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RESUMO

As microalgas constituem um grupo heterogéneo de organismos, majoritariamente aquaticos e
comumente microscopios unicelulares, estes micro-organismos possuem a capacidade de
sintetizar sua propria matéria organica, devido a essa caracteristica sdo consideradas produtoras
primarias nos ambientes em que estdo inseridas, 0s quais normalmente sdo 4gua epicontinentais
e oceanos. A nanotecnologia tem se apresentado como uma ferramenta potencial em diversos
setores, dos quais podem-se destacar: sensores quimicos, filtros solares, produtos para a
indUstria cosmética entre outras aplicacGes. Contudo, surge uma questdo de ordem ambiental,
tendo em vista que nanoparticulas em especial de 6xido de zinco podem trazer consequéncias
danosas para ambientes aquaticos. O amido é um polissacarideo encontrado em vegetais na
forma de reserva de energia, possui ampla disponibilidade e baixo custo, além de caracteristicas
mecanicas, térmicas, capacidade de moldagem e biodegradabilidade. Devido a estes atributos
diversos estudos enfatizam o uso desse material para produgdo de compostos poliméricos,
destacando a producdo de matrizes biopoliméricas capazes de controlar a liberacdo de ativos
tais como fertilizantes, pesticidas, farmacos e antimicrobianos. O cultivo de microalgas em
meios de cultura contendo nanoparticulas apresenta-se como ferramenta importante para
estudos sobre toxicidade. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento
das microalgas Synechococcus nidulans e Spirulina platensis em meio de cultivo contendo
nanoparticulas de oxido de zinco ancorada em matriz porosa a base de amido. Para isso, as
microalgas foram cultivadas em meio Zarrouk contendo matrizes porosas a base de amido
impregnadas com nanoparticulas de 6xido de zinco nas concentragdes de 2 e 20 mg.L™* por um
periodo de 9 dias. Foi realizado um planejamento fatorial 23, englobando os fatores:
concentracdo de 6xido de zinco, espécie de microalga e fonte de zinco. Foram avaliados
parametros cinéticos de crescimento, como crescimento celular, velocidade especifica maxima
de crescimento celular, tempo de geracédo, produtividade e pH. Primeiramente foi comprovado
atraveés da difracdo de raio-X que matrizes porosas a base de amido sdo capazes de ancorar
compostos, neste caso particulas com diferentes escalas. Os resultados obtidos para
quantificacdo da biomassa microalgal demonstraram que a microalga Synechococcus nidulans
apresentou maior multiplicacéo celular quando comparada a Spirulina platensis ao ser cultivada
em meio contendo material poroso a base de amido impregnado com éxido de zinco,
apresentando valores de concentragéo celular de 0,7961 g.L para Synechococcus nidulans e
0,5346 g.L " para a Spirulina platensis ao fim do cultivo nos mesmos parametros. Também foi

analisando o tempo de geracao das microalgas sendo os menores valores apresentados pelos



ensaios que continham Synechococcus nidulans e éxido de zinco comercial em sua composi¢do
nas concentragdes 2 e 20 mg.L™ respectivamente, 0,8590 e 0,8936 d™*. Por sua vez o pH se
demonstrou coerente aos ensaios de concentracao celular visto que seu aumento foi diretamente
proporcional a quantidade de biomassa do meio, sendo o valor mais alto 12,1, obtido pelo ensaio
contendo Synechococcus nidulans exposta a material poroso a base de amido impregnado com

Oxido de zinco comercial.

Palavras-Chave: Amido. Nanoparticulas de ZnO. Synechococcus nidulans. Spirulina platensis.



RESUMEN

Las microalgas constituyen un grupo heterogéneo de organismos, en su mayoria acuaticos y
comdnmente microscopios unicelulares, estos microorganismos tienen la capacidad de
sintetizar su propia materia organica, debido a esta caracteristica se les considera productores
primarios en los ambientes en los que se insertan, que por lo general son aguas epicontinentales
y océanos. La nanotecnologia se ha presentado como una herramienta potencial en varios
sectores, de los cuales podemos destacar: sensores quimicos, filtros solares, productos para la
industria cosmética, entre otras aplicaciones. Sin embargo, surge un problema ambiental,
considerando que las nanoparticulas, especialmente el Oxido de zinc, pueden tener
consecuencias nocivas para los ambientes acuaticos. ElI almidén es un polisacarido que se
encuentra en los vegetales en forma de reserva energética, tiene amplia disponibilidad y bajo
costo, ademds de caracteristicas mecanicas y térmicas, capacidad de moldeo y
biodegradabilidad. Debido a estos atributos, varios estudios enfatizan el uso de este material
para la produccion de compuestos poliméricos, destacandose la produccién de matrices
biopoliméricas capaces de controlar la liberacion de activos como fertilizantes, pesticidas,
medicamentos y antimicrobianos. El cultivo de microalgas en medios de cultivo que contienen
nanoparticulas es una herramienta importante para los estudios de toxicidad. En este sentido,
este trabajo tuvo como objetivo evaluar el crecimiento de las microalgas Synechococcus
nidulans y Spirulina platensis en un medio de cultivo que contiene nanoparticulas de 6xido de
zinc ancladas en una matriz porosa a base de almidon. Para ello, las microalgas fueron
cultivadas en medio Zarrouk que contenia matrices porosas a base de almidén impregnadas con
nanoparticulas de 6xido de zinc a concentraciones de 2 y 20 mg.L™ por un periodo de 9 dias.
Se realiz6 un disefio factorial 23, englobando los factores: concentracion de 6xido de zinc,
especie de microalgas y fuente de zinc. Se evaluaron parametros cinéticos de crecimiento tales
como crecimiento celular, tasa méxima de crecimiento celular especifico, tiempo de generacion,
productividad y pH. En primer lugar, se comprobé mediante difraccion de rayos X que las
matrices porosas a base de almidon son capaces de anclar compuestos, en este caso particulas
con diferentes escalas. Los resultados obtenidos para la cuantificacion de la biomasa de
microalgas mostraron que la microalga Synechococcus nidulans mostr0 una mayor
multiplicacion celular en comparacion con Spirulina platensis cuando se cultivé en un medio
gue contenia material poroso a base de almidon impregnado con 6xido de zinc, con valores de
concentracion celular de 0.7961 g.L* para Synechococcus nidulans y 0.5346 g.L! para

Spirulina platensis al final del cultivo bajo los mismos parametros. También se analizo el



tiempo de generacion de las microalgas, presentando los valores mas bajos los ensayos que
contenian Synechococcus nidulans y o¢xido de zinc comercial en su composicion a
concentraciones de 2 y 20 mg.L™, respectivamente, 0.8590 y 0.8936 dX. A su vez, el pH se
mostré consistente con los ensayos de concentracion celular, ya que su incremento fue
directamente proporcional a la cantidad de biomasa en el medio, siendo el valor méas alto de
12,1, obtenido por el ensayo que contenia Synechococcus nidulans expuesto a material poroso

a base de sobre almiddn impregnado con éxido de zinc comercial.

Palabras claves: Almidon. Nanoparticulas de ZnO. Synechococcus nidulans. Spirulina
platensis.
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1 INTRODUCAO

As microalgas fitoplancténicas séo classificadas como produtores primarios.
Organismos que apresentam tal classificacdo constituem a base da cadeia alimentar herbivora
do ecossistema aquatico, em virtude de as microalgas ocuparem esta posicédo elas podem ser
consideradas vias de acesso de substancias toxicas, como ions metélicos desse modo, ao
absorverem substancias toxicas geram a poluicéo do ecossistema, podendo causar a intoxicagao
de humanos através do consumo de organismos contaminados (LOMBARDI; VIEIRA;
SARTORI, 2002; NOGUEIRA et al., 2009). Além do potencial de contaminacdo, outro
problema que surge em relagdo as nanoparticulas em ambientes aquéaticos é a modificacdo da
composic¢do das biomoléculas gerando células de baixo valor nutricional e consequentemente
comprometendo o balan¢o energético do meio (KILHAM et al., 1997).

Devido ao seu alto teor de proteinas contendo aminoacidos essenciais, a microalga
Spirulina platensis tem sido vastamente estudada objetivando suas diversas funcionalidades
nutricionais (MACHADO, et al., 2017). Por sua vez a microalga Synechococcus nidulans
apresenta teores representativos de clorofila, carotenoides e outros metabolitos biologicamente
ativos (DA SILVA VAZ; DE CHIARO FERREIRA; DUARTE FILHO, 2013).

Quando ocorre a interacdo entre as microalgas e as nanoparticulas de ZnO no ambiente
aquatico, a nanoparticula compromete as funcdes fisioldgicas do micro-organismo, diminuindo
a capacidade de multiplicacdo celular, fotossintese e producéo de clorofila (MELEGARI et al.,
2013; CHELONI; MARTI; SLAVEYKOVA, 2016). Em sua pesquisa, Furtado (2018)
observou a possibilidade de utilizacdo de microalgas como bioindicadores, verificando a
correlacdo entre a populacdo de tal micro-organismo e os fatores fisicos e quimicos na Lagoa
dos indios, Macapa, Amapa.

A nanotecnologia refere-se a um campo da tecnologia que tem como principal objetivo
0 estudo da caracterizacdo, fabricacdo, manipulacéo e aplicagdo de sistemas biologicos e ndo
bioldgicos em escala nanometrica (NNI, 2007). A utilizacdo do prefixo nano ocorre devido a
uma escala de medida em que um nanémetro equivale a um bilionésimo de metro ou um
milionésimo de milimetro (PAULA DE SOUZA G, 2015).

O avango tecnologico proporcionou com que a nanotecnologia seja implementada na
industria de alimentos, desta forma suas aplicacdes nesta area incluem purificacdo de agua,
encapsulamento de nutrientes e detec¢do de micro-organismos. Segundo Ranjan et al. (2014),
a nanotecnologia pode ser utilizada para o melhoramento sensorial, distribui¢do direcionada de
compostos bioativos presentes em nutracéuticos, sensores nanoestruturados, embalagens

inteligentes e agentes antimicrobianos.
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O emprego de nanoparticulas metéalicas como agente antibacteriano aparece como
alternativa aos habituais organoclorados e derivados de arsénio, amplamente utilizados para tal
propdsito. O uso de estruturas nanomeétricas apresenta vantagens do ponto de vista de eficacia,
pois a elevada relacdo entre a area superficial e o volume exibida pelas nanoparticulas
possibilita que pequenas concentracbes do composto metélico sejam suficientes para
proporcionar expressivas propriedades antibacterianas (ZIELINSKA et al., 2009). Segundo
Porto et al. (2017), nanoparticulas de 6xido de zinco em concentra¢des de 50 mg.L™* foram
suficientes para inibir o crescimento da bactéria Gram negativa Escherichia coli. Paralelamente,
a nanotecnologia vem sendo estudada no &mbito da medicina, visto que nanoparticulas
metalicas possibilitam a realizacdo do transporte de medicamentos, auxiliando o tratamento de
doencas severas como o cancer (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005).

A consequéncia causada devido as inumeras aplicacGes das nanoparticulas metalicas
tais como, eletrodos de células de combustiveis, transporte de medicamentos, sistemas
cataliticos, emulsdes de microparticulas, polimeros e biomateriais, é a seguranga ambiental,
dando énfase a ambientes aquéticos (PAUL; ROBESON, 2008; FARRE et al., 2009). Tal
preocupacdo é causada devido ao fato de que nesses ecossistemas diversas vezes sao
descartados inadequadamente rejeitos industriais, criando um impacto negativo, podendo
acarretar danos a saude humana (NAVARRO et al., 2008).

O amido é abundantemente encontrado em diversas espécies vegetais, tal composto é
considerado um carboidrato de reserva, apresentando-se em grandes concentragdes nos graos
de cereais (40% a 90% do peso seco), leguminosas (30% a 50% do peso seco), tubérculos (65%
a 85%) e frutas imaturas ou verdes (40% a 70% do peso seco) (LAJOLO; MENEZES, 2006).

Diversas pesquisas enfatizando o uso do amido no setor de materiais vém sendo
realizadas visando sua aplicabilidade na formulacéo de produtos, podendo ser citados: producao
de embalagens, materiais ceramicos, espumas biodegradaveis e biofilmes (CLARINDO, 2013;
SOYKEABKAEW; THANOMSILP; SUWANTONG, 2015; AZEVEDO; DE SA;
FUNGARO, 2018). Polimeros naturais tais como: amido e gliten sdo matérias primas
potenciais para serem utilizadas como matriz em biocompdsitos devido a sua
biodegradabilidade, disponibilidade e custo relativamente baixo (YU, L.; DEAN; LI, 2006).

De acordo com o0 contexto anteriormente citado, este trabalho teve como objetivo
principal avaliar o crescimento das microalgas Synechococcus nidulans e Spirulina platensis
em meio de cultivo contendo nanoparticulas de ZnO impregnadas em matriz porosa a base de

amido. Sendo os objetivos especificos:
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e Preparar as nanoparticulas e a matriz porosa a base de amido;

e Caracterizar a matriz porosa e as NP-ZnO na matriz para obter suas caracteristicas
estruturais e morfoldgicas;

e Cultivar as microalgas em meio de cultura contendo as NP-ZnO impregnadas na matriz
porosa a base de amido;

e Obter os parametros cinéticos de crescimento, velocidade especifica de crescimento
celular, tempo de geracdo, produtividade em biomassa dos cultivos realizados em meio
contendo as NP-ZnO/matriz porosa;

e Contribuir para maiores informacdes a respeito dos danos causados pelas nanoparticulas
de ZnO em ambientes aquéticos.

Nas secOes subsequentes serdo abordados o referencial tedrico das principais caracteristicas
apresentadas pelo micro-organismo quando submetido ao meio de cultivo contendo
nanoparticulas de ZnO impregnadas em matrizes de amido. Além disso, apresenta a
metodologia utilizada para manutencdo das microalgas, bem como a producdo de matrizes
poliméricas a base de amido impregnadas com nanoparticulas de ZnO, os resultados obtidos
nos experimentos realizados juntamente com as discussdes pertinentes ao tempo culminando

na conclusdo do Trabalho de Conclusédo de Curso I1.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo tem o proposito de expor um panorama geral dos parametros de
desenvolvimento e de cultivo de microalgas, em especial a Synechococcus nidulas e a Spirulina
platensis, o potencial desses micro-organismos como bioindicadores, os principais fenémenos
envolvidos na produgdo de matrizes biopolimericas e de forma sucinta sera relatado o emprego
de nanotecnologia no tratamento de efluentes e a citotoxicidade de nanoparticulas em ambientes

aquaticos.

2.1 Microalgas

As microalgas constituem um grupo heterogéneo de organismos, majoritariamente
aquaticos e comumente microscopios unicelulares. Englobados na denominagédo de microalgas,
estdo inclusos organismos que apresentam dois tipos de estrutura celular: estrutura procariotica
(Cyanophita e Prochlorophita) e estrutura eucariética (Chlorophita, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta, Heterokontophyta, Cryptophyta e Dinophyta) (HOEK et al., 1995).
Independentemente das desigualdades estruturais e morfoldgicas entre os representantes de
cada divisdo, ambos apresentam a parte fisiologica similar, possuindo um metabolismo andlogo
ao das plantas (ABALDE ALONSO et al., 1995).

Tradicionalmente a classificagdo dada a estes micro-organismos tém em conta 0s tipos
de pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva e os constituintes da parede celular,
porém alguns aspectos morfoldgicos e citologicos também estdo sendo considerados, tais como
a ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de formacéo do ndcleo
e da divisdo celular, a presenca e a caracterizacdo de envoltdrio do(s) cloroplasto(s) e a possivel
conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear (HU, 2004; TOMASELLI,
2004).

Segundo Abalde Alonso et al. (1995) e Chisti (2007), as microalgas sdo seres
fotoautotroficos, isto €, capazes de sintetizar a matéria organica necessaria para a sua
manutencdo, desenvolvimento e reproducdo celular. A matéria organica sintetizada pelas
microalgas é realizada através do mecanismo de fotossintese, fendbmeno no qual se faz
necessario fontes de carbono, agua, luz e pigmentos assimiladores, sendo o principal a clorofila.
Devido a estes fatores as microalgas sdo consideradas produtoras. De acordo com os dados
analisados por Chisti (2004) as microalgas sdo os principais produtores primarios do mundo,
sendo responsaveis por pelo menos 60% da producéo de matéria organica.

Os lugares mais propicios para o desenvolvimento de microalgas sdéo em meio marinho

e em aguas epicontinentais, podendo ser cultivadas em diversos sistemas industriais ou
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laboratoriais denominados fotobiorreatores, visando o aumento de produtividade através do
controle das condicdes de cultivo (CHISTI, 2004; ZITTELLI et al., 2013).

2.1.1 Condicdes de Cultivo

O desenvolvimento de uma populagdo de microalgas € resultado de uma interagdo entre
fatores bioldgicos, fisicos e quimicos, tal premissa é valida tanto para o ambiente natural, como
no cultivo controlado (RAVEN, 1993). Os fatores bioldgicos englobam as proprias taxas
metabolicas da espécie cultivada, enquanto que nos fatores fisico-quimicos sdo estudados, a
luminosidade, agitacdo, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (GUILLARD,
1975; HELLEBUST, 1985; KREMER; THOMAS; LITCHMAN, 2017).

Uma curva caracteristica do crescimento de micro-organismos inclui, basicamente,
quatro fases: Adaptacdo (Lag), Exponencial (Log), Estacionéaria, Declinio ou Morte, como

demonstra a Figura 1.

Figura 1 - Fases de crescimento de um micro-organismo em funcao do tempo.

i Fases do Crescimento

2| Fasede Fase
~ | Adaptacio Exponencial

MM

Tempo

Fonte: Adaptado de Borzani et al. (2001)

No gréfico ilustrado na Figura 1, tém-se:
- Fase de adaptacédo: 0 micro-organismo realiza a adaptacdo metabolica a um novo meio visando
o crescimento celular. No ponto 1 temos 0 mesmo numero de células em crescimento quanto

em desenvolvimento.



25

- Fase Exponencial (Log): a velocidade de crescimento é maxima e constante, com duplicacdo
celular. No ponto 2 ocorre a reducdo da velocidade especifica maxima de crescimento, devido
a escassez nutricional.

- Fase Estacionaria: interrupcdo da divisdo celular, a taxa de morte se iguala a taxa de
crescimento. No ponto 3 a taxa de morte supera a taxa de crescimento.

- Fase de Declinio ou Morte: perda irreversivel da capacidade de crescimento, diminui¢do da
populacdo (BORZANI et al., 2001).

2.1.1.1 Fatores quimicos que influenciam o cultivo de microalgas

A biomassa microalgal é amplamente rica em carbono, este elemento é responsavel por
50% da composicdao do micro-organismo em questdo, se fazendo presente em proteinas,
lipidios, carboidratos e vitaminas (DE OLIVEIRA, 2006). A principal rota utilizada pelas
microalgas para fixacdo do carbono € a fotossintese, tendo como fonte 0 CO2 que por sua vez
também é ministrado através da injecdo de ar, produzindo borbulhamento, contribuindo para
agitacdo do cultivo (BECKER W, 1994; SASI, 2009). Algumas espécies de microalgas como
Spirulina e a Chlorella vulgaris, combinam a fotossintese e a assimilacdo heterotrofica de
componentes organicos, esse fenémeno é denominado mixotrofia (LIANG; SARKANY; CUI,
2009). A adicéo de bicarbonato (HCO3) visando a heterotrofia, deve ser realizada ao longo de
todo o processo de cultivo, visto que a baixa solubilidade desse composto pode gerar
insuficiéncia nutricional (ZARROUK, 1966).

O pH influencia diretamente e indiretamente no cultivo de microalgas, o fator indireto
ocorre em virtude da oscilagido de solubilidade do CO, e dos minerais em meio aquoso, na
questdo direta para maioria das microalgas a faixa ideal de potencial hidrogenidnico é entre 5 e
9 (BECKER, 2004).

O crescimento da populacdo de microalgas gera um aumento gradativo no pH do meio,
a elevacdo desse valor ocorre devido a atividade bioldgica das células, o que produz uma
reducdo no conteudo de carbono inorganico dissolvido devido ao consumo necessario para o
crescimento, esse acontecimento desequilibra o sistema-tampdo carbonato-bicarbonato, desta
forma a mensuracdo do pH pode ser utilizada como indicador de crescimento celular
(BERENGUEL et al., 2004).

De acordo com Richmond (2004), o nitrogénio é o principal nutriente com excecéo do
carbono, isso ocorre devido a que em meios com deficiéncia em nitrogénio as microalgas
desviam a rota metabolica do carbono da formagdo de proteinas para a produgdo de

carboidratos, lipidios e compostos bioativos. De modo geral, 0 nitrogénio € abastecido na forma
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de sais de aménia, nitratos e ureia. O fosforo € outro nutriente imprescindivel, visto que nos
processos metabdlicos celulares participa da transferéncia de energia intracelular, reacfes de
divisdo celular e sintese de acidos nucleicos (KAPLAN; REINHOLD, 1999).

Devido a funcdo osmotica das microalgas, a concentracao de sais organicos dissolvidos
no meio tem potencial de afetar seu crescimento. A tolerancia de sal varia de acordo com a
espécie, existindo micro-organismos que nao toleram concentracbes milimolares do composto
e outros que sobrevivem em solucdes saturadas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

2.1.1.2 Fatores fisicos que influenciam o cultivo de microalgas

O fator temperatura é responsavel por afetar os processos metabolicos de fotossintese e
respiracdo das microalgas, esse parametro juntamente com a luminosidade também é
considerado primordial para a fixacdo de CO e evolugdo do O, desta forma é de extrema
importancia conhecer a faixa 6tima de temperatura da espécie cultivada visando um maior
crescimento celular (VENKATARAMAN, 1997).

Os fatores que explicam os efeitos da temperatura no crescimento celular das microalgas
sd0: a acdo na estrutura dos componentes celulares, em especial proteinas e lipidios e a relagédo
entre os coeficientes de temperatura com a taxa de reacdo metabdlica (FAINTUCH, 1989).

A temperatura ideal para o cultivo de microalgas varia entre as espécies e também de
acordo com a finalidade da produgdo. Em ambiente tropical, De Oliveira (2006) sugere uma
faixa de temperatura 6tima entre 20 a 25°C, enquanto que Lopes e colaboradores (2007)
estipulam a faixa entre 25 a 35°C, para microalgas nos mesmos ambientes.

A luminosidade é considerada um dos fatores mais importantes na multiplicacdo celular
das microalgas, visto que as variaveis de intensidade luminosa e comprimento de onda podem
afetar o micro-organismo de diversas maneiras. A faixa espectral ideal para o cultivo das
microalgas se encontra entre 400 e 700 nandmetros, que corresponde a radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR). Altas intensidades luminosas podem destruir os cloroplastos,
organelas responsaveis pela fotossintese, quando utilizadas por longos periodos de tempo,
gerando o fendmeno de fotoinibicdo, definido como a perda da capacidade de realizar
fotossintese devido aos danos causados por intensidade de luminosa acima da requerida
(POWELL; CHADDOCK; DIXON, 1965; VENKATARAMAN, 1997).

O comprimento de onda inadequado aumenta a producdo de compostos reativos
prejudiciais, além de danificar a estrutura celular causando a morte da microalga quando os
valores apresentados estiverem na faixa do ultravioleta (MULLER; LI; NIYOGI, 2001). O

fotoperiodo, que tem como definicdo a periodicidade do fornecimento de luz, também é
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considerado um fator determinante na producdo de biomassa microalgal sendo os mais
estudados 12h claro/12h escuro, 18h claro/6h escuro e 24h claro e Oh escuro (PRATES et al.,
2018; SIRISUK et al., 2018). Alguns estudos realizam de cultivos com 24 horas de fase escura,
sem utilizacdo de fotoperiodo, ou seja, a microalga é cultivada sem realizacdo de fotossintese,
sendo sua assimilacdo de carbono através de mecanismos de heterotrofia (SILVEIRA et. al.,
2015).

A agitacao constante do meio proporciona uma exposi¢do homogénea a luz de todas as
microalgas, aumenta a disponibilidade de nutrientes devido ao mantenimento da suspensédo dos
compostos, também evita a sedimentacdo dos micro-organismos 0 que promoveria a
subexposicdo luminosa para as camadas inferiores e elevada exposicdo para as camadas
superiores (COUTTEAU; SORGELOQS, 1992; BECKER W, 1994). Devido a esses fatores a
agitacdo € de extrema importancia, sendo amplamente utilizada na forma de aeracdo como

supracitada no texto.

2.1.2 Microalga Spirulina platensis

A Spirulina platensis € um micro-organismo procarionte, pertencente da divisdo
Cyanophyta, conhecidas popularmente como algas verde azuladas. Sua unidade estrutural é
formada por um filamento, denominado tricoma, disposto de forma helicoidal estavel. O
tamanho médio apresentado por essa microalga varia entre 6 e 12 um de diametro e 100 e 200
um de comprimento (VENKATARAMAN, 1997). Na Figura 2, pode-se observar a microalga

Spirulina platensis com auxilio da microscopia.
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Figura 2 - Cultura de Spirulina platensis comercializada por Algae-Lab.

Fonte: Algae-lab (2021).

Assim como qualquer cianobactéria a Spirulina platensis pode sofrer mutacGes durante
certas condigdes de crescimento. Segundo Wang e Zhao (2005) o processo de variacao celular
a nivel genético denominado linearizacdo, pode gerar células de Spirulina lineares, também foi
constatado que uma célula linear parece ser mais resistente a situacdes de estresse e elevadas
intensidades luminosas, quando comparada a célula na forma helicoidal.

A reproducdo do micro-organismo € realizada através da quebra dos tricomas em
pequenos filamentos denominados hormogoénios, os quais apresentam diferencas de: tamanho
celular, vactolos de gas e auséncia de heterocistos quando comparados a suas células parentais
(VONSHAK; TOMASELLLI, 2000).

A composicdo centesimal da Spirulina platensis é rica em nutrientes, devido a essa
caracteristica este microrganismo vem sendo muito estudado na utiliza¢cdo como suplemento
alimentar. Em seu trabalho, Belay (1997) constatou que a Spirulina apresenta entre 60 e 70%
de proteinas, 15 a 20% de carboidratos, 5 a 8% de lipidios, além de minerais como o ferro,
calcio, cromo, magnésio e vitaminas A, C, e E em sua composi¢do. Um fator que é considerado
uma vantagem quanto a preservacdo da integridade dos acidos graxos poliinsaturados e
vitaminas presentes na microalga do género Spirulina é a constituicdo da parede celular do
micro-organismo, a qual é formada por mucopolissacarideos responsavel pela protecdo celular
(TOMASELLLI, 1997).
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2.3.3 Microalga Synechococcus nidulans

A Synechococcus nidulans é uma microalga pertencente ao grupo das cianobactérias,
enquadrada no género Synechococcus, apresentando formato celular de cocdide, além de
estrutura unicelular e procariética. O tamanho apresentado por este micro-organismo varia entre
0,8 a 1,5 um de didmetro. Na questdo reprodutiva se assemelham as bactérias, multiplicando-
se assexuadamente através da fissdo binaria transversal (MARGULIS et al., 2001). Na Figura

3, observa-se em microscopio uma cultura de Synechoccocus nidulans.

Figura 3 - Cultura de Synechococcus nidulans do acervo ecotox.

Fonte: Ecotox (2021).

Este micro-organismo € um dos maiores contribuintes para producdo primaria dos
oceanos, tendo uma participacao de aproximadamente 39% da composigéo plancténica mundial
(MOISAN; BLATTNER; MAKINEN, 2010).

Devido as altas concentracfes de carbono em sua estrutura, diversos estudos vém sendo
realizados visando a utiliza¢do desta microalga para a producdo de biodiesel (CHISTI, 2007;
CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015). Segundo pesquisas realizadas na area de efluentes, as
microalgas do género Synechococcus possuem a habilidade de auxiliar no tratamento de aguas
residuarias, principalmente no quesito de remocdo de compostos amoniacais e metais pesados
através da biossorcdo (DE QUADROS; DUARTE FILHO; JUNGES, 2019; SRIMONGKOL
etal., 2019).

2.3.4 Potencial das microalgas como bioindicador

A utilizacdo do termo bioindicacdo teve inicio na Alemanha, a partir dos anos 1960
(MARKERT; WECKERT, 1993). A palavra bioindicador deriva de duas palavras bio:
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organismos e indicador: guias, indicantes ou sinais que indicam algo, desta forma define-se
bioindicador como um organismo que esta sinalizando determinada caracteristica do ambiente
em que ele se encontra (LIMA, 2000).

Avaliar o comportamento da contaminacdo do ambiente, ou seja, monitorar a sua acao
através de organismos vivos é denominado de bioindicagdo. Nos métodos de bioindicacédo, o
comportamento do organismo frente a um agente estressor é utilizado na avaliacdo da qualidade
de um dado volume ou area, sendo assim a acdo desses micro-organismos pode ser utilizada
para mensurar 0s impactos negativos decorrentes das atividades antropicas nos ecossistemas
(MARKERT; WECKERT, 1993; LIMA, 2000).

As microalgas sdo amplamente utilizadas em pesquisas de monitoramento ambiental
por estruturarem a produtividade primaria dos ecossistemas aquaticos e por serem 0s primeiros
seres Vvivos a sinalizarem os impactos em corpos de agua, viabilizando ac¢Ges de correcdo na
gestdo frente a efeitos tdxicos. Além disso, 0s ensaios que empregam as microalgas como
bioindicadores sdo geralmente sensiveis, rapidos e econdémicos (MARCONE, 2011). No
Quadro 1 estdo sintetizados alguns trabalhos encontrados na literatura relacionando o uso de
microalgas como bioindicadores da toxicidade de nanoparticulas, os parametros para avaliar 0s
efeitos causados pela interacdo entre o ion metédlico e o microrganismo, as classes de

nanoparticulas avaliadas e sua respectiva concentragéo.

Quadro 1 - Trabalhos encontrados na literatura utilizando microalgas como bioindicador

(continua)

Organismo Parametros Nanoparticula | Concentracédo de Referéncia

analisados utilizada nanoparticulas bibliografica

(Mg.L™)
Chlorella Crescimento Fe 03 1,25x10%a (BARHOUMI;
vulgaris Estresse 4,0x10° DEWEZ, 2013)
oxidativo
Fotossintese
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Quadro 1 - Trabalhos encontrados na literatura utilizando microalgas como bioindicador

(conclusédo)

biomassa

Organismo Parametros Nanoparticula | Concentracao Referéncia
analisados utilizada de bibliogréafica
nanoparticulas
(ug.L™)
Chlamydomonas Crescimento CuO 8 e 8x10° (CHELONI;
reinhardtii (biomassa) MARTI;
Estresse oxidativo SLAVEYKOVA,
2016)
Chlamydomonas |  Atividade da Cr203 10*a 107 (COSTA et al.,
reinhardtii esterase 2016)
Crescimento
Estresse oxidativo
Fotossintese
Chlorella Crescimento CuO 5,7x10t a (BARRETO,
sorokiniana Viabilidade 6,35x10? 2018)
celular
Fotossintese
Lyngbya Clorofila a CuO 2x10% a 4x10* | (EL-KASSAS;
majuscula Peso seco OKBAH, 2017)
Raphidocelis Fotossintese FesO4 10%a 10° (MELO, 2017)
subcapitata Estresse oxidativo CuFe204
Crescimento CoFe204
Synechococcus. | Concentragdo de ZnO 10* e 2x10* | (DE QUADROS;
nidulans e biomassa DUARTE
Spirulina Velocidade de FILHO;
platensis crescimento HERNANDEZ
Produtividade FLORES, 2020)
méaxima de
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2.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia € um setor inovador, em constante crescimento econémico e
cientifico, alavancada pela busca incessante por materiais com propriedades e caracteristicas
particulares. Devido aos avangos obtidos a nanotecnologia se tornou multidisciplinar podendo
ser aplicada na: salde, agricultura, energia, inddstria, dentre outras (GRILLO; ROSA,;
FRACETO, 2015).

O marco historico da nanociéncia ocorreu ha 62 anos quando em 29 de dezembro de
1959 o pesquisador americano Richard P. Feynman recitou o seu famoso discurso intitulado de
“There's Plenty of Room at the Bottom”, o qual propunha ideias visionarias sobre a producao
de particulas em escala nanométrica a partir da manipulacéo atdbmica, sendo a primeira pessoa
a pesquisar a respeito de um novo mundo na proporcéo dos nanémetros (GODDARD lll et al.,
2007).

A necessidade do estudo das nanoestruturas se deve ndo somente ao fato da redugéo de
escala dos materiais, mas principalmente pela possibilidade de produzir particulas complexas
capazes de aprimorar a funcionalidade em um determinado processo (MARTINS et al., 2007).

Segundo Mamani e colaboradores (2009) ocorrem mudancas nas nanoparticulas devido
aos efeitos quanticos, devido a essa constatacdo podemos afirmar que as propriedades dos
materiais e elementos quimicos se alteram drasticamente quando reduzidos a dimensdes
nanométricas. Apenas com a reducdo de tamanho e sem alteracdo de substancia, verificou-se
gue 0s materiais apresentam novas propriedades e caracteristicas derivadas de sua elevada
proporcao entre area superficial e volume, sendo elas condutividade, resisténcia mecénica e
térmica, aumento da capacidade de interacdo, dentre outras.

Na Figura 4, compara-se as dimensfes de uma estrutura nanométrica com

micromoléculas e estruturas milimétricas.
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Figura 4 - Escala comparativa enfatizando estruturas nanomeétricas.
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Fonte: Nanomateriais (2021).

Existem diversos beneficios na utilizacdo de nanoparticulas, porém, os residuos gerados
na producdo das nanoparticulas geram preocupacdo, visto que a alteracdo de algumas
propriedades pode causar interacdes desconhecidas aos sistemas bioldgicos. A contaminacao
do meio ambiente por nanomateriais com grande area superficial, alta resisténcia mecéanica e
potencial catalisador pode resultar na deposicdo de compostos toxicos na superficie de
nanoparticulas, sendo transportado ao meio ambiente ou acumulado ao longo da cadeia
alimentar, gerando reacdes quimicas indesejaveis ao meio ambiente (QUINA, 2004).

2.2.1 Nanoparticulas de ZnO

Diversas classes de nanoparticulas (NPs) podem ser encontradas na literatura, tais como
NPs metélicas, NPs O0xido metélicas e NPs poliméricas. Dentre estas citadas, as NPs Oxido
metalicas se destacam devido a sua diversidade de funcdes, concedido por suas caracteristicas
singulares. Dentre os 6xidos metalicos, as nanoparticulas de 6xido de zinco geram interesse
cientifico em decorréncia das suas propriedades, como condutividade elétrica e térmica,
absorcéo Optica e estabilidade em elevadas temperaturas, além de propriedades bioldgicas,
como sua acdo antimicrobiana (PORTO et al., 2017; SOUZA, 2016).

O composto 6xido de zinco (Zn0O) é classificado como inorganico, higroscopico, polar,
semicondutor pertencente ao grupo I1-VI. A denominagdo do grupo no qual o composto é

incluido resulta da alocacdo do zinco e oxigénio na tabela periddica, respectivamente,
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pertencentes aos grupos 12 (11 B) e 16 (VI A). O metal (zinco) e o0 ndo-metal (oxigénio) sdo
unidos principalmente através de ligacéo ibnica, resultando em ions Zn?* e O2 que exercem
atracdo eletrostatica entre si (SOARES, 2018). Tal atracdo eletrostatica permite o arranjo
simeétrico dos ions formando uma substancia solida cristalina, denominada reticulo cristalino,
no caso reticulo cristalino de ZnO. Na natureza, 0 ZnO ocorre na forma mineral, de coloracéo
vermelho-sangue e faixa amarelo alaranjada, denominada zincite (BRITANNICA, 2018).

Por sua vez o ZnO sintético apresenta pigmentacdo branca com alto poder de reflexéo
da luz, além de ter alto poder de absorcdo das radiacbes na regido do ultravioleta, fato que
justifica a sua aplicacdo em formulagOes de protetores solares (MAYRINCK et al., 2014). Na
Figura 5, pode-se observar através da microscopia de varredura as nanoparticulas de 6xido de

Zinco com aumento de 50000 vezes.

Figura 5 - Imagem de nanoparticulas de ¢6xido de zinco, obtidas através de Microscopia

eletrbnica de varredura.
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Fonte: Koplin et al., (2006).

2.2.2 Interacdo das NP-ZnO com as microalgas

A atividade bioldgica das nanoparticulas em relacdo a nanotoxicidade depende dos
fatores fisico-quimicos, muitas vezes ndo analisados em estudos para a toxicologia
convencional, sendo eles: concentracdo, tamanho da particula, distribui¢cdo do tamanho, estado
de aglomeracéo, forma da particula, estrutura cristalina, composicdo quimica, area superficial,
quimica superficial, carga superficial e porosidade (OBERDORSTER et al., 2005).

Diversos estudos vém sendo realizados buscando elucidar os mecanismos de toxicidade
envolvidos na interacdo entre nanoparticulas e o ecossistema aquatico (VASEASHTA et al.,
2007; FARRE et al., 2009).
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Segundo Schierz et al. (2014) as nanoparticulas tendem a formar grupos, dificilmente
dispersos por meios mecanicos, sendo denominados de agregados de nanoparticulas. Estes
complexos causam efeitos diferentes daqueles apresentados por nanoparticulas individuais.

Os efeitos toxicos gerados pela interacdo das nanoparticulas com as microalgas afetam
principalmente a estrutura e metabolismo celular do micro-organismo através das
caracteristicas estruturais como forma e area superficial, além do poder antimicrobiano
apresentado pelas nanoparticulas de ZnO (ZIELINSKA et al., 2009; PETERSEN et al., 2015).
Os efeitos toxicos supracitados podem ser classificados em diretos e indiretos (LI; BRETT,
2013; QU; ALVAREZ; LI, 2013; PETERSEN et al., 2015).

Os efeitos considerados diretos s&o os danos a morfologia do microrganismo, sejam eles
nas paredes ou membranas celulares e a aglomeracdo das células do microrganismo junto a
nanoparticula (MACHADO; SOARES, 2014; GALLETTI et al., 2016; WANG, Y. et al.,
2016). Por sua vez os efeitos indiretos sdo gerados pela diminuicdo da quantidade de luz devido
a area superficial ocupada pela nanoparticula, denominado de efeito de sombreamento, estresse
oxidativo devido a producdo de compostos reativos, danos ao material genético e mudanca das
condicdes ideais de crescimento devido a interacdo dos nutrientes com as nanoparticulas
presentes no meio (ARUOJA et al., 2009; LONG et al., 2012; LEI et al., 2016;).

Entre os diversos efeitos citotoxicos causados pelas nanoparticulas se destacam a
alteracdo do metabolismo do microrganismo, efeito de sombreamento e a consequente inibigédo
do crescimento (GONG et al., 2011).

2.3 Amido

O amido é um polissacarideo comumente encontrado de forma natural em sementes de
arroz, trigo, milho ou em raizes e tubérculos como mandioca, batata e batata-doce. O amido
possui propriedades que podem ser modificadas artificialmente visando modificar a
geleificacdo, diminuir a retrogradagédo, aumentar a estabilidade, melhorar a textura e aumentar
0 poder emulsificante, propiciando uma maior aplicabilidade e rendimento na industria de
alimentos, este produto é denominado amido modificado. Devido as caracteristicas
apresentadas por ambas categorias de amido, este composto é amplamente utilizado como
espessantes, geéis, absorventes de umidade, adesivos, entre outros (BEMILLER, 1997; ROCHA;
DEMIATE; FRANCO, 2008;).

Este polissacarideo é constituido de granulos heterogéneos, porosos e semicristalinos,
apresentando uma formacéo estrutural composta por cadeias de amilose e amilopectina. A

amilose ¢ constituida por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, originando
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uma cadeia linear. Ja a amilopectina ¢ formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 ¢ al,6,
formando uma estrutura ramificada (MIZUKAMI; TAKEDA; HIZUKURI, 1999; TESTER,;
KARKALAS; QI, 2004). Na Figura 6, observa-se a representacdo das estruturas presentes no

amido, amilose e amilopectina, bem como as ligagdes responsaveis pela ordenacao do granulo.

Figura 6 - Representacdo da estrutura molecular da amilose e amilopectina.
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Fonte: Quiroga (2015).

As propor¢des em que essas estruturas aparecem se distinguem em relacdo as fontes
boténicas, variedades de uma mesma espécie, podendo apresentar diferencas na mesma
variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta. Dependendo dos fatores supracitados
os valores comumente encontrados variam entre 20-30% de amilose (TESTER; KARKALAS;
Ql, 2004; WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009). A Tabela 1 apresenta as

proporcdes de amilose e amilopectina de acordo com a origem do gréanulo de amido.

Tabela 1 - Diferentes proporcdes de amilose e amilopectina de acordo com a fonte amilacea.

Fonte de amido Amilose (%) Amilopectina (%)
Arroz 25-30 70-75
Batata 18 - 23 77-82

Mandioca 16 - 24 76 - 84
Milho 25-28 72-75
Trigo 20-24 76 - 80

Fonte: Adaptado de Hoover (2001).
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De acordo com os dados demonstrados na Tabela 1, podemos analisar as diferentes
porcentagens de amilose e amilopectina em um granulo das diferentes fontes de amido. A
discrepancia entre as proporcoes faz com que os geéis formados apresentem cores e texturas
distintas. Sendo as pastas ou géis formados pelos amidos de milho, trigo ou arroz, opacas devido
a seus elevados teores de amilose e consequentemente alta taxa de sinérese. Ja os géis obtidos
das féculas da batata ou da mandioca ndo sdo tdo opacos, essa caracteristica € atribuida a taxa
de sinérese (expulsdo de agua do interior do gel) ser menor que o anterior tornando o gel mais
maleavel (QUIROGA, 2015).

Além da capacidade de gelatinizacdo e da facil queima (degradacdo), os amidos sao
baratos, apresentam-se em grandes quantidades, sendo superado apenas pela celulose como
elemento organico disponivel na natureza, com facilidade de acesso e praticamente ndo

produzem poluentes nos processos de transformacao.

2.3.1 Gelatinizacao

Os granulos de amido possuem a propriedade de reter pequenas quantidades de agua,
porém nao sdo sollveis em solugdes aquosas, de uma maneira explicativa, quando o amido
entra em contato com agua fria, os granulos dilatam ligeiramente entre 10 a 20% devido a
difuséo e absorcdo de agua, porém esse processo é considerado reversivel através de secagem.

Todavia, quando os granulos sdo aquecidos em agua, eles dilatam irreversivelmente,
nesse caso, a estrutura cristalina é rompida, pois ha um relaxamento entre as ligacbes de
hidrogénio e as moléculas de agua. Como as moléculas de &gua interagem com 0S grupos
hidroxilas da amilose e da amilopectina, ocorre um aumento no tamanho dos granulos iniciando
um movimento intenso de vibracdo molecular, levando ao rompimento das pontes de
hidrogénio e por consequéncia da ordem molecular, liberando para o meio a amilose,
aumentando a viscosidade dando inicio ao processo de gelatinizagio (MACGREGOR,;
FINCHER, 1993; HOOVER, 2001; SOARES, 2003; DAMODARAN; OWEN; KIRK, 2010).
Na Figura 7, observa-se esquematicamente como ocorre 0 processo de gelatinizagdo de acordo
com as transformacdes sofridas pelo granulo de amido.

Ao fim do processo de gelatinizagcdo a viscosidade do composto aumenta, pois as
moléculas de amido retém as moléculas de agua, resultando em um gel. Pardmetros como a
concentracdo de amido, pH, acucares, gorduras, sais presentes e outros fatores devidos a

natureza do amido, afetam a formacéo e as caracteristicas do gel.
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Figura 7 - Representacao esquematica do processo de gelatinizacdo do amido.
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Fonte: Quiroga (2015).

A temperatura na qual o amido inicia mudancas estruturais € denominada de
temperatura de gelatinizacdo. Na realidade, nem todos os granulos de amido comegam o
processo de gelatinizacdo na mesma temperatura, sendo mais apropriado uma faixa de
temperatura limitada. A variacdo das faixas de temperaturas varia de acordo com a origem
boténica do amido ou fécula (POLESI, 2009). Na Tabela 2, pode-se observar as variacfes de
temperatura para cada fonte de amido.

Tabela 2 - Faixas de temperatura de gelatinizacdo para diferentes fontes de amido.

Amido Faixa de temperatura
de gelatinizagéo

Arroz 6177
Milho 62-72
Batata 56 - 66
Mandioca 59-71
Sorgo 68 - 75
Trigo 52 - 63

Fonte: Adaptado de Bobbio e colaboradores (2001).
2.3.2 Retrogradacéo

A retrogradacdo € 0 processo em que ocorre a reaproximacdo das moléculas pela
diminuicdo de temperatura no processo de resfriamento do gel, nesse momento ha liberagéo de
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agua existente entre as moléculas (sinérese) e a formagcdo de pontes de hidrogénio
intermoleculares. A origem da cristalizacdo em fracOes da rede deve-se ao fato de que certas
cadeias poliméricas do gel se reorganizam alinhando-se, sendo que este fendbmeno ocorre
quando parte do solvente € eliminado do gel, ocasionando a solidificacdo do mesmo. Logo, 0s
processos de retrogradacao ocorrem com maior facilidade em amidos com maior quantidade de
amilose, resultando em um processo irreversivel, implicando em uma reducéo de volume do
granulo, aumento da firmeza do gel (SINGH et al., 2003).

Durante o processo de retrogradacdo as moléculas de amilopectina e amilose reagem de
formas diferentes, sendo o processo da amilose mais rapido, reassociando as moléculas através
de ligagdes de pontes de hidrogénio formando uma estrutura cristalina. A retrogradacdo da
amilopectina é mais lenta, devido seu processo se iniciar no nucleo do cristal (YU, S.; MA;
SUN, 2009; JIAMJARIYATAM; KONGPENSOOK; PRADIPASENA, 2015).

A sinérese pode ser utilizada para avaliar a estabilidade do gel de amido, mensurando a
agua que é expulsa apds ciclos de congelamento e descongelamento. Essa estabilidade
representada através da sinérese serve ainda como indicadora da retrogradacéo, quanto menor
for a taxa de sinérese mais lento é o processo retrogradativo (JAYAKODY; HOOVER, 2002;
LIU et al., 2014).

Outros fatores que influenciam na retrogradacdo do amido além do teor de amilose s&o:
fonte boténica do amido, relacdo amido-agua, temperatura e tempo de armazenamento, pH,
condicdes de aquecimento e resfriamento e a presenca de constituintes ndo amilaceos (agucares,
lipidios, hidrocoloides e sais) (XU et al., 2013).

2.3.3 Degradacédo e porosidade

Para obtencdo de uma matriz porosa a base de amido, se faz necessario que o gel
retrogradado seja degradado em altas temperaturas, desta forma as ligagcOes entre o0s
polissacarideos sdo quebradas, surgindo espacos vazios dentro do material tornando-o poroso.
A rede formada por inimeros poros no material é denominada porosidade, sendo a definicédo
de poro: intersticios hipotéticos entre as moléculas dos corpos. A estrutura porosa da matriz
depende do tamanho das particulas, da forma e da maneira em que as particulas constituintes
estdo distribuidas pelo material (VAN VLACK, 1973).

Os poros podem ser classificados como abertos ou fechados, segundo sua
disponibilidade a um fluido externo. Na Figura 8, ilustra-se diversos tipos de poros abertos (a,
b, c) e fechados (d).
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Figura 8 - S6lido poroso com ilustracdo dos diferentes tipos de poros: abertos (a, b, ¢), fechados

(d) e rugosidade da superficie (e).
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Fonte: Ferreira et al., (2007).

Os poros fechados sdo inativos quanto ao fluxo de liquidos e gases, mas exercem
influéncia sobre as propriedades mecénicas, a densidade e a condutividade térmica. Por outro
lado, os poros abertos afetam diretamente, certas propriedades como permeabilidade,
impermeabilidade ao vacuo e disponibilidade de superficie para reacdes cataliticas. A
rugosidade da superficie (e) também pode ser considerada como porosidade. A International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) recomenda uma classificacédo para as faixas de
tamanho, considerando as propriedades de adsor¢do. Assim, tém-se: microporos (< 2 nm);
mesoporos (2- 50 nm) e macroporos (> 50 nm). Varios autores tém reiterado que tais limites de
tamanho sdo, até certo ponto, artificiais, na medida em que resultam dos limites das técnicas de
caracterizacdo (ROUQUEROL et al., 1994; GALDINO, 2011).

2.3.4 Aplicacdo de matrizes poliméricas

O amido é considerado um dos polimeros biodegradaveis mais promissores, devido sua
atraente disponibilidade e custo (YU, L.; DEAN; LI, 2006). A grande variedade de polimeros
existentes e a combinacéao destes permitem a obtencdo de materiais com diversas propriedades.
As distintas caracteristicas mecanicas, térmicas, biodegradabilidade e capacidade de moldagem
possibilitam diversas aplicagdes em inimeros campos, dentre estes, destaca-se 0 Uso como
suporte para liberacdo de ativos. Além da funcdo principal de suporte, os polimeros podem
contribuir no retardamento da liberacdo dos compostos ativos inseridos, tais como farmacos,

pesticidas, fertilizantes e antimicrobianos (LYRA et al., 2007).
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Diversos sistemas de liberacédo estdo sendo estudados de acordo com o &mbito onde
serdo aplicados. Medicacdes encapsuladas em matrizes poliméricas hidrofilicas mostraram um
perfil de liberacdo controlada, com reducéo dos efeitos toxicos. Isto se torna possivel, devido a
que sistemas de liberacdo prolongados podem ser moldados a fim de se manterem constantes
durante o tratamento (XIE; BUSCHLE-DILLER, 2010).

No uso de fertilizantes, suportes poliméricos em forma de fibras mostraram a capacidade
de liberar fertilizantes com taxa controlada e com diferentes concentracfes de saturacao
(JAMNONGKAN; KAEWPIROM, 2010). Materiais fibrosos podem ser utilizados na liberacéo
de fertilizantes, assim como céapsulas. A vantagem das fibras é a minimizagdo da lixiviacdo
quando comparado as capsulas, o que reduz a perda de fertilizante e diminui a contaminacao

pelo excesso de particulado.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo, estdo descritas as metodologias utilizadas para manutencdo das
microalgas Spirulina platensis e Synechococcus nidulans anteriormente aos ensaios
experimentais, para producdo de nanoparticulas de ZnO e para fabricacdo de matrizes
poliméricas a base de amido. Além disso, sera detalhada a metodologia de avaliagdo de
crescimento celular das microalgas cultivadas em meio contendo matrizes porosas a base de

amido impregnadas com nanoparticulas de ZnO.

3.1 Materiais
3.1.1 Indculo

Para realizacdo dos ensaios foram utilizados Erlenmeyers de 500 ml contendo 270 ml
de meio Zarrouk e 30 ml de indculo, retirados de uma Unica cultura mae.
3.1.2 Amido

Para a producédo das matrizes porosas a base de amido utilizou-se a fécula de mandioca
devido suas proporcdes entre amilose e amilopectina.
3.1.3 Oxido de zinco

Como fonte de éxido de zinco, utilizou-se 6xido de zinco comercial em escala
microscopica e nanoparticulas de éxido de zinco obtidos pelo procedimento de sol-gel proteico

em escala nanométrica.

3.2 Métodos

3.2.1 Micro-organismos

Neste estudo foram utilizadas as microalgas Spirulina platensis e Synechococcus
nidulas, cedidas pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande — FURG.

3.2.2 Meio de Cultivo
As microalgas foram mantidas em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) a 28°C em estufa

termostatizada do tipo BOD com fotoperiodo de 12 h em Erlenmeyer dotado de aeragdo. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Engenharia de Alimentos, pertencente a
Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA. Na Figura 9, pode-se analisar visualmente o

cultivo dos micro-organismos.
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Figura 9 - Manutencdo dos inéculos das microalgas Spirulina platensis e Synechococcus
nidulans.

TS
Fonte: Autor, 2021.

A composic¢ao quimica do meio Zarrouk é rica em macro e micronutrientes, tornando o
fornecimento de nutrientes ideal para a manutencdo, desenvolvimento e multiplicacéo celular

das microalgas. Na Tabela 3, temos a composi¢do quimica do meio Zarrouk adaptado e suas
respectivas concentragoes.

Tabela 3 - Composicao quimica do meio Zarrouk.

Reagentes Quantidades
NaHCO 16,8 g.L*
K2HPO4 05¢.L"
NaNOs 250.L1
K2S04 1,0g.L?

NaCl 1,0g.L?
MgS0O4.7H20 0,2¢g.L"1
CaCl 0,04 g.L*?
FeS04.7H0 0,01g.L*
EDTA 0,08g.L*
Solucdo A5* imL

Solugdo B6**

1mL

Fonte: Zarrouk (1966).
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*Solugdo A5 (g.L?): HsBOs: 2,86; MnCl..4H20: 1,81; ZnS04.7H20: 0,222; CuCO4.5H0:
0,079; MnQOs: 0,015.

**Solucdo B6 (g.LY): NH4VOs3: 22,86; KCr(SOs)2. 12H20:192; NiSOa. 6H,0: 44,8; NaWOa.
2H>0: 17,94; 34 TiOSO4. H2SO4. 8H20: 61,1; CO(NO3)2. 6H0: 43,98.

3.2.3 Delineamento experimental

Durante os ensaios experimentais as microalgas foram cultivadas em meio Zarrouk nos
mesmos parametros supracitados, porém adicionados de matrizes porosas a base de amido
impregnadas com nanoparticulas de 6xido de zinco, nas concentragdes de 2 e 20 mg.L™ e em
meio Zarrouk contendo matrizes porosas a base de amido impregnadas com ZnO comercial por
um periodo de 9 dias. Foi realizado um planejamento fatorial 23, no qual os fatores estudados
foram: concentracdo de dxido de zinco, espécie de microalga e fonte de zinco. Na Tabela 4 é
apresentada a matriz do Planejamento Fatorial 23 utilizada, onde:

- X1 séo as concentracOes de ZnO: 2 mg/L (-1) e 20 mg/L (+1)
- X2 séo as espécies de microalgas: Spirulina platensis (-1) e Synechococcus nidulans (+1)
- X3 sdo as fontes de fornecimento de zinco: Matriz porosa a base de amido impregnada com

nanoparticulas de ZnO (+1) e Matriz porosa a base de amido impregnada com ZnO comercial

(-1)

Tabela 4 - Planejamento fatorial 23.

(continua)

Ensaio X1 X2 X3 Variaveis Varidveis reais X2 Variaveis reais X3

reais X1
1 -1 -1 -1 2 mg/L Spirulina platensis ZnO comercial
2 +1 -1 -1 20 mg/L Spirulina platensis ZnO comercial
3 -1 +1 -1 2 mg/L Synechococcus ZnO comercial
nidulans
4 +1 +1 -1 20 mg/L Synechococcus ZnO comercial
nidulans
5 -1 -1 +1 2 mg/L Spirulina platensis Nanoparticula de
Zn0O
6 +1 -1 +1 20 mg/L Spirulina platensis Nanoparticula de

Zn0O




45

Tabela 5 - Planejamento fatorial 23.

(conclusédo)

7 -1 +1 +1 2 mg/L Synechococcus Nanoparticula de
nidulans ZnO

8 +1 +1 +1 20 mg/L Synechococcus Nanoparticula de
nidulans Zn0O

Fonte: Autor (2021).

O delineamento experimental foi estruturado levando em consideracdo os resultados

obtidos por De Quadros e colaboradores (2020).

3.2.4 Determinaces analiticas

Foram determinados diariamente durante o cultivo o crescimento celular e o pH. O
crescimento da biomassa foi monitorado através da densidade Otica das culturas a 670 nm em
espectrofotbmetro por meio de uma curva padrdo previamente construida relacionando peso

seco e densidade Gptica, o pH por sua vez foi mensurado através de pHmetro.

3.2.5 Andlise Estatistica

O Planejamento Fatorial foi analisado por meio do auxilio do software R (R Core Team,
2021). Foram também realizadas o teste de comparacao de médias Tukey com significancia de
5%.

3.2.6 Nanoparticulas de ZnO

O processo utilizado para a producdo de nanoparticulas de 6xido de zinco foi o gel-sol
proteico, 0 mesmo seguiu quatro etapas, sendo elas: preparacdo da solucdo, secagem,
decomposicgdo e formacdo das nanoparticulas (MENESES; FLORES; SASAKI, 2007).
3.2.6.1 Preparacéo da solucéo

Nesta etapa foi realizada a dissolucdo de 2,5 gramas de colageno em 40 mililitros de
agua ultrapura (Milli-Q / 18,2 MQ.cm) na temperatura de 40°C, com agitagdo constante,
durante um periodo de 30 minutos. Posteriormente foi adicionado gradualmente a quantia de 1
g da solucéo de nitrato de zinco, mantendo-se a agitacdo da mistura durante um intervalo de 20

min.
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3.2.6.2 Secagem
A solucdo obtida foi submetida a secagem em estufa a 60°C, permanecendo nessa
condic&o por 48 h.

3.2.6.3 Calcinacéo
Logo apds o processo de secagem a resina resultante foi destinada a calcinacdo, esse
processo consiste em submeter a amostra a uma temperatura de 250°C durante o periodo de 3

h, tal procedimento foi realizado em forno mufla com exaustéo de ar.

3.2.6.4 Formagéo das nanoparticulas

A etapa de formacdo de nanoparticulas consiste na completa degradacao e consequente
eliminacdo do colageno. Sabendo que os parametros do bindmio tempo X temperatura sdo 0s
determinantes do tamanho e da morfologia das nanoparticulas, foi utilizada nesse trabalho a
temperatura de 550°C durante um periodo de 3 h (ETCHEVERRY et al., 2018). Na Figura 10,
pode-se observar o processo para obtencdo das nanoparticulas de ZnO.

Figura 10 - Processo de obtencdo das nanoparticulas de ZnO.

Coldgeno Balanga analitica Milli-Q Agitador magnético

Mede-se Dissolugdo do
coldgeno em
dgua e adicdo
de nitrato de
zinco

40°C/20min
com agitagdo
constante

DEGRADAGAO DO COLAGENO CALCINAGCAO SECAGEM
550°C por 3 horas 250°C por 3 horas Estufa (60°C - 48 horas)

Fonte: Autor, 2021.
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3.2.7 Preparacdo da matriz porosa impregnada de ZnO

Para a producdo da matriz porosa de amido impregnada com nanoparticulas de 6xido de
zinco, foram pesados em balanca analitica e posteriormente misturadas as NP-ZnO (1 a 5% em
massa de material solido) a fécula de mandioca e ap6s adicionado agua ultrapura (Milli-Q / 18,2
MQ.cm) na propor¢do de 80% em massa. Esse procedimento foi realizado em agitador
magnético visando a dissolugdo completa da mistura. Apds, a solucdo foi levada para estufa
com circulacdo de ar com uma temperatura de 75°C por um periodo de 2 h objetivando o
fendmeno de gelatinizacdo do amido. A pasta resultante da gelatinizacdo foi transferida para
uma férma com capacidade de 216 amostras cilindricas com dimensdes de 3,5 mm de didmetro
por 3 mm de altura. O processo de retrogradacdo subsequente visa a retirada da agua, sendo
realizado em estufa com temperatura de 50°C durante um periodo de 14 dias em ambiente
fechado, tendo como resultado discos com dimensdes de 3,42 mm de diametro por 1,38 mm de
altura, sendo esses valores médios para uma amostragem de 40 discos. A etapa final da
producdo das matrizes de amido impregnadas com nanoparticulas de ZnO, consistiu na
degradacédo das amostras a 250°C em forno mufla com exaustao de ar durante um periodo de 2
horas. O resultado final foram objetos aproximadamente esféricos com 4 mm de didmetro em
média contendo impregnado em suas paredes NP-ZnO. A impregnacdo da matriz porosa a base
de amido com o 6xido de zinco comercial segue 0 mesmo processo, tendo como diferenca a
substituicdo das NP-ZnO pelo material microscdpico na etapa de mistura da solucdo. Na Figura
11, pode-se observar o procedimento realizado bem como os equipamentos utilizados no

processo.



48

Figura 11 - Processo de obtencdo da matriz porosa a base de amido impregnada com oxido de

zinco.

Amido "in natura” Balanga analitica Milli-Q Agitador magnético

P )
&

. i Eliminagdo |
Mede-se istura-se amido, da dgua

dgua e
nanoparticulas de
ZnO ou oxido de
zinco comercial

(microscépico) ‘

L

ﬂ"'. T !
[\\ Estufa (75°C - 2 horas)
E E \ ( GELATINIZAGAO
Degradagdo i i 6

Matriz Porosa a !
base de amido
impregnada com YW Estufa (50°C - 14 dias) Férma (216 amostras)

nanoparticulas Forno Mufla RETROGRACAO
de ZnO

@ 250°C

Fonte: Autor (2021).

3.2.8 Caracterizacdo das matrizes porosas impregnadas com ZnO

A caracterizacdo estrutural das nanoparticulas de 6xido de zinco foi realizada por
difracdo de raios X e os resultados foram avaliados utilizando os métodos de analise de perfil
dos picos (Scherrer, Williamson-Hall, Size-strain plot e coeficiente de textura), também foi
realizada microscopia de forca atdmica na superficie das matrizes com o intuito de caracterizar
morfologicamente o material poroso. A técnica de difracdo de raios X (DRX) é o método
experimental mais reconhecido utilizado para obtencdo de pardmetros quanto a estrutura
cristalina de materiais, sendo estabelecida e desenvolvida como técnica experimental ao longo
do século passado.

As anéalises de DRX foram realizadas em equipamento Rigaku, modelo Ultima IV.
Sendo utilizada como parametro de medida a geometria de Bragg-Bretano (Theta-2Theta) com
radiacdo na linha K-alfa do cobre gerada com 40kV/20mA no tubo. A variagéo angular utilizada
foi de 30° a 80° com passo de 0,05° e tempo de integracdo de 5 segundos. O objetivo da anélise
foi caracterizar a estrutura cristalografica da matriz obtida e, mediante comparacdo com
difratogramas publicados na literatura confirmar se o produto sintetizado era realmente 6xido
de zinco.

A microscopia de forca atdbmica buscou caracterizar a morfologia das matrizes

biopoliméricas, tendo suas imagens obtidas em equipamento Agilent, modelo 5500, operando
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em temperatura ambiente, usando o modo contato, com sonda PPP-CONT (Nanosensors,
constante de forga 0,2 N/m, frequéncia de ressonéancia 13kHz). Para a captura das imagens
utilizou-se o software PicoView 1.14.4 (Molecular Imaging Corporation) e para analise das
mesmas o software Gwyddion 2.55.
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4 APRESENTAC}AO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

Conforme estabelecido nos objetivos deste trabalho, este capitulo tem como proposito
expor os resultados obtidos na caracterizacdo da matriz porosa a base de amido impregnada
com oxido de zinco e 0s parametros de crescimento das microalgas em meio contendo matrizes
porosas a base de amido impregnadas com ZnO, bem como, compara-los com dados obtidos

por diferentes autores visando a discussdo dos valores apresentados.

4.1 Caracterizacao das matrizes porosas impregnadas com ZnO

Os resultados obtidos pelas técnicas de caracterizacdo estrutural e morfoldgica
demonstraram o potencial uso das matrizes porosas a base de amido na impregnacdo de
compostos. Na Figura 12 podemos observar os conjuntos das matrizes porosas a base de amido

impregnadas com nanoparticulas de 6xido de zinco e 0xido de zinco comercial.

Figura 12 - Matrizes porosas a base de amido impregnadas com 6xido de zinco onde: (a) Matriz
impregnada com nanoparticulas de 6xido de zinco. (b) matriz impregnada com 6xido de zinco

comercial.

Fonte: Autor, 2022.

Pela ilustracdo podemos visualizar que os pellets impregnados com nanoparticulas de
oOxido de zinco apresentam tamanho maior, caracteristica que ndo interfere no decorrer do
experimento visto que a concentragdo de 0xido de zinco em ambas matrizes é a mesma.

Nos paragrafos subsequentes serdo apresentados os resultados obtidos das diferentes
técnicas utilizadas para a caracterizac¢ao das matrizes porosas a base de amido impregnadas com
Zn0.



51

4.1.1 Difracdo de Raios X (DRX)
Para caracterizacdo estrutural do amido e o acompanhamento das altera¢fes durante o

processo de formacdo do material poroso, e da impregnacdo do ZnO, utilizou-se a DRX
explorando especificamente uma analise do perfil de linhas dos difratogramas.
Na Figura 13 séo apresentados os difratogramas de raio-X para as amostras sintetizadas

com nanoparticulas de 6xido de zinco.

Figura 13 - Difratogramas de Raios-X das matrizes impregnadas com nanoparticulas de ZnO.
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Fonte: Autor, 2022.

Pode-se visualizar que todos os picos de difragdo de Bragg, devidamente especificados
nos difratogramas, sdo tipicos de cristais de 6xido de zinco com estrutura hexagonal (wurtzita),
conforme reportado por Lee et. al. (2008) e Zanatta (2009). Desta forma podemos confirmar a
presenca de nanoparticulas de Oxido de zinco na matriz porosa a base de amido. A ndo
existéncia de picos extra demonstram que os nanocristais de oxido de zinco sintetizados
possuem elevado grau de pureza, e a cristalidade do material parece néo ter sido afetada pelos
processos de gelatinizacdo, retrogradacédo e degradacdo do amido.

O alargamento dos picos esta relacionado com o tamanho das particulas analisadas,

sendo assim, quanto mais largo for um pico, menor sera o tamanho das particulas (BECHERI
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et al. 2007). Esta afirmacdo corrobora com o difratograma apresentado visto que foram

analisadas particulas em escala “nano”, tendo como resposta picos estreitos.

4.1.2 Microscopia de Forca Atdmica

Para observar a influéncia do teor de nanoparticulas de 6xido de zinco na morfologia
das matrizes a base de amido, foram utilizadas amostras sem adi¢do de NP-ZnO e com adi¢do
de NP-ZnO na matriz biopolimérica. Nas figuras 14 e 15 observamos a caracterizacdo das

matrizes em uma determinada area e consequentemente temos a topografia do espaco analisado.

Figura 14 - Microscopia de Forca Atdmica na superficie da matriz a base de amido impregnada

com nanoparticulas de ZnO.

Fonte: Autor, 2022.

Com as imagens topograficas da figura 14, observa-se que as nanoparticulas apresentam
geometria proxima a esférica e que a distribuicdo desse sistema é uniforme. Apesar do tamanho
das nanoparticulas possuirem valores aproximados, elas podem estar distribuidas de forma mais
dispersa ou mais aglomerada. Nessa imagem, as regides mais escuras correspondem aos “vales”
ou depressdes das amostras. Quanto mais clara é a regido, maior € a altura do ponto observado,
sendo que o ponto mais claro em cada imagem corresponde ao maximo na escala do eixo z.

Confrontando as imagens obtidas com as apresentadas por Costa et. al. (2021), o qual
analisou nanoparticulas poliméricas observamos semelhancgas na topografia, isto ocorre devido
as caracteristicas morfoldgicas das nanoparticulas supracitas.

Ao analisar a Figura 15 onde temos a matriz de amido “in natura”, visualiza-se
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depressdes em sua superficie, tal topografia favorece a impregnacdo de diversos compostos em

matrizes a base de amido, modificando suas caracteristicas fisicas e quimicas.

Figura 15 - Microscopia de Forca Atdmica na superficie da matriz unicamente a base de amido.
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Fonte: Autor, 2022.

Realizando uma comparacéo entre as figuras 14 e 15 é possivel visualizar as alteragdes
qgue ocorreram na superficie das amostras como consequéncia direta da adicdo das
nanoparticulas de 6xido de zinco. Observa-se um aumento de rugosidade das superficies a qual
manifesta-se em proporc¢do direta ao acréscimo de nanoparticulas. Este aumento de rugosidade
na superficie da amostra altera a porosidade do material facilitando a interacdo da matriz com

0 meio, além de refletir na condutividade do material.

4.2 Andlise do crescimento celular nos cultivos das microalgas

Para o estabelecimento do método de quantificagdo da densidade celular, foram
utilizadas as leituras da absorbancia das diferentes diluicbes da suspensdo das microalgas
preparadas a partir da solu¢cdo mée. As curvas de calibragcdo foram previamente construidas a
partir dos dados de absorbancias obtidos para ambas as microalgas em funcdo da densidade
celular. Tais curvas estdo exibidas nos anexos A e B.

Chiu et al. (2008) descreve que com a utilizacdo do método de densidade Optica torna
possivel prever de forma bastante eficiente a densidade celular caso a regressao linear seja
proxima a 1. Conforme observa-se nos anexos, a correlacéo linear testada apresentou um Rz de
0,9828 para Spirulina platensis e 0,9691 para Synechococcus nidulans, tornando adequada a

utilizacdo das equacdes da reta de ambas curvas para o calculo de concentracdo celular.
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Ap0s a realizacdo das leituras e posterior calculo utilizando a equacdo demonstrada no
anexo A, a Figura 16 apresenta as curvas de concentragdo celular de Spirulina platensis ao
longo do tempo de cultivo, de acordo com os parametros definidos no planejamento fatorial
proposto.

Figura 16 - Curvas de crescimento celular da microalga Spirulina platensis em fungéo do
tempo.
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Fonte: Autor, 2022.

Ao analisar esta Figura 16, pode-se observar que nas primeiras 24 horas de cultivo, foi
verificada a presenca de uma fase lag, ou seja, sem evidéncias de crescimento celular. Logo
apos o periodo de adaptacdo da microalga as novas condi¢des impostas, a mesma apresentou
crescimento, sendo a maior concentragéo de biomassa encontrada no 9° dia de experimento para
0s 4 ensaios testados.

Também pode-se constatar que o ensaio 2, adicionado de matrizes impregnadas com
oxido de zinco comercial em concentracdes de 20 mg.L™, obteve maior concentragio de
biomassa quando comparado ao ensaio 1, que possuia concentracdes de 2 mg.L™t. Podemos
atribuir o fato de que maiores concentracbes de Oxido de zinco obtiveram maiores
concentragOes de biomassa a possiveis erros de leitura pelo espectrofotdmetro, visto que pode

ter sido mensurado pigmentos liberados pela prépria microalga ou entdo compostos
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provenientes da degradacao das matrizes porosas a base de amido que integram o conjunto do
ensaio. Este fato se repete para os ensaios contendo nanoparticulas como fonte de 6xido de
zinco, como podemos analisar nas curvas 5 e 6, as quais apresentaram valores de concentracdo
celular final de 0,3677 e 0,5028 g.L™* respectivamente. Observa-se que a menor concentragio
microalgal entre todos os ensaios para Spirulina platensis foi obtida no ensaio 5, demonstrando
superioridade inibidora das nanoparticulas em relagdo ao 6xido de zinco microscopico.

O estudo realizado por Ji, Long e Lin (2011) avaliou a toxicidade das nanoparticulas de
Al>O3, SiO2, ZnO e TiO> para a espécie de microalga Chlorella sp. Os experimentos com o
ZnO apresentaram maior indice de inibicdo do crescimento celular das microalgas para as
particulas na forma nanométrica do que na forma micro, como é o caso do Oxido de zinco
comercial.

Melegari et al. (2013) avaliou a toxicidade de NP-CuO sobre a microalga
Chlamydomonas reinhardtii, e verificou que o microrganismo estudado é capaz de responder a
presenca de NP-CuO, observando efeitos de inibicdo do crescimento celular no tempo de até
72h.

Por sua vez a figura 17, apresenta a concentracdo de biomassa ao decorrer do tempo da
microalga Synechoccocus nidulans, calculado através da equacdo presente no Anexo B.

Verifica-se que tal microalga mostrou-se mais resistente em relacdo a Spirulina
platensis quando exposta as matrizes impregnadas com ZnO, resultado que também foi
apresentado por De Quadros e colaboradores (2020), o qual observou crescimento constante e

sem formacdo de grumos em meio contendo NP-ZnO em suspenséo.



56

Figura 17 - Curvas de crescimento celular da microalga Synechoccocus nidulans em fungéo do
tempo.
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Fonte: Autor, 2022.

Com o auxilio da figura 17 observa-se que o ensaio 7, contendo matrizes impregnadas
com nanoparticulas de ZnO em concentragdo de 2 mg.L™?, evidenciou um crescimento elevado
apos o sétimo dia. Podemos atribuir tal comportamento ao fato de que a microalga pode ter
obtido nutrientes a partir da matriz de amido rica em carbono presente no meio e aumentado
sua taxa metabdlica. Por sua vez o ensaio 8, foi o Unico ensaio utilizando Synechococcus
nidulans que apresentou uma fase lag caracteristica no inicio do experimento, possivelmente
gerada pela maior concentracdo de nanoparticulas de ZnO impregnadas nas matrizes porosas a
base de amido. Este ensaio também foi o que apresentou um menor crescimento celular,
apresentando como valor final de concentragéo celular 0,2525 g.L™t. Também podemos afirmar
gue este ensaio ao final dos 9 dias apresentava uma fase estacionaria. Os ensaios 3 e 4
apresentaram curvas de crescimento semelhantes, ambos tinham presente em seu meio de
cultivo matrizes porosas a base de amido impregnadas com oxido de zinco comercial, diferindo
apenas nas concentracdes, 2 e 20 mg.L™ respectivamente.

Ao comparar os resultados de concentracgdo celular do presente trabalho com os dados
obtidos por De Quadros e colaboradores (2018), podemos observar o poder citotoxico de todas

as matrizes impregnadas com 6xido de zinco, independente da concentracdo e da fonte. Visto
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que a concentragdo celular apresentada foi de 2,72 g.L, apds 200 horas de cultivo e a maior
concentragdo celular apresentada neste trabalho foi de 0,7961 g.L™ apds 216 horas.

O efeito inibitério do zinco ocorre devido a que este composto afeta praticamente todos
0s processos fisiologicos do micro-organismo, como a divisdo celular, funcionamento da
membrana e fotossintese. Além disso, esse micronutriente quando em excesso causa a
competicdo para captacdo de outros ions metalicos, gerando uma deficiéncia de metais
essenciais como cobre, ferro e magnesio. Isso gera o distarbio na fotossintese e
consequentemente reduz a fixacdo de carbono e producédo de energia. Como efeito final temos
a redugdo da multiplicacdo celular. O distdrbio na fotossintese gera indiretamente espécies
reativas de oxigénio, e com 0 aumento dessas espécies dentro das células, ocorre a peroxidacdo
de lipideos, novamente levando a reducéo de fixacdo de carbono e producéo de energia, ou seja,
reduzindo o crescimento (KUPPER; ANDRESEN, 2016).

Tendo como intuito a visualizagdo do crescimento celular das microalgas, as Figuras 18
e 19 apresentam os Erlenmeyers onde foram cultivadas as microalgas elencadas de acordo com

o planejamento fatorial correspondente.

Figura 18 - Erlenmeyers dos cultivos das microalgas no 3° dia de experimento. (a) Ensaios 5 e
6; (b) Ensaios 1 e 2; (c) Ensaios 7 e 8; (d) Ensaios 3 e 4;

s -‘? e

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 19 - Erlenmeyers dos cultivos das microalgas no 7° dia de experimento. (a) Ensaio 1 e
2; (b) Ensaios 3 e 4; (c) Ensaios 5 e 6; (d) Ensaios 7 e 8.

Fonte: Autor, 2022.

Observando tais figuras pode-se visualizar a diferenca de coloracdo dos meios de
cultivo, essa mudanca ocorre devido ao crescimento da biomassa microalgal, influenciada pelas
diferentes concentracGes de ZnO presentes nas matrizes porosas, bem como a producéo de
pigmentos caracteristicos do metabolismo das cianobactérias. Também podemos acrescentar
que as matrizes podem vir a se decompor durante 0 experimento, possibilitando o
escurecimento do meio. Sendo esta afirmagdo uma sugestéo para trabalhos futuros que tenham
como objetivo avaliar a interferéncia das matrizes porosas a base de amido no escurecimento

do meio.

4.2.1 Analise do planejamento fatorial

O planejamento experimental foi analisado no software R (R Core Team, 2021). A
variavel resposta foi a concentracdo de biomassa obtida no ultimo dia de cultivo. Na figura 20,
apresentam-se os graficos que demonstram os principais efeitos relativos aos parametros

utilizados, demonstrando a relevancia de cada um deles para o experimento.
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Figura 20 — Gréfico ilustrando os efeitos mais relevantes para o crescimento das microalgas

durante o experimento.
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Fonte: Autor, 2022.

Pode-se observar que a varidvel que mais influenciou foi a fonte de ZnO, sendo as
matrizes impregnadas com nanoparticulas a com maior nivel de toxicidade comparada as que
continham éxido de zinco comercial, estas apresentaram maior concentracdo de biomassa. A
microalga Synechoccocus nidulans apresentou maior concentracdo de biomassa, demonstrando
maior capacidade de assimilar os compostos nocivos. Ja o fator concentragdo de 6xido de zinco
néo apresentou efeito significativo.

Na Figura 21, visualiza-se os resultados obtidos quando analisamos a interacdo entre o0s

fatores utilizados, sendo eles: espécie de microalga, concentracdo de ZnO e fonte de ZnO.



Figura 21 - Gréfico representando as interacdes entre os fatores analisados.

Matriz dos Efeitos de Interacao

60

m2
Conceniragao
A20
4
mSpiru
Microalgas
ASynec
5 6 .--m
_________________ " mComer
- -
Zn0
‘\‘ A— A
—hk ANao c
T T T T T T
2 20 Spiru Synec Comer Nao ¢

Fonte: Autor, 2022.

Pode-se observar que as interaches entre os fatores concentracdo de éxido de

zinco:espécie de microalgas e espécie de microalgas:fonte de 6xido de zinco foram as mais

significativas tendo em vista o cruzamento das curvas.

Visando quantificar os efeitos responsaveis por afetar o crescimento da concentracdo

celular das microalgas, temos a Figura 22, que expressa em modulo a significancia dos efeitos

perante o experimento.

Figura 22 - Gréfico dos valores absolutos dos efeitos analisados.
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Fonte: Autor, 2022.
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Conforme a visualizagdo do grafico pode-se afirmar que o efeito com maior
significancia foi a fonte de ZnO. Sendo este o responsavel pela maior influéncia durante os
experimentos.

Para obtermos a quantificacdo dos efeitos foi aplicada uma analise de regressdo do

modelo, desta forma obteve-se os valores descritos na Tabela 5.

Tabela 6 - Valores obtidos através da regressdo do modelo proposto.

Coeficientes Estimativa  Erro padrdo Valor t p-valor
Intercep. 0.562 0.005 96.230 <216
Concentracédo de 6xido 0.002 0.005 0.435 0.669
de zinco
Espécie de microalga 0.026 0.005 4.543 0.000
Fonte de zinco -0.146 0.005 -25.040 7.39%-1°
Concentracdo de 6xido
de zinco:espécie de -0.082 0.005 -14.057 8.64¢ 1
Microalga
Concentracdo de 6xido
de zinco:fonte de Zinco  -0.040 0.005 -6.982 2.21e%
Espécie de
microalga:fonte de Zinco  -0.045 0.005 -7.866 4.59¢

Fonte: Autor, 2022.

Observando a tabela acima, pode-se verificar que individualmente, os efeitos espécie de
microalga e fonte de zinco influenciaram significativamente a resposta concentracdo de
biomassa (p<0,05), assim como todas as interacGes de segunda ordem foram significativas
(p<0,05), ou seja, a resposta depende do nivel (-1, +1) em que se encontra a espécie de
microalga e a fonte de zinco. Somente a concentracdo de éxido de zinco ndo apresentou efeito
significativo para a variavel resposta (p>0,05). Os dados apresentaram excelente ajuste ao
modelo proposto com R?=0,976.

Em estudo realizado por De Melo (2017), no qual foi avaliado os efeitos de
nanoparticulas magnéticas em microalgas da espécie microalga Raphidocelis subcapitata, foi
evidenciado que apenas concentracGes elevadas com valores entre 50 a 100 mg/L de

nanoparticulas de Fe3O4 causaram reducdo significativa no crescimento.
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Os resultados obtidos por Ribeiro (2020), indicaram que o cultivo com exposicao a
nanoparticulas de prata induziu um efeito inibitério no crescimento celular de C. vulgaris. Onde
apos 24 horas de exposicdo, ja foi possivel evidenciar uma reducédo na densidade celular nas
maiores concentracfes do agente inibidor. A densidade celular da C. vulgaris diminui em 2%
na concentracdo de NP-Ag de 10uM/mL e em 20% na concentragdao de 100uM/mL quando
comparadas ao controle negativo. Ao fim das 96 horas de exposicdo, a densidade celular
diminuiu 3,5% em 10 pM/mL e 37% em 100 pM/mL em comparag¢do ao controle. A andlise da
exposicdo do AgNO3 nas microalgas mostrou que a concentragdo de 10 uM/mL foi biocida do
inicio ao fim do experimento.

Em comparagdo com os estudos supracitados podemos analisar que normalmente as
maiores concentracGes de nanoparticulas possuem maior poder citotoxico, porém Ribeiro
(2020) evidenciou prolongamento do efeito inibidor em concentracBes menores, tal premissa
pode ter sido responséavel pelos valores de concentracdo ndo demonstrarem relevancia nos
efeitos analisados no presente trabalho. Corroborando essas informagdes em ensaios realizados
por Monteiro et. al. (2019), analisando o pode citotoxico de nanobastfes de ouro em diferentes
espécies de microalgas (Raphidocelis subcapitata e Chlorella vulgaris), foi observado que
quando aumentada a concentracdo de nanobastdes de ouro ndo ha diferencas significativas na
taxa de crescimento celular.

Na tabela 6, elencou-se os valores da intensidade e a diregdo em que eles se direcionam

com a utilizacdo dos sinais negativo e positivo dos principais efeitos e de suas interacdes.

Tabela 7 - Valores da intensidade dos efeitos e suas interaces no crescimento celular.

Fator Valor

Concentracao de oxido de zinco 0.005

Espécie de microalga 0.053

Fonte de zinco -0.292

Concentracéo de é_xido de zinco:espécie de -0.164
microalgas

Concentracdo de nanoparticula:fonte de zinco -0.081

Espécie de microalga:fonte de zinco -0.091

Fonte: Autor, 2022.

Ao observar os efeitos, percebe-se que a fonte de zinco apresentou efeito negativo, ou

seja, quando as microalgas sdo cultivadas em meio contendo matrizes impregnadas com 6xido
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de zinco comercial apresentam melhor resposta de concentracéo de biomassa. J& o fator espécie
de microalga apresentou efeito positivo. Isso quer dizer que se alteramos do nivel -1 (Spirulina
platensis) para o nivel +1 (Synechoccocus nidulans) se obtém melhor resposta de concentracao
de biomassa. Todas as interacdes apresentaram efeitos negativos.

Em estudos realizados por Barhoumi e Dewez, (2013), a liberacao e bioacumulagéo de
ions metalicos contribuiram para a toxicidade em C. vulgaris submetidas as NPs Fe3Os e NPs
cobalto/zinco/cobre. No entanto, para esses autores, € dificil determinar se esse mecanismo € a
Unica contribuicdo para a toxicidade em C. vulgaris, visto que NPs ligadas a parede celular
podem alterar de forma direta trocas celulares entre as células e 0 meio. Barhoumi e Dewez
(2013) também observaram que a taxa de divis@o celular foi inibida de forma mais significativa
pelas NPs Fe3Os do que pelas NPs cobalto/zinco/ferro concluindo que o ferro causou
peroxidacdo lipidica pela geracdo de radicais livres nas células, fato que ndo ocorre nas
nanoparticulas utilizadas no presente trabalho.

A constituicdo da parede celular das algas é formada basicamente de polissacarideos e
glicoproteinas, agindo como uma barreira para a entrada de compostos. A espessura da parede
celular, de 5 a 20 nm, e sua permeabilidade parcial, limitam a entrada de moléculas grandes.
No entanto, em processos de divisdo celular as paredes celulares recém-sintetizadas podem
apresentar maior permeabilidade, o que facilitaria a entrada das NPs devido seu tamanho
reduzido. O contato das células com as NPs também induz a formacéo de poros maiores nas
paredes celulares, o que pode contribuir de forma significativa para a maior internalizacéo
dessas particulas e consequente efeito toxico (NAVARRO et al., 2008).

Um dos motivos que tem sido apontado na literatura para os efeitos deletérios das NPs
metalicas no cultivo de microalgas é a formacao de espécies reativas de oxigénio, que por sua
vez levam a oxidagdes de aparatos celulares, culminando na perda da homeostase celular
(NAVARRO et al., 2008; WANG et al., 2016).

4.2.2 Parametros cinéticos de crescimento

Na Tabela 7, temos dispostos os parametros cinéticos de crescimento para ambas
microalgas, esses valores nos mostram o comportamento fisiolégico do micro-organismo em
relacdo ao meio onde ele se encontra, tornando possivel a analise dos indicadores prejudiciais

as cianobactérias.
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Ensaios Xmax (g L) Pmax @ Ltd?) Hmax (d) Ty (d)
1 0,5346 +3,0x10% 4  0,0430 + 4,0x10* 0,2365 £ 0,02 2,9308 £0,4
2 0,7365 + 5,1x10% 0,0658 + 5,0x10* 0,2268 £ 0,01 3,0562 £ 0,2
3 0,7961 + 4,8x103, 0,0857 + 5,0x10* 0,8069 £ 0,02 0,8590+0,4
4 0,7665 + 7,2x10% 0,0824 + 8,0x10* 0,7756 £ 0,03 0,8936 £ 0,3
5 0,3677 + 1,3x103 ¢ 0,0257 + 6,0x10° 0,1669 + 0,03 4,1530£ 0,6
6 0,5028 +2,0x10% 4  0,0405 + 4,0x10* 0,2134 £ 0,03 3,2481 £0,5
7 0,5410 +5,5x10% s 0,0574 + 6,0x10™* 0,2583 £ 0,02 2,6834 £ 0,5
8 0,2525 + 3,1x1073, 0,0251 + 4,0x10* 0,1886 £ 0,01 3,6752 £0,2

Fonte: Autor, 2022.

Para o parametro de concentracdo celular foi realizado o Teste Tukey com significancia
de 5% no software R (R Code Team, 2021). Neste teste foram utilizados os valores de
concentracdo média de biomassa obtida ao final do experimento.

Apos a determinacdo da diferenca minima significativa, realizou-se a comparagdo multipla
aos pares, gerando um valor denominado como margem de igualdade. Ao definir a margem de
igualdade analisou-se a diferenca entre os valores da concentracao de um tratamento em relacéo a
diferenca minima significativa, caso este seja maior, as médias sdo consideradas diferentes. Os
resultados obtidos foram apresentados na Tabela 7 através de letras seguidas dos valores de
concentracdo celular, sendo resultados que possuem letras iguais ndo apresentam diferencas
significativas a nivel de 5%. O ensaio 8 apresentou diferencas significativa quando comparado a
todos os outros experimentos, tal fato podendo ser atribuido ao baixo valor de biomassa apresentado,
ocasionado pela forte inibicdo do crescimento celular por parte das nanoparticulas de ZnO em
concentragdo de 20mg/L.

Os valores obtidos para pmax representam a velocidade maxima de crescimento da
microalga, atingida na fase Log de crescimento microbiano. Comparando-se os resultados
observa-se que na maioria dos casos o valor de uméax foi maior em meio contendo a microalga
Synechococcus nidulans e principalmente nos em que a fonte do éxido de zinco era
macroscopica. Este fato pode indicar que a cinética de crescimento das microalgas Spirulina
platensis e Synechococcus nidulans ¢ prejudicada em maior escala quando submetida a cultivos
em meios contendo material poroso impregnado com nanoparticulas de ZnO. Essa afirmagéo
corrobora com a revisao bibliogréafica realizada, visto que materiais nanométricos possuem uma

maior area superficial para possivel interacdo, quando comparados a materiais em escala macro.
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Em relacdo ao tempo de geragéo, o qual representa o tempo em que a cianobactéria leva
para dobrar sua biomassa (GOSWAMI, R; KALITA, M., 2011), ressalta-se na Tabela 7 os
baixos valores apresentados pela Synechococcus nidulans quando cultivada em meio contendo
material poroso a base de amido contendo 6xido de zinco comercial, demonstrando sua boa
capacidade de multiplicacdo exposta a esse agente estressor. Por sua vez a Spirulina platensis
apresentou elevados valores de tempo de geracdo, constatando uma maior toxicidade do ZnO
comercial para o crescimento deste micro-organismo.

A produtividade maxima relaciona a concentracao de biomassa com o tempo de cultivo,
desta forma podemos analisar a concentracdo celular por unidade de tempo. Tais valores

mostraram-se coerentes, visto que todos os parametros cinéticos estdo interligados entre si.

4.2.3 Analise do pH dos cultivos das microalgas.

O pH é um dos pardmetros mais importantes pois influencia na disponibilidade dos
metais tragos, tanto no contexto de seu sequestro quanto na sua biodisponibilidade e também o
crescimento microalgal. Sua variacdo durante os experimentos pode ser visualizada na Figura
23, no qual estdo demonstradas as curvas de pH em funcéo do tempo, para a microalga Spirulina

platensis.

Figura 23 — Grafico do pH em funcéo do tempo dos ensaios contendo a microalga Spirulina

platensis.
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Fonte: Autor, 2022.
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Percebe-se que a faixa de pH iniciou-se em 7,8 para todos os cultivos, atingindo o maior
valor no cultivo onde foi utilizado matrizes impregnadas com ZnO comercial em concentracéo
de 20 mg/L com 10,4 de potencial hidrogiénico. Por sua vez, o menor valor de pH registrado
ao fim do experimento foi 9,9 obtido no cultivo onde foram utilizadas matrizes poliméricas
impregnadas com nanoparticulas de ZnO em concentracdo de 2 mg/L. Essa afirmacéo é
compativel com as curvas de crescimento de biomassa apresentadas, visto que quanto maior for
a multiplicacdo celular maior sera o pH do meio devido a suas fun¢es metabolicas. Para a
multiplicacdo celular da microalga ser adequada o pH do cultivo deve ser mantido alcalino, pois
esta microalga cresce de forma natural em ambientes com elevada salinidade e alcalinidade
(VONSHAK, 1997). Segundo Costa et al. (2002), o cultivo de Spirulina sp. deve ser realizado
em pH entre 8,3 e 11,0, pois nesta faixa a cianobactéria possui maior taxa fotossintética. Sendo
assim o crescimento da microalga Spirulina platensis se manteve numa faixa ideal de pH.

Por sua vez, os valores de pH obtidos no cultivo de Synechoccocus nidulans foram
utilizados para a construcdo do grafico exposto na Figura 24, no qual estdo demonstradas as

curvas de pH em funcao do tempo.

Figura 24 - Curvas do pH em funcéo do tempo dos ensaios contendo a microalga
Synechococcus nidulans.
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Fonte: Autor, 2022.

Realizando a analise das curvas de pH em funcdo do tempo constata-se o crescimento e

a alcalinizacdo do meio no cultivo, devido a que todos experimentos iniciaram com pH 7,8
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chegando no maior valor apresentado com 12,1 de potencial hidrogiénico, no ensaio contendo
matrizes impregnadas com 6xido de zinco comercial em concentragdo de 2 mg/L e ao menor
valor de 10,5 no ensaio contendo matrizes impregnadas com nanoparticulas de 0xido de zinco
em concentracdo de 20 m/L. Esse crescimento também foi constatado por Soares (2014) que
analisou o crescimento do pH em diferentes valores inicias do parametro.

Segundo estudos realizados em diversas espécies de cianobactérias por Pinto (2016), a
linhagem Synechococcus ao final do cultivo, apresentou os maiores valores de pH, estes estando
na faixa de 11,0 aproximadamente, se assemelhando aos valores obtidos no presente trabalho.
Ao realizar a comparacdo entre as microalgas Spirulina platensis e Synechococcus nidulans
também podemos constatar que a Synechococcus apresentou um valor de pH mais alto ao final

dos cultivos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizagcdo do presente trabalho, conclui-se que é possivel obter um material
poroso a base de amido impregnado com nanoparticulas de 6xido de zinco ou déxido de zinco
comercial microscopico. Esta premissa nos oferece a possiblidade de fornecer diversas
aplicacOes para esse material, visto que os resultados obtidos atraves das analises de difracéo
de raio-X e microscopia de forca atbmica demonstraram grande incorporacdo do composto
impregnado nas matrizes porosas a base de amido.

Ao observar-se o crescimento celular das microalgas foi possivel evidenciar que a
microalga Synechococcus nidulans apresentou maior resisténcia as nanoparticulas de ZnO
qguando comparada a Spirulina platensis. Demonstrando os maiores valores de concentragdo
celular 0,5410 g.L* e 0,5028 g.L™?, respectivamente.

O paramétro cinético de crescimento tempo de geracao, apresentou seu menor valor nos
ensaios que continham a microalga Synechococcus nidulans cultivada em meio adicionado de
matrizes porosas a base de amido impregnadas com 6xido de zinco microscépico, sendo 0s
resultados obtidos para as concentragdes 2 mg.L? e 20 mg.L?, 0,8590 dias e 0,8936
respectivamente, podendo ser considerados estaticamente iguais dentro do desvio padrdo
encontrado. O menor resultado de tempo de geracdo obtido, demonstrando a menor capacidade
de multiplicagdo celular foi apresentado no ensaio contendo a microalga Spirulina platensis
exposta a matrizes impregnadas com nanoparticulas de 6xido de zinco em concentragédo de 2
mg.L%. Levando o tempo de 4,1530 dias para dobrar sua biomassa.

A velocidade especifica maxima de crescimento apresentou os resultados mais altos
para a microalga Synechococcus nidulans, com valores de 0,8069 e 0,7756 g.L.d* para os
ensaios onde a fonte de 6xido de zinco era microscopica.

Com os resultados obtidos pode-se concluir que a microalga Synechococcus nidulans
mostrou-se mais resistente quando comparada a Spirulina platensis, também pode-se observar
que as estruturas porosas a base de amido impregnadas com nanoparticulas de 6xido de zinco
obtiveram maior poder inibitdrio de crescimento microalgal, tal feito podendo ser atribuido a
maior &rea superficial disponivel para interacdo do material nanométrico.

Conclui-se que diante dos resultados obtidos o trabalho apresenta possibilidade de
continuidade em pesquisas relacionadas ao efeito causado pelo amido presente no material
poroso na multiplicacdo celular das microalgas bem como as possiveis mutagdes geradas pela

exposicao destes micro-organismos a agentes inibidores como o 6xido de zinco.
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ANEXOS

ANEXO A — Curva padrdo da microalga Spirulina platensis.
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ANEXO B - Curva padrdo da microalga Synechococcus nidulans.
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