentos em escala piloto consistiram em
fotobiorreatores de 50 L, com injecao dos gases durante 12 horas pelo periodo
de 3 meses. Foram repetidos os melhores resultados obtidos em laboratério. Nos
experimentos laboratoriais, o melhor resultado atingido foi de 2,855 g.L! de
concentracéo final de biomassa, resultado aproximadamente 3 vezes maior do
que os cultivos que continham apenas ar atmosférico.

O teor lipidico dos cultivos realizados nos diferentes gases e diferentes
diluicdes variou de 21,5% a 41,6%. O cultivo controle, apenas com ar,
apresentou teor de 34%. Os melhores percentuais de remocao dos gases foram
de 50% para 0 CO2, 95% para o0 NOx e 93% para o SO2. Quando repetidos os
melhores resultados nos experimentos em escala piloto, a concentracéo final de
biomassa atingida foi de 1,555 g.L evidenciando a dificuldade que se tem
guando do escalonamento dos processos.

Li et al. (2011) testaram a microalga mutante Scenedesmus obliquus
WUST4 (tolerante aos gases) em cultivos aerados com gas de exaustao de forno
de coque de uma industria na China. Apés a sele¢do, os autores utilizaram

reatores de 5 L com inje¢ao de CO2 a 20% e 0,2 vvm para a comprovacao da
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eficacia de fixacdo do gas. O regime de iluminacdo foi continuo. Nesse
experimento, ao final de 10 dias, o melhor resultado de producdo de biomassa
foi de 0,971 g.L* e 63,4% de remocéo do COz.

Posteriormente, os autores utilizaram fotobiorreatores de metilmetacrilato
do tipo airlift com volume de 100 L para avaliar a biorremediacao dos gases. O
gas, antes de ser submetido as algas, passou por processos de pré-tratamento
como resfriamento e remocéao de cinzas. Os cultivos foram aerados no intervalo
de 0,05 vwm a 0,5 vwm. A concentracdo de CO: foi ajustada entre as diluigbes
de 6% a 18% para investigacdo do valor 6timo. A composicdo da fumaca
consistiu em 18% de COz2, 200 ppm ou menos de SOx e 150 ppm de NOx.
Segundo os autores, a composicdo desse gas € similar a de gases gerados na
gueima de carvdo em usinas termoelétricas, os resultados mostraram que as
microalgas precisam se adaptar ao meio em que estdo inseridas. Nos dois
primeiros dias de cultivo, apenas 5% do CO: foi tratado, ao passo que ao final
do 17° dia 64% do gés foi removido do meio de cultivo. Além disso, os autores
identificaram a diluicdo de 12% do CO2 do gas em ar e vazéo de 0,1 vwvm como
0os melhores parametros para sua fixacdo. A taxa de remocao do gas nessas
configuragdes foi em torno de 65%. Esse trabalho evidencia a capacidade de
biofixagcdo do CO:2 pelas microalgas, seja ele puro ou em gases de exaustao.

Zhao et al. (2015) investigaram a possibilidade de cultivo de 3 diferentes
espécies de microalgas (Chlorella sp., Isochrysis sp. e Amphidinium carterae)
em uma simulacdo de gas de exaustdo feito em laboratério. O experimento foi
realizado em fases. Na primeira fase, as trés espécies foram cultivadas por 7
dias em fotobiorreatores do tipo coluna com aerag¢do composta apenas por CO:2
(15%) e N2 (85%), sem a presenca de gases toxicos e vazado de 0,2 vwvm. Com
isso, foi possivel identificar a espécie mais eficiente para a remocédo de CO2. Ao
final dos 7 dias, a espécie Chlorella sp. atingiu a concentragdo de biomassa de
1,493 g.L! Isochrysis sp. alcancou 1,080 g.L! e o pior desempenho foi da
espécie Amphidinium carterae, com uma concentracdo de apenas 0,016 g.L*,
mostrando a ndo adaptacéo dessa espécie as condi¢cdes impostas. Com isso, a
espécie Chlorella sp. foi escolhida para a realizacdo das proximas fases do
experimento.

Na proxima etapa, as microalgas (Chlorella sp.) foram submetidas a 3
diferentes concentragdes de COz2 - N2 na aeracgdo (10% - 90%, 15% - 85%, 20%
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- 80%, respectivamente) para a investigacao da melhor configuracdo de fixacao
do CO2 e consequente maior producdo de biomassa. Foi constatado que a
menor concentracdo de CO:2 (10%) apontou o melhor resultado, com
concentracgdo final aos 7 dias de experimento de 2,025 g.L! contra 1,493 g.L*
na diluicdo de 15% e 1,170 g.L? na diluicdo de 20%. Nota-se uma crescente
inibicdo a medida que se aumenta a proporc¢ao de COz2 no gas. Na terceira fase
notou-se forte influéncia negativa do dioxido de enxofre. Na menor concentracao,
100 ppm, houve uma diminuicéo da producéo final de biomassa de 1,493 g.L*
para 0,593 g.Lt. Na concentragdo de 250 ppm houve inibicdo quase total dos
cultivos. Por fim, estudou-se o efeito do mercurio nos cultivos. Pequenas
quantidades desse metal pesado jA& sdo responsaveis por uma inibicdo
consideravel na producado de biomassa. 10 ug ja sao suficientes para diminuir a
guantidade de biomassa praticamente a metade (1,493 g.L* para 0,788 g.L).
Ja entre 10 pg e 30 pg ndo ha uma diferenca grande no efeito inibitério, com
producdo final de 0,615 g.L! para a maior quantidade de Hg. A Tabela 1
literatura enfatizando a

apresenta alguns trabalhos encontrados na

biorremediacdo ambiental.

Tabela 1. Trabalhos encontrados na literatura envolvendo microalgas e gases.

- x MEIO DE ~ R
ESPECIE EMISSAO FBR CULTIVO ILUMINACAO | REFERENCIA
. Artificial + i Tastan e
Scenedesmus sp. Que|mf1 de Lagoa (25 L) fatores de Artificial 24 Tekinay
carvao . horas
crescimento (2016)
Lara-Gil,
_ . i Senés-
Desmodesmus IndUstria de Fotobiorreator BG11 Artificial 24
) . . Guerrero e
abundans cimento customizado — 1 L | modificado horas
Pacheco
(2016)
Tetraselmis sp. e IndUstria de | Airlift—5,8 L e 4,2 Artificial Artificial 16 Oloffson et al.,
Skeletonema marinoi cimento L Guillard f/2 horas (2015)
- ~ MEIO DE ~ R
ESPECIE EMISSAO FBR CULTIVO ILUMINACAO | REFERENCIA
Gas de I
Chlorella sp. exaustao ColunallL F/2 Artificial 24 Zhao et al.
. horas (2015)
artificial
Usina Lagoa tipo pista
Nannochloropsis oculata | termoelétrica de corrida Atrtificial Natural Chzazné:]l(;'; al.
a carvao 1191 m?2 e 310 m3
Chlorella sp. MTF-15 | Mdustiado | ) a1l es0L Fi2 Natural Kao et al.
aco Modificado (2014)
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Desmodesmus Gas de Lara-Gil,
~ Erlenmeyer 27,5 Artificial 24 Alvarez e
abundans e exaustéao BD11
Scenedesmus s artificial mL horas Pacheco
- (2014)
Gas de
Nannochloropsis combustéo Ronda et al.
limnetica de casca de Coluna ND ND (2014)
arroz
Nannochloropsis Gas de Lagoa tipo pista ND Natural Zhu et al.
oceanic KA2 exaustao de corrida 8000 L (2014)
Scenedesmus Gas de Artificial 24 Jiang et al.
dimorphus exaustado Coluna 0,1 L ND horas (2013)
Chlorella sp. ~ e
. ' Combustéo Artificial, i He,
Synechocystis sp. PCC de gas Frascos 200 mL BGlle Artificial 24 Subramanian
6803, horas
. . natural ASP2 e Tang (2012)
e Tetraselmis suecica)
Scenedesmus obliquus Forno de - Artificial 24 .
WUST4 cogue Airlift 100 L SE horas Lietal. (2011)
Forno de F/2 Chiu et al.
Chlorella sp. MTE-7 coque Coluna 50 L modificado Natural (2011)
Chlorella emersonii Gas d? Airlift 5,5 L ND Artificial 24 Borkenstein et
exaustao horas al. (2011)
Chlorella sp. Usina d~e Coluna 300 L Atrtificial Natural Kastanek et
cogeracao al. (2010)
Scenedesmus sp.,
C_hlorell_a S Combustéo
Nitzschia sp., de gas Lagoa ND ND De Godos et
Chlamydomonas sp., 9 9 al. (2010)
. natural
Oocystis sp. e
Protoderma sp.
. Lagoa tipo pista
Scenedesmus sp. esjjsctjéeo de corrida ND Natural DZI G(ggi;)et
20000 L '
: Gas de Artificial 24 Douskova et
Chlorella vulgaris exaustio Coluna 0,3 L ND horas al. (2009)
Combustéo gg;ﬁg‘t
Chlorella sp. de gas Biofilme 55 m? Atrtificial Natural . 8
natural Livansky
(2005)
. . Gas de Lagoa tipo pista Matsumoto et
Nannochloropsis salina exaustao de corrida 600 L ND Natural al. (1997)
- . Gas de Artificial 24 Zeiler et al.
Monoraphidium minutum exaustio ND 0,3 L ND horas (1995)

A Tabela 2 apresenta informacgdes acerca da quantidade de CO2, NOx e

SOx, além da vazéo de gases de exaustdo utilizada nos trabalhos pesquisados

na literatura.
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Tabela 2. Tolerancia a toxicidade de diferentes espécies de microalgas a

diferentes concentracdes de CO2, NOx e SOx.

ESPECIE EMISSAO COOZ NOx | SO« | \\iBIGAO | REFERENCIA
(%) | (Ppm) | (PPM)
Usina de 8 — N&ao Kastanek et al.
Chlorella sp. cogeracao | 10,2 38 3.8 inibida (2010)
Combustado ~ Doucha, Straka
. 6 — Nao
Chlorella sp. de gas 3 37 - inibida e
natural Livansky (2005)
Gas de
Nannochloropsis | combustdo - Ronda et al.
limnetica decasca | ° i 25 Inibida (2014)
de arroz
Chlorella sp. MTF- | IndUstria o5 70 — 80 — Leve Kao et al.
15 do aco 80 90 inibicdo (2014)
Chlorella sp. MTF- | Forno de N&ao Chiu et al.
7 coque 23 8 87 inibida (2011)
Scenedesmus Forno de N&ao ,
obliqguus WUST4 coque 18 150 200 inibida Lietal. (2011)
Scenedesmus sp.,
Chlorella sp., ~
Nitzschia sp., Codn;bués;ao 75 77 i N&o De Godos et al.
Chlamydomonas g ’ inibida (2010)
. natural
sp., Oocystis sp. e
Protoderma sp.
Simulagéo
. de gas de Nao Radmann et al.,
Chlorella vulgaris combustio 12 100 60 inibida 2011
de carvao
Simulagéo
Synechococcus de gas de - Radmann et al.
nidulans combustdo 12 100 60 Inibida (2011)
de carvao
. Simulagéo N
Dunaliella . N&o Nagase et al.
tertiolecta degasde | 15 | 300 | - inibida (2001)
exaustéao

3. Biorremediacao de matéria organica

Os problemas ambientais nas ultimas décadas séo observados com mais

frequéncia, principalmente ap6s o crescimento populacional e da crescente

demanda do setor industrial. As respostas que 0 meio ambiente nos apresenta

a partir de cada atividade antropogénica é conhecida como impactos ambientais,

onde poluentes s&o inseridos no meio ambiente, acarretando a modificacdo dos

ecossistemas. Para manter o sistema em equilibrio e 0 seu desenvolvimento
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linear, os microrganismos presentes nesses ambientes realizam a degradacéao
dos poluentes, onde sao utilizados como fonte de nutrientes. O processo de
biorremediacdo utiliza processos que reduzem o0s poluentes presentes no
ambiente, a partir do processo metabdlico microbiano (PEREIRA, 2012).

As demandas de consumo sd0 consequéncia do crescimento
populacional mundial. Para a producao de determinados produtos é obtido como
resultado um grande volume de residuos. Esses residuos quando néo tratados
ou sem a realizacao de um pré-tratamento antes da deposicao final ao ambiente,
pode acarretar contaminac&do na agua e no solo.

Em corpos hidricos, o lancamento elevado de matéria organica acarreta
graves efeitos, como a eutrofizacdo e o consumo do oxigénio, além das
modificacdes fisicas do curso do rio, ocasionando sérios distlrbios ambientais.
Um dos principais fatores de poluicdo do solo é a crescente deposicdo de
residuos. A insercdo de contaminantes no solo, provocam impactos negativos
na cadeia alimentar, além de atingir aguas superficiais e subterraneas,
comprometendo a biodiversidade, vetorizacdo de doencas, além do
desenvolvimento de problemas sociais.

Em corpos hidricos e nos solos, 0 nimero de microrganismos € elevado,
assim, com o desenvolvimento dessas areas, 0S microrganismos vao se
adaptando as fontes de energia disponibilizadas para o seu desenvolvimento
natural. A relacdo da biodiversidade é desenvolvida com a relacdo de
comunidades microbianas, que auxiliam nos processos de remediacdo, onde
ocorre a degradacédo dos compostos poluentes.

Uma das alternativas para a minimizacdo dos impactos ambientais,
proveniente de fontes antropogénicas € a utilizacdo de comunidades
microbianas, as quais sdo envolvidas na degradacdo de compostos organicos.
As estruturas quimicas desses poluentes apresentam influéncia da
metabolizacdo dos microrganismos, onde a maioria dos poluentes séo

biodegradados, além de serem fontes de nutrientes e energia.

3.1. Biorremediacao de efluente suino
Um dos grandes desafios da suinocultura é o destino dos dejetos, tanto
por sua DBO ser extremamente elevada — cerca de 200 vezes maior que a do

esgoto doméstico (TECPAR, 2002), como também pela grande gquantidade de
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animais. A Tabela 3 apresenta o crescimento na uUltima década do numero de
suinos no Brasil. E importante ressaltar que além do crescimento da producao,
existe um aumento na densidade de porcos por propriedade, o que torna a
guantidade de dejetos mais significativa, visto que existe um limite para quanto

0 solo consegue receber de nutrientes sem se degradar.

Tabela 3. Efetivo de suinos no brasil (2009 - 2019).

ANO EFETIVO DE REBANHO
2009 38.045.454
2010 38.956.758
2011 39.307.336
2012 38.795.902
2013 36.743.593
2014 37.930.307
2015 39.795.222
2016 40.053.184
2017 41.383.029
2018 41.231.856
2019 40.556.892

FONTE: Adaptado de IBGE (2020).

O procedimento mais comum para o tratamento desse efluente € pelo seu
aproveitamento como fertilizante, aonde o dejeto fica em esterqueiras por cerca
de 30 dias em sistemas anaerdbios ativos e depois é aplicado no solo (FAVERO,
2003). Contudo, essa aplicacdo possui custos elevados e demanda um
conhecimento muito especifico das quantidades de nitrogénio, potassio e fosforo
necessarios pela planta que utilizara esse fertilizante como também demanda o
conhecimento dessas quantidades no dejeto. Ndo obstante, dependendo da
dieta do animal, podera ser verificada uma quantidade excessiva de minerais
como cobre e zinco nas plantas que utilizaram esse adubo (JONGBLOED, 2008).

Devido a alta quantidade de nutrientes que esse dejeto possui, se este

nao for devidamente tratado e/ou se o estudo do solo for insuficiente, pode
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causar a eutrofizacdo de mananciais e lengéis freéticos (GIRARD et al, 2009),
volatilizacdo da amonia e degradacao dos solos férteis por excesso de nutrientes
(APSIMON, KRUSE e BELL, 1987). A Tabela 4 apresenta a composi¢cdo do
dejeto, observar demonstrando que além dos nutrientes em abundancia, ha um
namero expressivo de coliformes fecais, os quais tém grande potencial como

causadores de doencas.

Tabela 4. Composicéo do dejeto suino

PARAMETRO ABRANGENCIA
pH 6.3-6.5
Solidos em Suspenséao (mg/L) 20 500 — 46 500
Matéria organica no formato DBOs
(mg Oa1L) 13 400 - 40 000
Nitrogénio Kjeldahl total (mg N/L) 3000 - 5200
Nitrogénio amoniacal (mg N/L) 1820 — 3330
Fosforo (mg/L) 660 — 920
Potassio (mg/L) 1820 — 2690
Coliformes fecais (NMP/100 ml) 1.4x107 — 7.8x10’

Notas: DBOs = demanda bioquimica de oxigénio em cinco dias; NMP = nimero mais
provavel. FONTE: Adaptado de Girard et al. (2009).

Dado esse contexto, a utilizacdo de microalgas como uma alternativa para
o tratamento desse efluente, pode ser de elevado impacto social e econémico,
pois a biomassa gerada pode ser utilizada para a producdo de biodiesel, sem
exigir grande area para a sua criacao (TAHER, 2013). A producéo de biomassa
pelas microalgas nesse método ainda agrega valor ao dejeto, tornando atrativo
ao produtor realizar essa biorremediacgao.

A Tabela 5 apresenta a eficiéncia da remocgédo de nutrientes por
microalgas segundo os experimentos de Taher (2013), Wang et al. (2010) e
Woertz et al. (2009). Nos experimentos, diferentes efluentes e microalgas foram
utilizadas, porém, a remocdao de nutrientes em todas é superior a 70%, atestando

a eficacia do método para diversos efluentes.


http://../Downloads/Article1-Girardetal2009Revuedelittrature.pdf
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Tabela 6. Comparativo de remocao de nutrientes de diversos efluentes.

AUTOR NUTRIENTE % DE MEIO DE MICROALGA
REMOCAO | CULTIVO
Woertz et Nitrogénio 99 Residuo Mix contendo
al. (2009) amoniacal 99 municipal Scenedesmus
Fosfato sem pré sp.
tratamento
Woertz et Nitrogénio 96 Efluente da Mix contendo
al. (2009) amoniacal 99 industria de | Scenedesmus
Fosfato laticinio sp.
biodigerido
Wang et Nitrogénio 100 Efluente da Chlorella sp.
al. (2010) amoniacal 70,1 industria de
Fosfato laticinio
biodigerido
Taher Nitrogénio 99,6 Efluente Scenedesmus
(2013) amoniacal 99,3 suino sp.
Fosfato biodigerido

FONTE: Adaptado de Taher (2013).

3.2. Biorremediacao de efluente bovino

O Brasil € um dos lideres mundiais na producdo de carne bovina
(EMBRAPA), de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2019 haviam 214,9 milhdes de cabecas de bovinos no Brasil. A
Figura 1 mostra a evolucdo de 2009 até 2019 da quantidade de cabecas de gado
em territorio brasileiro.

Essa indUstria pecuaria é responsavel pela producéo de grandes volumes
de efluentes com alta carga organica, devido a presenca de sangue, esterco,
gordura, contetdo estomacal ndo-digerido ou conteddo intestinal nesse material.
Além disso, é relevante destacar as altas concentracdes de nitrogénio e fésforo,
e elevadas taxas de demanda quimica de oxigénio (DQO) dessa categoria de
residuo. Por conta dessas caracteristicas, deve os mesmos sejam tratados de
maneira adequada visto que a alta presenca de nitrogénio e fosforo pode resultar
em eutrofizagao de corpos d’agua, contaminagao dos lencoéis freaticos e poluicao
do ar por volatilizacdo de amodnia (LU et al., 2018; MARONEZE et al., 2014). Em
geral, esse tipo de residuo é tratado por digestdo anaerdbia. Apesar desse
tratamento atingir niveis de DQO adequados, ele nédo € eficiente na remocéao de

nitrogénio e fésforo. Uma alternativa para a resolugdo desse impasse € a



165

biorremediacao através das microalgas, capazes de utilizar os efluentes de gado
como substrato para seu cultivo (LU, et al., 2019; MULBRY, et al., 2008).

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Figura 1. Efetivo do rebanho de bovinos no Brasil (em milhdes).
FONTE: Adaptado IBGE (2020).

Os efluentes bovinos possuem algumas particularidades por conta de sua
composi¢éo bioquimica. Geralmente, os residuos liquidos provenientes do gado
possuem tracos de antibiéticos e horménios. Além disso, esse tipo de residuo
apresenta metais pesados em sua composicdo, o que em concentracdes altas
pode inibir o crescimento de microalgas e aumentar o risco de contaminacdo. A
presenca de tracos de antibiéticos, frequentemente encontrados em fezes e
urina do gado, pode ser toxica dependendo da espécie de microalga envolvida
no processo de biorremediacéo e do antibiotico presente nos efluentes bovinos.
As microalgas que sao altamente resistentes a esse tipo de contaminante séao
dos seguintes géneros: Microcystis, Spirulina, Euglena, Nitzschia,
Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus e Neochloris (LU et al., 2019).

As espécies de microalgas utilizadas no processo de biorremediagéo
influenciam na eficiéncia da remoc¢ao de nutrientes e na tolerancia a substancias
téxicas nos efluentes (LU et al., 2019). Nos ultimos anos, varios estudos foram

realizados sobre o crescimento de microalgas e sua capacidade de remocao de
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poluentes organicos e nutrientes de efluentes de gado em fotobiorreatores
(MENDONCGCA et al., 2018).

4. Conclusbes

As microalgas apresentam potenciais nas mais variadas areas da ciéncia,
industria e de produtos. Como visto no capitulo, esses microrganismos podem
ser utilizados na biorremediacdo de variados residuos. Foram avaliadas
diferentes espécies de microalgas expostas a diferentes efluentes, o grau de
tolerancia apresentado frente aos residuos e a eficiéncia de biorremediacéao.
Fica clara a possibilidade da utilizagdo desses seres vivos com essa finalidade.
Essa € mais uma alternativa aos diferentes métodos de biorremediagéo, viavel,

ecologicamente correta e renovavel.
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CAPITULO 7

Imobilizacdo de Tetradesmus obliquus em matriz de alginato

para biorremediacao de efluentes

Beatriz Jacob-Furlan, Paulo Alexandre Silveira da Silva, Gilvana Scoculi de Lira,
Ihana Aguiar Severo, Rafael Silva Ribeiro Goncalves, Lauber de Souza Martins,

José Viriato Coelho Vargas, André Bellin Mariano
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Resumo

Devido ao crescimento da urbanizacdo mundial e déficit no fornecimento de
saneamento basico, ocorre um crescente volume de &guas residuais e
consequente contaminacdo das mesmas. Dessa forma, a fim de minimizar
impactos ambientais negativos, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU)
desenvolveu a Agenda 2030, ao que tange 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS). O ODS numero 6 aborda o tema saneamento basico e
acesso a agua potavel. Neste cenario, as microalgas despertaram interesse nos
mais variados contextos cientificos, como a producdo de energia renovavel,
obtencdo de bioprodutos e biorremediacdo em funcdo do tratamento de
efluentes. A vista disso, considera-se imprescindivel a realizac&o de estudos que
envolvam tecnologias inovadoras para o tratamento das aguas residuarias, como
por exemplo o processo de imobilizacdo de microalgas. Dessa maneira, o
proposto capitulo trata da imobilizacdo da espécie de microalga Tetradesmus
obliquus em matriz polimérica de alginato de sédio. De modo que, enfatiza e
afirma a atual relevancia das microalgas no cenario cientifico, ambiental e
tecnoldgico, e seu potencial biorremediador.

Palavras-chave: tratamento de aguas residuais, matriz polimérica, microalgas,
sustentabilidade, tecnologias emergentes.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios

MERIDA Severo I. A., do Nascimento T. C., Fagundes M. B. (Orgs.) © 2021 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. Introducéo

No final do século XX as microalgas passaram a ser muito estudadas,
devido a difuséo do termo sustentabilidade, visto que os recursos naturais sé&o
finitos, e para isso, era necessario procurar meios renovaveis para obtencao de
bioprodutos, bioenergia e até mesmo realizar biorremediacdo (CONTANZA,
1994). Sendo assim, a comunidade cientifica se dedicou fielmente em
desenvolver pesquisas a respeito das microalgas, desde a produgédo de
biocombustiveis, extracao de biomassa e biopolimeros e producéo de hidrogénio
(TAHER, 2013).

As microalgas sao organismos unicelulares, autotroficos ou heterotréficos
e de facil reproducdo que vém apresentando grande destague no universo
cientifico (FURLAN et al., 2020). As microalgas podem ser cultivadas em
ambientes abertos ou reatores fechados com regime alimentar a base de
compostos quimicos com uma dieta que contempla carbonatos, fosfatos, nitratos
e até mesmo alguns gases como COz, compostos estes que podem ser
classificados em organicos ou inorganicos. Esses organismos sao 0s
responsaveis pela maior parte da producdo de oxigénio terrestre, e estao
presentes em oceanos, lagos e lagoas naturais ao redor do mundo
(LEHMUSKERO, 2018).

Nesse contexto, as microalgas exigem certa cautela em seus cultivos,
pois caso sejam muito expostas podem levar a contaminacédo (ANTEZANA et al.,
2020). Partindo desse pressuposto, e sabendo que as microalgas possuem um
potencial jA explorado na biorremediacdo (FURLAN, et al., 2020), uma nova
gama de possibilidades cientificas se abre ao tocante da imobilizacédo celular em
matrizes poliméricas para tratamento de efluentes.

A partir de uma técnica de aprisionamento celular, as microalgas podem
ser retidas em uma membrana polimérica, que pode ser permeavel,
possibilitando a biorremediagdo de um efluente por meio da absor¢do dos
nutrientes presentes na solugcéo (MUNIZ, 2018). Visto que a microalga pode se
alimentar das fontes de carbonatos, nitratos e fosfatos, e estas cargas estao
presentes nos efluentes, isso acaba por favorecer o cenario da biorremediacao
com uso da imobilizagdo de microalgas (GIESE, 2016).

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para Educacéo,

Ciéncia e Cultura (UNESCO, 2017), o aumento da popula¢cdo mundial, favorece
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de modo direto o aumento de aguas residuais, sendo estas por sua vez,
efluentes nobres em matéria organica, portanto, passivel de que a microalga
imobilizada trate 0 meio externo e se alimentando dentro de uma matriz. Dessa
forma, promovendo a biorremediacdo em carater de tratamento secundario.
Desse modo, o objetivo deste trabalho consiste em imobilizar microalgas
em matriz polimérica de alginato de sodio, a fim de validar seu potencial em se
manter no interior da micela polimérica, delineando assim um paralelo para

tratamento de efluentes por biorremediacao.

2. Microalgas - Visao geral

Microalgas sdo consideradas microrganismos unicelulares de rapida
reproducdo, podendo ser caracterizadas biologicamente como autotroficas ou
heterotréficas (FURLAN et. al., 2020). Elas podem ser cultivadas em diversas
formas, desde tanques abertos, lagos e lagoas como se encontra na natureza,
bem como de forma industrial, por meio do uso de fotobiorreatores (ARUN et al.,
2021), sendo escalonada a partir de cultivos manuais feitos em escala
laboratorial.

As microalgas sdo as responsaveis pela maior parte da fotossintese no
planeta, por serem encontradas em vastiddo no meio ambiente (LEHMUSKERO,
2018). Ademais, possuem a capacidade de promoverem biorremediacao,
limpando o ar atmosférico por meio da fotossintese, o que promove além de seu
crescimento, a oxigenacdo do ambiente (SCHMITZ et al., 2015; DERNER et al.,
2006). Para seu crescimento, as microalgas possuem como fonte alimentar,
carbonos de origem organica e inorganica, além de fontes de nitrato e fosfato,
estas que sao permitidas pelos meios que elas estdo imersas (BOROWITZKA,
2018).

No Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento em Energia Autossustentavel
(NPDEAS), da Universidade Federal do Parana (UFPR), o cultivo de microalgas
acontece de forma laboratorial, piloto e industrial. Contando com o suporte de
um laboratério de biotecnologia focado em produzir in6culos de microalga em
pequena escala, escalona-se cultivos até chegar a alimentacao a escala piloto e
industrial, por meio de airlifts e fotobiorreatores tubulares compactos (FBRs). Os

FBRs do tipo airlifts comportam cerca de 44 L em toda sua extensao, enquanto
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os FBRs, similares a escala industrial, chegam a comportar até 10000 L, como

podemos observar na Figura 1.

T Uil

()
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Figura 1. FBR tubular compacto construido no NPDEAS na UFPR.

2.1. Meios de cultivo

As microalgas podem ser cultivadas de diversas formas em laboratorio,
desde que o bésico seja fornecido (CHISTI, 2007). O cultivo pode ser classificado
em fotoautotréfico, fotoheterotrofico, heterotréfico e mixotréfico, de acordo com
a origem do carbono e presenca de fonte luminosa. Em cultivos fotoautotréficos,
€ utilizado carbono de origem orgéanica e luz como fonte de energia, caso o
carbono seja de origem inorgéanica, o cultivo é chamado de fotoheterotroéfico. Ja
nos cultivos heterotréficos ndo ha a presenca de luz, toda energia necessaria
para o crescimento é retirada da fonte de carbono de origem organica. Enquanto
nos cultivos mixotréficos o meio é suplementado com carbono de origem
organica e inorganica, e submetido a presenca de energia luminosa (CARDOSO,
2011).

Os cultivos em sistema semi-continuo também sao utilizados, onde as

microalgas ora tém acesso a luz, ora sao privadas desse contato. No fim do
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cultivo, a fonte de iluminacdo acaba por fornecer maiores quantidades de
densidade, o que promove um maior valor agregado a producdo microalgal
(ANGELO, 2014).

Para alimentacdo do cultivo de microalgas, meios sintéticos sao
produzidos, com compostos quimicos derivados de sais organicos e inorganicos.
Um dos principais meios utilizados € o meio sintético CHU (1942), dentro das
concentracdes conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo do meio CHU com concentracdes dos sais quimicos.

Componente Formula Concentracéo
final (g.L?)
Nitrato de soédio NaNOs 0,25
Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,.2H0 0,025
Sulfato de magnésio hepta- MgS0O4.7H.0 0,075
hidratado
Fosfato de potassio dibasico KH2PO4 0,075
Fosfato de potassio K2HPO4 0,175
monobasico
C[oreto de sodio NacCl 0,025
EDTA (Acido etilenodiamino
tetra- acético) C10H16N208 0,05
Hidroxido de sédio KOH 0,031
Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS04.7H20 0,005
Acido bérico HsBOs 0,01142
Sulfato de zinco hepta- ZnS0,4.7H20 8,82x10°
hidratado
Cloreto de manganés tetra- MnCl,.4H20 1,44x10°
hidratado
Molibdato de sédio di-hidratado NaMoQO4.2H,0 7,1x10%
Sulfato de cobre penta- CuS0..5H20 1,57x10°
hidratado
Nitrato de cobalto hexa- Co(NOs3)2.6H,0 4,9x10°
hidratado

FONTE: Adaptado de SANTOS, (2016).

2.2. Aguas residuais
Os recursos hidricos possuem diversas caracteristicas, e sado
consideradas aguas residuais quando afetadas via contaminantes derivados de

esgotos domeésticos ou descartes industriais indevidos que podem conter
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microrganismos patogénicos e/ou substancias toxicas. Dessa forma, podem
desencadear doencas, intoxicagoes e infec¢des (SILVA, 2011).

Conforme mencionado o expressivo aumento das aguas residuarias se
evidencia também a baixa cobertura e captacdo de coleta de esgoto, onde
diversas regifes ndo possuem servicos de abastecimento e saneamento basico,
0 que faz com que a populagcao afetada acabe descartado seus efluentes em
areas indevidas e consequentemente afeta drasticamente e contamina 0s
recursos hidricos, lencois freaticos, e até mesmo os subterraneos.

Nesse contexto, foi instituida uma agenda denominada Agenda 2030,
oriunda da ONU, que possui cerca de 169 metas. O plano majoritario que
compreende esta acdo é um plano de acdo para o planeta, para as pessoas e
para a prosperidade. Desde 2015, existe dentro da Agenda 2030, 17 ODS,
tornando mais relevante a busca por métodos tecnolégicos que priorizem o
tratamento das aguas residuais, e efluentes agroindustriais, promovendo
também a diminuicdo de descartes indevidos de efluentes e alcance universal

de agua tratada a toda populacao.

2.3. Tratamento de 4guas residuais

Para o tratamento de aguas residuais existem normas, que segundo a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA), durante o ano de 2017, cerca de 43% apenas
de todo o esgoto no Brasil foi coletado e tratado. Enquanto 39% da carga
organica era removida pelas quase 3 mil estacdes de tratamento espalhadas em
territério nacional. O exigido pela resolugdo CONAMA 430, é que a Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) seja de no minimo 60%.

As estacles de tratamento de esgoto (ETE) ndo promovem o tratamento
das aguas residuais. A estacdo responsavel € a estacao de tratamento de aguas
residuais (ETAR), onde por meio de processos fisicos, quimicos e biologicos, de
acordo com o grau de contaminagao e de purificacdo a ser algado, efetuam o
procedimento de tratamento (OLIVEIRA, 2014). Existem trés etapas que
compdem o tratamento basico das aguas residuais, conforme apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 2. Trés etapas que integram o tratamento basico de aguas residuais.

Etapas Descrigcéo

Tratamento primario Consiste em processos fisico-quimicos. Enfoque principal
em remover contaminantes solidos (de origem orgéanica e

inorganica) presentes na agua;

Tratamento secundario Ocorre por meio de métodos biolégicos. Remove
contaminantes que nao foram removidos apenas com 0

tratamento primario;

Tratamento terciario Utilizacdo de processos bioldgicos para a separacao dos
microrganismos mais resistentes que néo foram removidos

nas etapas ante riores.

Adaptado de OPERSAN (2015); ETA (2015).

3. Imobilizag&o celular de microalgas

A imobilizacdo é uma técnica utilizada por meio do aprisionamento celular
no interior de uma matriz, em sua maioria polimérica, por procedimento de
interacdes fisico-quimicas por meio de ciéncia dos materiais (MUNIZ, 2018). A
fixacdo do material dentro da matriz pode ser aplicada para promoc¢édo do
tratamento de efluentes, pois retém os soélidos e elimina as etapas de
sedimentacdo. Assim, € possivel diminuir o custo do processo e aumentar a
eficiéncia dos tratamentos, visto que passando pelas etapas primarias e
secundarias, estas sdo incapazes de reter 0s rejeitos existentes (GIESE, 2015).

Além disso, as microalgas estdo cada vez mais cotadas por promoverem
biorremediacdo ambiental, podendo ser utilizadas no tratamento de &aguas
residuais (STURM & LAMER, 2011). Diante da sua capacidade de conversao
energética e tratamento, (NAGARAJAN et al., 2020) o cultivo com microalgas
para este fim €& extremamente vantajoso, principalmente por promover
integracdo com algumas formas de tratamentos (ROOSTAEI & ZHANG, 2017),
além de possuir uma implementacédo de baixo custo e ser energeticamente viavel
decorrente do uso da energia solar para o crescimento celular (ACIEN

FERNANDEZ et al., 2018), e pela remoc&o dos compostos presentes nas aguas
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residuais, com premissa de remocao de alguns microrganismos (NAGARAJAN
et al., 2019). O reuso das capsulas é um ponto de relevancia, visto que se a
matriz utilizada tiver caracteristicas de um material inerte, ela apresentara

resisténcia mecanica (MUNIZ, 2018).

4. Imobilizagdo experimental

A partir do cultivo da microalga Tetradesmus obliquus, a imobilizacédo
experimental foi realizada, a fim de validar um protocolo existente para analisar
o comportamento da micela e quantificar os reagentes necessarios de acordo
com a batelada de experimento.

A primeira imobilizagdo tomou forma, conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2. Microalgas encapsuladas sob teste piloto.

Apés as microalgas terem sido imobilizadas satisfatoriamente, conforme
Figura 2, foram inseridas em meio CHU (Figura 3) a fim de acompanhar seu

desenvolvimento, resisténcia e escoamento para o meio externo.
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Figura 3. Microalgas imobilizadas inseridas em meio CHU.

A imobilizac&o foi resistente por cerca de 45 dias, sem que houvesse
declinio do cultivo. Elas permaneceram inativas em crescimento, conforme

mostra a Figura 4, apds serem analisadas por microscopio.

Figura 4. Micela imobilizada de microalga vista em microscépio.

Outro ponto de interesse é que ndo houve rompimento de microalga para

0 meio externo e a capsula também ndo se desfez durante o periodo.
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Comprovando assim, que ela pode ser armazenada por um longo periodo até
ser utilizada, em condi¢cdes ambientes, vide Figura 5.

Figura 5. Reator com microalgas imobilizadas em meio CHU para validagao

experimental.

5. Considerac0es finais

Desse modo, pode-se concluir que a imobilizacdo de microalgas em
matriz polimérica de alginato de sodio, € efetiva, além de que ela é passivel de
ser armazenada por cerca de 1 més em solucdo aquosa.

Uma dificuldade encontrada € a solubilizacdo da matriz, permitindo um
gargalo para trabalhos futuros. Além disso, é favoravel o cenario de pesquisa
para esse ambiente, visto que as algas imobilizadas possuem maior resisténcia
enquanto equiparadas a seu estado inicial dispersas em solugéo aquosa.

Certo € que, conforme os experimentos demonstram, a matriz fornece
abertura suficiente para que a microalga se alimente das fontes externas
presentes no meio, de tal forma que isso pode ser empregado em
biorremediacéo de efluentes.

Para trabalhos futuros, € interessante explorar analises basicas diarias de
cultivos imobilizados, e com o potencial quantitativo e qualitativo de
biorremediacéo a partir de niveis de tratamento de fosfatos e nitratos que a alga
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imobilizada pode retirar do meio externo, a fim de demonstrar que ela promove

a biorremediacao no efluente.
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CAPITULO 8

Matrizes poliméricas para imobilizacdo de microalgas aplicadas
ao tratamento de efluentes: Uma analise de prospeccéo

tecnologica de patentes

Paulo Alexandre Silveira da Silva, Beatriz Jacob-Furlan, Rafael Silva Ribeiro
Goncalves, Pedro Henrique Siqueira Zatta, Gilvana Scoculi de Lira, lhana Aguiar

Severo, André Bellin Mariano
https://doi.org/10.4322/mp.978-65-994457-8-1.c8

Resumo

A utilizac&do de microalgas para o tratamento de efluentes vem obtendo destaque
nas ultimas décadas. Dessa maneira, novas tecnologias e processos se
mostram satisfatorios no que concerne a eficiéncia de biorremediacdo. Uma das
opcOes 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 imobilizacdo de microalgas aplicadas a biorremediacédo de
efluentes por meio da prospeccdo tecnolégica de patentes. O estudo esta
centrado na busca por patentes em diversas bases de dados de acesso aberto,
utilizando codigos booleanos combinados com palavras-chave especificas que
contemplam o processo em estudo. O critério adotado esta baseado no sistema
de classificacdo 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 sdo publicados frequentemente na literatura sobre essa
tematica, no entanto, estudos prospectivos sdo pouco investigados, o que pode
fornecer informacgdes valiosas a respeito da maturidade tecnologica de um dado
processo.

Palavras-chave: algas, biopolimeros, imobilizacao celular, inovacao.

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
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1. Introducéo

As microalgas tém sido amplamente aplicadas para diversos fins
biotecnologicos 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 aquaticos. A biorremediagdo tem sido utilizada para este
proposito, a qual é definida como o uso de microrganismos no tratamento e
transformacdo de contaminantes de uma matriz ambiental; entretanto, quando
ha o uso especifico de microalgas, este processo é denominado de
ficorremediacdo (EMPARAN et al., 2019).

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

Nos ultimos anos, com o0 aumento da populacéo e o uso descontrolado
dos recursos naturais, estdo surgindo muitos problemas relacionados a
qualidade da &gua e saneamento basico. O tratamento de efluentes é realizado
pelas estagOes de tratamento, e a sua purificagdo 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 0s compostos
organicos dos efluentes. O tratamento secundario utiliza principalmente os
processos biologicos, para remover todos 0s compostos organicos e a maior
parte possivel dos compostos inorganicos. Quando nédo for possivel remover
todas as impurezas presentes no efluente, é entdo necessario a realizacao do
tratamento terciario, através de processos quimicos ou biolégicos, é responsavel
por remover substancias especificas presentes na agua (VON SPERLING,
2007).

As aguas residuarias que precisam ser tratadas, sao constituidas
principalmente por compostos carbonaceos organicos (determinados pela
demanda bioquimica de oxigénio — DBO) e compostos inorganicos, como
fosfatos, amonio, bicarbonato, sodio, dentre outros (ABDEL-RAQOUF et al. 2012).

Quando a matéria organica € o principal poluente, preferencialmente, deve-se
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utilizar processos biolégicos 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 é imprescindivel, a busca por
novas tecnologias de tratamento € urgente. A imobilizacédo celular € um processo
que consiste em aprisionar ou fixar células ou enzimas em uma matriz através
de interagbes fisico-quimicas. A utilizacdo de biomassa imobilizada para
tratamento de efluentes esta sendo cada vez mais estudada (CHEIRSILP et al.,
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 remocédo de DBO, retengdo de sdlidos, além de eliminar a etapa de
sedimentacao. Logo, o sistema de células imobilizadas é capaz de aumentar a
eficiéncia e reduzir os custos dos processos bioldgicos (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
gue necessitam de solu¢des inovadoras, o nivel de maturidade tecnoldgica, além
de auxiliar na tomada de decisédo dos investidores (TABERNERO et al., 2013).
Essas pesquisas geralmente séo refletidas em muitas publicacbes de artigos
cientificos, relatérios técnicos e patentes. No entanto, os documentos de
patentes contém uma riqueza incomparavel de informacdes com grande
relevancia industrial. As patentes representam as inovacées em um pais ou
organizacdo e sdo um acordo entre o inventor e 0 governo ou agéncia. A
utilizacdo desses documentos € importante para mapear 0s niveis de
desenvolvimento de uma area 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 biorremediacéo de efluentes por meio da prospecc¢ao tecnologica de

patentes. Até onde se sabe, a analise de documentos de patentes sobre a



188

tematica proposta neste trabalho raramente foi discutida na literatura atualmente

disponivel.

2. Principais matrizes utilizadas na imobilizacéo celular: Uma breve revisao

A matriz de imobilizacdo, comumente chamada de suporte, deve possuir
algumas caracteristicas basicas dependendo da sua aplicacdo, sendo as
principais: Nao ser toxica para as células, resistente a ataques quimicos e a
degradacdo bioldgica, alta capacidade de retencdo celular, apresentar
maleabilidade a solicitaces mecanicas (tensdo de cisalhamento, compressao,
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.

2.1. Quitosana

A gquitosana € 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 formacao de esferas de quitosana ja foram descritos na
literatura, porém o mais empregado é o método de gelificacéo ibnica. O processo
consiste basicamente no gotejamento de uma solucéo acida de quitosana, em
um recipiente contendo uma segunda solug&o rica em ions monovalentes, como
0 Ca* e Na* (SILVA et al. 2011).

A quitosana também pode assumir o papel de polimero de revestimento,
com a finalidade de adicionar propriedades mecanicas, como resisténcia,
melhoramento da ligagdo entre matrizes e suportes, além de poder ser

modificada para sua forma de nanoquitosana, a qual possui nanoporos que
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aumentam a superficie de contato e favorecem reacdes quimicas e biologicas
(VIJAYALAKSHMI et al., 2016; MALINOSKI e MARANHO, 2020).

2.2. Alginato

O alginato é um biopolimero proveniente da parede celular das algas
marrons, geralmente encontrado comercialmente como alginato de calcio e
alginato de sbdio. Capaz de formar estruturas coloidais, 0 composto tem
despertado interesse do setor tecnologico. 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 propdésito de compreender o panorama da propriedade intelectual
no escopo deste estudo, foi realizada uma andlise de patentes utilizando a
plataforma de busca Espacenet, desenvolvida pelo Escritério Europeu de
Patentes (European Patent Office, EPO). Essa base de dados contempla mais
de 120 milhdes de publicacbes de patentes registradas no mundo todo,
fornecendo informacdes de atividades de invencao em um determinado periodo
de tempo. O Espacenet agrupa documentos internacionais em familias, com
base na colecdo de dados do Tratado de Cooperacdo 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 codigos de classificacdo do CPC (Cooperative
Patent Classification), baseado em uma organizagdo categérica de secdes
(https://www.cooperativepatentclassification.org/index). Tais codigos sé&o
padronizados para classificar as patentes de acordo com diferentes areas

tecnoldgicas, proporcionando um alto nivel de detalhamento nas pesquisas com
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resultados mais precisos. O montante de codigos selecionados para o estudo

proposto é apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Codigos para prospeccéao de patentes.

Codigos Descrigao
C12N1/12 Xg;clillluéjlor;lgae; Culture media therefor (as new plants
CO2F2003/001 Using granular carriers or supports for the microorganisms
CO2F3/108 Immobilising 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 immobilised 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 propésito 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
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Excel 2019 para realizacéo de posterior analise mais detalhada. Os dados foram
expostos de maneira visual, considerando indicadores como ano de publicacéo,
pais de origem e inventores.

Ao final da realizacdo da pesquisa foi possivel gerar graficos e tabelas
com os documentos de patentes encontradas nos bancos de dados a partir da

metodologia descrita acima.

4. Resultados e discusséao

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 numero de familias pode englobar diversas

publicacdes de uma mesma patente em diferentes paises e idiomas.
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Figura 1. Combinacdes entre os codigos de classificacdo de patentes.

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, é possivel constatar que existem
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poucas patentes atuais sobre imobilizacdo de microalgas em matrizes
poliméricas para o tratamento de efluentes. Além disso, existe uma tendéncia e

necessidade de depdsitos de novos produtos e processos inventivos.
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Figura 2. Evolucdo do depdsito de patentes nos ultimos anos.

Um fator consideravel na busca por depdésito de patentes é o critério
CPC, que é apontada como base para avaliagdo do desempenho tecnolégico 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 tecnoldgico atual quando comparados
aos demais paises.
Embora exista um numero 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 o maior numero de

patentes concedidas, conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 3. Numero de documentos por pais. Nota: *WO se refere aos pedidos de
patentes pedidos pela Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual
(OMPI/WIPO).
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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 cédigo EP3104684A1, pertencente a empresa Phycofeeds
LTD, refere-se a utilizacdo de alginato ou pectina como uma matriz de
imobilizacdo. O texto apresenta o processo de execucdo da imobilizacdo das
microalgas. Além disso, ele descreve o método para a obtengdo 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 imobilizagéo.

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 contaminagdes no cultivo e facilita
a obtencdo de produtos de interesse, como o0s utilizados no mercado de
cosmeéticos, compostos farmacéuticos e agrifoods, assim como na obtencéo de
acidos graxos. O documento cita trés experimentos, 0S quais comprovam 0
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 simbiéticos 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 purificacdo de
biogés produzido através da digestdo anaerdbica de dejetos suinos, utilizando a
simbiose entre o consumo de CO:2 e a remocéao de nitrogénio e fésforo, obtendo
um processo de purificacdo de biogds e concomitantemente o tratamento

secundario da agua.

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
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para usar intencionalmente esses microrganismos como um processo efetivo.
Por essa razao, diversas propostas, incluindo a imobilizacdo de microalgas em
matrizes poliméricas naturais e combinacfes de processos para o tratamento
simultaneo de efluentes, apresentam potencial para uso comercial no futuro.

Existem muitos desafios para o emprego de microalgas em sistemas de
ficorremediagdo. Primeiramente, a compreensdo dos detalhes técnicos das
estacBes de tratamento biologico de efluentes € muito limitada, o que pode
resultar em um custo relativamente elevado em relacdo 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 o0s custos e a relutancia dos envolvidos em
operar sistemas que naturalmente ndo sd&o muito precisos e dependem
essencialmente de fatores ambientais imprevisiveis. Tudo isso torna o emprego
de processos biolégicos, principalmente mediados por microalgas, uma
tecnologia de nicho.

Contudo, considerando o0s procedimentos operacionais atualmente
disponiveis, essa rota tecnolégica 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 econfmica 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 imobilizacao tratar paralelamente varios contaminantes no efluente;
as microalgas usam energia solar e requerem quantidades minimas de outros
insumos/recursos para operacao; os sistemas de imobilizacdo séo faceis de
manusear em grande escala, ndo oferecem riscos a saude humana, séo
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
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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.

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 aplicagdes especificas, desenvolvimento de processos em
larga escala e alteracbes no comportamento metabodlico das espécies de
microalgas. Solucionar esses gargalos aumentara o potencial futuro de

microalgas imobilizadas em instalagdes 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 esta baseada no fato de que
as analises 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 econdmica 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
discusséo mais aprofundada sobre o projeto bem-sucedido de biorreatores para
o cultivo de células imobilizadas merece mais aten¢éo, 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 util em fornecer uma melhor previsdo das mudancas tecnologicas.
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CAPITULO 9

Analise de ciclo de vida de processos e produtos baseados em

microalgas
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Resumo

O aquecimento global € uma questdo consideravel que vem sendo discutida
recentemente e, devido as altas taxas de emissdo de gases de efeito estufa
(GEE), tem sido um dos principais fatores que pode comprometer a seguranca
hidrica, alimentar e energética mundial. Dessa maneira, € imprescindivel atuar
por meio de estratégias e aplicacdes sustentaveis a fim de minimizar esses
impactos negativos. Este capitulo compila informacdes a respeito de andlise de
ciclo de vida (ACV) aplicada a processos e produtos a partir do cultivo de
microalgas. O trabalho salienta que sdo necessarias investigacdes para
compreender melhor os prejuizos causados pelas emissées de gases poluentes
e a importancia da aplicacdo de métodos sustentaveis com a finalidade de
atender metas e acordos globais de desenvolvimento sustentavel. Por fim, é
descrita uma visdo geral a respeito dos impactos, produtos e metodologia de
ACV.

Palavras-chave: bioenergia, gases de efeito estufa, microalgas, mudancas
climaticas, sustentabilidade.

1. Introducéo

As atividades antropicas vém causando diversos prejuizos ao planeta,
dentre eles € possivel citar as alteragfes climaticas e a consequente extingdo de
diversas espécies (animais, vegetais e microrganismos), incluindo aquelas que
sequer foram descritas, portanto, causando perda irreversivel da biodiversidade
nao so local, mas global (CAVICCHIOL et al., 2019).

M Microalgas: potenciais aplicagdes e desafios
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Microalgas sédo organismos unicelulares, procariontes ou eucariontes que
utilizam diéxido de carbono (CO2) e a luz solar como forma de sintetizar
compostos e converter em biomassa. Devido a rapida taxa de crescimento e
capacidade de adaptacdo em ambientes com condicbes extremas, esses
organismos possuem grande potencial para aplicagcdes industriais, sendo
necessario uma selecdo de cepas adequadas para o processo de interesse
(TANG et al., 2020).

A biomassa a partir das microalgas pode ser utilizada na producédo de
biocombustiveis, cosméticos, quimicos, racdo animal, farmacos, alimentos e
biofertilizantes (FERNANDEZ et al., 2021; NAGARAJAN, CHANG, LEE, 2021).
Além disso, as microalgas vém despertando o interesse voltado ao
desenvolvimento sustentavel, pois utilizam a seu favor o CO:2 e outros poluentes
que eventualmente estejam em excesso no ambiente (TANG et al., 2020).

O COz2 é considerado um dos maiores responsaveis pelo efeito estufa e
aquecimento global, portanto é fundamental reduzir tais emissdes. Assim, uma
das maneiras para contornar este problema seria com a utilizacdo de
biocombustiveis, pois quando comparado com a eficiéncia de absorcao arbérea,
as microalgas apresentam eficiéncia fotossintética superior. Enquanto uma
arvore é capaz de fixar entre 1 e 3,5 ton/ha ano de COz2, as microalgas podem
biofixar cerca de 6,3 a 16,2 ton/ha ano (CARVALHO et al., 2010). Dessa forma,
o CO2 atua como nutriente na fisiologia das microalgas, e quando combinado
com a aeracao de cultivo, é possivel elevar de 2 a 5 vezes a densidade e volume
da biomassa algal (HAJINAJAF, MEHRABADI, TAVAKOLI, 2021).

Portanto, para que seja possivel obter informacbes a respeito da
sustentabilidade dos sistemas baseados em microalgas e reducédo dos prejuizos
ambientais, é necessaria a aplicacdo de um método de avaliacdo sobre a
magnitude dos impactos causados a partir de um produto ou processo (RISCH,
BOUTIN, ROUX, 2021).

Diante desse contexto, a analise do ciclo de vida (ACV) pode ser utilizada
para quantificar a carga ambiental das tecnologias de remocdo de CO2. O
objetivo de uma ACV é determinar os possiveis impactos ambientais referente a
um produto ou processo ao longo da sua vida util. Além disso, a ACV é definida
por uma série de normas segundo a Organizacao Internacional de Normalizacéo
(1SO), ISO 14040 e ISO 14044 (TERLOUW et al., 2021).
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Neste cenario, é indispensavel impulsionar novos métodos de producao
com menor impacto ambiental a fim de manter ecossistemas vitais, aumentar a
eficiéncia dos recursos naturais e, em paralelo, apoiar a sustentabilidade dentro
das cadeias de abastecimento (BARTEK et al., 2021).

Em suma, o proposto trabalho destaca os prejuizos provocados por
emissoes de poluentes atmosféricos e notoriedade de praticas sustentaveis com
interesse em alcancar metas e acordos globais voltados ao desenvolvimento
sustentavel. Ademais, é retratado um panorama integral referente aos impactos,

produtos e metodologia de ACV.

2. Microalgas

Microalgas sdo microrganismos clorofilados, eucariéticos ou
procarioticos, responsaveis por aproximadamente metade de todo COz2 fixado no
mundo. Na presenga da luz solar, esses microrganismos sdo capazes de
converter o CO2 (carbono inorgéanico presente na atmosfera) e &gua, em oxigénio
e biomassa, por meio do processo conhecido como fotossintese (VILEM,
BISOVA, VITOVA, 2016).

As microalgas podem ser facilmente encontradas em ambientes
aquaticos, tais como, rios, lagos e oceanos. Devido a diversidade metabdlica,
esses organismos podem ser cultivados em aguas salinas e nao potaveis, como
efluentes, sem a necessidade de um meio rico em nutrientes. Além disso, as
microalgas podem ser cultivadas em areas relativamente pequenas. Nesse
cenario, a simplicidade desses microrganismos permite ampla aplicabilidade
industrial (DANESHVAR et al. 2021).

Geralmente, as microalgas sdo cultivadas fotoautotroficamente, mas
podem ser cultivadas em regimes fotoheterotroficos, heterotréficos e
mixotroéficos, de acordo com os parametros de luminosidade e fonte de carbono
as guais sao submetidas. Em cultivos fotoautotroficos, as microalgas necessitam
de carbono de origem inorganica e luz como fonte de energia. Se o carbono for
de origem organica em um cultivo com fonte luminosa, chamamos de cultivo
fotoheterotrofico. Em cultivos heterotroficos ndo ha fonte luminosa, toda energia
€ requerida para o crescimento das microalgas, € provido pela fonte de carbono

de origem organica. Caso haja fonte de energia luminosa no cultivo e for
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suplementado com fonte de carbono orgéanico e inorganico, entdo € chamado de
mixotréfico (GOSWAMI et al. 2020; DANESHVAR et al. 2021).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em sistemas abertos ou
fechados. Entre os sistemas abertos, os as lagoas no formato raceway ponds e
0s tanques circulares apresentam a maior area superficial total, tendo relatos de
sistemas de até 5000 m2. Eles apresentam baixo custo e facilidade de
implementacéo e escalonamento. As lagoas raceway S&o0 piscinas rasas, com
cerca de 0.2 — 0.4 m de profundidade, tendo sua superficie dividida em pistas
para circulacdo e recirculacdo de efluentes contendo microalgas. A baixa
profundidade é devido a necessidade de priorizar a penetragdo da luz no
sistema, para manter a atividade fotossintética. Entre as principais
desvantagens, pode-se destacar a influéncia do meio ambiente no sistema,
exposicdo a contaminacdes e baixa produtividade (SATYANARAYANA et al.
2011; ACIEN et al. 2017).

Os sistemas de fechados de producao de biomassa apresentam altas taxas
de transferéncia de energia luminosa e produtividade, porém, ha problemas
qguanto a transferéncia de massa e dificuldade para manter a homogeneidade
dentro do biorreator (ACIEN et al. 2017; DANESHVAR et al. 2021). Dentre os
fotobiorreatores, a configuragdo tubular € a mais promissora. Este fotobiorreator
normalmente é construido por tubos de plastico transparentes de
aproximadamente 0.1m de diametro interno, dispostos em loops. O sistema
tende a ter tubos mais estreitos, otimizando a captacdo da luz, melhorando as
propriedades hidrodindmicas e aumentando a produtividade. O fotobiorreator
deve ter um design apropriado para que nao haja acimulo de Oz nos tubos, por
isso, muitos modelos contam com um tanque de retencdo, o qual possui a
finalidade de dispersar o oxigénio dissolvido e homogeneizar o meio. Entre as
principais vantagens, pode-se destacar 0 escalonamento linear, alta
produtividade (chegando a 900 mg L'd!) e a possibilidade de automacé&o. Por
outro lado, as desvantagens estéo relacionadas a manutenc¢ao do sistema, e alto
consumo energético (SATYANARAYANA et al. 2011; ABDEL-RAOUF et al.
2012; ACIEN et al. 2017).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo.

Sistemas Vantagens Desvantagens

Dificuldade em controlar as
condi¢Oes de cultura;

Baixa produtividade de

biomassa;
Facilmente escalavel; Susceptivel a contaminacao
Baixo custo de por outros microrganismos;
Aberto ~ ~
construcdo, manutencgéo . . ~
Susceptivel as alteracdes do
e operacéo. ~ :
tempo (evaporacdo excessiva
de agua e fonte de luz
inconsistente);
Aporte insuficiente de
luminosidade.
Distribuicdo uniforme da
luminosidade;
Investimento  oneroso  (custo
Baixa taxa de capital e operacional);
evaporacao;
Adesdo de microalgas nha
Fechado Baixo risco de

superficie dos tubos pode causar
contaminagao; bloqueio e/ou biofilme.

Maior controle dos Alto consumo energético.

parametros operacionais

de cultivo.

Fonte: Adaptado de TANG et al. 2020.

2.1. Bioprodutos a partir de microalgas
Com o uso das microalgas para tratamento de aguas residuais e limpeza

de gases de combustdo, a biomassa remanescente é produzida com um baixo
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custo, mantendo o potencial energético, além de poder ser aplicada como
matéria-prima na producdo de biocombustiveis, como biodiesel, bioetanol,
biohidrogénio, biometano e bioquerosene (FERNANDEZ et al., 2021;
NAGARAJAN, CHANG, LEE, 2021).

As microalgas sdo consideradas promissores recursos para sintetizar
compostos organicos com propriedades terapéuticas e nutritivas devido ao teor
de macromoléculas como proteinas, hidratos de carbono, fibras, carotendides,
acidos graxos, sais minerais, vitaminas, enzimas, peptideos e esteréis. No
entanto, a concentracdo dessas macromoléculas pode variar de acordo com a
espécie das microalgas (BARROS et al., 2019).

2.1.1. Biocombustiveis a partir de microalgas

As razGes mais importantes para a disseminacao dos biocombustiveis sédo
os desafios ambientais causados pelos combustiveis fosseis e 0 seu
esgotamento. Com a gradativa mudanca para fontes renovaveis, espera-se que
haja reducdo no que concerne aos impactos ambientais. A fim de garantir a
seguranca energética e atender o critério “desenvolvimento sustentavel’, é
necessario explorar novos métodos de producdo com menor impacto ambiental
e consequentemente expandir a eficiéncia de recursos naturais, garantindo
processos sustentaveis (ANGILI et al., 2021; GANI, 2021).

Espera-se que os biocombustiveis a partir de microalgas possam atender
objetivos especificos relacionados a emissdo de GEE e consumo de &gua.
Embora a comercializacdo de biocombustiveis a partir de microalgas esteja em
seu inicio, o planejamento pode garantir a sustentabilidade da cadeia de
abastecimento (EFROYMSON et al., 2021).

Os biocombustiveis podem ser classificados de acordo com suas
tecnologias de producdo. Sendo de primeira, segunda, terceira (NAZARI et al.,
2020) ou quarta geracdo de biocombustiveis (ARON et al., 2020). Os
biocombustiveis de primeira geracdo podem ser produzidos a partir de culturas
alimentares terrestres, como milho, trigo, arroz, batata, cevada, 6leo vegetal e
cana-de-acucar. A segunda geracédo € oriunda de culturas ndo-alimentares, ou
seja, residuos florestais e biomassa lignocelulésica, como palha de trigo e
bagaco de cana-de-agucar. A terceira geragdo de biocombustiveis é produzida

a partir da biomassa de microalgas, algas, leveduras, fungos e cianobactérias
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(ARON et al., 2020; NAZARI et al., 2020). A quarta geracdo de biocombustiveis,
por sua vez, € baseada na modificacdo genética de microalgas, cujo objetivo é
produzir microalgas que capturem altas quantidades de CO2, aumentem a
produtividade dos biocombustiveis e adaptabilidade das microalgas em aguas
residuais para crescerem em ambientes com poucos nutrientes (ARON et al.,
2020).

Contudo, a producdo de biocombustiveis pode ter varios impactos
dependendo do tipo de matéria-prima utilizada, das condi¢bes locais, da
concepcao e implementacéo do respectivo processo de conversdo. Assim, para
identificar os encargos ambientais do sistema de producéo, é necessaria uma
avaliagdo exaustiva, podendo ser realizada por meio de uma analise de ciclo de
vida (ANGILI et al., 2021).

3. Andlise de ciclo de vida (ACV)

A analise do ciclo de vida (ACV) é uma metodologia normalizada pelas
norma ISO, séries 14040 e 14044 (ANGILI et al., 2021), baseada na ciéncia e
utilizada para avaliar e mensurar os impactos associados ao ciclo de vida de
produtos e processos no ambiente, podendo ajudar a compreender as
implicacBes ambientais das estratégias da economia circular (EC) (PENA et al.,
2021).

A ACV oferece uma interpretacdo abrangente que relaciona as acées com
0S impactos ambientais. Ao mesmo tempo, ela fornece resultados quantitativos
e qualitativos, considerando a ligacao entre as fun¢des do sistema e 0s impactos
ambientais. Assim, é possivel identificar as questdes que precisam ser
implementadas. O processo para a implementacdo de uma ACV consiste em
quatro etapas essenciais: (i) planejamento (definicdo e metas e escopo): que
consiste em limitar a atividade a ser avaliada e estabelecer a situacdo e efeitos
ambientais que serdo avaliados; (ii) analise do inventario: estagio em que as
entradas e saidas sdo quantificadas (energia, matéria prima, agua, emissoes
atmosféricas e residuos sélidos) que podem ser quantificados por meio de banco
de dados, pesquisas e calculos de software; (iii) avaliacdo de impacto: fase que
ha avaliacdo do impacto ambiental como resultado da etapa anterior (ii) onde a
entrada e os dados de saida sdo traduzidos em impactos ambientais; (iv)

interpretacéo (analise de melhorias): etapa que interage com as demais etapas,
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envolvendo discussdes de melhorias e propde recomendacdes e estratégias
interligadas ao escopo definido (KYRIAKI et al., 2018).

Dessa maneira, para fazer melhor uso dos recursos naturais disponiveis
e, em paralelo, mitigar os impactos ambientais, € necessario um método de
avaliacdo que seja representativo, como a ACV (ZHANG et al. 2020). Esta
abrangente ferramenta compreende todas as trocas ambientais, como recursos,
energia, emissdes e residuos, que eventualmente ocorrem ao longo do ciclo de
vida de uma cadeia produtiva (ZHANG, HAAPALA, 2015). A Figura 1 apresenta

as principais etapas consideradas na ACV.

Mateéria Prima

Producao

Descarte / Fim

Distribuicao
Aplicacao / Uso

Figura 1. Interacdes da ACV com o ambiente.

A vista disso, as indUstrias tém utilizado a ACV para comparar alternativas
no processo de desenvolvimento de seus produtos, relatar a intervencao

ambiental, fornecer base para monitoramento ambiental e trazer uma
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perspectiva holistica para tomada de decisées. (PENA et al., 2021; ZHANG et

al. 2020), conforme sumarizado na Tabela 2.

Tabela 2. Objetivos da aplicacéo da analise de ciclo de vida.

Aplicagbes da ACV

= DecisOes envolvidas em processos e produtos;

= Decisbes de compra de materiais (durabilidade, reparabilidade,
potencial de reciclagem, utilizacéo dissipativa);

= Atualizacéo de informacoes;

» Rotulagem ecoldgica,;

= Proibicbes ambientais relacionadas a producao;

= Decis0Oes relacionadas a regulamentacoes.

Fonte: Adaptado de PENA et al., 2021; ZHANG et al. 2020.

Acerca de biocombustiveis de microalgas, a metodologia ACV pode ser
utilizada para avaliar opcdes alternativas de processamento de biodiesel a partir
da biomassa, como por exemplo, a utilizacdo de solventes para extracao dos
lipideos e identificar os pontos criticos nas fases de processamento, com a
finalidade de contribuir para processos mais sustentaveis (ZAPATA-BOADA et
al., 2021).

A ACV traduz as emissdes e a utilizacdo de recursos para o impacto
ambiental para as categorias de impacto selecionadas, incluindo: (i)
aguecimento global, (ii) potencial de acidificacao, (iii) potencial de eutrofizagéo,
(iv) uso da terra e (v) uso da agua. Estas categorias estdo relacionadas a
indicadores e meétricas de sustentabilidade que também séo considerados
elementos chave para a perda de biodiversidade e danos na qualidade dos
ecossistemas (BARTEK et al., 2021).

Considerando o ponto de vista energético, uma ACV realizada com o
bioetanol, refor¢a que este biocombustivel de primeira geracdo € considerado a
melhor opcao. Com relacdo ao uso da terra necessaria para produzir bioetanol,
a terceira e segunda geracdes ocupam areas agricolas menores quando

comparadas a primeira geragdo. Por outro lado, os biocombustiveis de terceira
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geracdo nao podem competir com as outras geracdes de biocombustiveis em
termos de eficiéncia energética. Por fim, é importante destacar que, em geral, as
ACV’s ndo podem considerar todos os impactos relevantes, pois a avaliagdo da
sustentabilidade dos biocombustiveis é complexa e requer uma abordagem
multifatorial para uma avaliacdo completa. Como geralmente as ACV’s estéo
direcionadas aos impactos ambientais € dificil comparar e concluir a respeito da
sustentabilidade dos biocombustiveis em aspectos econdmicos e sociais
(NAZARI et al., 2020).

4. Consideracdes finais

O aquecimento global e as mudancas climéaticas sé@o resultados das
emissfes de gases nocivos a atmosfera, o que implica em grandes impactos
relacionados ao ambiente e a saude humana. Desse modo, com a aplicacao de
medidas e estratégias sustentaveis, é possivel minimizar estes efeitos deletérios
sobre os ecossistemas. Em vista disso, a utilizagdo de microalgas pode ser uma
alternativa com grande potencial para a producdo de energia renovavel e
simultaneamente mitigacdo de emissdes poluentes. Ademais, a eficacia desse

processo pode ser demonstrada por meio de uma ACV.
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Resumo

Atualmente, a area da biotecnologia esta crescendo exponencialmente. Estima-
se que até em 2024 este setor gerara uma receita de aproximadamente US $
700 bilhdes. Os principais desenvolvimentos, sdo especificamente na area
biomédica, porém a biotecnologia microalgal tem atraido constante interesse de
pesquisadores, desenvolvedores e industrialistas. Esse campo de pesquisa
utiliza microalgas e sua capacidade fotossintética para a producao de inimeros
produtos e aplicacdes em diversos segmentos. Com o propdsito de desenvolver
novas tecnologias na area de biotecnologia de microalgas e visando um modelo
de negodcio escalavel e reprodutivel, o Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Energia Autossustentavel (NPDEAS) da Universidade Federal do Parana,
referéncia na produgdo de microalgas tanto em escala laboratorial quanto
industrial, projetou algumas startups, através da metodologia Startup
Experience. Este método integra outras metodologias ageis de gestdo e
desenvolvimento de negdcios como Scrum, Design Sprint e Lean Startup. Com
iSS0, as startups baseadas em processos de microalgas tém um grande potencial
para serem aplicadas como solucbes inovadoras em diferentes setores
industriais. Portanto, o objetivo do presente capitulo é fornecer uma viséo geral
sobre negocios em biotecnologia de microalgas voltados para o desenvolvimento
de startups.

Palavras-chave: inovacdo, metodologia Startup Experience, microalgas,
modelo de negdcio.

M Microalgas: potenciais aplicacdes e desafios

MERID A Severo I. A,, do Nascimento T. C., Fagundes M. B. (Orgs.) © 2021 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. Introducéo

Em uma era onde a sustentabilidade se tornou a principal prioridade,
desenvolver bens de consumo ambientalmente e economicamente viaveis para
a sociedade surge como um novo paradigma que deve superar os modelos
tradicionais baseados em insumos fésseis nos proximos anos. A biotecnologia,
uma area que utiliza sistemas bioldgicos, organismos vivos ou parte deles para
criar ou modificar diferentes produtos/processos com usos especificos, comegou
a se desenvolver rapidamente nas ultimas quatro décadas justamente para
atender a estes requisitos (WOHLGEMUTH et al., 2021).

Seguindo esse conceito, a biotecnologia algal apresenta-se como uma
area emergente de pesquisa e desenvolvimento (P&D) no campo da ciéncia e
tecnologia, a qual esta fundamentada na aplicacdo tecnoldgica de microalgas,
macroalgas e cianobactérias ou seus derivados para elaborar ou modificar
produtos e processos (VIEIRA et al., 2020).

Neste trabalho, o foco sdo as microalgas, que sao microrganismos
unicelulares com uma diversidade filogenética que também se reflete na
diversidade de habitats em que podem ser encontradas e em sua diversidade
morfologica, fisioldégica e bioquimica (BOROWITZKA, 2015). Essas minasculas
entidades aquaticas sado caracterizadas como organismos autotréficos,
preferencialmente fotossintetizantes, com elevadas taxas de crescimento
relacionada a eficiéncia de biofixac@o de dioxido de carbono (CO2) (TANVIR et
al., 2021).

As microalgas ja tém ampla aplicacdo biotecnolégica como fontes de
insumos quimicos (teis, incluindo pigmentos, acidos graxos, Oleos,
polissacarideos, além de nutracéuticos, alguns cosméticos e farmacos. Elas
também podem ser utilizadas para produzir alimentos, racdo animal,
biofertilizantes, biomateriais e quimicos. Por outro lado, as microalgas sao
consideradas como matéria-prima em potencial para a producdo de
biocombustiveis, incluindo principalmente biodiesel, bioetanol, biometano e
biohidrogénio, com previséo que irdo desempenhar um importante papel no setor
de energia renovavel no futuro (TELLES et al., 2018; SEVERO et al., 2019).

A busca por novos produtos a partir de novas espécies, bem como por
aplicacdes inovadoras ou aprimoradas, continua. Existem recentes descobertas

no cultivo, colheita, extracdo e processamento de sua biomassa, além de
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técnicas de engenharia genética, criando oportunidades na biotecnologia
microalgal (AHMAD et al., 2022).

Diante desse contexto, o mercado global de microalgas € estimado em
torno de 3.4 bilhdes de dblares no ano de 2021 e esta projetado para atingir um
tamanho de US$ 4.6 bilhdes em 2026. O aumento da conscientizagdo entre as
pessoas sobre beneficios para a saude dos produtos derivados de microalgas e
0S aspectos ambientais dos processos sa0 0S principais motores que
impulsionam a demanda do mercado no periodo previsto (MARKETS &
MARKETS, 2021).

Com o seu viés de inovagdo, as microalgas tém sido exploradas
progressivamente. A cada ano aumenta o numero de empresas emergentes
nessa area, assim como o interesse por parte dos investidores neste tipo de
negocio (BRASIL, 2010). Contudo, antes de alcancar um produto, processo ou
servico inovador, como no caso das microalgas, € preciso que, além do
conhecimento basico, seja desenvolvido um modelo de negécios que contemple
alguns passos sequenciais como a ideia, descoberta do publico-alvo, validagéo,
invencao, producédo do produto até a sua insercdo no mercado e disponibilizacao
para a sociedade (SANTI JR. & NEVES, 2020). Esses procedimentos s&o
organizados semelhantemente as escalas de maturidade tecnoldgica
desenvolvidas pela NASA (em inglés Technology Readiness Levels, TRL)
(THOMPSON & THOMPSON, 2020).

A empresas em estagios iniciais de desenvolvimento, conhecidas como
startups, sdo baseadas em desenvolver ou aprimorar um modelo de negocios
com o intuito de viabilizar economicamente rotas tecnolégicas escalaveis,
disruptivas e repetiveis. Usualmente, as startups se desenvolvem dentro de
universidades, instituicbes de pesquisa, incubadoras ou novas empresas
(SEGERS, 2018). Elas estao relacionadas a uma série de players, geralmente
dominadas por uma grande empresa com forte capacidade de marketing e
empresas iniciantes com foco em P&D (SANTI JR. & NEVES, 2020).

No campo da biotecnologia de microalgas, as startups fazem parcerias
com grandes empresas para aumentar o potencial de seus produtos principais
devido a auséncia de infraestrutura para os testes experimentais, investimentos
financeiros externos e/ou recursos de marketing. A industria de microalgas

enfrenta altos custos em P&D, comercializagdo e mudangas tecnoldgicas
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frequentes, caracterizadas por uma série fatores como: localizacdo geogréfica,
comeércio limitado de produtos/processos, alto risco em funcéo do investimento
de capital elevado, requer uma forte base cientifica, possui muitas incertezas
técnicas, depende fortemente da legislacdo de patentes e direitos de
propriedade intelectual, parcerias externas, esfor¢cos internos, sistemas
regulatorios e institucionais claros, dentre outros diversos aspectos
(ROTHAERMEL & DEEDS, 2004; CHAMMASSIAN & SABATIER, 2020;
THOMPSON & THOMPSON, 2020; MARCON & RIBEIRO, 2021; SEVERO et
al., 2021).

Independente destes aspectos, para estruturar uma startup é necessario
utilizar metodologias e ferramentas apropriadas para colocar em pratica o projeto
a ser desenvolvido. Através dessas técnicas é possivel demonstrar o caminho
que o empreendedor deve percorrer ao tentar transformar o resultado de uma
pesquisa em uma empresa real, entregando produtos inovadores (THOMPSON
& THOMPSON, 2020).

Nesse sentido, o objetivo do presente capitulo é fornecer uma viséo geral
sobre negocios em biotecnologia de microalgas voltados para o desenvolvimento
de startups. O trabalho apresenta algumas metodologias ageis para desenvolver
um modelo de negdcio como atividades de empreendedorismo do projeto de
extensdo universitaria Ciéncia Para Todos, da Universidade Federal do Parana.
A iniciativa visa incentivar equipes interdisciplinares a desenvolverem
tecnologias visionarias de um ambiente social mais sustentavel no campo da

biotecnologia de microalgas.

2. Nego6cios em biotecnologia de microalgas

A biotecnologia é um dos campos de pesquisa das ciéncias bioldgicas que
atualmente estd em constante desenvolvimento cientifico e consequentemente
esta atraindo grandes aportes financeiros de investidores (ASSIS, 2020). O fato
vital destes interesses na biotecnologia é por poder utilizar aplicacdes
tecnoldgicas em qualquer tipo de sistema bioldégico como modificar produtos ou
processos entre seus diversos niveis de atuacdo. Como tal, pode se tornar, no
futuro, uma das areas mais promissoras por permitir radicais mudancas na

eficiéncia de seus diversos produtos, processos e/ou servigos, assim
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enfatizando-se suas potencialidades técnicas e abrangéncias mercadoldgicas
(PACHECO-TORGAL, 2017).

No Brasil,a biotecnologia tem possibilitado a criacdo de startups,
a qual € uma modalidade de negécio fundamentada na logica de lean production
ou lean enterprise, tendo em vista os principios organizacionais do just in time,
qualidade total, processo de melhoramento continuo, equipes autbnomas de
producdo e uma série de instrumentos que implementam todos esses conceitos
e teorias (ANUNCIACAO, 2018). Estes estdo relacionados as areas da satide
humana, agronegdcios, bioenergias, industrial, ambiental e marinha, cujas
diferentes aplicagdes podem ser utilizadas para o crescimento destes setores,
baseadas no conhecimento versatil que a biotecnologia aborda.

Nas areas do agronegocio, industria e meio ambiente, destaca-se a
biotecnologia de microalgas, que utiliza sua capacidade fotossintética de
diferentes cepas de microalgas, para producdo em escala comercial de diversos
insumos uteis (NEZAMMAHALLEH, 2018).

De acordo com a plataforma de pesquisas cientificas Science Direct
(Figura 1), o numero de pesquisas publicadas até julho de 2021 aumentou mais
de 100% em relagdo ao ano anterior. Quantitativamente, iSso representa mais
de 110 trabalhos cientificos publicados com modelo de negdcios em
biotecnologia de microalgas. Em consideracéo ao apresentado, nota-se o grande
interesse pela comunidade académica cientifica nesse campo. Muitos destes
trabalhos publicados referem-se as pesquisas associadas a geracdo de
bioenergia, estudos para a captura do diéxido de carbono, geracdo de energia
sustentavel em biorrefinarias como também novas perspectivas para a industria
de microalgas no tratamento de aguas residuais e industriais de aproveitamento

de biomassas dentre outras perspectivas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211926418302674#!
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Figura 1. Trabalhos cientificos publicados pelo portal Science Direct.

2.1. Oportunidades para desenvolver uma startup

As startups sdo empresas novas que oferecem um produto ou servico
inovador, e de rapido crescimento. Atualmente, as startups sao reconhecidas
como empresas de alta relevancia para o desenvolvimento de qualquer pais
(SAAD, 2011). Essas empresas desenvolvem solucbes tecnoldgicas para
resolver problemas existentes e a partir deles criam oportunidades que possam
agregar valor a sociedade.

Por meio destas oportunidades, surgem ideias com o propésito de
resolver problema com base em um modelo de negdcio que seja viavel e
exequivel. Muitas vezes, acredita-se que um negocio de sucesso surge a partir
daquele momento “eureka”, de um insight genial, e que a caminhada rumo ao
sucesso € mera questdo de tempo. Para que um empreendimento “acontecga”,
seja ele uma startup ou uma empresa tradicional, € fundamental que seja
identificada uma oportunidade. E o que seria essa tal oportunidade? Melhor: o
gue seria uma boa oportunidade? Normalmente as boas oportunidades estao
alinhadas com aquilo que sabemos e/ou gostamos de fazer. Ou seja, a chance
de que uma boa ideia seja identificada quando o foco esta direcionado para algo
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gque ndo estamos acostumados ou nao gostamos, € muito pequena
(THOMPSON & THOMPSON, 2020).

De acordo com a base de dados oficial do ecossistema brasileiro de
startups, o StartupBase de 2020, conforme ilustrado na Figura 2, apresentou as
startups por mercado de atuacdo, o qual a &rea da biotecnologia obteve um
crescimento de 0,41% em relacdo as startups criadas no Brasil até 2020. No
entanto comparado com outros mercados mais tradicionais como o da educagéo
que cresceu  8,74%, percebe-se a grande  divergéncia de
exploracdo/investimento nestes segmentos. Diante do exposto, é notavel a
necessidade de maiores investigacbes no campo da biotecnologia como o
aprofundamento de pesquisas em seus diversos nichos de trabalhos. Isso

representa, criar interesse para futuros investimentos em novos modelos de

negocios.
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Figura 2. Mercado de atuacao de startups no Brasil.

2.2. Aplicacdo da Metodologia Startup Experience
A Metodologia Startup Experience, desenvolvida em 2016 pelo projeto de
extensdo Ciéncia para Todos da Universidade Federal do Parana (Curitiba,

Parana, Brasil), tem como objetivo divulgar a Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
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para a sociedade, conforme relatado em Santos et al. (2021). Uma das iniciativas
associadas ao projeto consiste na aplicacdo de conceitos de ensino e
aprendizagem baseadas em ferramentas metodologicas do ecossistema de
startups, como aquelas também utilizadas em grandes empresas/industrias de
diversos campos de atuacao, com o foco principal em desenvolver trabalhos de
inovagdo e empreendedorismo para solucionar problemas existentes na
sociedade.

A metodologia foi desenvolvida no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Energia Autossustentavel (NPDEAS) em parceria com 0S
Departamentos de Engenharia Elétrica e Mecanica da UFPR. O NPDEAS é
referéncia em pesquisas em biotecnologia de microalgas, principalmente no
cultivo de microalgas tanto em escala laboratorial quanto em escala industrial.
Este grupo de pesquisa desenvolve processos voltados para o cultivo de
microalgas com a finalidade de produzir bioprodutos de interesse comercial. O
ndcleo conta com todas as etapas produtivas, desde a coleta de microalgas e
manutencdo de cepas até o processamento e extracdo dos compostos de
interesse.

Primeiramente, os microrganismos sao cultivados em escala laboratorial
para a produgcdo de pré-indculo. Gradativamente a producdo é escalonada,
passando de uma escala piloto, até se estabelecer o cultivo nos fotobiorreatores
industriais. Apés a coleta, a biomassa microalgal € desidratada para posterior
extracao metabolitos desejados. Os residuos dos cultivos séo reaproveitados por
meio de um biodigestor para a producado de biogas (TAHER, 2019). A Figura 3
apresenta o layout do NPDEAS e suas respectivas unidades.
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Figura 3. Layout do NPDEAS.

Com o apoio da Iniciativa Startup Experience do projeto Ciéncia para
Todos, o NPDEAS desenvolveu 3 startups utilizando microalgas como matéria-

prima principal, as quais sao descritas a seguir.

1) Green Bubbles: A Green Bubbles é uma startup que utiliza a tecnologia de
imobilizagdo de microalgas em matriz de alginato de célcio para aumentar a
longevidade fotossintética, viabilidade, durabilidade e atividade biocatalisadora
celular das microalgas. Esse processo vislumbra a biorremediagéo, por meio
remocao de compostos poluentes, de forma sustentavel e mais econémica, uma
vez que se trata de uma tecnologia que intensifica e otimiza processos
microalgais. Dessa forma a Green Bubbles podera tratar diversos tipos de
efluentes e atender diversos setores como, agropecuario, agricola, energético e
quimicos em geral. No momento atual, a startup estd com 100% de ideacgéo e
em fase de desenvolvimento de um MVP (Minimum Viable Product). A Figura 4
(A) apresenta a logomarca da startup.
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2) Alga’y: Devido aos varios problemas na industria téxtil, um dos setores que
mais polui no mundo, a Alga’y foi criada com o proposito de substituir o uso de
tecidos artificiais, desenvolvendo um tecido tecnolégico constituido de fibras de
macroalgas, provenientes do litoral brasileiro. A Alga’y objetiva cultivar as algas,
processa-las para a elaboracao de um potencial material semelhante a uma fibra
téxtil que poderia substituir um tecido convencional. Com esse processo, seria
possivel produzir fibras sustentaveis para aplicacdo em diversos produtos de
interesse comercial. Atualmente, a startup encontra-se em fase experimental e

testagem das amostras. A Figura 4 (B) ilustra a logomarca da Alga’y.

3) Bio+: Visando o grande mercado promissor para microalgas em diversos
segmentos industriais, e com perspectivas de gerar milhdes de délares, a startup
Bio+ foi criada com o propdsito de desenvolver um dispositivo de Internet das
Coisas (IoT) para o monitoramento em tempo real de cultivos de microrganismos
em escala variavel. O objetivo é automatizar a coleta de dados, fornecé-los ao
consumidor, bem como possibilitar o acompanhamento simultdaneo do processo
com apenas um unico aparelho, o Bio+. A Figura 4 (C) apresenta a logomarca

da startup, a qual encontra-se em fase de prototipagem.

(A) (B) (C)

Figura 4. Logomarcas das startups. (A): Green Bubbles; (B): Bio+; (C): ALGA’Y
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3. Modelo de negécio

Os modelos de negdcios em empresas focam nas seguintes etapas: i)
criacao de valor, ii) entrega de valor e iii) captura de valor. Em todo modelo de
negocio o que deve ser enfatizado é a geracdo de valor ao cliente, ou seja,
cumprir as promessas do seu produto com exceléncia e além de superar
expectativas. Para que isso acontega, € preciso que a empresa tenha um
processo de criagcdo de valor, que € a base de um negécio rentavel e duradouro.
Ele é essencial para conquistar clientes, tornando-os promotores do negdécio e
fazendo-os crescer (OSTERWALDER, 2011).

Na area da biotecnologia, um ponto essencial € o conhecimento do seu
publico-alvo e entender qual € a real necessidade que eles tém para comprar
esse tipo de produto. Para isso, o primeiro passo € definir exatamente a persona
do seu tipo de negdcio, que é a representacdo do seu cliente ideal, todas as
informacdes que definam seus compradores, faixa etéria, profissao,
escolaridade, dentre outros aspectos. Em seguida, é preciso entrar em contato
com potenciais clientes. Assim, € necessario fazer pesquisas e entrevistas para
gue as informacdes sobre o que eles requerem e o valor no produto venha direto
da fonte. Seguindo o mesmo raciocinio, ndo se deve fazer especulacdes ou
adivinhar o que os consumidores precisam, é necessario ouvir o cliente (REIS,
2019).

A partir de todas as informac0@es coletadas, é possivel encontrar os pontos
de contato mais estratégicos para que seus clientes se sintam valorizados e
compreendam que seu produto é uma troca de valor, e ndo um gasto (REIS,
2019). Usualmente, dentro da area da biotecnologia, o ponto de dificuldade esta
relacionado ao preco alto e baixo, com impacto imediato no cotidiano dos
clientes, e € por isso que deve se ficar atento ao publico alvo, que normalmente
sera voltado para pessoas que ndo focam no valor monetario, mas sim no
impacto no meio ambiente. Um ponto que sempre pode ser trabalhado é mostrar
a diferenca positiva que esse tipo de acdo pode contribuir em longo prazo (KATZ,
2018).

Apo6s o valor ser criado, é necessario entrega-lo para seu cliente. Essa
entrega, dentro do modelo de negdcio, inclui todo o processo necessario para o
cliente conhecer o seu produto e recebé-lo. Nessa parte, é considerando a

estratégia de marketing, vendas e logistica para a efetiva entrega do produto.
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Para as startups, principalmente aquelas que estdo iniciando seu negdcio, 0
maior desafio € conseguir criar e executar uma estratégia de venda e de
marketing adequada para o seu cliente. Durante essa etapa, pode ser realizada
tanto uma prospecc¢ao passiva para a aquisi¢ao de publico, quanto ativa. Ambos
0s tipos de prospeccdo possuem uma estratégia de venda e de marketing. Na
prospeccao passiva, o cliente busca a sua solucdo sem ter uma equipe de
vendas. Para tal modelo, o ideal € ter sua estratégia de marketing alinhada com
todas as etapas do seu funil de vendas. Assim, € necessario realizar a montagem
da jornada do cliente (NETO, 2020). O funil de vendas de quatro etapas, assim

COmo suas respectivas etapas, esta representado na Figura 5.

Aprendizagem e descoberta

Reconhecimento
do problema

Consideracdo da
solucdo

ecisdode
compra

Figura 5. Funil de vendas.

Na prospeccdao ativa, tem-se uma equipe de vendas que vai até o cliente
vendendo a solugédo. Para empresas “B2C” (Empresa para consumidor), as
estratégias mais comuns s&o o e-mail marketing e telemarketing. Para empresas
“B2B” (Empresa para empresas), a equipe de venda negocia diretamente com
os stakeholders (partes interessadas) da sua solugcédo (NETO, 2020).

Em empresas tradicionais, normalmente € realizada a prospeccao da
criacao de valor, desenvolvimento do produto e a entrega para o cliente final.
Para startups que utilizam metodologias ageis, como Scrum e Startup Enxuta,

apos a etapa de entrega de valor do produto, é feito um feedback com o cliente.
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A partir disso, sdo implementadas novas funcionalidades ou realizadas
correcdes no produto, isso sendo feito em um processo ciclico (SUTHERLAND,
2019).

Por fim, a ultima etapa do modelo de negdcio € a captura de valor. A
captura de valor se da pelo modelo de receita, e 0 modelo de receita é a forma
que a startup monetiza o negdécio. Existem dezenas de modelos de receita,
sendo os modelos de negdcios mais comuns para startups, na qual seria a venda
recorrente e modelo de assinatura. Contudo, dependendo das caracteristicas do
seu negocio, principalmente do cliente, modelos inovadores podem ser um

grande diferencial competitivo para a startup (ELLIS, 2018).

4. Concluséo

O campo da biotecnologia de microalgas se mostra vital para diversas
aplicacbes industriais. Essa area, quando trabalhada desde o inicio da criagéo
de um projeto de startup e utilizando metodologias ageis, pode desenvolver a
ideia de forma ao maximo assertiva com o auxilio da realizacdo de pesquisa
investigativa e escrita de um modelo de negdcio. Para isso, deve-se seguir todas
as etapas para a sua execucao, as quais foram descritas neste capitulo. Assim,
a startup é capaz “sair do papel” e ser validada no mercado. O NPDEAS, por
exemplo, que por meio da aplicacdo da metodologia Startup Experience,
projetou algumas startups que utilizam como matéria-prima principal as
microalgas, e estdo 100% idealizadas. Diante do apresentado, toda e qualquer
startup desenvolvida sem um modelo de negdcio propicio ao crescimento, torna-
se dificil se manter no mercado dos negécios. E imprescindivel buscar
frequentemente inovacdes na area projetada e capacitacdo continua e
qualificada para superar a fase de incertezas e alcancar um adequado

faturamento.
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