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RESUMO

Embora essencial para o corpo humano como um elemento trago, 0 manganés pode causar
distarbios neuroldgicos e afetar os sistemas sensor, motor e cognitivo em altas concentragdes.
Processos fisico-quimicos e bioldgicos tém sido propostos para o tratamento de &gua
contendo manganés e aguas residuais. Processos especificamente biol6gicos; ndo geram
poluicdo secundaria ou subprodutos toxicos e sdo economicamente vidveis em contextos
especificos. Portanto, 0 objetivo da presente dissertacdo foi avaliar os principais parametros
responsaveis pela remocdo efetiva de ions Mn(ll) de solucbes sintéticas utilizando a
microalga Chlorella vulgaris. Isso foi realizado inicialmente por meio de estudos de
tolerancia realizados com solugdes constituidas por 10mg.L™?, 25mg.L™* e 50mg.L* de Mn(l1).
Os experimentos foram realizados em triplicata, a 25°C, 150min sob luz artificial 24h/dia.
Com base nos resultados, a concentracio de 50mg.L* Mn(ll) foi escolhida para os ensaios
subsequentes. Observou-se que o pH aumentou tanto nos ensaios controle biolégico quanto
nos experimentos contendo manganés. A oxidacdo de manganés foi confirmada através da
reacdo com Leucoberbelina azul 1 0,04%. Em 14 dias, C. vulgaris removeu 100% do
manganés presente em solucdo enquanto o pH aumentou de 6,21 para 9,56. No entanto, a
remocao de Mn(Il) ocorreu somente ap0s o pH ter atingido valores acima de 8,0. Concluiu-se
gue o aumento do pH produzido durante o crescimento de C. vulgaris causou a remocao do
manganés e 0 mecanismo pelo qual o ion foi precipitado compreendeu a oxidacdo catalisada
pelo oxigénio em valores de pH acima de 8,0.

Palavras-chave: manganés, Chlorella vulgaris, oxidacéo.



ABSTRACT

Despite being essential to the human body as a trace element, manganese in high
concentrations can cause neurological disorders and affect the sensorial, motor and cognitive
systems. Both physicochemical and biological processes have been proposed for the treatment
of manganese-bearing water and wastewaters. The biological processes are the ones which do
not generate secondary pollution or toxic by-products, besides being cost-effective in specific
contexts. Therefore, the aim of the current master’s degree thesis is to assess the main
parameters addressing an effective removal of Mn(ll) ions from synthetic solutions using the
microalgae Chlorella vulgaris. The objective was accomplished starting with tolerance studies
performed with solutions consisting of 10mg/L, 25mg/L and 50mg/L Mn(ll). The
experiments were carried out | in triplicate, at 25°C and 150min! under 24h/day of artificial
light. Based on the results, the concentration of 50mg/L Mn(ll) was chosen for the
subsequent experiments.. Manganese oxidation was confirmed through reaction with 0.04%
leucoberbelin I blue solutions. Within 14 days, C. vulgaris removed 100% of the manganese
present in the solution and the pH rose from 6.21 to 9.56. However, the removal of Mn(ll)
only occurred after the pH attained values above 8.0. It was concluded that the pH increase
resulting from the C. vulgaris growth caused the removal of manganese and the mechanism
through which the ion was precipitated comprised catalysed oxidation by oxygen at pH values
above 8.0.

Keywords: manganese, Chlorella vulgaris, oxidation.
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1. INTRODUCAO

A industrializacdo provocou diversas alteracbes ambientais nas Ultimas décadas, como a
liberacdo de metais toxicos no meio ambiente. Esses provocam impactos negativos sobre as
comunidades bioldgicas e também na salde da populacéo, ja que apresentam alta toxicidade,
em alguns casos, e persisténcia no ambiente (SANTOS, 2009; MORAES e JORDAO, 2002).
Além disso, os metais ndo sdo biodegradaveis e possuem elevada capacidade de se
bioacumularem no corpo humano (HE e CHEN, 2014). A entrada dos metais no ambiente se
da por vias diferentes, sendo que as fontes de origem antropogénica exercem um papel
consideravel nesta contaminacao (VIJAYARAGHAVAN e BALASUBRAMANIAN, 2015).

A poluicdo da agua por ions metalicos é um problema em todo o mundo e a remocdo destes
elementos € um desafio (KUMAR et al., 2015). Um desses metais € 0 manganés, que em
excesso pode manchar roupas e vasos sanitarios, dar sabor desagradavel a agua, além de
trazer problemas para a salde como letargia, tremores e problemas mentais (WATER
RESEARCH AUSTRALIA, 2013). As aguas e efluentes liquidos da mineracdo, geralmente
contém ions Mn(ll), além do Fe(ll), que devem ser removidos para satisfazer os critérios
estabelecidos pela legislacdo. A remocao de Mn(Il) é convencionalmente conseguida através
dos processos inorganicos, tais como a cloragéo ou a oxidagdo com permanganato, seguido de
filtracdo em areia. Nos Ultimos anos, tem-se demonstrado as vantagens dos processos
biolégicos na remocdo do manganés contido em &guas e efluentes. Pode haver reducdo no
consumo de reagentes quimicos, resultando na reducdo dos custos operacionais e também na
formacgdo de subprodutos. Na remocdo biologica, micro-organismos sdo utilizados para

remover manganés das dguas por meio de processos de oxidacdo (TEBO et al. 2005).

Entre os micro-organismos utilizados para a remogao de metais toxicos das aguas, estdo as
microalgas e as cianobactérias (ABDEL-RAQOUF et al., 2012), que sdo capazes de realizar
fotossintese (SCHMITZ et al., 2012). Varias espéecies de microalgas e cianobactérias séo
capazes de sequestrar ions metalicos de solugdes aquosas (ABDEL-RAQUF et al., 2012), o
que se da por absorcdo, adsorcdo ou entdo via modificacdo das propriedades fisico-quimicas
das aguas (ROUSCH e SOMMERFELD, 1999).
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O manganés é um dos contaminantes mais comuns nas aguas de mina e efluentes das
mineracbes em Minas Gerais. Em drenagens de mina, pode-se encontrar 0 manganés em
concentragbes que podem atingir 150mg.L™. Por exemplo, logo ap6s o acidente com a
barragem da Samarco, 0s teores de manganés atingiram valores acima do limite legal
(0,1mg.L 1) em todos os pontos analisados pelo IGAM na bacia do Rio Doce. No pico da
passagem dos rejeitos, a concentracdo de manganés chegou a 936mg.L™, porém com o tempo
houve uma reducio desses valores (INSTITO MINEIRO DE GESTAO DAS AGUAS, 2015).

O remocédo do manganés via oxidagao se baseia no fato do ion Mn(IV) se precipitar na forma
de MnO.. Entretanto, a cinética de oxidacdo do ion Mn(Il) a Mn(IV) pelo oxigénio é lenta e
ndo ha remocao significativa em pH neutro. Entretanto, esta reacdo torna-se muito rapida em
pH acima de 9,0. Por outro lado, a fotossintese realizada pelas algas, induz a elevacéo do pH
do meio, além de produzir oxigénio. Estes dois aspectos justificam a utilizacdo de algas no

tratamento de aguas e efluentes contendo manganés.

Diante do exposto acima, faz-se necessario o estudo de tecnologias para a remocdo do
manganés de efluentes industriais, incluindo-se as aguas de minas, utilizando microalgas

como apontado nos objetivos apresentados a seguir.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Promover e analisar a remoc¢do do ion Mn(ll) de solucbes aquosas utilizando a microalga

Chlorella vulgaris.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o crescimento da biomassa em diferentes concentracfes do manganés;

e Determinar os valores dos parametros que permitam a maxima remoc¢do de manganés pela
microalga, tais como a concentracdo do elemento e o pH;

e Avaliar o perfil de remocéo de manganés de solugdes utilizando a microalga e comprovar o

efeito do pH na oxidacdo do manganés.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Manganés

O manganés pertence ao grupo 7 da tabela periddica e é classificado como metal de transicao.
E um metal fragil (BENIQUE, 2007), com coloragéo cinza brilhante, quebradico, refratario e
que se oxida com facilidade (SANTANA, 2009). A temperatura ambiente o elemento puro
encontra-se no estado sélido (REMIAO, 2005). De acordo com Benique (2007), 0 manganés

apresenta as seguintes caracteristicas fisicas (Tabela 3.1):

Tabela 3.1 - Propriedades fisicas do manganés

Numero Atémico 25
Peso Atdmico, g.mol™ 5493
Gravidade Especifica, g.cm™ 7.2
Ponto de Fuséo, °C 1245
Ponto de Ebuli¢éo, °C 2150
Valéncia 2.7
Eletronegatividade 15

E 0 12° elemento de maior abundancia da crosta terrestre (0,09%) (BENIQUE, 2007) e est4
amplamente distribuido em alimentos, agua, rochas, sedimentos, solo e também em materiais
biolégicos (SCHMITZ, 2013). Além disso, pode ser encontrado no ar (WATER RESEARCH
AUSTRALLIA, 2013) e no fundo dos oceanos em quantidades elevadas (PIMENTEL, 2011).

Na natureza, 0 manganés ndo é encontrado na forma elementar, mas combinado com outros
elementos, formando diversos minerais (SAMPAIO et al., 2008; SANTOS, 2009), dentre
eles, sulfetos, hidréxidos, silicatos, carbonatos, boratos e 6xidos (COSTA e FIGUEIREDO,
2001; EARNSHAW e GREENWOOD, 2002). Além disso, esse elemento pode ser
encontrado em diferentes estados de oxidacdo (+2, +3, +4, +6 e +7), porém os de maior
importancia bioldgica e ambiental sdo: +2, +4 e +7 (WATER RESEARCH AUSTRALIA,
2013). Na forma Mn(ll), é encontrado nos efluentes e dguas de mina; nos estados Mn(lll e
Mn(IV) na forma insoluvel (EARNSHAW e GREENWOOD, 2002; TEBO et al., 2004) e
como Mn(V11) comporta-se como um forte agente oxidante (BENIQUE, 2007).
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No solo, a disponibilidade de manganés como micronutriente para 0s vegetais e 0s outros
organismos ira depender do seu estado de oxidac&o e nos sistemas bioldgicos sdo encontrados
os ions Mn(Il) e Mn(IV) (formas estaveis) bem como Mn(lll) (forma instavel) (SANTQOS,
2009). O manganés é encontrado naturalmente no ambiente, mas sua disponibilidade deve-se
também as acbes humanas, sendo liberado na natureza por meio de fontes industriais
(MOUSA et al., 2016). As atividades de mineracdo séo fontes importantes de manganés. De
acordo com Pimentel (2011), o Brasil detém cerca de 2,5% das reservas mundiais de minério
de manganés, sendo o segundo maior produtor mundial desse mineral e, em relacdo as suas
reservas, ocupa a quarta posicao. O estado do Paré ¢é o lider na producdo de manganés com
uma producéo de 1,8 milhdo de toneladas em 2012 (DNPM, 2013).

O minério de manganés é essencial na producédo de ferro-ligas e acos, sendo consumido em
larga escala na siderurgia (COSTA e FIGUEIREDO, 2001). Sua utilizacdo é também variada
em outras areas, sendo usado como fungicida, agente de contraste em imagens de ressonancia
magnética e também como aditivo de combustiveis. Além disso, é utilizado industrialmente
em processos de fabricacdo de baterias, acos e manufaturados de aluminio, assim como em
soldagem, fundicdo e mineracdo (SCHMITZ, 2013). Além destas aplicacfes, 0 manganés é
utilizado como matéria-prima para producdo de ceramica vermelha e como agente corante em
vidros. J& o 6xido de manganés é empregado como agente de secagem de tintas, oxidante na
manufatura de gases industriais como oxigénio, cromo e o cloro e também como agente de
branqueamento (SAMPAIO et al., 2008).

3.2.  Acgdo do manganés e toxicidade

Quando o manganés esta presente nas aguas de abastecimento pode gerar problemas
operacionais ja que o mesmo gera incrustacbes nas tubulacdes. Além disso, pode causar
problemas organolépticos, deixando a agua com coloracdo marrom, além de odor e gosto
metalico, o que prejudica a aceitacdo pelos consumidores (KENARI e BARBEAU, 2016).
Ocasiona também problemas estéticos, jA que suja e mancha as roupas no momento da

lavagem, bem como os vasos sanitarios (PIVELI, 2014).

O manganés é um elemento que, em baixas concentracdes, € essencial ao organismo, sendo
fundamental para o desenvolvimento humano e o seu crescimento (YIN et al., 2009), pois é

necessario para o funcionamento de varias enzimas do sistema nervoso central (SCHMITZ,
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2013). De acordo com o “Institute of Medicine Washington” (2001), recomenda-se para
mulheres e homens a ingestdo de 1,8mg e 2,3mg de Mn diarios, respectivamente. Por outro
lado, 0 manganés possui potencial toxicoldgico e a exposicdo crénica a niveis excessivos do
elemento prejudica os sistemas nervoso central, cardiaco, reprodutor e respiratdrio
(PIMENTEL, 2011). Pode também causar pneumonia, asma brénquica, bronquite aguda;
danos as fungdes neuroldgicas, assim como manganismo (FELIX et al., 2005). O principal
sistema afetado € o0 nervoso central, pois mesmo o0 manganés estando em baixas
concentracdes os efeitos notados sdo bastante preocupantes (PIMENTEL, 2011). A
intoxicacdo também pode ocorrer durante a nutricdo parenteral total, pela ingestdo de agua
com concentracdes elevadas de manganés e quando o elemento é veiculado na alimentacdo
(REMIAOQ, 2005).

O manganismo é uma sindrome neuroldgica semelhante a doenca de Parkinson que resulta da
exposicdo crénica ao manganés (MOUSA et.al., 2016) e pode levar a varios distdrbios
motores e psiquiatricos (YIN et al., 2009). Durante a intoxicacdo aguda, sdo observados
sintomas como cefaleia, astenia, sonoléncia, anorexia, espasmos musculares dos membros
inferiores, irritabilidade, dentre outros (POSSEBON, 2014). Ja na fase intermediaria, a fala
fica comprometida e o individuo tem dificuldades para realizar certos movimentos e na fase
avancada ha rigidez nos musculos, desordens de equilibrio e tremor nos membros superiores
(SCHMITZ, 2013).

3.3.  Legislagdo Ambiental relativa ao manganés

O manganés pode contaminar os ecossistemas aquaticos devido a sua presenca em residuos e
rejeitos de mineracdo. Além disso, hd grande concentragdo de manganés em aguas de
drenagem de mina e muitas vezes 0s rejeitos sdo despejados diretamente nos corpos d’agua

sem tratamento adequado provocando a contaminagdo aquatica (SANTQOS, 2009).

Devido aos seus efeitos sobre a salde humana e a qualidade das &guas, a “United States
Environmental Protection Agency” e o “Guidelines for Canadian Drinking Water Quality”
recomendam um limite de 0,05mg.L™? de manganés em &gua potavel, apesar de uma
concentragdo de 0,02mg.L™? de Mn ja poder proporcionar problemas estéticos (KENARI &
BARBEAU, 2016).
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No Brasil, 0 Ministério da Salde editou a Portaria n® 2.914 de 2011, que “dispBe sobre 0s
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade” estabeleceu que para o padrdo organoléptico de potabilidade, o valor
maximo permitido de manganés na agua é de 0,1mg.L™. Além disso, a Resolugdo n° 430 de
2011, que “dispde sobre as condigdes e padrdes de langcamento de efluentes, complementa e
altera a Resolugcdo no 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente-CONAMA?”, estabelece que no langamento de efluentes a quantia maxima
permitida de manganés é de 1,0mg.L™. Quando o corpo d’agua é considerado de classe 1
(&dgua destinada para consumo humano, ap6s desinfeccao), esse limite é mais rigoroso sendo o
seu valor maximo de 0,1mg.L™ de Mn total. Quando o corpo d’agua é classificado como
classe 3 (agua destinada para consumo humano apds passar por tratamento convencional) o

limite de manganés permitido é de 0,5mg.L™.

3.4. Tratamento de efluentes contendo manganés

3.4.1. Tratamentos convencionais

Para o tratamento dos efluentes que contém manganés, varios processos tanto fisico-quimicos
quanto biolégicos tém sido sugeridos (GALLARD e VON GUNTEN, 2002). Nos tratamentos
fisico-quimicos, € comum ser utilizada a adsorcdo, por exemplo em zeoélitas e calcario
(SILVA, 2012). A adsorcdo (concentracao na superficie) é devida a interacdo entre o material
adsorvente, e as espécies soltuveis Mn(ll). Além disso, pode-se adicionar agentes oxidantes
como 0zonio, oxigénio, ions permanganato e cloro para promover a oxidacdo dos ions Mn(ll)
a Mn(1V) e assim precipita-lo (TAFFAREL, 2010).

A reacdo de oxidacdo do ion Mn(ll) pelo oxigénio do ar pode ser representada pelas Equacdes

3.1 a 3.3, dependendo do composto formado.

Mn2* + % Op + Ho20 2 MnOy(s) + 2H* (3.1)

Mn?* + %, Oz + 3/, HO 2 MnO(OH)(s) + 2H* (3.2)
3 Mn?" + % Oy + %3 H20 2 Mn3Oq(s) + 6H* (3.3)
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As reacOes 1 a 3 sdo lentas em condic¢des de pH neutro, mas 0 aumento do pH tem um efeito
catalizador na velocidade destas reagdes, a qual se eleva 10 vezes quando o pH é variado de
8,0 para 8,8 (MORGAN, 2005). Além disto, quando o hidroxido de manganés é formado (em
pH acima de 9.0), Equacdo 3.4, esse também atua como catalizadores da oxidacdo do Mn(ll).

Logo, a elevagdo do pH e a presenca de oxigénio favorecem a remogéo do ion Mn(Il).

Mn2* + 20H" 2 Mn(OH), (3.4)

Uma outra forma de se remover o ion Mn(Il) é sua precipitacdo como hidroxido (eq. 3.4).
Neste caso, utiliza-se a cal (Ca(OH)2) como agente precipitante. Apesar desta operacao ser
muito utilizada para a remogdo de metais contidos em efluentes (MORUZZI e REALLI, 2012),
no caso da remocao do manganés, o consumo de cal € elevado e o pH necessita ser corrigido
posteriormente para se enquadrar na faixa de valores definidos pela legislacdo ambiental 6 a
9). Desta forma, é necessario entdo pesquisar processos alternativos para sua remocgao. Dentre

estes processos esté o tratamento bioldgico.

3.4.2. Tratamento bioldgico

A remocao bioldgica, também chamada de biorremediacéo, € uma tecnologia que reduz ou
remove 0s contaminantes ambientais. E um processo natural que propicia a remogio ou a
insolubilidade do contaminante. Além disso, é, em muitos casos, uma técnica de baixo custo
(MARIANO, 2006). A biorremediacdo utiliza processos biodegradaveis no tratamento de
residuos e emprega 0s micro-organismos que ocorrem de forma natural no ambiente para a
degradacdo de substancias toxicas. Para realizar este processo, é necessario selecionar micro-

organismos especificos para degradar o contaminante de interesse (COLLA, 2008).

Pode-se realizar a biorremediacdo in-situ (no préprio local) ou ex-situ (num local diferente,
apos transporte). Fungos, plantas, bactérias e organismos geneticamente modificados podem
ser utilizados (PIMENTA, 2012) e normalmente é explorada a diversidade genética dos
micro-organismos e sua versatilidade metabdlica na transformacdo dos contaminantes em
produtos menos toxicos para os seres vivos e 0 meio ambiente (COLLA, 2008). Podem-se
utilizar micro-organismos nativos ou inocular consorcios microbianos no local (MARIANO,
2006).
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Sabe-se que micro-organismos participam da remocdo e ou precipitacio de manganés
presente em aguas residuérias (JUNG e SCHWEISFURTH, 1976), sobretudo na formacéo de
oxido-hidroxidos biogénicos do elemento (LEDIN e PEDERSEN, 1996). Os grupos
filogenéticos capazes de remover o ion Mn(ll) sdo: Firmicutes, Proteobacteria e
Actinobactérias (TEBO et al., 2005). Diversos micro-organismos como as bactérias
Leptothrix discophora, Pseudomonas putida cepas MnB1 e GB-1, Pedomicrobium sp. e
Bacillus sp. e fungos dos géneros Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Coniothyrium,
Curvularia, Penicillium, Phoma, Verticillium oxidam Mn(ll) a éxidos insolaveis (MIYATA
et al., 2007).

A oxidacdo do Mn(ll), especialmente por fungos e bactérias, acelera a biomineralizacdo do
manganés, sendo a mesma muito mais rapida do que qualquer outra catalise abi6tica em
superficies minerais ou por oxigenacdo de uma solucdo aquosa. Os 6xidos de Mn(lll) e
Mn(IV) sdo abundantes tanto em ambientes terrestres quanto nos aquéaticos (TEBO et al.,
2005). Ainda de acordo TEBO et al. (2005), o processo de oxidacdo do Mn(Il) possui varios
beneficios para o micro-organismo, incluindo a protecdo para 0 armazenamento de um
receptor de elétrons e acredita-se que bactérias sejam capazes de obter energia,
provavelmente, para o crescimento quimiolitoautotréfico, por oxidacdo do ion Mn(l1).

O mecanismo de oxidacdo biogénica do ion Mn(ll) segue as reacBGes apresentadas nas
Equacdes 3.5 e 3.6 (EHRLICH, 1999).

2Mn2* + 0,50, + 2H* 2 2{Mn*>} + H20 (3.5)
2{Mn**} + 0,50, + 3H;0 2 2MnO; + 6H* (3.6)

Onde {Mn**} representa um complexo manganés-enzima.

Além dos micro-organismos citados, as algas, as microalgas e as cianobactérias também
podem ser utilizadas para a remocdo de metais das aguas (ABDEL-RAOUF et al., 2012;
KUMAR et al., 2012), e pelo fato de produzirem oxigénio e provocarem o aumento do pH das
aguas tem grande potencial de aplicacdo no tratamento de efluentes contendo o ion Mn(ll).
Para que a remocdo bioldgica ocorra, € necessario que o pH seja alcalino e que haja uma

elevada concentracdo de oxigénio dissolvido no meio o que proporcionara a rapida oxidagéo
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do ion Mn(ll) (MORUZZI e REALLI, 2012). Outras vantagens da utilizacdo das microalgas
séo a baixa necessidade de energia e reducdo na formacédo de lodo (NASEERA et al., 2017).

Dentre os processos de biorremediacdo para remoc¢do dos metais estdo as etapas de biossorcéo
e biomineralizacdo. A biossor¢cdo é um dos mecanismos mais estudados na remoc¢do do
manganés utilizando as microalgas. E um processo de sor¢do, no qual um biomaterial ou
biopolimero é utilizado como sorvente e é baseado na capacidade de ligacdo entre o metal e o
adsorvente. A biossorcdo é um processo passivo que independe de energia para acontecer. Os
mecanismos envolvidos na biossor¢do incluem adsorgéo, troca ibnica, bem como interagdes
eletrostaticas e hidrofébicas (BITTON, 2005). Uma grande variedade de organismos ativos
tem sido utilizados como biossorventes para capturar ion de metais a partir de solucdes
aquosas. Eles sdo ricos em ligantes organicos ou grupos funcionais que desempenham um
importante papel na remog&o de varios contaminantes. Os grupos funcionais mais importantes
sdo os grupos carboxilo, hidroxilo, sulfato, fosfato e amina. A biomassa inativa (morta) pode
ser mais eficaz do que a ativa (viva) na remocao dos metais, uma vez que a biomassa inativa
ndo requer alimentos e nem elementos essenciais para o crescimento bioldgico e pode estar
disponivel como residuo ou subproduto. Os biossorventes podem ser bactérias, fungos, algas,
microalgas e residuos agricolas (HE e CHEN, 2014). H& formacdo de complexos com a
parede celular ou com os polimeros extracelulares que sdo sintetizados e secretados por esses
micro-organismos. As microalgas possuem grande area de superficie e maltiplos grupos de
ligacdo na superficie da célula, sua parede celular contém heteropolissacarideos compostos de
grupos carboxilico e sulfato para o sequestro de metais 0 que as torna importantes para 0
processo de biossor¢do (SAAVEDRA et al., 2018). A biomineralizacdo ocorre pela formacao
de compostos inorganicos como: sulfetos, 6xidos e hidroxidos. O tipo mais importante de
biomineralizacdo do manganés é a oxidacdo bioldgica do Mn(ll) a Mn(lll) e Mn(lV) e

diversas enzimas estdo envolvidas nesse processo (BARBOZA, 2015).

As microalgas e as cianobactérias absorvem e acumulam o Mn(ll) de forma eficiente, uma
vez que 0 manganés é cofator de vérias enzimas. A remogdo bioldgica de manganés soltvel
pelas microalgas e cianobactérias pode ocorrer por pelo menos dois mecanismos: captacao
direta seguida de acumulagéo celular do manganés soltvel e oxidag&o indireta do Mn(Il) com
precipitacdo na forma de 6xidos insoluveis. A captagdo direta e a concentragdo intracelular de
manganés pelas microalgas e cianobactérias variam em magnitude entre as espécies, mas

devem ocorrer uma vez que 0 manganés é um micronutriente necessario. Tanto na captagédo
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direta quanto na concentragdo intracelular, o Mn(ll) disponivel no ambiente é transportado e
acumulado diretamente nas células dos micro-organismo. Pelo mecanismo indireto,
microalgas e cianobactérias removem o Mn(ll) oxidando-o a Mn(1V), atraves da mudanca do
pH e Eh do ambiente em que se encontram (RICHARDSON et al., 1988). A Figura 3.1
mostra um esquema dos possiveis mecanismos para a remog¢do do manganés pelas microalgas

e cianobactérias.

Figura 3.1 - Esquema dos mecanismos de remocao do ion Mn(Il)
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Fonte: Modificado de Barboza (2015)
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3.5.  Microalgas

As microalgas sdao um grupo polifilético e por isso 0 mesmo ndo tem valor taxondmico, j& que
no mesmo s&o incluidos os micro-organismos algais com clorofila a e com outros pigmentos
fotossintéticos, além daqueles com a capacidade de realizar a fotossintese oxigénica
(DERNER et al., 2006; PEREZ, 2007). Neste grupo, podem ser encontrados micro-
organismos unicelulares ou pluricelulares, coloniais ou filamentosos, fotoautotréficos e
coloridos (R1ZZ1, 2014), cujo tamanho varia de 5um a 50um. Suas células sdo compostas por

proteinas, lipideos, acidos graxos, dentre outros. Essa composicdo bioquimica sofre bastante



24

influéncia dos fatores ambientais da regido onde estes micro-organismos habitam, além da
natureza bioldgica de cada espécie. A presenca dos carboidratos como reserva de energia, 0s
pigmentos fotossintéticos e as proteinas sdo compostos presentes tanto nas microalgas quanto
nas plantas superiores, sendo que estas caracteristicas tornam as microalgas e as plantas
semelhantes (CARDOSO et al., 2011).

As microalgas sdo classificadas como (i) procariotos, incluindo as divisdes Cyanophyta e
Prochlorophyta; ou (ii) eucariotos, englobando Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta,
Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006). Estas distribuem-se
amplamente pelo globo terrestre e sdo encontradas em todos os ambientes da Terra, mas
predominam no ambiente aquético, seja ele marinho ou epicontinental, sendo que grande
parte das espécies sdo planctonicas, mas existem espécies de ambientes imidos e bentdnicos,
ou seja, as microalgas podem viver em associacdo no fundo do mar, sendo chamadas de
bentdnicas, ou encontram-se suspensas na coluna d’agua, representando o fitoplancton. As
microalgas sdo os produtores primarios dos ambientes aquaticos e junto com as macroéfitas
aquaticas participam da maior parte da producdo de oxigénio atmosférico sendo fundamentais
na manutencdo da vida na Terra (DERNER et al., 2006).

As microalgas crescem autotroficamente e absorvem o CO; atmosférico que reage com a dgua
na presenca da luz solar para a producdo de energia e biomassa (proteinas, polissacarideos,
lipideos e hidrocarbonetos). Essa biomassa é composta por 50% de carbono, sendo assim, é
de fundamental importancia o fornecimento desse elemento para o cultivo das microalgas
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013). Na fotossintese, 0s nutrientes sdo convertidos em matéria
orgénica celular e ocorre a liberagcdo do oxigénio. Carbono, nitrogénio, fosforo, potéssio e
ferro sdo 0s nutrientes necessarios para que as microalgas e as cianobactérias facam a
fotossintese (WOJCIECHOWSKI et al., 2013). A fotossintese oxigénica € uma reacdo redox
gue é regida pela energia luminosa (absorvida pela clorofila), na qual o CO2 e a dgua sédo
convertidos em oxigénio e carboidratos. Essa conversdo é dividida em reacGes de claro e
escuro. As reacOes de claro ocorrem nos cloroplastos onde a clorofila esta presente e nesta
fase, a energia luminosa é convertida em energia quimica produzindo NADPH: e ATP. Ja nas
reag0es de escuro, que ocorrem no estroma, NADPH. e ATP s&o utilizados nas reagdes

bioquimicas do CO- e do carboidrato (BORGES, 2010). A Figura 3.2 mostra a classificacéo
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filogenética dos seres vivos com base no &cido ribonucleico ribossémico 16S (RNAr 16S)

feita por Woese (1987).

Figura 3.2 - Classificacdo filogenética dos seres vivos com base no RNAr 16S
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Fonte: MADIGAN et al. (2016).

A sequir, as caracteristicas da microalga Chlorella vulgaris serdo revistas.

3.5.1. Chlorella vulgaris

As microalgas possuem uma enorme biodiversidade e quase cerca de 40.000 espécies ja

foram descritas. Uma das mais importantes € a microalga eucaridtica verde Chlorella vulgaris

gue tem a seguinte classificacao cientifica (BEIJERINCK, 1980):

Dominio: Eucaryota
Reino: Protista

Divisdo: Chlorophyta
Classe: Trebouxiophyceae
Ordem: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Espécie: Chlorella vulgaris
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Chlorella deriva da palavra grega chloros, que significa verde e do sufixo latino ella, que se
refere ao seu tamanho microscopico. E uma microalga unicelular ou colonial cujo habitat é
composto em sua grande maioria de ambientes dulciaquicolas, mas podendo ser encontrada
também em &guas salobras; ndo possue motilidade e é datada do periodo pré-cambriano, ha
2,5 bilhdes de anos (SAFI et al., 2014). A célula da C. vulgaris € esférica com diametro de 2-
10um com varios elementos estruturais que se assemelham ao das plantas (Fig. 3.3)
(YAMAMOTO, 2005).

Figura 3.3 - Esquema da célula de Chlorella vulgaris representando as suas organelas.
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Fonte: SAFI et al. (2014).

A parede celular da Chlorella vulgaris € rigida o que preserva a integridade da célula e ainda
serve como protecdo contra invasores em ambientes hostis. Sua espessura varia de acordo
com cada fase de crescimento assim como sua composic¢ao. Quando a célula ja esta madura, a
composicao e a espessura da parede celular variam dependendo das condicdes de crescimento
e do ambiente (YAMAMOTO, 2005). Possui um unico cloroplasto que € envolto por uma
membrana dupla composta por fosfolipidios. A membrana externa € permeével a ions e aos
metabolitos, enquanto a membrana interna € mais especifica para o transporte de proteinas
(LEE, 2008). A reproducdo da C. vulgaris é assexuada e ocorre de forma rdpida. Em
condicBes Otimas, dentro de 24h, uma celula se multiplica por autoesporulacéo, que é o tipo

de reproducdo mais comum entre as algas (SAFI, 2014).

Se ocorrem condicGes desfavoraveis ao crescimento, como alta concentragdo de COg,
exposicao excessiva a luz, fésforo e nitrogénio, aumento da temperatura, ou excesso de ferro e
manganés no meio hd um aumento no conteudo lipidico e de amido e entdo a produtividade

da biomassa cessa ou diminui. Se ha condi¢cdes normais de crescimento, ocorre aumento no
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teor de proteina favorecendo assim a producdo de biomassa (LIU, 2008; LIANG et al., 2009).
A clorofila é o pigmento mais abundante na C. vulgaris e pode corresponder de 1 a 2% do seu
peso seco. Possui também grandes quantidades de carotendides que atuam como pigmentos

acessorios na captura da luz (SAFI, 2014).

Devido as suas caracteristicas a C. vulgaris tem sido estudada para ser utilizada em vérias
areas tais como: biocombustiveis, nutricio humana, alimentacdo animal, aplicacOes
agroguimicas, biorrefinaria e tratamento de aguas poluidas. As microalgas sdo capazes de
remover nutrientes (nitrogénio e fosforo), metais toxicos e patdgenos que estdo presentes nas
aguas residuérias. Sendo assim, foi considerada como uma das mais promissoras microalgas

para a biorremediacdo de aguas residuarias (SAFI, 2014).

O aumento do pH em cultivos de microalgas

O pH do meio de cultura é um fator importante e pode afetar o crescimento das microalgas e
cianobactérias. A faixa de pH 6tima para o crescimento € espécie-especifica e situa-se entre 4
e 11 e o oxigénio e o didxido de carbono participam ativamente no controle do pH (KHALIL
et al., 2010). O oxigénio e o gas carbbnico estdo relacionados aos processos de fotossintese e
respiracdo. O O participa de vérias reacfes quimicas e biolégicas importantes e é
continuamente produzido na fotossintese quando o fornecimento de luz e nutrientes é
apropriado (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

De acordo com Wojciechowski et al., (2013), apesar da sua pressdo parcial ser bem menor
que a do Oz, 0 CO2 € 30 vezes é mais soltvel, e por isso mais abundante na agua. O CO; é
produto da respiragéo realizada pelos animais e plantas sendo a maior fonte de carbono para a
fotossintese. O CO do ar se dissolve na agua e produz &cido carbonico (H2COs), que se
dissocia em diferentes espécies (COz(aq), HCO3", COs%) dependendo do pH.

Durante a fotossintese realizada por microalgas e cianobactérias, ha a alcalinizagdo do meio
com consequente aumento do pH. Esse aumento no valor do pH ocorre devido a absorc¢éo do
COz(aq) durante a fotossintese quando da conversdao do HCO3™ externo em CO; e OH™. O CO>
ativo é rapidamente utilizado pela célula através bomba de CO; (SHIRAIWA et al., 1993). As
Equacdes 3.7 a 3.11 descrevem a conversdo de CO. em HCOs™ na agua, bem como a fixagéo

de CO, fotossintético:
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COz2 (g) — H20() — H2CO3(aq) (3.7)
H2CO3(ag) — HCO3™ + H ag) (3.8)
HCOs — CO> (célula) + OH" (solucéo) (3.9
CO2 — (CHO)n (célula) (3.10)

HCO3 + OH — CO3? + H,0 (solucéo) reducéo fotossintética de CO> (3.12)

De acordo com Wojciechowski et al. (2013), a solubilizacdo do CO;, atmosférico para
produzir H2COsq) (equacéo 3.7) é seguida pela sua conversdo em Hca; e H* (equagdo 3.8).
O Hcog e convertido em CO2 e OH™ durante a absorcéo ativa de CO2 pelas algas (equagao
3.9) e 0 CO2, no interior da célula, é reduzido pela fotossintese a (CHO), (equagdo 3.10). O
ion OH" produzido pela bomba de CO; resulta no aumento do pH da &gua. Assim, as algas

verdes utilizam energia fotossintética para operar uma bomba de CO; e alcalinizar a solugéo.

3.6.  Estudos envolvendo a aplicacdo de microalgas e cianobactérias no tratamento de

aguas residuarias

Muitos estudos tém sido realizados nos quais microalgas e cianobactérias séo aplicadas para o
tratamento de &guas residuarias, porém poucos com foco especifico na remocao do manganés
foram encontrados na literatura. Sendo assim, a revisdo da literatura foi ampliada para a

remocao de outros metais além do manganés por microalgas e cianobactérias.

Em um dos primeiros trabalhos sobre remocéo de metais, Zhou et al. (1998) estudaram a
biossorcdo de Cu(ll) e Cd(ll) pelas microalgas Laminaria japonica, Sargassum
kjellmanianurn Spirulina platensis, Nannochloropsis oculata, Phaeodactylum tricornutum,
Platymonas cordifolia e Chaetoceros minutissimus. A concentracdo destes metais utilizada
nos ensaios foi 400mg.L™*. Para Laminaria japonica e Sargassum kjellmanianurn, o pH 6timo
de adsorcéo situou-se entre 4,0 e 5,0 e para as outras espécies o pH foi 6,7. S. platensis
apresentou a maior capacidade de adsor¢do de cadmio, seguida por N. oculata, P.
tricornutum, P. cordifolia e C. minutissimus. Dentro de seis minutos de contato, a biossorgéo
atingiu removeu 60% do total de Cobre em solucdo. A mesma aumentou para 63% e 71%, aos

12min e 18min de ensaio, respectivamente.
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Em outro estudo, Mehta e Gaur (2001) investigaram a biossorc¢ao de Ni(ll) e Cu(ll) utilizando
a Chlorella vulgaris. A concentracdo utilizada dos metais foi 250mg.L™ e a adsorc&o de Ni(ll)

e Cu(ll) atingiu quando o sistema estava em equilibrio, 73% e 25%, respectivamente.

Sari e Tuzen (2008) determinaram a capacidade biossorcdo de ions Cd(ll) na microalga
vermelha Ceramium virgatum. A concentracéo utilizada foi 100mg.L e o pH foi ajustado em
6,8+0.2. Os autores concluiram que a capacidade de biossorcdo da biomassa de C. virgatum
para ions Cd(Il) foi de 39,7mg/g. Os resultados de biossorcao foram obtidas em pH 4,5, 5 e
5,5 e atingiram 90%, 96% e 94%, respectivamente, do metal em solucdo. Além disto, Gokhale
et al. (2009) descreveram a biossor¢cdo de cromo, em colunas contendo células de Spirulina
platensis. As colunas foram mantidas a 30+2°C e para a realizacdo dos ensaios, foi utilizada
uma solucéo contendo 100mg.L* de Cr(VI). Os autores alcangaram 99% de remogao do metal

presente em solucdo em pH 1,5.

Aneja et al. (2010) investigaram a biossorcao de Pb(ll) e Zn(Il) na concentracdo de 100mg.L
! em biomassa seca de Spirulina sp. e constataram que a remocéo foi fortemente dependente
do pH, sendo que a biossor¢do méaxima de chumbo ocorreu em pH 4 e 10 e a do zinco em pH
8 e 10. A Spirulina sp. adsorveu rapidamente de chumbo e zinco das solugdes aquosas nos
primeiros 15 min de contato com a solucdo aquosa dos metais e as remocgdes atingiram 82%
para Pb(Il) e 90% para Zn(ll).

Anastopoulos e Kyzas (2015) utilizaram a Spirulina platensis para a biossorc¢éo de Cu(ll). Os
experimentos foram conduzidos com uma concentragéo inicial de Cu(Il) de 100mg.L?, com
tempo de contato variando de 30min a 180min, temperatura variando de 20°C a 60°C e pH
entre 2 e 10. A biossorcdo méaxima (91%) foi obtida com 90min de tempo de contato, a 37°C
e pH=7,0.

Mais recentemente, Cheng et al. (2017) determinaram a capacidade de biossor¢édo de Cd(ll)
por células vivas e mortas de C. vulgaris, a partir de solugdes com concentragao inicial do ion
de 100mg.L™*. A remoc&o do ion cadmio foi rapida, com mais de 95% de adsorgdo ocorrendo
em 5min de ensaio. As células de C. vulgaris apresentaram alta capacidade de adsorcao de
cadmio, com 96,8% e 95,2% de remocdo do ion em solucdo, sendo este valor oriundo da

remocdo por microalgas mortas e vivas, respectivamente. A capacidade de biossorcéo
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aumentou com o aumento da concentragdo de Cd(Il), atingindo 16,34mgCd(ll).g? de

biomassa usando células vivas e 16,65mgCd(11).g* de biomassa usando a célula morta.

A Tabela 3.2 lista diversos estudos de remoc¢édo dos metais com microalgas e cianobactérias.

Tabela 3.2 - Estudos envolvendo remocao de metais por microalgas e cianobactérias.

C:\gé%?;cl?:r/ ia IZIS |[T|Jneir(]:f)0 Coni%eizit;?gao Mecanismo Remocédo% Referéncia
L. japonica
S. kjellmanianurn Cu(lr) 63%
S. platensis
N. oculata 400mg.L* Biossorcéo aIZh(ig;é)
P. tricornutum '
P. (_:ord_if().lia cd() 71%
C. minutissimus
Ni(ll) 73%
C. vulgaris 250mg.L* Biossorcéo Metg;%(e)gaur
Cu(ll) 25%
. . x Sari e Tuzen
-1 0,
C. virgatum Cd(ln) 100mg.L Biossorcdo 96% (2008)
. . x Gokhale et al.
= 0,
S. platensis Cr(1Vv) 100mg.L Biossorgao 99% (2009)
Pb(lI) 82% .
Spirulina sp. 100mg.L"! Biossorcéo Ar}ezjglei)t)al.
Zn(IN) 90%
. : . x Anastopoulos e
1 0,
S. platensis Cu(ln) 100mg.L Biossorcdo 91% Kyzas (2015)
C. vulgaris viva 97%
cd(1n 100mg.L*! Biossorgao Eﬁ:h&n&%
C. vulgaris morta 95% '

3.6.1. Uso de microalgas e cianobactérias para a remoc¢do do manganés

A seguir, sdo descritos trabalhos especificos de remo¢do de manganés por microalgas e

cianobactérias.
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Knauer et al. (1999) estudaram a biossor¢do e a oxidagdo do manganés pela microalga
Scenedesmus subspicatus. Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas solugdes contendo

5mg.L de Mn(I1). Ao final do ensaio, os autores obtiveram uma remocédo de 100% do metal.

Mohamed (2001) investigou a capacidade, de células de Gloeothece magna em adsorver
cadmio, cuja concentragéo utilizada foi 1mg.L™ na presenca de manganés, na concentragéo de
5mg.L ™. Os ensaios foram realizados durante 7 dias, a 25°C e pH foi ajustado em 7,4. O autor
concluiu que as celulas secas tinham maior capacidade de adsorcdo dos ions Cd(Il) e Mn(ll)

do que as células vivas, que atingiram 425ug/mg e 906p.g/mg, respectivamente.

Chernikova et al. (2006) investigaram a capacidade da cianobactéria Spirulina platensis em
acumular manganés. O pH foi ajustado para 6,8, a 34°C e 0 ensaio durou 7 dias e a
concentracéo utilizada foi de 60mg.L™ de Mn(ll). O acimulo de manganés nas células de S.
platensis foi proporcional ao periodo de cultivo e a concentragdo de manganés no meio,
atingindo um platd em torno de 30mg.Lt. A concentragdo intracelular deste metal foi
estimada em 28+3umol/g de peso seco. O fracionamento da biomassa enriquecida com
manganés monstrou que a maior porcdo de manganés intracelular (acima de 90%) foi

encontrada na fracdo proteica total.

Kizilkaya (2012) estudaram a biossorcdo de Co(ll), Cr(111), Pb(I1), Cd(Il), Ni(Il) e Mn(Il) na
microalga Scenedesmus quadricauda. O pH foi ajustado para 6,6 e a microalga foi mantida
em contato com as solugdes dos metais (5mg.L™t), a 25+2°C, por 720 minutos. As
capacidades de biossorcdo para os ions Co(ll), Cr(111), Pb(Il), Cd(I1), Ni(ll) e Mn(ll) foram
iguas a 2,14mg.g?, 1,98mg.g?, 4,26mg.g?, 7,81mg.g?, 2,17mg.g' e 3,54mg.g*

respectivamente.

Em seus estudos, Gerasimenko et al. (2013) investigaram a acumulacdo e a precipitagdo de
manganés em células de Oscillatoria terebriformis. As concentracfes testadas de Mn(ll)
foram 31mg.L? e 160mg.L em ensaios a 30°C, durante 8 dias. A microalga foi capaz de

adsorver 11,78+0,98mg do manganés e 9,2+0,8mg estavam precipitados na solucéo.

Em outro estudo, Yang et al. (2015) investigaram a aplicacdo da microalga Chlorella
minutissima (UTEX 2341) na remocéo de Zn, Mn, Cd e Cu. Os autores determinaram o efeito

da temperatura e do pH na biossor¢do, usando solucdo contendo 750mg.L dos ions.
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Concluiram que as remog¢des maximas de Zn, Mn, Cd e Cu foram 62,05%, 83,68%, 74,34% e
83,60%, respectivamente. As capacidades de adsorcdo méxima pela microalga atingiram
33,71mg.g* de zinco, 21,19mg.g* de manganés, 35,36mg.g™* de cadmio e 3,28mg.g™ de cobre
e o pH étimo adsorcdo foi 6,0, para o zinco, manganés e cadmio e 4,0 para o cobre, na

temperatura de 28°C.

Wang et al. (2017) analisaram a oxidagdo biogénica do manganés utilizando a microalga
Desmodesmus sp. As concentracdes iniciais de Mn(11) foram de 6mg.L™, 30mg.L* e 50mg.L
! e a microalga foi mantida a 22+1°C, durante 7 dias. Eles concluiram que as microalgas
produziram no méaximo 5mg.L*?, 13mg.L* e 11mg.L? de BioMnOx correspondendo as
concentragdes iniciais de 6mg.L?, 30mg.L* e 50mg.L™ de Mn(ll), respectivamente. Também
relataram que o crescimento da microalga criou condi¢des favoraveis a oxidacdo de Mn(Il)
através do aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido e do pH. Em outro estudo
realizado por Saavedra et al. (2018) foram comparadas a biossor¢cdo dos elementos boro,
arsénio, cobre, manganés e zinco nas espécies: Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella
Vulgaris, Scenedesmus almeriensis e Chlorophyceae spp. As eficiéncias de remocao maxima
para cada elemento foram de 99,4% para Mn (C. vulgaris, pH 7,0); 91,9% para Zn
(Chlorophyceae spp., pH 5,5); 88%, para Cu (Chlorophyceae spp., pH 7,0); 40,7%, para As
(S. almeriensis, pH 9,5) e 38,6% para boro (S. almeriensis, pH 5,5).

A Tabela 3.3 relata trabalhos que empregaram microalgas e cianobactérias na remocao do

manganés e outros metais.
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Tabela 3.3 - Estudos que aplicaram microalgas e cianobactérias para a remocao do manganés.

C:\a/llé%rbc);clgéar/ia IZIE?;]EEBO Conicneirg;?gao Mecanismo  Remogdo% Referéncia
. _ Biossorcdo e Knauer et
1 0,
S. subspicatus Mn(11) 5mg.L Oxidacio 100% al. (1999)
. . x Chernikova
-1 0,
S. platensis Mn(Il) 60mg.L Bioacumulacéo 90% et al. (2006)
Zn(I) 62%
Mn(Il) 84%
C. minutissima 25mg.Lta75mgL-  Biossorgéo e Yang et al.
: ! Bioacumulagéo (2015)
cd( 74%
Cu(ln) 84%
6mg.L1, 30mg.L?  Oxidagdo e 0 Wang et al.
Desmodesmus sp. Mn(I1) e 50mg.L-L Precipitacio 100% (2017)
B 64mg.L? 39%
C. reinhardtii As 12mg.L? 41%
C. vulgaris
S. almeriensis 4 Biossorgéo 0 Sa;avedra &t
Chlorophyceae Cu(ln) 3mg.L 88% al. (2017)
spp.
Mn(Il) 3mg.L? 99%
Zn(l1) 3mg.L? 92%

Fonte: o préprio autor

A Tabela 3.4 relata trabalhos que empregaram microalgas e cianobactérias na adsorcdo do

manganés e outros metais.



Tabela 3.4 - Estudos que aplicaram microalgas e cianobactérias para a adsor¢do do

manganeés.
!vllcroalg,a/' E'e[“e.”to Con_ce'nFra(;ao Mecanismo Adsor¢do  Referéncia
Cianobactéria quimico inicial
Cd(ln 425ug.mg’*
G. magna img.Lte5mgL?!  Biossorggo —— Mgg%?; d
Mn(11) 906ug.mg*
Co(ll) 2,14mg.g*
Cr(I1n) 1,98mg.g*
Pb(l1) 426mg.gt
S. quadricauda 5mg.L* Biossorgdo —m K(gg'l(ga
Cd(1n 7,81mg.g*t
Ni(11) 2,17mg.g*
Mn(lT) 3,54mg.g*!
Biossorgdo
0. Mn(I1) 3lmg.Lte ¢ 11,78mg Gerasimenko
terebriformis 160mgL™* o et al. (2013)
Precipitacéo 9,2mg

Fonte: o préprio autor
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Microalga

Apdbs pesquisas realizadas na literatura, a espécie definida para realizacdo dos experimentos
de remocdo do Mn(Il) foi a microalga Chlorella vulgaris. Esta € uma espécie que possui a
capacidade de remover o Mn(Il) do meio aquoso (YANG et al., 2015). O micro-organismo
em questdo foi cedido pela Universidade Federal de Sdo Del-Rei — UFSJ — Campus Alto

Paraopeba.

4.2.  Condic0es de cultivo

O meio de cultura empregado para o cultivo e crescimento do inoculo de Chlorella vulgaris
foi 0 BG11 (STANIER et al., 1971), cuja composicao encontra-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Composicdo do meio de cultura BG11

Componente Concentracéo (g.L1)
NaNOs 15
K2HPO4 0,04
MgS0O4.7H20 0,075
CaCl2.2H20 0,036
Acido citrico 0,006
Citrato de ferro(l11) e aménio 0,006
Na2CO3 0,02
EDTA 0,001
Solucéo de metais ImL.L?
H3BO3 2.86
MnCl2.4H.0 1.81
Solugdode  ZnS0O4.7H20 0.222
metais Na:M004.2H,0 0.39
CuS02.5H0 0.079

Co(NOs3)2.6H20 0.0494
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Previamente aos ensaios, 0 meio de cultura foi autoclavado a 120°C, durante 30 minutos, com
excecdo a solugédo de metais. As microalgas foram repicadas e adaptadas ao meio de cultura
BG11 sem Mn(ll), em frasco erlenmeyer com capacidade de 250mL, sendo 200mL o volume
total da solucédo. O frasco continha 180mL de meio BG11 e 20mL de indculo que corresponde
a uma propor¢cdo de 1 volume de inéculo: 10 volumes de meio. Os erlenmeyers foram
mantidos em um Shaker Innova™2300 (New Brunswick Scientific) sob agitacdo de 150min
e orbita de 2,5cm, a temperatura de 25+0,2°C, e pH ajustado em 7,2+0,2, por um periodo de
30 dias. O repique foi realizado 2 vezes, durante esse periodo. Para determinar a concentracdo
de manganés que seria utilizada nos experimentos, ap6s o periodo de adaptacdo das
microalgas, foram feitos ensaios de tolerancia da Chlorella vulgaris ao manganés. As
concentragdes testadas foram 10mg.L™?, 25mg.L™* e 50mg.L™ e a populagio do indculo inicial
utilizada foi 3x10° células. A Figura 4.1 descreve as etapas dos ensaios realizados para a

remoc¢do do Mn(ll), ap6s o periodo de adaptacdo da microalga ao meio BG11.

Figura 4.1 - Fluxograma dos ensaios realizados para remoc¢do do Mn(ll)

Defini¢éo da
concentragio
de manganés

10mg/L 25mg/L 50mg/L

Ensaios com a

concentragio definida:
S0mg/L de Mn(II)
Ensaios de ‘ Ensaios de ‘ Ensaios com o ‘ Carac;clzl‘;zagao ‘
remogdo do oxidagdo do filtrado Livre ceciadlos
Mn(II) Mn(II) de celulas p (N}’EV) |

Fonte: o préprio autor
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4.3. Ensaio de tolerédncia da Chlorella vulgaris a diferentes concentractes de

manganés

Com o objetivo de avaliar a toxicidade do ion Mn(ll) para a microalga, foram realizados
ensaios com diferentes concentracfes do ion para verificar se 0 mesmo provocaria a inibicdo
no crescimento microalgal. As concentragdes testadas foram 10mg.L™, 25mg.L e 50mg.L™*
de Mn(ll). 20mL de inoculo de Chlorella vulgaris foram transferidos para os erlenmeyers
contendo 180mL de meio BG11 com as trés diferentes concentracbes de manganés. Os
mesmos foram agitados em um Shaker New Brunswick Scientific, modelo Innova™2300, a
25°C, a 150min? (didmetro da 6rbita de 2,5cm) e com luz branca fria artificial com
fotoperiodo de 24h/dia. Para tal, foi utilizado um refletor RCA LED 200W RGB colorido
IP66 com irradiancia de 72pEm2s? medida com Fotorradidmetro modelo OHMHD21012
marca Delta. Os ensaios foram conduzidos em triplicata para cada concentracdo descrita
acima. Os experimentos foram realizados em regime de batelada e o pH inicial foi ajustado
para 7,2, que é o pH do meio de cultura BG11. Foram inoculadas 4x10° células. Nestes
experimentos, o pH foi medido ao longo da realizacdo dos experimentos, utilizando um
pHmetro (Digimed DM-22), composto de eletrodo de membrana de vidro, sendo as medigdes

realizadas trés vezes na semana, em dias alternados.

Como controle bioldgico para avaliagdo do crescimento da microalga, os ensaios foram
realizados somente na presenca do meio BG11 e o inéculo da Chlorella vulgaris. As culturas

foram encubadas nas mesmas condi¢Ges descritas anteriormente.

Como o volume de amostra dos ensaios era baixo (400mL) e para se determinar a clorofila a
sd0 necessarios um volume de 30mL, ndo foi possivel medir a clorofila a trés vezes na
semana. Sendo assim, as amostras foram retiradas no inicio e no final dos ensaios para essa
analise. Além disto, a concentracdo de sOlidos totais também foi determinada a fim de
confirmar se ocorreu aumento da concentragdo de biomassa, de acordo com o0 método 2540 E.
do Standard Methods for the Examination and Wastewater (American Public Health
Association - APHA, 2017).

A densidade dtica a 570nm (DOs7onm) também foi medida para avaliar o crescimento da

microalga. As analises foram realizadas em espectrofotdmetro Hitachi, marca U-2800A. Para
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a dissolucdo de possiveis Oxidos de manganés formados, adicionou-se 1,00g de &cido
ascorbico (BOOGERED e DE VRIND, 1987) nas amostras antes de se fazer a leitura.

A concentracdo de Mn(ll) em solucdo foi determina por espectrémetro de emissao atdmica
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), marca Varian® modelo 725-ES.
Para tal, foram retiradas aliquotas de 2mL de amostra em dias alternados. Posteriormente,
essa aliquota foi centrifugada a 6000min™*, durante 5 minutos e 1mL desse filtrado foi diluido

10 vezes em solugdo de HCI 1%. O tempo de duracdo dos ensaios foi de 12 dias.

A partir das analises do crescimento da biomassa para as diferentes concentracdes do
manganés, a concentracio de 50mg.L? de Mn(ll) foi escolhida para realizagdo dos

experimentos seguintes.

4.4. Ensaios de remo¢ao do manganés

Apbs a realizacdo dos ensaios de tolerancia ao manganés pela microalga, a concentracdo
definida para realizagdo dos ensaios subsequentes foi de 50mg.L™ de Mn(ll). Os ensaios
foram realizados em Shaker (New Brunswick Scientific modelo Innova™2300), sob agitacéo
de 150min (diametro da orbita de 2,5cm) e a 25°C. A luz artificial foi branca fria fornecida
com fotoperiodo de 24h/dia, por meio de refletor RCA LED 200W RGB colorido IP66 com
irradiancia de 72uEm2s™. Os experimentos foram feitos em triplicata em garrafas de vidro
com volume util de 500mL e em cada frasco foram adicionados 400mL do meio de
crescimento BG11 e 0,8171g de células da microalga, sendo o pH ajustado para 7,2. Os
parametros avaliados foram o pH da solucdo, utilizando o pHmetro Digimed DM-22; a
concentracdo de oxigénio dissolvido, por meio de oximetro (Digimed DM-4); a concentracdo
de clorofila a de acordo com a Norna Holandesa (NUSH, 1981), os solidos totais, de acordo
com o método 2540 E. do Standard Methods for the Examination and Wastewater (American
Public Health Association - APHA, 2017) e a concentragéo residual de Mn(Il) determinada
por ICP-OES. Também foi realizado ensaio de controle biol6gico como descrito no item 4.3.
Simultaneamente, foram realizados, nas mesmas condicGes citadas anteriormente, ensaios que
serviram como controle quimico, contendo 50mg.L de Mn(ll), nos quais o crescimento da
microalga e outros micro-organismos foi inibido pela adi¢do de solugdo de Nipagin (0,14%
p/v)/Nipazol (0,1% p/v).
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As determinacdes do pH, da concentragéo de OD, (DOs7onm) € as concentracdes de manganés
foram realizadas 3 vezes na semana tanto para o0s ensaios realizados com manganés quanto

para 0s ensaios controles quimico e biologico em experimentos que duraram 14 dias.
4.5. Ensaios para confirmacédo da oxidacao do Mn(ll)

Para confirmar a oxidacao abidtica do Mn(ll), foram realizados ensaios controles (quimico),
sem a presenca da microalga, em valores de pH variando de 7,5 a 9,0 em valores de 0,5. Para
tal, erlenmeyers contendo 200mL de meio BG11 e 50m.L™* de Mn(Il) foram submetidos as
mesmas condigdes dos ensaios descritos no item 4.4. Para o controle negativo foram usadas as
seguintes condicdes: (i) solugdes contendo meio BG11 sem Mn(Il) e com pH ajustado entre
7,5 e 9,0; (ii) meio BG11 com solucéo de sulfato de manganés (MnSQOa) e pH 7,2; (iii) meio

BG11 contendo carbonado de manganés (MnCOs). para o controle positivo, foi dissolvido no
meio BG11 o éxido de manganés (MnO,). A Tabela 4.2 mostra as condigdes utilizadas para

realizacdo dos ensaios controle quimico. A confirmacgdo da presenca de formas oxidadas de
manganés foi realizada pela mistura de 500uL das solucdes citadas com uma solucdo 0,04 de
leucoberbelina azul | (LBB). A coloracdo azul do meio indicava a presenca de formas

oxidadas do Mn.

Tabela 4.2 — CondigGes experimentais dos ensaios de confirmagéo da oxidagdo do Mn(Il)
(controle quimico). LBB: leucoberbelina azul I.

Condicles experimentais
Controle positivo BG11 + LBB + MnO:

BG11 + LBB + MnCOs

BG11pH7,0+LBB
Controle negativo BG11 pH 8,0 + LBB

BG11pH 8,5+ LBB

BG11pH 9,0 + LBB
BG11 pH 7,5 + Mn(ll) + LBB

BG11 pH 8,0 + Mn(ll) + LBB
BG11 pH 8,5 + Mn(ll) + LBB

BG11 pH 9,0 + Mn(Il) + LBB
Fonte: o préprio autor

Controle quimico
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Também foram realizados ensaios para confirmar se houve a oxidagdo do Mn(ll) na presenca
da microalga, a partir de amostras obtidas nos ensaios descritos no item 4.4. Foram retiradas
500uL de amostra do ensaio bidtico e adicionou-se 500uL de solucdo de Leucoberbelina azul
I 0,04% (LBB, Sigma-Aldrich, EUA). As aliquotas foram retiradas em dias alternados durante

14 dias quando os ensaios apresentavam valores de pH listados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Confirmacéo da oxidacdo do ion Mn(ll) na presenca da microalga Chlorella
vulgaris. pH inicial ajustado para 6,21 e com 50mg.L* de Mn(lI). Os ensaios duraram 14

dias.
Tempo (Dias) Amostras
0 pH 6,21 + LBB
2 pH 8,20 + LBB
5 pH 8,34 + LBB
7 pH 8,52 + LBB
9 pH 8,72 + LBB
12 pH 8,75 + LBB
14 pH 9,56 + LBB

Fonte: o préprio autor

4.6. Ensaio de oxidacdo do manganés com filtrado livre de células

Os filtrados livres de células foram obtidos em ensaios nos quais houve o crescimento da
microalga em meio BG11 contendo 50mg.L™ de Mn(lIl), por um periodo de 14 dias. As
culturas foram centrifugadas durante 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado em microfiltro
de fibra de vidro de diametro de poro igual 0,7um, para separar as microalgas. Para garantir
gue ndo haveria nenhum tipo de célula de outros micro-organismos, esse liquido também foi
filtrado em membrana de celulose de 0,2um. Além disto, o pH do filtrado foi ajustado para
6,0, porque 0 mesmo se encontrava elevado e poderia interferir no resultado do ensaio. A este
filtrado livre de células, adicionou-se 50mg.L* de Mn(Il) e os frascos foram mantidos a 25°C
e sob agitacdo de 150min~t. Os ensaios foram realizados em triplicata e as amostras foram
coletadas em dias alternados por um periodo de 10 dias. Para a quantificacdo do manganés, as
amostras coletas foram analisadas em ICP-EOS, Varian 725. O pH também foi medido

durante os experimentos.
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4.7.  Microscopia dptica e eletrénica de varredura (MEV)

Os agregados celulares contendo o precipitado de manganés foram visualizados em
microscopio Olympus CX31, equipado com camera SC30, acoplado a um computador e
através do programa analySIS getlT versdo 5.1. as imagens foram obtidas no laboratério de

Limnologia da Universidade Federal de Ouro Preto.

Amostras da microalga crescidas durante 14 dias na presenca e na auséncia de 50mg.L™ de
Mn(Il), como descritos no item 4.4 foram centrifugas e preparadas para analise em
microscopio eletrdnico de varredura. Cerca de 500uL das amostras dos ensaios com e sem
manganés foram pipetadas em lamina de vidro. Em seguida, as mesmas foram desidratadas
com alcool 70% e secas, a 25°C. Estas ldminas foram metalizadas com ouro e observadas ao
microscopio. A visualizacdo foi realizada em microscépio TESCAN, modelo VEGA 3,
acoplado a um sistema EDS (Oxford). As analises foram realizadas no laboratdrio de
Bio&Hidrometalurgia da Universidade Federal de Ouro Preto, MG.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.  Crescimento da Chlorella vulgaris em diferentes concentragdes de manganés

Para verificar o efeito da concentracdo de manganés no crescimento da microalga Chlorella
vulgaris, os ensaios foram realizados em diferentes concentracdes desse metal (10mg.L™,
25mg.Lt e 50mg.L? de Mn(11)). O objetivo deste experimento foi avaliar se o ion Mn(ll) era
toxico para a microalga nessas concentracdes. Para acompanhar o crescimento da microalga
foram realizadas analises de absorbancia a 570nm (densidade 6tica — DOs70nm), determinacédo
das concentracdes de clorofila a e de solidos suspensos volateis. A Figura 5.1 mostra o
crescimento da microalga no meio BG11, medido pela densidade dtica a 570nm, em
diferentes concentragdes de Mn(ll).

Figura 5.1 - Relacdo entre a concentracdo de manganés e densidade 6tica (DOs7onm) durante o
crescimento da microalga Chlorella vulgaris. Ensaios realizados durante 12 dias, em
triplicata, a 25°C, agitacdo de 150mim™ e pH inicial em 7,2.

—a— DOg70nm controle biolégico —e— DO570nm 10mg.L™ de Mn(11)
—2— DOs70nm 25 mg.L™ de Mn(l1) > DOg70nm 50mg.L™ de Mn(11)
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Como as microalgas possuem pigmentos fotossintetizantes, € necessario escolher

comprimentos de onda que ndo coincidam com os picos de absorcdo méaxima de luz pelos
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pigmentos fotossintetizantes. O comprimento de onda 570nm esta distante da faixa de
absorcdo méxima de luz pelas clorofilas a (picos em 430nm e 664nm) e b (picos em 435nm e
645nm). Dessa maneira, a absorbancia ndo ¢é afetada pelos pigmentos fotossintéticos e sera
devida as células em suspensdo (LOURENCO, 2006).

De acordo com a Figura 5.1, no ensaio controle biolégico (com a microalga e sem manganés)
quanto no inoculado com 10mg.L* de Mn(ll), a concentragdo inicial de células foi a mesma,
ou seja, 0,067. Ao final de 12 dias de ensaio, 0 crescimento maximo atingido pela microalga
foi de 0,619 no ensaio controle biolégico e 0,6 para o indculo contendo 10mg.L™ de Mn(lI).
Nessas condicBes, é possivel afirmar que o acréscimo de 10mg.L™ de Mn(ll) no meio de
cultura influenciou no crescimento da biomassa. Entretanto, quando a concentracdo de
manganés foi elevada para 25mg.L™, a densidade 6tica inicial foi de 0,064, quantia proxima
ao observado no ensaio controle bioldgico. Decorridos 12 dias, a concentracdo de biomassa
microalgal foi de 0,7, portanto, o valor ficou préximo ao obtido no ensaio controle.

No ensaio com 50mg.L* de Mn(ll), a densidade ética inicial foi de 0,056, apds os 5 dias a
concentracdo de microalgas era de 0,213. Comparando com as outras concentracfes de
manganés, a populacdo de microalgas foi inferior, ou seja, o crescimento foi mais lento. Tal
diferenca deve-se a quantidade de manganés que ainda estava presente no meio de cultura
(11mg.Lt de Mn(I1)), apds 5 dias. Decorridos 12 dias de experimento, 0 manganés ja havia
sido totalmente removido e a populacgéo final de microalgas foi de 0,465, mas ainda era menor

do que o ensaio controle biolégico (0,619).

Para comparacdo do crescimento da Chlorella vulgaris nas diferentes concentracbes do
manganés, os ensaios foram realizados durante 12 dias, tempo necessario para que ocorresse a
remocdo total do ion do ensaio com 50mg.L?, do sistema. Pelo exposto, nota-se que o
crescimento das microalgas foi menor quando o indculo continha 50mg.L* de Mn(ll), o que
indica que o manganés interfere no seu crescimento. Nas outras concentragdes avaliadas, o
crescimento foi mais préximo. Foi possivel verificar que apesar do crescimento mais lento na
presenca do Mn(Il), a microalga Chlorella vulgaris foi tolerante as trés concentragdes
(10mg.L?, 25mg.Lte 50mg.L™Y).

Em seguida, é discutido o comportamento da concentracdo da clorofila a (Figura 5.2) para as

diferentes concentracdes iniciais de manganés.
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Figura 5.2 - Concentracgdo de clorofila a no ensaio controle biolégico, e na presenca de
10mg.L™, 25mg.L™* e 50mg.L* de Mn(ll). Ensaios realizados durante 12 dias, em triplicata, a
25°C, agitacdo de 150mim™ e pH inicial em 7,2.

[N
(o]

[ Concentragdo inicial
Concentragdo final

[
»

[N
SN

[
N

[y
o

Concentracdo de clorofila a (mg.L'l)

6 —
4
) |
0 [ [ | J
Controle  10mg.L™ de Mn(l1) 25mg.L™ de Mn(ll) 50mg.L™" de Mn(lI)
bioldgico

A concentracgéo inicial de clorofila a no meio de cultura foi a mesma para as quatro condigdes
avaliadas (0,60mg.L™?). Ja4 a concentragdo final da clorofila a diferenciou-se entre as
condicdes estudadas, sendo a maior producdo obtida quando ndo havia manganés, ou seja, a
concentracéo de clorofila foi de 17,85mg.L™. A Figura 5.2 mostra que a menor concentragio
de clorofila a foi obtida no meio de cultura com 50mg.L* de Mn(l1), cujo valor foi 3,64mg.L"
! Nos ensaios com 10mg.L* e 25mg.L™, a quantidade de clorofila foi 8,89mg.L* e 5,85mg.L"
! respectivamente. Essa tendéncia foi corroborada pelos valores da DOszonm mostrados na
Figura 5.1 para 50mg.L . O aumento da concentracdo de Mn resulta num menor crescimento
da microalga diferentemente do que mostrou a densidade otica. No caso de 10mg.L? e
25mg.L " a densidade 6tica indica resultados diferentes de DOs7onm.

Ahmad et al. (2018) analisaram a biossor¢do de manganés pela microalga Chlorella vulgaris
na faixa de 30mg.L™* a 300mg.L de Mn(l1), e concluiram que as microalgas foram tolerantes
a essas concentragcbes analisadas. Em seus estudos, Yang et al. (2015) analisaram a
capacidade da microalga Chlorella minutissima (UTEX 2341) de remover manganés,
utilizando uma solugdo com 50mg.L* de Mn(ll) e também constataram que esta concentraco
de metal ndo impediu o crescimento microalga. Saavedra et al. (2018), fizeram um estudo

comparativo de absorcéo de arsénio, boro, cobre, manganés e zinco soluveis por diferentes
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microalgas verdes, incluindo a Chlorella vulgaris, e constataram que a presenca de 2mg.L™,
4mg.L? e 6mg.Lt de Mn(ll) ndo foi toxica para a microalga nas faixas de concentracdes
testadas por eles. Wang (2017) analisaram a remocdo de manganés utilizando a microalga
Desmodesmus sp. WR1 nas concentragdes de 6mg.L™?, 30mg.L? e 50mg.L™? de Mn(ll) e
observaram que na presenca de Mn(l1) ocorre um aumento lento na produgéo de clorofila total
0 que confirma que o manganés é um fator limitante para o crescimento. Entretanto, notaram
que ao final do periodo de incubacdo ocorreu um aumento na concentracdo de clorofila a
demonstrando a resisténcia da microalga. Essa tolerancia foi atribuida aos efeitos de
desintoxicacdo pela formacao de 6xidos de manganés ou outros depoésitos insolUveis a partir
de Mn(l1) dissolvido.

A Figura 5.3 mostra os resultados da concentracdo dos solidos suspensos volateis (SSV) e
observa-se 0 mesmo valor inicial para todas as condic@es testadas, ou seja, 30mg.L™. Ao final
do ensaio, o controle bioldgico foi o que teve a maior concentracdo de SSV (730mg.L™?) e
para 0s ensaios cujas concentragdes iniciais eram 10mg.L™, 25mg.L™ e 50mg.L* de Mn(ll) as
concentragdes de SSV foram iguais (220mg.L%-230mg.L?). Logo, a determinagdo da
concentracdo de SSV ndo foi capaz de detectar as diferencas no crescimento da microalga
para as trés concentracfes de Mn(ll). Nos trés parametros utilizados para estimar o
crescimento da microalga (s6lidos suspensos volateis, clorofila a e densidade ética 570nm), o
ensaio controle bioldgico foi o que indicou a maior quantidade de biomassa. Sendo assim,
pode-se afirmar que 0 manganés presente no meio interferiu diretamente no crescimento da

microalga, mas ndo inibiu totalmente seu crescimento.
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Figura 5.3 — Valores médios da concentracdo de sélidos suspensos volateis para o ensaio
controle bioldgico e os ensaios com 10mg.L™?, 25mg.L* e 50mg.L™ de Mn(11). Ensaios
realizados durante 12 dias, em triplicata, a 25°C, agitagdo de 150mim™ e pH inicial em 7,2.
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5.2.  Ensaios de remoc¢do do manganés

ApOs os ensaios para determinar a tolerdncia da microalga C. vulgaris a0 manganés, a
concentracgdo definida para realizagdo dos ensaios seguintes foi 50mg.L™ de Mn(ll). Sendo
assim, foi realizado novamente o0 ensaio de crescimento da microalga na auséncia e na
presenca de 50mg.L™? de Mn(ll). Na Figura 5.4, é apresentado o crescimento da microalga
Chlorella vulgaris, medido pela em densidade o6tica a 570nm (DOs7onm), € @ concentracdo de

oxigénio dissolvido, em funcao do tempo.



Figura 5.4 - Crescimento da microalga Chlorella vulgaris na presenca de 50mg.L™ de
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Mn(I1), medido a partir da densidade 6tica a 570nm (DOs70nm) € concentracdo de oxigénio

dissolvido (OD) em funcdo do tempo. Ensaios realizados durante 14 dias, em triplicata, a
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A densidade Otica inicial foi idéntica para as duas condicGes (0,04), mas com 2 dias de ensaio,

esta ja havia se diferenciado, como no observado nos ensaios de tolerancia ao manganés (fig.
5.10) No ensaio controle biolégico, o crescimento foi mais rapido e maior durante os 14 dias

de experimento, sendo a densidade dtica final de 0,825. Ja no ensaio com 50mg.L™ de Mn(l1),

o crescimento foi mais lento e a densidade 6tica atingiu o valor maximo de 0,571. Além disto,

ap6s 1 dia de incubagdo, as células inoculadas com Mn(ll) encontravam-se agregadas.

Decorridos 2 dias, 0 meio estava com uma coloragcdo marrom e foi constatada a presenca de

solidos dispersos no liquido e também agregados as células das microalgas, o que sugeriu a

formacgéo de precipitados de manganés. Wang et al. (2017) investigaram e caracterizaram

esses precipitados e concluiram que os mesmos sdo Oxidos biogénicos de manganés

(BioMnOx). A aglomeracdo celular ndo foi notada no ensaio controle bioldgico, onde as

microalgas encontravam-se dispersas no meio, também nédo se observou a presenca de solidos

marrons.
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A Figura 5.4 também mostra a relacéo entre a densidade Gtica a 570nm e a concentragdo de
oxigénio dissolvido. No ensaio controle biolégico até o 5° dia houve aumento na
concentragéo de oxigénio dissolvido, dia em que atingiu 0 maior valor (8,1mg.L™?). Apds esse
periodo, houve um decréscimo na concentracdo do OD e a partir do 9° a concentracdo de
oxigénio dissolvido subiu novamente, sendo a sua concentragdo final de 7,8mg.L™ . Quando o
meio de cultura continha 50mg.L™ de Mn(l1) a variagdo foi menor e manteve-se constante a
concentracdo de OD em relacdo ao ensaio controle bioldgico. No 14° dia, a concentracgéo final
de OD no meio foi de 7,1mg.L™, valor inferior ao do ensaio controle bioldgico. Nas duas
condigdes testadas, a concentracdo final de OD foi maior do que a concentracao inicial, como
esperado. Como no controle bioldgico a populacdo de microalgas foi maior, também ja era
previsto que a producdo de oxigénio dissolvido fosse maior nesse ensaio. Wang et al. (2017)
reportaram que nos estagios iniciais de crescimento da microalga, o aumento na concentracao
de OD pode ser relacionado a densidade otica inicial uma vez que as microalgas produzem
oxigénio durante a fotossintese. Esses autores ainda argumentam que, quando ha adicéo de
manganés no meio, ocorre a diminuicdo do OD, o que foi atribuido a utilizacdo do oxigénio

na oxidacao do ion Mn(ll).

A Figura 5.4 ndo permite estabelecer uma clara correla¢do entre a concentracdo de OD e a
remocdo de manganés. No 5° dia de ensaio, a concentragio de manganés era de 25mg.L™,
enquanto a concentracdo de oxigénio dissolvido atingiu seu maximo, e apesar da reducdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido, a remocao do manganés prossegue. Logo sugere-se que

0 aumento do pH é o principal responsavel pela remocao do Mn(Il).

Os perfis da concentragdo de manganés e do pH durante o crescimento da microalga séo
mostrados na Figura 5.8. Tanto o controle bioldgico quanto o ensaio bidtico iniciaram-se com
0 pH do meio em 6,2, apos a dissolu¢do do ion Mn(ll). Como o pH tem influéncia nos
resultados, 0 mesmo também foi ajustado para 6,2 no ensaio controle bioldgico para efeito de
comparacdo. O ensaio controle biologico foi o0 que atingiu 0 maior pH e também mostrou uma
maior variagdo de um dia para 0 outro nesta varidvel. Por exemplo, em apenas 2 dias de
ensaio, ocorreu um aumento abrupto do pH passando de 6,2 para 9,38. A partir do sétimo dia,
0 pH comegou a subir mais lentamente chegando a 10,69 e com 14 dias o seu valor final foi
11,03. No ensaio com 50mg.Lde Mn(ll), o pH também variou, mas nio tanto quanto no
ensaio controle biologico. Com 2 dias, o pH atingiu 8,2 e a partir dai a variacdo foi pequena.

No 7° dia, o valor do pH era de 8,5 e ao final dos 14 dias 0 mesmo estabilizou-se em 9,56. No
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ensaio controle quimico, o pH nédo oscilou ao longo dos 15 dias de ensaio, mantendo-se entre
6,2 e 6,15, 0 que indica que o aumento do pH no ensaio bidtico foi ocasionado pelo
crescimento da microalga. Saavedra (2018) e Wang et al. (2017) também concluiram que o
pH do ensaio controle bioldgico foi maior quando comparado ao pH do ensaio inoculado com
Mn(ll). Além disso, notou-se uma correlacdo positiva entre 0 aumento da biomassa e o
aumento do pH (SAAVEDRA, 2018). Esse aumento no pH é ocasionado pelo crescimento
das microalgas que consomem o diéxido de carbono dissolvido e por meio da fotossintese
liberam oxigénio e faz com que o equilibrio do HCOs; favoreca 0 OH  no meio.
(RICHARDSON et al., 1988).

A Figura 5.5 mostra a microalga crescida na auséncia e na presenca do Mn(ll), bem como os

precipitados formados.

Figura 5.5 - Imagens de C. vulgaris obtidas em microscépio 6ptico. Em (A) e (C): microalga
crescida na auséncia do Mn(l1); em (B) microalga crescida na presenca de 50mg.L™ de
Mn(Il); a seta vermelha indica a formacéo de precipitados

Chlorella vulgaris Aumento de 200x Chlorella vulgaris+ Mn2*
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A clorofila a também foi utilizada para estimar o crescimento da C. vulgaris. A concentragdo
inicial de clorofila a foi 1,04mg.L™* para o ensaio controle e 1,08mg.L™ para o ensaio com
50mg.L de Mn(11); logo os valores iniciais eram praticamente iguais, como esperado (Figura
5.6). Ao final de 14 dias, o0 ensaio controle bioldgico foi 0 que mostrou a maior concentracao
de clorofila a (11,14mg.L™). J& no ensaio com 50mg.L* de Mn(l1), a produc&o de clorofila foi
menor (5,96mg.L™?). Wang et al. (2017), utilizaram a microalga Desmodesmus sp. WR1 na
oxidacio biogénica do manganés nas concentragdes 6mg.L, 30mg.L e 50mg.L* e também
observaram que na presenca desse metal ocorria agregacdo celular, além da formacdo de
Oxido de manganés. Notaram também um aumento lento na concentragdo da clorofila total em
relacdo ao ensaio controle biolégico e concluiram que o manganés interferiu no crescimento
da microalga. Os resultados obtidos por esses autores corroboram com os alcancados no

presente estudo.

Figura 5.6 - Concentracdo de clorofila a no ensaio controle bioldgico e no ensaio com
50mg.L* de Mn(l1). Ensaios realizados durante 14 dias, em triplicata, a 25°C, agitagdo de
150mim™ e pH inicial em 6,2.
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A concentracdo de solidos suspensos volateis se comportou da mesma maneira que a
densidade otica e a concentracdo de clorofila a. A concentragdo inicial de SSV foi a mesma
nas duas condices (20mg.L ™), mas ao final dos 14 dias, o controle bioldgico apresentou uma

maior concentracio de SSV (330mg.L™), em comparacio com o ensaio com 50mg.L? de
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Mn(I1), onde obteve-se 240mg.L* de SSV (Figura 5.7). Novamente, as analises da DOs7onm,
concentracédo de clorofila a e de SSV mostram que ocorreu maior crescimento da microalga
qguando o Mn(ll) ndo estava presente, o que confirma que o mesmo interfere no crescimento
da Chlorella vulgaris, embora a presenca desse metal ndo impeca o desenvolvimento da

microalga.

Figura 5.7 - Concentracdo de solidos suspensos volateis (SSV) no controle bioldgico e no
ensaio com 50mg.L* de Mn(ll). Ensaios realizados durante 14 dias, em triplicata, a 25°C,
agitacio de 150mim™ e pH em 6,2.
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A Figura 5.8 mostra a relacdo entre a concentracdo de Mn(Il) e o pH durante o crescimento

da microalga Chlorella vulgaris.
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Figura 5.8 - Relagéo entre a concentracdo de Mn(Il) e o pH durante o crescimento da
microalga Chlorella vulgaris. Ensaios realizados durante 14 dias, com 50mg.L™* de Mn(lI),
em triplicata, a 25°C e pH inicial de 6,2.
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O sistema contendo a microalga Chlorella vulgaris foi capaz de remover, em 14 dias de
ensaios, 100% do manganés que estava presente no meio de cultura (50mg.L™?). Com 2 dias
de ensaio, 27% do Mn(ll) haviam sido removidos e o pH correspondente a esse dia era 8,2.
Decorridos 7 dias, o pH do meio era 8,59 e 80,53% do manganés ja tinham sido removidos.
Depois desses 7 dias a remogéo foi mais lenta, sendo que no 12° dia ainda havia 2,14mg.L™
de Mn(ll) diluidos no meio, o corresponde a 95,15% em pH 8,57. Com 14 dias, o pH havia
subido para 9,56 e ndo havia mais manganés dissolvido no meio de cultura. Pelos resultados
obtidos, foi observado que a remogdo do manganés s6 comegou a ocorrer apos o pH atingir
valores acima de 8,0. Enquanto o pH estava abaixo desse valor ndo foi observada a remogéo
do Mn(Il). No ensaio controle quimico, ndo houve a remo¢do do manganés e o pH
permaneceu em 6,2 nos 14 dias de ensaios. Diante disso, conclui-se que o aumento do pH

durante a realizacdo dos ensaios foi o responsavel na remocdo do Mn(ll). Richardson et al.
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(1988) concluiram que a Chlorella sp. foi capaz de catalisar a oxidacdo do Mn(Il) ao
aumentar o pH do meio, o que esta de acordo com os resultados da presente dissertacao.

Como dito anteriormente, ocorreu a formacgédo de sélidos de coloragdo marrom nos frascos
onde havia a presenca de manganés. Esses precipitados se formaram apds o pH ficar acima de
8,0, a partir do qual ocorrem a remoc¢éo do Mn(ll) de acordo com a Figura 5.8. Altos valores
de pH e concentracdo de oxigénio dissolvido favorecem a oxidacdo do Mn(ll) a Mn(IV)
(RICHARDSON et al., 1988; TEBO et al., 2004; MAYANNA et al., 2015; WANG et al.,
2017) e 0 aumento dessas duas varidveis durante o crescimento da microalga catalisaram a

oxidagdo do manganés (Wang et al., 2017).

5.3. Confirmacdo da oxidacao de Mn(ll) no sistema contendo a microalga

Para comprovar a oxidacdo do ion Mn(Il) foi realizado um ensaio quimico, onde o meio
BG11 na presenca e na auséncia de 50mg.L™* Mn(ll) foi submetido as mesmas condigdes
experimentais descritos no item 4.4. A Figura 5.9 mostra o papel do pH na oxidac¢do do
Mn(Il) em meio BG11 sem a presenca da microalga, através da interacdo entres os estados de
oxidacdo do manganés com o reagente LBB. Quando ocorre a oxidacdo do Mn(ll) e o
reagente LBB esta presente, hd& uma mudanca na coloracdo da amostra para azul, devida a
uma reacdo redox entre formas oxidadas do ion Mn e o reagente LBB. Como mostrado na
Figura 5.10b, que era o controle positivo, na presenca do 6xido de manganés (Mn(IV) ocorreu
mudanca na coloracdo da amostra para azul. J& na presenca do carbonato de manganés(ll) e
do LBB (fig. 5.9a), ndo houve mudanca na coloragdo, assim como nas Figuras 5.9¢ (pH 7,5),
5.9d (pH 8,0), 5.9¢ (pH 8,5) e 5.9f (pH 9,0), que ndo continham manganés.

As amostras apresentadas nas Figuras 5.9g, 5.9h, 5.9i e 5.9j, por outro lado, continham
50mg.Lt de Mn(ll) e tiveram o pH ajustado para 7,5, 8,0, 8,5 e 9,0 respectivamente. A
oxidagdo do Mn(ll) foi confirmada nas Figuras 5.9h, 5.9i e 5.9j o que foi identificado pela
mudanca da coloracdo para azul. Pelos resultados obtidos, foi possivel verificar que houve a

oxidacdo do manganés quando o pH era igual ou superior a 8,0.
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Figura 5.9 — Influéncia do pH na oxidacé@o quimica do ion Mn(ll). Ao meio BG11, sem a
presenca da microalga, foram adicionados ou ndo 50 mg.L™* de Mn(11) e o pH do meio foi
ajustado para diferentes valores (7,5 a 9,0). Os frascos foram mantidos a 25°C e sob agitacdo
constante (150 mint), durante 14 dias. As amostras foram coletadas, e uma solugéo 0,04% de
LBB foi adicionado as amostras. A oxidacdo de manganés foi indicada pelo desenvolvimento
da cor azul nas amostras. LBB: reagente azul de Leucoberbelin I.

(h) BG11 pH
'~18,0 +Mn(l1)

(i) BG11 pH 8,5((j) BG11 pH 9,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

A Figura 5.10 confirma que a remocdo do manganés ocorreu pela oxidagéo do ion Mn(ll) com
0 aumento do pH na presenca de C. vulgaris. Amostras dos ensaios bidticos contendo
50mg.L de Mn(ll) (item 4.4) também foram reagidas com o reagente LBB para confirmar se
ocorreu a oxidacdo do manganés.
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Figura 5.10 - Influéncia do pH na oxidacdo de Mn(I1) nos ensaios com a microalga
Chlorella vulgaris na presenga de 50mg.L de Mnt. Os frascos foram mantidos a 25°C e sob
agitacdo constante (150 min) durante 14 dias. As amostras foram coletadas em dias
alternados e reagidas com solucdo de LBB 0,04%. A oxidacdo de manganés foi indicada pelo
desenvolvimento da cor azul.

0 dia 2 dias 5dias 7 dias 9 dias 12 dias 14 dias

(a) pH6,21 |(b)pH 8,20 |(c) pH8,34 |[d)pH 852 |[&) pH8,72
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

(f) pH8,75 |(g) pH 9,56

Conforme mostrado na Figura 5.10a, no primeiro dia de ensaio, quando o pH era 6,21 (fig.
5.8), e foi adicionada a solucdo de LBB na amostra ndo ocorreu mudanca na sua coloragéo.
Mas com 2 dias de ensaio (fig. 5.10b), quando o pH atingiu 8,20, houve mudanca para a
coloracdo azul, indicando que ocorreu a oxidacdo do Mn(ll). Esses resultados sugerem que o
aumento do pH, provocado pela atividade fotossintética da microalga Chlorella vulgaris, foi o
principal responsavel pela oxidagdo do Mn(ll) a MnOx. As culturas que continham
precipitados marrons aderidos as células das microalgas ficaram azuis quando na presenca da
solucdo de LBB, indicando que eram Oxidos de manganés. N&o foi observada a presenca
desses solidos marrons e nem a mudanga na coloragdo quando o pH do meio estava abaixo de
8,0. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Richardson (1988) e Wang (2017)
que também observaram a formagéo de 6xidos de manganés utilizando 6mg.L?, 30mg.L?t e
50mg.L* de Mn(11) utilizando o reagente LBB.

5.4. Ensaio de oxidagdo do manganés com filtrado livre de células

Para verificar se a microalga produzia proteinas extracelulares capazes de induzir a oxidacdo
do Mn(ll) foi realizado o ensaio com o filtrado livre de células. O resultado do ensaio é

mostrado na Figura 5.11.

Durante os 10 dias de ensaio, a concentracdo do Mn(ll) permaneceu constante, ou seja, ndo

ocorreu a remog¢do nem a oxidacdo do manganés. Entretanto, houve a variacdo do pH, mas a
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mesma ndo foi o suficiente para promover a oxida¢do do Mn(ll), ja que seu valor méximo
ocorreu no 5° (7,46). Este valor de pH ndo é suficiente para permitir uma rapida oxidagdo do
Mn(Il) como mostras as Figuras 5.9 e 5.10. Pelos resultados obtidos, é possivel concluir que
nos experimentos realizados ndo houve a participacdo das proteinas extracelulares para a
oxidagcdo do Mn(Il), uma vez que a concentragdo do manganés se manteve constante no

decorrer de 10 dias de experimento.

Figura 5.11 - Relacdo entre a concentracdo de manganés e o pH na remocao de Mn(ll) por
filtrado livre de células. Ensaios realizados durante 14 dias, com 50mg.L™ de Mn(ll), em
triplicata, a 25°C e pH inicial de 6,2.
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5.5.  Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nesta etapa, a microalga Chlorella vulgaris foi cultivada em meio BG11 na auséncia e na
presenca de 50mg.L de Mn(ll), por 14 dias, sendo subsequentemente realizada a analise por
MEV/EDS. As Figuras 5.12a e 5.12b mostram as células da microalga crescidas na auséncia
de manganés. No ensaio realizado com 50mg.L* de Mn(ll), foi possivel observar o manganés
precipitado ao redor das células (Fig. 5.12c e Fig. 5.12d, indicado pela seta vermelha. Pelos
resultados obtidos nos ensaios descritos no item 4.4 (Figura 5.8), nos quais a remoc¢do do
Mn(I1) foi 100%, ¢é possivel afirmar que essas particulas na superficie celular sdo 6xidos de
manganés, baseado nos ensaios conduzidos com o reagente LBB. Além disto, pelo espectro
de EDS (Fig. 5.132 e 5.13b) foi possivel comprovar que havia manganés ao redor das células
da microalga. As regides contendo manganés sdo mostradas pelo circulo vermelho em

diferentes pontos da imagem do MEV.
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Figura 5.12 - Imagens da analise do MEV. (a) e (b) sdo imagens das células de C. vulgaris
crescida na auséncia de manganés; (c) e (d) sdo imagens das celulas da C. vulgaris crescida na
presenca de 50mg.L™ de Mn(ll). As setas vermelhas indicam a presenca do Mn ao redor das
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Figura 5.13 - Espectrometria de Raio-X por dispersdo em Energia (EDS). Em (a) e (b): EDS
obtido a partir de imagens de MEV para a C. vulgaris crescida com 50mg.L™* de Mn(Il)
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Com base nos resultados aqui apresentados, pode-se concluir que os sistemas contendo a
microalga Chlorella vulgaris desempenham um papel importante na oxidacdo do ion Mn(ll).
Os dados sugerem que 0 mecanismo predominante na remog¢éo do manganés foi o indireto, ou
seja, pela elevacdo do pH do meio de cultura e consequente precipitacdo do Mn(ll) na forma
de 6xido de manganés. Para que ocorra a oxidacdo do manganés é necessario que o pH seja
>8,0 e esse aumento no pH do meio de cultura BG11 foi promovido pela fotossintese
realizada pela microalga, que faz com que ocorra a elevacao do pH no sistema e que catalisa a
oxidacdo do manganés. A microalga conseguiu remover 100% do ion a partir de solucGes
contendo 50mg.L™? de Mn(ll) presente no meio de cultura. Portanto, a microalga Chlorella
vulgaris tem potencial para ser usada na biorremediacdo de efluentes contaminados com
Mn(II).
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Realizar os ensaios em um sistema de maior volume para obter amostras para determinar a

clorofila a e os sélidos suspensos volateis em dias alternados.
Realizar os ensaios com a microalga simulando um efluente sintético.

Estudar a remog@o do manganés em sistema continuo.
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