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APRESENTACAO

Na busca incessante pela disponibilidade de agua de qualidade para
consumo humano, a comunidade global tem direcionado esforgos significativos
em direcao aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, estabelecidos pela
Organizagéo Mundial de Satude (OMS) para o milénio. Nesse contexto, a atengédo
voltada para tecnologias limpas, sustentaveis e organicas tem se intensificado,
destacando a necessidade ndo apenas de identificar espécies vegetais capazes
de sintetizar compostos especificos em larga escala, mas também de aprimorar
o conhecimento para otimizar esses processos.

A microalga Spirulina maxima emerge como um protagonista crucial,
revelando-se em diferentes ambientes, desde aguas salobras até fontes termais.
Sua capacidade de adaptacéo a condicdes ambientais extremas a torna uma
candidata promissora para aplicagdes diversas, incluindo na industria alimenticia,
medicamentos, biocombustiveis, agricultura e biorremediacdo de aguas
residuais. Este organismo unicelular demonstra versatilidade e potencial para
contribuir significativamente para a sustentabilidade e a qualidade ambiental.

No cenario da nanotecnologia, sua integracdo com estratégias de
remediagcdo destaca-se como uma alternativa economicamente promissora
para a descontaminacé@o de aguas. As nanoesferas, constituidas por polimeros
biodegradaveis, ganham destaque devido a sua estabilidade nos fluidos
biolégicos durante o armazenamento. No entanto, neste livro, exploramos
uma abordagem inovadora ao utilizar a biomassa microalgal, rica em acidos
graxos, como biossurfactantes no processo de descontaminacdo de aguas,
proporcionando uma perspectiva Unica e sustentavel.

O desenvolvimento de materiais destinados ao tratamento e purificacao
de agua revela-se crucial diante da presenca de patdgenos emergentes em
aguas residuais, representando ameacas a saude publica. Materiais baseados
em nanotecnologia destacam-se por sua catalise aprimorada e alta area de
superficie, resultando em uma eficacia notavel no tratamento de contaminantes
ambientais.

Explorando as fronteiras da inovagéo, os nanofiltros microalgais surgem
como uma alternativa revolucionaria aos sistemas tradicionais. Nesse contexto,
este livro visa ndo apenas contribuir para a evolug¢ao tecnoldgica, mas também
para o equilibrio entre crescimento econ6mico e preservagdo ambiental,
promovendo solucdes eficazes no combate e remediacao da poluigéo hidrica.



RESUMO

Relevéancia: Acontaminagdo de 4guas naturais tem sido um dos grandes problemas
da sociedade moderna. Embora existam diversas tecnologias que utilizam
processos fisicos e/ou quimicos para a descontaminagédo de aguas, 0 processo
biologico de biorremediacédo € uma alternativa ecologicamente mais adequada,
sustentavel e eficaz. Objetivos: Mediante a esta problematica, o presente
trabalho teve como objetivo a obtencdo de um filtro utilizando a nanotecnologia
nos processos de floculagéo, preparacdo de nanoesfera e nanofibras a base
de Spirulina maxima. Materiais e métodos: A Spirulina maxima foi cultivada,
floculada e a partir da biomassa constituiu-se a matéria prima para a obtencgao de
fibras por eletrospinning. Resultados: A nanoquitosana produzida em temperatura
ambiente apresentou maior rendimento de obtencao de biomassa; a nanoesfera
produzida apresentou caracteristicas de tamanho 309 + 14,1nm, pH 6,7; PDI 0,308
+ 0,05 e potencial zeta de - 30,9 + 2,27 mv. A obtencéo de filtros por eletrospinning
e a caracterizagdo dos filtros por MEV comprovaram o diametro nanométrico
das fibras produzidas, demonstrando uma maior eficacia em relagdo a vazéo,
potabilidade e pardmetros microbiol6gicos ao filtro produzido com agulha de 22 G
de diémetro. Conclusées: A partir dos resultados encontrados, o filtro produzido,
revelou-se um potencial de aplicagdo em processos de biorremediacéo de agua,
verificada pela eficacia quanto a vazao e resisténcia, retengéo de microrganismos
termolabeis, diminui¢cdo da carga viral do virus SARS-CoV-2, sendo comprovado
por laboratérios credenciados a Fundagao Estadual de Protecdo Ambiental -
FEPAM — RS, parametros de potabilidade da agua.

PALAVRAS - CHAVE: agua; biorremediac¢ao; microalgas; filtros; nanotecnologia



ABSTRACT

Relevance: The contamination of natural waters has been one of the biggest
problems in modern society. Although there are several technologies that use
physical and/or chemical processes to decontaminate water, the biological process
of bioremediation is a more ecologically appropriate, sustainable and effective
alternative. Objectives: Given this problem, the present work aimed to obtain a filter
using nanotechnology in the flocculation processes, preparation of nanospheres
and nanofibers based on Spirulina maxima. Materials and methods: Spirulina
maxima was cultivated, flocculated and the biomass was used as raw material
to obtain fibers by electrospinning. Results: Nanochitosan produced at room
temperature showed a higher yield of biomass; the nanosphere produced presented
characteristics of size 309 + 14.1nm, pH 6.7; PDI 0.308 + 0.05 and zeta potential
of - 30.9 +2.27 mv. Obtaining filters by electrospinning and characterizing the filters
by SEM proved the nanometric diameter of the fibers produced, demonstrating
greater effectiveness in relation to flow, potability and microbiological parameters
compared to the filter produced with a 22 G diameter needle. Conclusions:
Based on the results found, the filter produced revealed potential for application
in water bioremediation processes, verified by its effectiveness in terms of flow
rate and resistance, retention of heat-labile microorganisms, reduction of the viral
load of the SARS-CoV virus- 2, being proven by laboratories accredited by the
State Foundation for Environmental Protection - FEPAM — RS, water potability
parameters.

KEYWORDS: water; bioremediation; microalgae; filters; nanotechnology
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INTRODUCAO

A disponibilidade de agua para consumo humano em quantidade e qualidade
equivalentes € um dos objetivos do milénio almejados pela clpula da Organizagao Mundial
de Saude (OMS). O crescente interesse por tecnologias limpas, sustentaveis e organicas
para a obtencé@o de produtos para o consumo humano, traz a necessidade, ndo apenas,
de uma continua busca por espécies vegetais capazes de sintetizar grandes quantidades
de compostos especificos, mas de conhecimentos para potencializar a sintese desses
produtos. Dessa maneira, também s&o necessarias pesquisas visando o desenvolvimento,
aperfeicoamento dos sistemas de producdo em escala comercial de forma a viabilizar
economicamente o acesso facilitado da populacdo a estes sistemas. Sem duvida, é muito
grande a quantidade de compostos de interesse comercial que ainda podem ser obtidos
através dos cultivos das microalgas.

O crescente interesse no estudo da Spirulina maxima se deve principalmente a
fatores biologicos, ecolégicos e econdmicos. No ambito biolégico, o valor agregado deste
grupo de organismos esta na estruturacao da atual atmosfera terrestre pela producéo de
maior parte do O, da atmosfera (CHU et al., 2010). Observando também o fato de se
constituirem em produtores primarios, atribui as algas a importancia ecolégica na medida
em que estas sustentam a vida nos mares e oceanos desempenhando, assim, um papel
ecolégico fundamental na manutencao destes ecossistemas (VIDOTTI, 2004).

Quando relacionado a importancia econdmica das microalgas, esta € determinada
pela sua diversidade na aplicacdo comercial, ndo apenas na industria alimenticia,
medicamentos, biocombustiveis, como também, agricultura, biorremediacdo de aguas
residuais e uso cada vez maior em atividades com a finalidade de sustentabilidade e
qualidade ambiental (VIDOTTI, 2004).

A Spirulina maxima tem sido encontrada nos mais diferentes ambientes como
aguas salobras, mar, lagoas salinas, aguas subarticas, lagoas tropicais, e fontes de aguas
termais. Assim, estes organismos podem ser capazes de adaptacao a condi¢des ambientais
extremas (CIFERRI e TIBONI, 1985).

Uma das grandes vantagens destes microrganismos esta na capacidade de serem
cultivados em diversos sistemas de produg¢édo, com volume variando desde poucos até
bilhdes de litros. Os sistemas comumente empregados sédo pouco sofisticados, uma vez
que podemos desenvolver cultivos em pequena escala laboratorial e a céu aberto, sob
condicbes naturais de iluminacdo, temperatura, e com baixo ou nenhum controle destes
parametros ambientais. Por se reproduzirem muito rapidamente, proporcionando uma grande
quantidade de biomassa, chamam cada vez mais a atencéo de setores que necessitam
de grandes quantidades de matéria-prima. Isso porque a biomassa de microalgas possui
vantagens consideraveis sobre matérias-primas tradicionais, e além disso € uma tecnologia
limpa mas com algumas restricdes nas questdes de demanda energética., permitindo se ter
produto/bio verde (BOROWITZKA, 1999).

Introducao



Apo6s a selegdo do sistema de cultivo a ser utilizado, é preciso realizar a separagéo
das pequenas porcdes residuais contidas no meio onde estdo presentes, havendo a
necessidade de sua otimizacdo. Este processo pode envolver uma ou mais etapa, como a
utilizacado de compostos para floculagcéo, dentre eles a nanotecnologia vem demonstrando
eficacia a exemplo, da nanoquitosana (HALIM et al., 2012). Extraida de exoesqueleto
de crustaceos, insetos e fungos, a quitosana é o segundo polimero mais abundante na
natureza, insolivel em agua e com caracteristicas importantes como biocompatibilidade
e baixa toxicidade (DUARTE et al., 2009). Tendo em vista 0o amplo cenario dentro da
perspectiva do desenvolvimento de novos produtos, a obtencdo de nanoparticulas
poliméricas utilizando biopolimeros como a quitosana, como eficiente floculante, tem se
tornado cada vez mais comuns e viaveis em decorréncia de sua baixa toxidade e boa
estabilidade (TIYABOONCHAI, 2003).

A nanotecnologia aliada a remediagéo é vista como uma alternativa economicamente
promissora na atuagdo para a descontaminagdo de aguas. Com isso, as nanoesferas
constituidas por polimeros biodegradaveis tém atraido maior atengéo dos pesquisadores
devido as suas potencialidades e maior estabilidade nos fluidos bioldgicos durante o
armazenamento (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). As nanoesferas sédo formadas por uma
matriz polimérica, onde a substancia pode ficar retida ou adsorvida, ndo possuem 6leo
como constituinte da sua composi¢do. Entretanto, no presente trabalho com a utilizacao
da biomassa microalgal, contendo &acidos graxos na sua matriz quimica, atuam como
biossurfactantes nos processos de descontaminagao de aguas (RIBEIRO et al., 2008).

O desenvolvimento de materiais para o tratamento e purificagdo de agua, é
fundamental para o controle de patégenos emergentes, como microrganismos termolabeis
presentes em 4guas residuais causadores de processos patolégicos com consequéncias e
riscos a saude publica (TANG et al., 2020).

As caracteristicas e eficiéncia dos materiais baseados em nanotecnologia os
tornam adequados para o tratamento de contaminantes ambientais, pois possuem catélise
aprimorada, alta area de superficie que reflete na elevada area de contato com &gua,
implicando na sua efetividade (DWEVEDI, 2019).

Quando se fala em novas tecnologias, podemos remeter aos nanofiltros microalgais,
com uma principal vantagem em comparac&o com os sistemas tradicionais: exigem menos
pressdo para que a agua passe pelo filtro, sdo mais eficientes, tem areas de superficie
muito grandes e podem ser limpos facilmente por meio de retro descarga (SAVAGE;
DIALLO, 2005).

Busca-se cada vez mais aliar o crescimento econdmico com protegdo ambiental,
desenvolvendo-se produtos por meio da nanotecnologia, novas alternativas de processos
e técnicas eficientes no combate e remediagéo da polui¢ao.

Com isso o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um filtro utilizando a
nanotecnologia na floculagdo da biomassa, no seu aproveitamento para a producao de
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nanoesfera, tendo em vista que a filtracdo de agua por meio de nanofibras € amplamente
superior aos materiais de filtragéo tradicionais, tanto a nivel operacional como desempenho
geral, pois a qualidade de um filtro é definida pela sua eficiéncia em retirar particulas e pela

capacidade de retencao de seu meio filtrante.
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MATERIAIS E METODOS

2.1 MICROALGA SPIRULINA MAXIMA

A linhagem de microalga do tipo Spirulina maxima, procedente do Laboratério de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Maria/RS, foi cultivada em
erlenmeyers de 100 mL com 4 diferentes meios de cultivo (BG 11, Schu-10, BB e Zarrouk)
a fim de encontrar o meio de cultivo apropriado a uma maior quantidade de células e de
biomassa.

2.2 DENSIDADE OPTICA

A densidade Optica, (X, g.L") foi determinada a cada 48h a partir da leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 670 nm (LOURENCO, 2006).

2.3 MEIOS DE CULTIVO

Os meios selecionados para cultivar as microalgas do género Spirulina foram BG-
11, BB, CHU-10 e Zarrouk. O meio BG 11 foi o mais apropriado quanto aos parametros
analisados pH e densidade optica.

Os cultivos foram realizados em ambiente com temperatura de 24 °C, umidade em
torno de 60%, luminosidade com fotoperiodo de alternancia 14/10h, claro/escuro, lampadas
T8 red de 40 W, pH inicial em torno de 9,3, sendo cultivadas durante 16 dias.

2.4 CONTAGEM CELULAR

A contagem celular foi realizada através de Microscopia Optica em laminas a cada
48h. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

2.5 FILTRAGAO E SECAGEM

O cultivo da microalga Spirulina maxima foi submetido ao processo de filtracédo a
vacuo, onde foi removida a biomassa microalgal imida. A solugéo foi filtrada em tecido
microfibra, e posteriormente levada a estufa por 6 h a uma temperatura de 50 °C para
realizar a secagem.

Ap6s ao procedimento de secagem, a biomassa passou por moagem manual em
cadinho de porcelana, e posteriormente foi peneirada com uma peneira com diametro da
malha de 45 ym, para separagéo de granulos maiores.

A biomassa resultante deste processo foi armazenada para posterior utilizagdo no
preparo das nanoesferas e do filtro microalgal.
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2.6 CROMATOGRAFIA GASOSA

A Cromatografia Gasosa e Espectroscopia de Massas (CG-EM) da biomassa foi
realizada através do método de Bligh e Dyer (1959), para a extracdo de &cidos graxos
da biomassa microalgal. As especificagdes do equipamento utilizado e as condi¢bes de
operagao para a analise de acidos graxos estdo demonstradas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Instrumentacéo Analitica.

Equipamento Marca Modelo

Cromatografo a gas com espectrometro Shimadzu GCMS-QP2010 Plus

de massas

Tabela 2. Parametros e condi¢des de operagdo do cromatégrafo a gés.

Parametros

Condicoes

Coluna capilar

Gés de arraste

Fluxo da coluna, mL min™

Volume de injecéo, pyL

Modo de injegéo,

Temperatura do injetor, °C
Programacgéo da temperatura do forno
Tempo total, min

Temperatura da fonte de ionizacao,
Temperatura da interface, °C

Modo de aquisi¢ao, m/z

ZB- WAX (30m x 0,25mm d.i. x 0,25 pym)
Hélio

1,0

1,0

Split (1:10)

250

70°C /4 °C até 240 °C — 250 °C / 5min
49,5

270 °C

260

Scan 35 - 500

2.7 FLOCULACAO

Para a realizagéo deste processo, foram preparadas nanoparticulas de quitosana

(NQ) através do método de gelatinizagéo ibnica descrito por Calvo et al. (1997).

2.8 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA (NQ)

Com base nas condi¢des de gelatinizacdo as NQ foram produzidas solubilizando 0,2

g de quitosana (99% de pureza, Sigma-Aldrich) em 100 mL de solugéo de acido acético (0,2
mol/L) sob constante agitacao por cerca de 40 min em agitador magnético. A concentracao
de Tripolifosfato de Sodio (TPP, fornecido pela Sigma-Aldrich, 90% de pureza) foi fixada
em 0,1 g, dissolvida em 100 mL de &gua miliQ, sob constante agitagéo por cerca de 40 min
(CALVO et al., 1997).
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Apbs a efetiva obtencdo das nanoparticulas, estas foram transferidas para tubos
falcon, centrifugadas por 10 min a 3000 rpm em uma centrifuga Spinlab a temperatura
ambiente. As amostras passaram por ftriplice lavagem com agua destilada, apos
ressuspensas e armazenadas em duas situacbes de temperaturas diferentes: ambiente
refrigerado (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C), com intuito de verificar se a temperatura
influenciava na estabilidade das nanoparticulas obtidas.

2.9 FLOCULACAO COM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA (NQ)

A floculagéo utilizando a Nanoquitosana (NQ) aconteceu utilizando a NQ refrigerada
e a NQ conservada a temperatura ambiente.

O processo consistiu na adicdo da NQ no cultivo da microalga Spirulina maxima,
posteriormente foi realizada a filtragdo a vacuo para eliminagéo de todo o liquido, secagem
em estufa e moagem manual com posterior peneiragéo.

No cultivo floculado com a NQ a temperatura ambiente, foi utilizado em torno de
30 mL de floculante, sendo o mais vantajoso em comparagédo a floculagdo com a NQ
refrigerada onde foi necesséario 200 mL de floculante para obter o mesmo rendimento de
massa seca do cultivo.

2.10 PRODUGAO DE NANOESFERAS

A biomassa de Spirulina maxima (nanoesfera 1), adquirida comercialmente através
da Farmacia de Manipulagdo Mais Viva Pharma, lote: 037915, Fabricante: Wudi LVQI
BIOLOGICAL, com procedéncia da China e prazo de validade: 17/02/2022, foi produzida e
adaptada através da metodologia descrita por Fessi et al. (1989), Reis et al. (2006), Mora-
Huertas et al. (2010) e Rao e Geckeler (2011).

Para a fase organica, em um becker adicionou-se 1 g de PCL (Policaprolactona Mn
80000 - Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em 268 mL de acetona, permanecendo durante 1h
em agitacdo em temperatura de 40 °C. Em outro becker a fase aquosa foi composta por 1 g
de biomassa de Spirulina maxima dissolvida em 536 mL de agua destilada, permanecendo
em agitacdo por 1h a temperatura ambiente. Passado o tempo de agitagéo, a fase orgénica
foi vertida lentamente na fase aquosa sob agitagdo durante 15 min, provocando uma
difuséo rapida do solvente e levando a formagéao instantanea de uma suspenséao coloidal.
Apos esse tempo a suspenséo foi submetida a evaporacao do solvente em rotaevaporador
por um tempo médio de 6 h, ocorrendo a formacao da nanoesfera.

A produgéo da nanoesfera 2 (microalga cultivada em laboratério em sistema fechado,
utilizando a NQ em temperatura ambiente como floculante), seguiu 0 mesmo protocolo de
preparacéo da nanoesfera 1, com as mesmas adaptacgoes requeridas no preparo na nanoesfera
1. Estas adaptacgdes foram necessarias pois para o preparo da nanoesfera ndo ha necessidade

de introduzir éleo e tensoativos sintéticos, pois a biomassa microalgal ja os contém.

Materiais e métodos



2.11 CARACTERIZAGAO DAS NANOESFERAS

Para realizagcdo do potencial zeta, didmetro médio e indice de polidispersao foi
utilizada a técnica de espalhamento de luz dinamico através do equipamento Zetasizer
(Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern), do laboratério de Nanotecnologia da
Universidade Franciscana.

O pH foi obtido diretamente nas formula¢gdes com auxilio de um potencidmetro
devidamente calibrado (DM-22, Digimed®).

Com os resultados das caracteriza¢des obtidos, aplicou-se tratamento estatistico,
com média + DP, seguido de teste variancia de uma via e post hoc de Tukey. O programa
estatistico GraphPad Prism, versdo 7, foi utilizado. Foram considerados significativos os
resultados com p<0,05.

2.12 LIOFILIZACAO DA NANOESFERA

Para a secagem das amostras (Liofilizador Terroni LH 2000/3), utilizou-se uma
amostra de 50 mL da nanoesfera 2, utilizando biomassa floculada com NQ em temperatura
ambiente. O processo ocorreu durante 24/h, em 3 ciclos de 8/h, a uma temperatura de -5
°C, resultando em 7 g de nanoesfera liofilizada.

2.13 PRODUGAO DO FILTRO ATRAVES DO ELETROSPINNING

Para a producao do filtro foram utilizadas as metodologias, segundo os autores
Augustine et al. (2014) e Zapata et al. (2011).

Foi utilizado o polimero poli-e-caprolactona considerado biocompativel e com
degradacéao lenta em comparacao a outros polimeros. Para a produgéo da fibra, o polimero
foi dissolvido em acetona e ap6s foi adicionado a nanoesfera 2. Na sequéncia foram
realizadas alteracdes no método como, o uso de duas agulhas, variando-se o calibre
(didametro) da agulha expresso na unidade Gauge (G) (18 G e 22 G), e a posi¢ao do coletor
(horizontal e vertical). Em um becker foi adicionado 15 mL de acetona e 1,0 g de PCL,
que permaneceram em agitacao por 40 min a 50 °C. Passado este tempo, esta mesma
composicéo foi colocada em um agitador, e adicionado 0,060 g de nanoesfera 2, onde
permaneceu em agitacdo por mais 2 minutos de modo que houvesse a homogeneizacao
completa da mistura.

Em seguida o fluido polimérico foi inserido no tubo capilar (seringa de 10 mL) e
os terminais elétricos foram ligados na ponta da agulha (22 G) e no coletor na posicéo
horizontal para a realizacédo da primeira técnica, onde a diferenca de potencial pela fonte
foi induzida.

Foi usado uma diferenca de potencial de 15 W, voltagem de 6 kW, com rotacao
do aparelho em 530 rotacdes/s, pelo tempo de 1 hora, sendo liberado 1 mL por minuto
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em temperatura em torno de 22 °C, obtendo um filtro retangular com tamanho maior em
comprimento (20 cm).

Para a confecgdo de um segundo filtro, foi utilizado o coletor deixado na posicao
vertical, obtendo-se um filtro cilindrico, com um maior didmetro. Em um becker de 50
mL, foi adicionado 15 mL de Acetona e 0,75 g de PCL. Esta composic¢éo foi colocada em
agitacdo com temperatura de 50 °C a um tempo de 35 minutos. Passado este tempo, esta
mesma composicao foi colocada em agitagéo e adicionado 0,037 g de nanoesfera 2 onde
permaneceu em agitacdo por mais 2 minutos de modo que houvesse a homogeneizacao
completa da mistura.

Em seguida o fluido polimérico foi inserido no tubo capilar (seringa de 10 mL) e
os terminais elétricos foram ligados na ponta da agulha de ago inoxidavel com ponta 18
G (didmetros interno e externo de 0,84 mm e 1,27 mm) respectivamente, e no coletor,
finalizando € induzida a diferenga de potencial pela fonte. Foi utilizada uma poténcia de 15
W, com rotagéo do aparelho em 530 rotagbes/s, pelo tempo de 1 hora, sendo liberado 1 mL
por minuto em temperatura em torno de 22 °C.

Através desta tensédo e forga aplicadas, sédo ejetadas goticulas que vdo sendo
depositadas no coletor dando forma aos filtros acima elencados.

A distancia utilizada para a producéo dos filtros em questéo foi de 10 cm, e segundo
a literatura preconizada por Kumar et al. (2014), esta disténcia pode variar entre 10 e 25
cm.

2.14 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia das fibras foi analisada através de microscopia eletrénica de varredura
(MEV - JEOL, JSM 6060) e o diametro das fibras foi avaliado com o aplicativo Image J.

Foi utilizado Microscépio eletrénico de varredura (MEV), pertencente ao
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, modelo sigma 300
VP (Carl Zeiss, Inglaterra) com filamento de emiss&o por campo (FEG- Fiels Emission
Gun) do tipo Schotky (filamento de tungsténio recoberto com éxido de zircénio), equipado
com coluna Gemini (Zeiss, Inglaterra). As imagens foram obtidas com uso do detector
secundario (SE2) no modo alto vacuo (1x10° bar), energia de 1 KV, distancia de trabalho
de 4,5 mm, abertura de 20 pm.

2.15 AVALIACAO DA EFICACIA DOS FILTROS

Tendo como principal objetivo a producdo de um filtro para biorremediacéo de
aguas residuais, foi produzido um filtro piloto empregando uma garrafa pet utilizando a
metodologia descrita por Mothé et al. (2020). Cortou-se a parte superior (maior di@metro)
da garrafa pet de 600 mL e foi adicionado filtro (18 G ou 22 G), algodao, carvao, areia fina,
brita e gaze, conforme a figura 1.
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Figura 1: Filtro caseiro com garrafa pet invertida

Fonte: construgdo do autor

As amostras de agua bruta utilizadas para filtracdo foram coletadas em um curso
d’agua na estrada dos Pains na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Apbs a filtracdo as aguas foram analisadas quanto ao pH, condutividade elétrica e
avaliagdo microbiolégica. A determinagdo da condutividade elétrica foi realizada com um
condutivimetro acoplado a uma sonda, pH determinado por um potenciémetro e a avaliacéo
microbiolodgica foi realizada pelo Laboratorio Quimioambiental Eireli EPP, utilizando ensaios
reconhecidos pela Rede Metrologica/RS, conforme NBR ISSO/IEC 17025:2017.

2.16 AVALIAGCAO DE EFICACIA ANTIMICROBIANA DA NANOESFERA E DO
FILTRO MICROALGAL

2.16.1 Atividade antimicrobiana de nanoesfera de microalga Spirulina maxima
pelo método de determinacéo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

Os testes de sensibilidade para determinacdo da concentragéo inibitéria minima
(CIM) dos diferentes microrganismos testados foram determinados pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M07-A8 aprovado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

As cepas bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
sp, e Shigella sp utilizadas neste estudo sdo isolados clinicos de internos do Hospital
Universitario de Santa Maria que foram previamente identificados por métodos fenotipicos
especificos de género.
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Esses microrganismos fazem parte do acervo de cepas do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Franciscana, Santa Maria-RS.

A CIM foi determinada para avaliar a atividade antimicrobiana da Nanoesfera
produzida com a biomassa da microalga Spirulina maxima contra 0s microrganismos
testados. Nesse sentido, as amostras bacterianas foram cultivadas em agar Mueller-Hinton
(MH), e as coldnias foram inoculadas em 5 mL de soro fisiologico estéril, a absorbéancia
foi controlada até obter uma transmitancia de 0,5 na escala MacFarland (1 x 10 a 5 x 108
células por mL), entédo foi realizada uma diluicdo de 1:10 em caldo MH resultando em uma
concentracdo de 104 células por mL. Apds a preparacgdo do inoculo, a CIM foi realizada
em placas de poliestireno de 96 pogos. Os testes foram realizados em triplicata onde,
primeiramente, 100 pL de caldo MH foram distribuidos em cada pogo. Uma aliquota de 100
uL da solucéo de Nanoesfera foi adicionada ao primeiro pogo e, apés homogeneizacéo,
transferida para o segundo, e assim sucessivamente até o nono poco. Feitas as diluicbes
seriadas, obtiveram-se as seguintes dilui¢des: 10.000, 5.000, 2.500, 1.250, 625, 312,5,
156,25, 78,12 e 39,06 pg/mL. Logo apos, os microrganismos foram inoculados, onde 10 pL
do indculo padronizado foram ent@o adicionados a cada poc¢o da placa de microdilui¢éo.
Apés a pipetagem, as placas foram incubadas a 37 °C por 48h. As placas foram lidas
adicionando 20 pL de uma solugéo a 1% do corante cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio
(Vetec®), a fim de auxiliar no desenvolvimento da CIM. Como controle negativo (-) foram
utilizados trés pogos com o caldo MH e, como controle positivo (+), trés po¢cos com o caldo
MH e o in6culo.

2.16.2 Interferéncia das nanoesferas contendo biomassa da microalga
Spirulina maxima na formacéao de biofilme bacteriano

Para avaliar a capacidade de interferéncia das nanoesferas na formacao do biofilme
de K. pneumoniae, E.coli, P. aeruginosa, S.aureus, Salmonella sp e Shigella sp., cada
isolado bacteriano foi cultivado em placas de Petri estéreis com MH Agar e incubadas a 37
°C por 24h. Em seguida, as colénias foram suspensas em solugao salina 0,85% estéril para
preparar o in6culo. A densidade celular foi ajustada em espectrofotdmetro para obter uma
transmiténcia equivalente ao tubo 0,5 na escala McFarland (1 x 10% a 5 x 10° células/mL)
no comprimento de onda de 630 nm.

Em placas de 96 pocgos de poliestireno estéril, foram adicionados 90 pL de caldo
brain—heart infusion (BHI) suplementado com 1% de glicose e, em seguida, 20 yL do
in6culo de cada microrganismo em cada pocgo e 90 pL da solugdo de nanoesferas foram
dispensados para testar a atividade antibiofiime das nanoparticulas. Para o controle
negativo foi adicionado apenas caldo e para o controle positivo foi adicionado o meio de
cultura mais a solugdo contendo os microrganismos. ApOs a pipetagem, as placas foram
incubadas a 37 °C por 48h.
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ApOs esse periodo, as amostras foram lavadas com 200 pL de agua destilada,
trés vezes. Em seguida, o biofilme foi fixado com 150 pL de metanol por 20 min, apds o
esvaziamento das placas e os poc¢os corados com 150 pL de cristal violeta por 15 min e
novamente lavados com 200 pL de 4gua destilada. Posteriormente, 150 L de etanol 95%
foi adicionado para diluir os cristais. Por fim, a DO (densidade Optica) foi determinada em
leitor de microplacas, medida em 570nm (STEPANOQOVI et al., 2007).

2.16.3 Avaliacdo da eficacia antimicrobiana dos Filtros pelo método disco-
difusao

O método de disco-difusao foi idealizado por Bauer et al. em 1966, e desde entao
€ um dos métodos mais utilizados nos laboratorios de microbiologia no Brasil. O principio
deste método baseia-se na difusé@o, através do agar, de um antimicrobiano impregnado
em um disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a formagcéo de um halo de
inibicdo do crescimento bacteriano. Esse método é qualitativo, ou seja, permite classificar a
amostra bacteriana em suscetivel (S), intermediaria () ou resistente (R) ao antimicrobiano
(NCCLS, 2000).

As propriedades antimicrobianas do filtro microalgal com nanoesferas de microalga
Spirulina maxima e filtro branco, contra as cepas bacterianas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp, e Shigella sp. foram investigadas usando a técnica
de difusdo em disco padrdo. As cepas bacterianas utilizadas neste estudo sao isolados
clinicos de internos do Hospital Universitario de Santa Maria que foram previamente
identificados por métodos fenotipicos especificos de género. Esses microrganismos fazem
parte do acervo de cepas do Laboratério de Microbiologia da Universidade Franciscana,
Santa Maria - RS.

A metodologia de disco-difuséo foi realizada de acordo com as instru¢des do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Resumidamente consegue-se
observar conforme a Figura 2, onde as cepas de bactérias foram subcultivadas durante
24hrs em um meio de cultura agar Mueller Hinton. Apds, com auxilio de uma al¢a
bacteriolégica foram colhidas algumas colénias bacterianas, com a mesma morfologia da
placa de cultura fresca, e suspendidas em 5ml de salina estéril a fim de se obter uma
turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Ap6s a homogeneizagdo do
indculo, foi introduzido um swab estéril dentro do tubo, e em seguida este foi comprimido
contra a parede do tubo para a remogéo do excesso de liquido. A inoculagéo foi feita em
forma de estrias na superficie do agar em trés direcoes, girando a placa em angulo de
60° apoOs cada estria. Antes da aplicacé@o dos filtros, as placas semeadas foram deixadas
em cima da bancada por aproximadamente cinco minutos, para permitir que 0 excesso
de umidade da superficie do agar fosse absorvido. A aplicacdo dos filtros foi feita com
auxilio de uma pinca estéril para evitar contaminagéo. Todos os discos foram pressionados
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suavemente para o contato total com a superficie do agar. As distancias de 30 mm entre um
disco e outro (centro a centro dos discos) e de 15 mm da margem da placa foram mantidas,
impedindo a superposicéo dos halos de inibicdo. Apds 24h de incubacéo, as placas foram
examinadas para verificar se o crescimento obtido estava uniforme, se existia presenca de

contaminantes e se o diametro do halo de inibicdo estava bem definido.

Figura 2: Montagem do teste de disco difuséo

Ajuste da
suspensiona

- ] -

escalade
McFarland
solugio
Suspensdo direta da colénia salina 0,85%
Incubagio ' 7 A,‘.%D ﬁj
< —— .

35°C/18-24h E_ _‘“a

Halos de inibigao

Fonte: AGUIAR (2014)
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RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 MEIOS DE CULTURA

AplOs a realizagdo de cultivos de microalgas com diferentes meios de cultura,
verificou-se que o meio BG 11 foi o que apresentou uma melhor resposta aos parametros
avaliados, como pH na faixa de 9,3 e densidade Optica, estando de acordo com estudos
de Miller e Colman (1980), onde este tipo de microalga assimila preferencialmente a
forma bicarbonato. Portanto, segundo o autor, o pH ideal de cultivo é aquele em que haja
deslocamento quimico no sentido da formagao do bicarbonato.

3.2 METODOS DE RECUPERACAO DA BIOMASSA

A escolha pela filiragdo com tecido se deu principalmente pela sua resisténcia
ao vacuo e a lavagens frequentes, ndo rasga, ndao encolhe, ndo se deforma, ndo perde
propriedades, s6 vai desgastando com o uso diario. Tem uma alta durabilidade e uma
grande capacidade de reuso, ou seja, ndo ha o desperdicio com descarte de cada filtragcdo
como acontece com o filtro de papel (DIAS, 2021).

O método de secagem por estufa a 50 °C foi escolhido, pois era preciso a biomassa
com maior quantidade em peso seco (1 g). Ja o método de secagem por liofilizagdo garante
maior estabilidade quando relacionado aos lipidios produzidos, mas também pode romper
as células e desestabilizar os lipidios durante o congelamento (CHEN et al., 2015).

3.3 CROMATOGRAFIA

Foi realizada Cromatografia Gasosa com detector de massas (GC-MS),
caracterizando os acidos graxos da biomassa extraida da microalga Spirulina maxima pelo
método de Bligh e Dyer (1959).

Este método, tem-se mostrado promissor quando aplicado a biomassa microalgal,
especialmente por permitir trabalhar com elevados teores de umidade e pouca quantidade
de biomassa (BLIGH; DYER, 1959).

De acordo com Bligh e Dyer (1959), as misturas de cloroférmio e metanol tém uma
ampla utilizacdo como extratores lipidicos. Conforme os autores, uma 6tima extragéo lipidica
resulta quando o tecido é homogeneizado com uma mistura de cloroférmio e metanol que,
ao se misturar com a agua contida no tecido, resulta em uma solugdo monoféasica e o
homogeneizado resultante poderia ser diluido com agua e/ou cloroférmio, produzindo um
sistema bifasico.

A composicao lipidica da biomassa microalgal € composta especialmente por
glicerol, acUcares ou bases esterificadas e acidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos,
podendo ser tanto saturados, quanto mono ou poli-insaturados e tem se apresentado como
biossurfactantes ativos (BECKER, 2004).
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Na figura 2, estd demonstrada a caracterizagdo cromatografica da biomassa, onde
revela acidos graxos predominantes: acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1), &cido
linoleico (C18:2) e o acido linolénico (C18:3).

Figura 3: Caracterizagao cromatografica da biomassa Spirulina maxima
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Fonte: Cromatografia Gasosa e Espectroscopia de Massas

Os resultados aqui demonstrados corroboram com os achados de outros trabalhos
da literatura, inclusive demonstrando o acido palmitico como constituinte majoritario da
biomassa de Spirulina maxima (COLLA et al., 2004; DESHNIUM et al., 2000; OLGUIN et
al., 2001).

Os acidos graxos sa@o importantes componentes da matéria organica das microalgas,
em geral séo encontrados na forma de triglicerideos, que por transesterificacdo produzem
mono ésteres de acidos graxos, produzidos principalmente por alcoois de cadeia curta
(etanol ou metanol) catalisada por acidos, bases ou enzimas. Os &cidos graxos tais como:
0 acido palmitico, acido oleico e os acidos graxos considerados essenciais como: linoleico,
linolénico séo encontrados em microalgas do tipo Spirulina maxima (FELLER et al., 2015),
corroborando com os achados encontrados neste presente trabalho.

Dentro deste contexto de biorremediacdo ambiental, muitos estudos vém
enaltecendo o papel dos biossurfactantes, por possuirem alto potencial de aplicagéo
ambiental devido as suas caracteristicas especificas como biodegradabilidade e atoxicidade
(NITSCHKE, 2002). Sdo compostos tensoativos produzidos extracelularmente ou como
parte da membrana celular de microalgas, bactérias, fungos e leveduras e apresentam
caracteristicas surfactantes iguais aos produzidos sinteticamente (DESAI, 1997; BANAT,
2000).
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Nota-se que os achados cromatograficos da biomassa extraida do cultivo da
microalga Spirulina maxima, revelam &cidos graxos que de acordo com a literatura
demonstram papel fundamental como biossurfactantes na biorremediagéo ambiental. Estes
achados reafirmam que a aplicacdo de microalgas vem sendo uma das alternativas mais
eficientes, sustentaveis e economicamente viavel na prevencgéo, controle e conservagéao
dos ecossistemas (BECKER, 2004).

Testando a eficacia na remocéo de cobre e zinco, Reck et al. (2018) utilizaram a cepa
de Spirulina platensis aplicada na biorremedia¢éo de efluente piscicola de Oreochromis
niloticus (tilapia-donilo). Para avaliagdo da capacidade de remocdo dos metais, foram
aplicadas solugbes sintéticas obtidas a partir de CuSO4, para estudo do cobre, e ZnSO4
para estudo do zinco, sendo ambas as solu¢des preparadas com concentracéo de 100 mg
L. Os autores testaram em diferentes condicbes de pH, concentracdo do biossorvente
(biomassa inativa) e agitacéo. Os ensaios apresentaram remoc¢bes de 99% para o cobre
e 95% para o zinco, sendo que o Unico parametro de influéncia significativa foi a variacéo
do biossorvente.

3.4 FLOCULAGAO COM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA (NQ)

A NQ preparada foi caracterizada e apresentava dentre os parémetros fisico-
quimicos: didametro médio e PDI de 204 nm e 1,0 respectivamente, potencial zeta de -3,20
mV e pH 2,0.

Conforme Chen et al. (2015), sugere-se uma homogeneidade adequada as
formulagcbes que apresentam nanoparticulas monodispersas (PDI <0,3) e didametro menor
que 300 nm. Os resultados encontrados em nosso trabalho mostra didmetro médio da
particula adequado, porém, valor numérico de PDI equivalente a 1,0. Segundo o autor o
valor de PDl varia de 0,0 (para uma amostra perfeitamente uniforme em relacédo ao tamanho
da particula) a 1,0 (para uma amostra altamente polidispersa com vérias popula¢des de
tamanho de particula). Valores de 0,2 e abaixo séo geralmente considerados aceitaveis na
pratica para nanoparticulas com base em polimeros de material.

Apds este processo, duas aliquotas foram acondicionadas em temperaturas
diferentes a fim de se verificar se a temperatura de armazenamento influenciaria na eficacia
da NQ a floculagéo. Sendo assim foram utilizadas NQ com 14 dias de acondicionamento
a 4 °C e 25 °C. Durante estes dias, caracterizacbes foram realizadas nos tempos 7 e 14
dias, sendo que a maior variabilidade foi encontrada na NQ refrigerada, sendo os dados
representados pela média + DP: didametro médio da particula 560 nm; PDI 0,7 + 0,28,
potencial zeta 7,53 mV + 3 mV e pH= 3,0. ANQ em temperatura ambiente se manteve sem
alteracbes em relagcéo ao tempo zero.

Adicionando as NQ como agentes floculantes, foram utilizadas NQ sob diferentes
condi¢cbes de temperatura, a fim de se obter um parédmetro de diferenciagcdo com relagéo ao
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volume de floculante utilizado para recuperar a biomassa cultivada, bem como avaliar se a
temperatura de armazenamento influenciaria na eficacia do floculante. Sendo assim foram
utilizadas NQ preparadas, ap6s 14 dias de acondicionamento a 4 °C e 25 °C, verificou-se
que a quantidade de biomassa obtida apés a floculagdo com as duas NQ foi a mesma (1
g), porém o que variou foi a quantidade de floculante utilizado para recuperar a biomassa:
NQ em temperatura ambiente floculou com 30 mL e NQ refrigerada floculou com 200 mL.

Para valores mais baixos de pH (pH=2 NQ T° ambiente), foi observada uma
diminui¢cdo no tamanho médio das nanoparticulas devido a interacao dos NH3* da quitosana
com PO,* dos grupos presentes no TPP, no qual o tamanho das nanoparticulas situam-se
entre 204 nm, Potencial Zeta -3,2 mV (AZEVEDO et al., 2011).

Os valores de potencial zeta mostram as mudancas na carga de superficie das
nanoparticulas e aumento no tamanho da NQ quando a mesmas é acondicionada a 4 °C.
Os valores demonstram uma diminuicdo no valor do potencial zeta a medida em que o
pH vai sendo aumentado, tornando o valor da carga superficial das nanoparticulas mais
negativo.

A presenca de cargas negativas das particulas indica a redug@o nos valores da
carga superficial das nanoparticulas em decorréncia da desprotonacao da quitosana com a
diminui¢do do grupo NH3* e aumento de NH2 assim como sua interacdo com o TPP. Uma
vez que o teor de grupos NH3* diminui o reflexo da carga da superficie das nanoparticulas
se deve as cargas do TPP. Em relagcéo a polidisperséo, o valor numérico do PDI de 1,0
demonstra uma amostra altamente polidispersa com varias populacdes de tamanho de
particula (TZU-HUI et al., 2008).

Devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, a quitosana tem grande
potencial para aplicagbes na agricultura, medicina, odontologia, farmacéutica, biomédica,
alimentos e tratamento de aguas (LLANOS, 2014). Porém, dentre os floculantes naturais, a
quitosana, por ser um composto de origem animal, tem sido amplamente utilizada, porém
ela possui, em relagdo aos demais floculantes existentes, um custo mais elevado (R$ 80,00/
kg). Diante disto, outro viés importante que o presente trabalho também trata, relaciona-se
a preocupacgao da industria pesqueira, no que diz respeito ao destino adequado para seus
residuos, buscando alternativas para seu aproveitamento e, desta forma, tornar a atividade
aquicola sustentavel e viavel ecologicamente de modo que as agressdes ao meio ambiente
sejam cada vez mais reduzidas (SCHMUHL et al., 2001).

Devido as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e hidrofilicidade,
além do fato de que provém de um recurso natural renovavel e abundante, a quitosana
tém sido largamente utilizadas em estudos com vistas ao tratamento de efluentes, sendo
empregada como agente quelante de metais, como floculante, como adsorvente de
corantes, adsorvente de anions metalicos, e outras aplicagbes (GUIBAL et al., 2001).

A utilizacdo de quitosana isolada na forma sélida, pé ou em esferas nos processos
de adsor¢ao é muito frequente, porém, nestas formas, a quitosana apresenta desvantagens
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como a baixa area superficial interna, baixa velocidade de adsorcéo e a solubilidade em
meio acido, que inviabilizam o processo de reutilizacéo. Esses problemas sdo minimizados
pela mistura do biopolimero com outros produtos que os estruturem e que possam
incrementar o desempenho da quitosana como material adsorvente (LUCENA et al., 2013),
como o processo de formacao de uma nanoparticula de quitosana.

Estudos realizados por Fonseca et al. (2014), investigaram a eficiéncia de uma
solugéo de quitosana nanoparticulada na floculagdo de biomassa de microalgas Chlorella
vulgaris, em efluente suinicola e em fotobiorreatores em escalas laboratoriais. O efeito da
quitosana nanoparticulada foi comparado ao uso da quitosana na forma pura utilizando
testes de jarros.

Entre as concentragdes testadas (20, 30, 40 e 60 mg L"), a nanoquitosana na dose
de 40 mg L' apresentou a maior recuperagdo de biomassa (94%), enquanto a solugdo de
quitosana pura (30 mg L) foi de 87%.

Além disso, a NQ apresentou maior capacidade total de recuperagéo de biomassa
e os resultados sugeriram que as nanoparticulas de quitosana podem ser uma alternativa
interessante de polimero organico néo téxico para floculagéo de microalgas do tipo Chlorella
sp.

3.5 NANOESFERAS

A partir da biomassa floculada foram preparadas as nanoesferas: Nanoesfera 1
com biomassa liofilizada de Spirulina maxima adquirida comercialmente, utilizada como
controle para os testes subsequentes (adquirida comercialmente através da Farmacia de
Manipulagdo Mais Viva Pharma, lote: 037915, Fabricante: Wudi LVQI BIOLOGICAL, com
procedéncia da China e prazo de validade: 17/02/2022) e a Nanoesfera 2 (biomassa de
Spirulina maxima floculada com NQ em temperatura ambiente).

A Nanoesfera 1, apresentou didmetro médio de particula e indice de polidispersédo
emtornode 171 nm e 0,3, respectivamente, além de um potencial zeta de aproximadamente
-15,5mV e um pH 7,5.

A Nanoesfera 2, apresentou diametro média de tamanho de 175,82 nm e indice de
polidispersividade de 0,308 + 0,05 respectivamente, um potencial zeta médio aproximado
de -30,9 +2,27 mv e pH 6,7.

Os resultados da caracterizagcdo das nanoesferas sugerem homogeneidade
adequada: todas as formulagbes devem ser monodispersas (PDI <0,3) e diametro menor
que 300 nm (CHEN et al., 2015).

Neste estudo, o indice de polidispersidade foi baixo (<0,3) para todas as dispersdes
obtidas, indicando a formacéo de sistemas monodispersos. Nao houve tendéncias visiveis
na sedimentacao, separacéo de fases ou agregacao. O tamanho médio de particula, PDI,
potencial zeta e pH séo considerados bons indicadores de estabilidade de nanoparticulas
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suspensas. Considerando que o potencial zeta reflete a repuls@o eletrostatica entre as
particulas, e que o valor padréo do potencial zeta € igual ou superior a + 30 mV, associando
a solucoes estaveis (BERNARDI et al., 2011).

Além disso, altos valores de indice de polidispersidade indicam heterogeneidade no
diametro das particulas suspensas; variagcdes nos valores de polidispersidade em fungéo
do tempo indicam a formagéo de populacdes de particulas com didmetros que nédo existiam
inicialmente, o que pode ser devido a agregacao ou quebra / degradagéo das particulas.

Os resultados da caracterizagdo obtidas demonstram que as nanoesferas foram
desenvolvidas com sucesso (MACHADO et al., 2019).

Ap6s o processo de caracterizagdo das nanoesferas, a denominada com numero 2
(nanoesfera 2), foi liofilizada para posterior confirmagéo de tamanho e morfologia por MEV
(Figura 4), onde demonstrou uma maior prevaléncia de nanoesferas entre 100 e 200 nm,
confirmando os dados da caracterizagdo pela média de didmetro da particula.

Figura 4: Imagem MEV e dados obtidos com software Image J, para Nanoesfera 2.
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Os filtros produzidos por eletrospinning foram caracterizados por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), comprovando que o didmetro interno da agulha influencia
diretamente no didmetro das fibras produzidas. As fibras produzidas com a agulha 22 G
apresentaram didmetros que variaram em maior propor¢cdo de 100 a 300 nm e com a
agulha 18 G os diametros variaram entre 50 a 100 nm. Os diametros das fibras, mesmo
utilizando diferentes calibres de agulhas, resultaram em fibras com padrdo nanométrico,

conforme figura 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5: Imagem MEV e dados obtidos com software Image J, para o filtro com didametro da agulha de
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Figura 6: Imagem MEV e dados obtidos com software Image J, para o filtro com didmetro de agulha18
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Estes achados estdo de acordo com a literatura, no que tange a aplicagdo do
electrospinning, como técnica adequada para a produgéo de fibras de didmetro reduzido,
além de ser uma metodologia simples e rentavel, é capaz de produzir nanofibras continuas
de diversos materiais a partir de diferentes bio/polimeros para aplicagbes industriais
(ALVES, 2008).

3.6 AVALIA(;AO DA EFICACIA DOS NANOFILTROS NA FILTRAGEM DE AGUA
BRUTA

Os resultados apresentados na dgua bruta, sem filtragem, revelaram a presenca de
coliformes fecais termotolerantes e coliformes totais.

ApOs a realizacao das sucessivas filtragdes, constatou-se que o filtro com didametro
de agulha de diametro 22 G, foi o que apresentou maior eficiéncia de filtragdo, maior
retencdo de impurezas, agua mais clara comparado a agua bruta e a filtrada com o filtro
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com diametro de agulha de 18 G, tendo em ambas as aguas filiradas uma vazéo de 5 gotas
por segundo.

As amostras das aguas coletadas, passaram por analise microbiolégica para
deteccao de coliformes fecais/ termotolerantes. Apos as filtragdes foi detectada na amostra
usando filtro com didmetro de agulha de 22 G a auséncia destes microrganismos. Os
coliformes fecais/ termotolerantes diferenciam-se dos coliformes totais por fermentarem
lactose com produgé@o de gas a uma temperatura de 44,5 + 0,2 °C em 24h. O principal
representante do grupo termotolerante e o indicador mais especifico de contaminacao
fecal e de eventual presenca de organismos patogénicos € a Escherichia coli. A Portaria n°
1469, de 29 de dezembro de 2000, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
estabelece como padrdo de potabilidade, para a agua destinada ao consumo humano,
auséncia de bactérias do grupo dos coliformes fecais/termotolerantes.

Embora néo exista limitacdo para o numero de coliformes totais presentes na agua
potavel, esta mesma portaria, n° 1469, de 29 de dezembro de 2000, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) sugere que, quando for verificada a presenca de coliformes
totais (presentes nas 3 amostras de aguas avaliadas) e auséncia de fecais sejam tomadas
providéncias imediatas de carater corretivo e preventivo.

Aceficiéncia dafiltracéo esté relacionada com o didmetro das fibras. Filtros preparados
com fibras obtidas por electrospinning podem ser capazes de filtrar particulas de tamanho
na faixa submicrométrica, uma vez que os canais e 0s elementos estruturais tenham sido
preparados de acordo com a dimensdo das particulas que se deseje filtrar (GRAHAM,
2002). Uma das possiveis explicacdes para o filtro obtido através da agulha com didmetro
22 G, ter sido mais eficaz, a nivel microbiolodgico, segundo Bhardwaj et al. (2010) e Haider
et al. (2019), pode ter sido a vazdo da solugdo polimérica, pela agulha com didmetro de
18 G, pois influencia o tamanho da gota, a velocidade do jato e a taxa de transferéncia
de material, exercendo grande influéncia no didmetro e morfologia das fibras. Uma vazéo
ideal, depende das propriedades do sistema polimero/solvente e dos demais parametros
de processo, como, estabiliza¢do do jato para a obtengéo de fibras homogéneas. Taxas de
ejecdo muito baixas levam a formacao de fibras ndo uniformes, pois ndao ha transferéncia
de material suficiente.

O filtro 22 G atendeu a esta expectativa, sendo considerado o melhor com relacdo
a eficiéncia de filtracao, pois conseguiu filtrar a maior parte dos microrganismos presentes
na amostra de agua e também conseguiu manter sua integridade fisica apés as filtracoes,
ao contrério do filtro 18 G que se decompds durante as filtragcoes.

Foramrealizadas avaliagbes de condutividade elétricaonde os valores representativos
de potabilidade determinados pela literatura sdo de 50 a 200 yS/cm (microsiemens por
centimetro), ou seja, apresentam concentragdes baixas de sais dissolvidos (PEIXOTO et
al., 2016).
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Para o 22 G o valor de condutividade foi de 113,93 uS/cm e para o filiro de 18 G
de 113,62 us/cm. O valor da condutividade depende da concentragdo dos ions presentes
na amostra. Portanto quanto maior a condutividade, maior € o teor de impureza da
amostra. Comparando com os valores aceitaveis que séo para as aguas naturais teores de
condutividade na faixa de 10 a 100 uS/cm e ambientes poluidos por esgotos domésticos,
agrotdxicos ou industriais os valores podem chegar até 1412 yS/cm, as amostras analisadas
estdo de acordo com os parametros aceitaveis sendo consideradas potaveis (PEIXOTO et
al., 2016).

Para o pH (potencial hidrogeniénico) as amostras apresentaram os seguintes
resultados: 6,45 (4gua bruta), 7,14 (Filtro 22 G) e 6,84 (Filtro 18 G).

A acidez depende do pH, pois é devida ao CO2, que estara presente somente para
valores de pH inferiores a 8,3 e superiores a 4,4, pois, abaixo deste, a acidez decorre da
existéncia de acidos fortes, que ndo costumam estar presentes nas aguas.

Ha interesse em se conhecer a acidez pois o condicionamento final da 4gua em uma
estacdo de tratamento pode exigir a adicdo de alcalinizantes para manter a estabilidade
do carbonato de caélcio e evitar problemas relacionados a corroséo dos constituintes de um
sistema de abastecimento de agua. A acidez é expressa em valores de pH, com CaCO3
se faz a determinacédo de pH e pode ser determinada com adicdo de uma base para
neutralizar o CO2 presente, utilizando-se da fenolftaleina como indicador, pois esta altera
sua coloragéo no valor de pH = 8,3 (DI BERNARDO, 1993).

ApOs avaliagcdes realizadas com as amostras de agua bruta, constatou-se a eficiéncia
do filtro de 22 G, na purificagdo destas. Deve-se considerar que 0s resultados obtidos séo
prévios e a purificagdo da amostra ndo passou por todas as fases de tratamento, mesmo
assim, o filtro de 22 G apresentou indices de Potabilidades ideais segundo a Portaria n °
2.914 (BRASIL, 2011).

3.7 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UMA NANOESFERA~
CONTENO BIOMAS~SA DE MI’CROAL’GA PELO METODO DE DETERMINACAO
DA CONCENTRACADO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os resultados (tabela 3) demonstraram que a solucdo de nanoesferas nao
apresentou atividade antimicrobiana in vitro contra nenhum dos microrganismos testados,
nado sendo observados efeitos no crescimento das bactérias.
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Tabela 3: Resultados do teste de Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) da nanoesfera contendo

microalga Spirulina maxima.

Microrganismos

CIM (ug/mL)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Salmonella sp

Shigella sp

3.8 AVALIAGCAO DA INTERFERENCIA DAS NANOESFERAS CONTENDO
BIOMASSA DA MICROALGA SPIRULINA MAXIMA NA FORMACAO DE

BIOFILME BACTERIANO

A formacédo de biofilme para K. pneumoniae, E.coli, P. aeruginosa, S.aureus,

Salmonella sp e Shigella sp., ndo foi estatisticamente significativa quando comparadas ao

CP, conforme observado na Figura 7. As nanoesferas nao foram capazes de interferir na

formacéo de biofilme das bactérias testadas.

Figura 7: Efeito de diferentes concentragdes de nanoesferas na inibicdo do biofilme de diferentes
microrganismos. Diferenca significativa entre a concentragao testada e o controle positivo (CP). Valores
com p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. CP: controle positivo; CN: controle
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3.9 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA NANOESFERA CONTENDO BIOMASSA
DE MICROALGA

A figura 8 mostra a eficacia antibacteriana da nanoesfera contendo biomassa de
microalga, testada contra varias bactérias patogénicas, Shigella (bactérias Gram-negativas),
Salmonela (bactérias Gram-negativas), Escherichia coli (bactérias Gram-negativas) e
Staphylococcus aureus (bactérias Gram-positivas) usando o teste de difusédo em agar.

Para melhor comparacao, em uma placa de agar sélido, o disco em branco (controle)
foi colocado ao lado da amostra de nanoesfera. O didmetro das zonas de inibigéo,
formadas em torno de cada disco, foi determinado. Os resultados mostram que os filtros
néo apresentaram atividade antibacteriana, ndo havendo zonas de inibicéo.

Parisi et al. (2009), avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato fendlico obtido
a partir da microalga Spirulina platensis frente aos microrganismos E. coli e S. aureus. Os
resultados demonstraram que os compostos fendlicos presentes na Spirulina tiveram alta
capacidade de inibicdo para o S. aureus, bactéria Gram-positiva, formando halos de inibicao
de 19 a 22 mm (concentragcéo de 47,46 mg/mL). Além disso, os resultados descritos por
Parasi et al. ndo demonstram nenhuma inibicéo para as bactérias Gram-negativas, como a
Escherichia coli, 0 que corrobora com nossos resultados.

A auséncia de atividade inibitoria da nanoesfera sobre as bactérias Gram- positivas
pode estar relacionada a concentracdo de Spirulina utilizada em nosso estudo, que é
inferior a concentracdo descrita na literatura com atividade antibacteriana (PARISI et al.,
2009; KAUSHIK e CHAUHAN, 2008). Ja a auséncia de atividade das nanoesferas sobre
as bactérias Gram-negativas pode estar relacionada com as diferencas estruturais que
estas bactérias apresentam em relacdo as Gram-positivas, como a presenca de uma
membrana externa sobre uma camada delgada de peptideoglicano, presenca de capsula
ou membrana interna e porinas (KONEMAN et al., 1999), que podem estar dificultando a

acao dos componentes bioativos da nanoesfera em estudo.
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Figura 8: Atividade antibacteriana da nanoesfera contendo biomassa de microalga contra cepas
patogénicas de Staphylococcus aureus, Shigella sp., Escherichia coli e Salmonella sp.

S. aureus Shigella

E. coli Salmonella

** FB: Filtro Branco

3.10 Caracterizacdo dos nanofiltros através da realizacao de filtracao lenta,
Difratograma de Raio X e Analise de molhabilidade utilizando a técnica de
angulo de contato

Realizou-se a avaliagcéo de filtragdo de um filtro lento em escala laboratorial tendo
como meio filtrante: gaze, carvao, cascalho grosso, cascalho fino, areia fina, algodao e na
saida de agua o Nanofiltro, conforme figura 9.
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Figura 9: Estrutura do Filtro Lento

Fonte: Construcéao do autor

Visando o tratamento de agua, foram utilizados materiais simples e de baixo custo
de facil obten¢@o no mercado. O filtro lento foi construido utilizando uma estrutura acrilica
com area de 20x20 cm, sendo os materiais dispostos no seu interior em camadas.

Na saida da agua do sistema de tratamento para o reservatorio, foi adicionado o
Nanofiltro, a fim de finalizar a filiracdo da agua, conforme figura 10.

Figura 10: Reservatério com Nanofiltro na saida de agua

Fonte: Construgdo do autor
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Foram realizadas duas metodologias:

A primeira metodologia constou de uma filtracdo sem a utilizagdo do nanofiltro
na saida para o reservatorio. Foi estimada a quantidade de 20 L de agua a ser filtrada,
armazenada em um Barrilete. Este processo levou um tempo de 5 minutos e 19 segundos.

A &gua resultante desta filtracdo possuia coloracéo escura, conforme figura 11 e
apos aferigcao resultou em um valor de pH igual a 5,0.

Figura 11: Agua resultante de filtragéio sem Nanofiltro

Fonte: Construcéao do autor

A segunda metodologia constou da filtracdo com a utilizagdo do Nanofiltro na saida
para o reservatério. Foi estimada a quantidade de 20 L de agua a ser filtrada, armazenada
em um Barrilete. Este processo levou um tempo de 9 minutos e 45 segundos.

A &gua resultante desta filtragdo saiu com coloragéo clara, conforme figura 12 e
apos aferigdo resultou em um valor de pH igual a 5,0, comprovando que o uso do nanofiltro
para filtragdo da agua ndo alterou o parametro de pH mas alterou a coloragéo, ou seja,
houve uma visivel remoc¢éo de particulas e agregados que podem influenciar nos indices
de potabilidade.

Resultados e discussées

26



Figura 12: Agua resultante de filtragdo com Nanofiltro

Fonte: Construgdo do autor

Quando observada estrutura do nanofiltro ap6s as sucessivas filtragdes, percebe-
se que sua estrutura fisica se manteve integra e os residuos e poluentes presentes na
agua ficaram retidos na sua estrutura, conforme figura 13. As atividades de filtragéo foram
realizadas nas dependéncias do Laboratério de Engenharia Ambiental da Universidade
Franciscana.

Figura 13: Estrutura do Nanofiltro apés sucessivas filtragoes

A el

Fonte: Cosntrugdo do autor
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Os ecossistemas sempre estdo sujeitos a impactos provocados pela variagéo de
pH da agua “in natura” e agua tratada pela filtracéo lenta. Muitas bactérias nao proliferam
em niveis de pH baixo de 4,0 ou acima de 9,5, sendo geralmente o pH considerado 6timo
entre 6,0 e 9,5. Uma agua com um pH baixo (abaixo de 7) considera-se acida. No entanto,
€ possivel encontrar no mercado aguas que rondam o pH de 5,7 ou até mais de 6. A agua
alcalina € também uma fonte de célcio, magnésio e potassio, todos eles, minerais alcalinos,
necessarios ao organismo (CONAMA, 2005).

Aturbidez da agua é geralmente causada pela presenca de particulas em suspenséo
e colbides, derivados de argila, lama, matéria organica e outros microrganismos. No caso
das técnicas realizadas, a turbidez foi avaliada somente a olho nu.

Pode-se perceber que tonalidade da 4gua “in natura” em relagéo a agua pos filtracao
lenta com a presenca do nanofiltro apresentou mudancga na cor, ou seja, a tonalidade escura
da filtragcdo normal deu espacgo a coloragéo clara da filtracdo com Nanofiltro.

Outro dado de extrema relevancia, é que a estrutura do nanofiltro, apds sucessivas
filtracOes (20 L) se manteve intacta, ou seja ndo houve alteracao estrutural nem deformagées
no produto.

O sistema avaliado mostrou-se com potencial para a utilizacdo no tratamento de
agua com médios volumes de agua.

Para a producdo da fibra, o polimero foi dissolvido em acetona, por seguinte
adicionado a biomassa microalgal de Spirulina maxima e na sequéncia foram realizadas
alteragbes no método como, o uso de duas agulhas, variando-se o calibre (largura) da agulha
expresso na unidade Gauge (G) (18 G e 22 G). Os filtros produzidos foram caracterizados
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), comprovando que o diametro interno da
agulha influencia diretamente no didmetro das fibras produzidas. Foi também realizada
caracterizacéo pela técnica de DRX, utilizando-se os dois nanofiltros produzidos através
da técnica por eletrospinning. O Branco onde est4 presente na sua composi¢éo o polimero
PCL e outro produzido com a Nanoesfera com nanoquitosana.

Os diametros das fibras, mesmo utilizando diferentes calibres de agulhas, através
da técnica de eletrospinning, resultaram em fibras com padrdao nanométrico. As fibras
produzidas com a agulha 22 G apresentaram, ap6s caracterizagdo por MEV, diametros
que variavam entre 100 a 400 nm e com a agulha 18 G os diametros variaram entre 50 a
300 nm.

Para realizagdo da caracterizacdo por DRX foram utilizados os dois filtros
produzidos. Primeiramente o nanofiltro Branco somente com o PCL na sua composicéo,
que apresentou comportamento com picos caracteristicos em 21,6° e 23,8°, representando
os planos cristalinos (110) e (200). Esses picos caracteristicos foram citados por Kumar et
al. (2017), representando os planos (110) e (200) respectivamente. Ja quando observados
valores do DRX no nanofiltro produzido com nanoquitosana, os picos caracteristicos estao
em 21,8° e 24,2°, representando os planos cristalinos (110) e (2000).
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Os resultados apresentados através do difratograma de RX do nanofiltro na figura
14, apresentou picos tipicos de material semicristalino onde ha presenca de quitosana e
corrobora com Luo et al.(2011) e Lima (2010).

Figura 14: Difratograma de Raio X (DRX)
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Fonte: Origin Lab

O angulo de contato € a capacidade de molhamento da amostra, onde se considera
0 angulo de contato entre a gota e a superficie em que esta depositada, onde em superficies
hidrofilicas 0 q<90°, hidrofobicas 90° <q<150° e para superficies super hidrofébicas um
g>150° (GENNES, 1985).

A molhabilidade das nanofibras foi avaliada via medida do angulo de contato sendo
realizada com uma gota de aproximadamente 10 pL de agua deionizada gotejada na
superficie do filtro, e entdo o angulo foi medido pelo pelo programa Angulus.

A hidrofobicidade do sistema &€ um paréametro considerado importante e pode
ser medida pelo angulo de contato de goticulas de agua depositadas na superficie dos
copolimeros (Tabela 4).

Quando o angulo de contato tende a zero, o espalhamento é completo, ou seja,
o molhamento é total; quando o angulo é maior que 90° ndo ocorre espalhamento do
liquido; por fim, se o angulo for menor que 90°, ha molhamento e o liquido se espalha
espontaneamente. (LUZ et. al., 2008).
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Ambas as amostras sdo predominantemente hidrofobicas, pois apresentam um
angulo de contato maior do que 90° (LUZ et. al., 2008).

A amostra Branco (B) apresentou um angulo médio de 98.5° no tempo 0 e um angulo
médio de 105.7° no tempo ap6s 1 minuto, ja a amostra Bio mostrou um &ngulo médio de
103.5 ° no tempo 0 e um angulo médio de 111.2° no tempo ap6s 1 minuto. A propriedade
hidrofébica encontrada no material € uma caracteristica presente no PCL (LUZ et. al., 2008).

Tabela 4: Angulo de contato de goticulas de 4gua depositadas na superficie dos copolimeros

Branco Tempo Tempo

(B) 0 1 min Bio Tempo 0 Tempo 1 min
B1 91.6° 98.1° B1 98.9° 106.7 °

B2 96.3 ° 108.0° B2 1059 ° 110.9°

B3 107.6° 111.2° B3 1059 ° 116.2°°
MEDIA 98.5° 105.7 ° MEDIA 103.5° 111.2°

3.11 ANALISE DE PORCENTAGEM SARS-QOVZ PRESENTE NA AGUA
RETIDO NO NANOFILTRO APOS FILTRACAO

No més de Mar¢o de 2020, o mundo comegou a sofrer uma das piores pandemias
da histéria, causada pelo virus SARS-COV-2 (Sindrome Respiratoria Aguda Grave do
Coronavirus 2), que foi inicialmente descoberto em Dezembro de 2019, na cidade de
Wuhan, na China (ROLLEMBERG et al., 2020; BEZERRA et al., 2020). Virus desse género
acometiam apenas animais, como uma doenca respiratoria. Entretanto, devido a mutacoes,
passou a infectar humanos e rapidamente tomou proporcdo mundial, sendo classificada
como pandemia de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude.

A pandemia global da doenca atingiu 116 milhdes de casos e 2,5 milhdes de mortes
relatadas globalmente desde o seu inicio, de acordo com OMS (2021) relatério semanal
de 07 de marco de 2021. Apesar do modo primario de transmissao do SARS-CoV-2 ser
através de goticulas respiratorias e contato direto/indireto, a transmisséo secundaria por
meio de aguas residuais € uma grande preocupacao a ser superada (LIU et al., 2020).

Tem sido relatada a capacidade de persisténcia do novo RNA SARS-CoV-2 do
coronavirus por varios dias em aguas residuais sem degradacéo consideravel (AHMED et
al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples (POLO et al., 2020), que causa
a sindrome respiratéria produzindo certos sintomas, como, febre, tosse, falta de ar, danos
aos sistemas respiratorio, hepatico, neurologico e até a morte em alguns casos (KHAN e
YADAV 2020; WONG et al., 2019).

Os patogenos emergentes, incluindo o SARS-CoV-2, podem entrar nos sistemas
de 4guas residuais de diferentes fontes, como efluentes hospitalares, esgotos domésticos,
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escoamento de aguas superficiais, e podem apresentar sérias consequéncias a saude
humana (LAGHRIB et al., 2021). Os métodos atuais usados para remogéao de virus incluem
filtracdo por membrana, osmose reversa, nanofiltracdo e adsorgcdo, juntamente com
inativacéo fisica como luz ultravioleta, oxidagao fotodindmica e desinfec¢éo quimica — cloro
ou ozénio (Ml et al., 2020).

Além disso, dentre os métodos aplicados para remogédo de virus, a desinfeccéo
quimica com cloro ou 0zénio apresenta algumas restricoes de uso atualmente considerando
0s subprodutos gerados, uma vez que reage com compostos presentes em aguas
superficiais como acidos humicos e fulvicos e assim gerando potabilidade subprodutos da
desinfeccéo da agua (DBPs) como haloacetonitrilas, 4cidos haloacéticos e trihalometano
(GOSWAMI e PUGAZHENTHI, 2020).

As tecnologias com filtragcdo por membranas séo eficientes na remocao de virus,
apresentam limitagdes quanto aos custos operacionais, fato que pode limitar o uso em
paises de baixa renda (ADELODUN et al., 2020). Para obter a remogéo completa do SARS-
CoV-2 das aguas residuais, estudos anteriores recomendavam a aplicagéo de tecnologias
avancadas e/ou sistemas de tratamento hibridos para obter uma desinfecgéo satisfatoria,
juntamente com a remoc¢éo de metabdlitos secundarios produzidos por medicamentos
antivirais (LUZ et. al., 2008).

Estudos em nivel nanométrico aparecem como uma das principais solugdes
tecnoldgicas atualmente, podendo ser aplicados em diversas areas, apresentando inumeros
resultados satisfatérios. Tal tecnologia se fundamenta no estudo e desenvolvimento de
técnicas e de ferramentas adequadas para posicionar atomos e moléculas em locais
previamente estabelecidos, de maneira a obter estruturas e materiais de interesse. Diante
disso, a nanotecnologia aparece como uma 6tima alternativa para encontrar solu¢des para
0s problemas referentes ao tratamento de agua, com técnicas mais avangadas de filtragcao
com membranas contendo fibras com didmetro nanométrico, mostrando desempenho
superior ao tratamento e remogéo de contaminantes quimicos e biolégicos em sistemas
convencionais (PIANTA et al., 1998).

Paises que nado possuem sistemas eficientes de remogédo de patdgenos podem
representar um alto risco de contaminagdo a populagdo (BHOWMICK et al., 2020) e o
caminho e a taxa de degradacdo do virus podem variar dependendo da tubulagéo, do
emprego da fossa séptica e do tamanho da bacia hidrogréafica (POLO et al., 2020).

Os parametros microbiologicos revelam o filtro como potencial de aplicacdo em
processos de biorremediag¢do de agua incluindo a descontaminagéo parcial, com diminuicao
da carga viral, do virus SARS-CoV-2.

Resultados e discussées

31



3.11.1 Obtencao de SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 inativado usado como controle positivo foi obtido de isolado
clinico em cultura de células VERO-E6 (fibroblastos de rim de macaco) (SARS-CoV-2/
SP02/human2020/Br, GenBank accession number MT126808.1). Este virus foi gentilmente
cedido a Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) pelo Prof. Dr. Edison Luiz Durigon do
Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo (USP), Brasil, seguida de protocolo de manutencéo e cultivo, Segundo Dorlass et
al. (2020).

3.11.2 Ensaio de remocéo viral

Para este ensaio, 250 mL de agua contaminada com o virus SARS-CoV-2 foram
utilizados para a filtragem em cada filtro utilizado. Este processo de filtragem foi repetido
trés vezes por filtro e ao final de cada filtragem uma aliquota de agua (1 mL) era retirada
para posteriormente ser realizada a extracdo de material genético viral. Foram utilizados
nas filtragdes Nanofiltro Branco (F1, F3 e F5) e Nanofiltro com biomassa da microalga
Spirulina maxima (F2, F4 e F6).

3.11.3 Extracao de RNA viral

Apo6s a realizagéo das filtragdes, cada filtro foi transferido para um novo microtubo
e o RNA viral foi extraido. O Reagente TRIzol (Invitrogen) foi utilizado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Apbs a coleta, os RNAs foram quantificados em NanoDrop™ (Thermo Scientific,
Waltham, MA). Uma concentracdo de aproximadamente 10 ng de RNA foi usada para
realizar RT-qPCR.

3.11.4 RT-qPCR

O primer e a sonda usados nas reacoes de PCR foram projetados de acordo com as
sequéncias publicadas pelos Centros de Controle e Prevencéo de Doengas (CDC, 2020).

Resumidamente, foram utilizados os Kits SARS-CoV-2 N1+N2 (Qiagen) com
um volume final de 20 pL, para os quais foram adicionados os seguintes volumes a
mistura para 1x: 4 uL de amostras de RNA, 1 puL 2x RT-PCR, 0,8 pL 25x enzima RT-
PCR, 0,8 pL Primer 2019-nCoV_N1-F (GACCCCAAAATCAGC GAAAT), 0,8uL
2019-nCoV_N1-R (TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG), 0,8 pL 2019-nCoV_N2-F
(TTACAAACATTGGCCGCAAA) e 0,8 pL 2019-nCoV_N2-R (GCGCGACATTCCGAAGAA)
e agua DEPC. O processo ocorreu no StepOne™ Real-Time System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) seguindo os ciclos: 45 °C Fisher reverso, seguido de 95 °C
por 10 min e 40 ciclos de 95 °C por 3s, 55 °C por 30s.
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3.12 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantidade de RNA viral obtidos ap6s o processo de filtragem

estdo demonstrados na tabela 5.

Tabela 5: Porcentagem de RNA viral removida da agua pelos diferentes filtros

Nanofiltro branco

Nanofiltro com biomassa

Filtros
F1 F3 F5 F2 F4 F6

Média copias virais/ | 241142 213729 321708 183215 239825 213193
mL pos filtragem

Carga viral/mL retida | 241871 269284 161305 299798 243188 269820
no filtro

% removida da agua | 50,075464 | 55,75088041 | 33,39558 | 62,06831 |50,34813 | 55,86185
pelo filtro

Média das %

46,40731% carga viral removida da

agua pos filtragem

56,09276% carga viral removida
da agua pos filtragem

Quando observada a média da eficacia de filiragem dos diferentes filtros, verifica-

se que os filtros produzidos com a biomassa da microalga Spirulina maxima tiveram uma
melhor eficacia de filtragem (56,09276%). Como as células das microalgas apresentam

um tamanho muito reduzido o uso de microalgas torna-se viavel e sustentavel, com muitos

resultados positivos pois sdo capazes de remover de forma eficiente os metais pesados,

contaminates e residuos existentes em meios e aguas residuais (ABDEL-RAOUF; AL-
HOMAIDAN; IBRAHEEM , 2012).
Na tabela 6 estd demonstrada a porcentagem da carga viral que ficou retida no filtro

apods a passagem da agua contaminada.

Tabela 6: Porcentagem da carga viral retido na Nanofibra

Nanofiltro branco Nanofiltro com biomassa

Filtros

F1 F3 F5 F2 F4 F6
Média Copias virais/ | 1864 684 1862 350 900 688
mL na Nanofibra
Remocao no Material | 481149 482329 481151 482663 482113 482325
(CP-NF)
% SARS-CoV-2 0,3859109 | 0,141611095 | 0,385497 | 0,072462 | 0,18633 | 0,142439
retida nanofibra
% retida nos outros 49,689553 | 55,60926932 | 33,01008 | 61,99585 | 50,1618 | 55,71941
materiais do filtro
100-NF
Média das % dos 46,103 55,959
Diferentes filtros
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Verifica-se que os filtros com didmetro nanométrico produzidos a partir da biomassa
de Spirulina maxima obtiveram melhor eficacia no processo de retengéo viral (55,959%).
Yun et al. (2007) estudaram o desempenho de filtros de fibra de poliacrilonitrila (PAN) na
remocao de particulas nanométricas com diametros inferiores a 80 nm. As fibras, cujos
diametros variavam entre 270 a 400 nm, foram preparadas por deposicdo eletrostatica
(eletrospinning) e apresentaram maior uniformidade quando comparadas com as fibras dos
filtros comerciais. Verificou-se que a eficiéncia de coleta era fungéo da espessura do filtro,
sendo que quanto maior a espessura, menor era a penetragao.

Estudos também mostram que a Spirulina sp apresenta atividade antiviral e de
acordo com Rechter et al. (2006) extratos de S. platensis mostraram inibir a replicagéo de
virus humano, como, citomegalovirus, virus herpes simplex, herpes virus humano tipo 6 e
o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1, in vitro.

Hayashi e Hayashi (1996) demonstraram que a mesma microalga inibiu a replicacao
de virus envelopados, tais como virus herpes simplex tipo 1 e virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1.

Diante da preocupacgéo com a preservacao do meio ambiente e com a saude publica,
surgiram os sistemas de tratamento de agua residuarias. Os processos convencionais
estéo presentes desde os tempos mais antigos, porém, verifica-se que eles sao ineficientes
ou caros quando se trata de remogéo de nitrogénio (N), fosforo (P), metais toxicos, metais
pesados (RAJASULOCHANA e PREETHY, 2016; LAM et al., 2018), e estes elementos
acabam sendo langados nos corpos receptores, cuja capacidade de autodepuracdo é
inferior ao volume depositado (VAN DEN HEND et al., 2011; KUMAR et al., 2018). Assim,
estes efluentes, antes do langamento, necessitam de um tratamento complementar e/ou
uso de tecnologias complementares, como, por exemplo, o uso de nanofiliros a base de
biomassa de microalgas.

A grande necessidade de inovagdo para os processos de tratamento de &agua
convencional faz com que os nanofiltros bio/tecnolégicos se apresentem como uma das
grandes solucdes futuras para a descontaminagé@o da agua. Suas excelentes propriedades
estruturais e quimicas tornam esse material de grande interesse social e econémico.

Tendo em vista que o novo Coronavirus estd presente nas fezes de individuos
contaminados, incluindo portadores assintomaticos, e vem sendo detectado nas redes de
esgoto em varias partes do mundo, pode-se concluir que 0 monitoramento da presenca
do virus nas aguas residuais constitui ferramenta epidemiolégica relevante para o
monitoramento da COVID-19. Esse monitoramento pode levar a tomada de medidas
precoces e mais efetivas no combate ao avanco da taxa de contagio. (CRUZ et al., 2021).

Embora o contagio envolvendo aguas residuais ndo tenha sido comprovado,
€ importante observar todas as formas de contagio que o novo Coronavirus possa ter,
considerando a extensdo da pandemia que vivenciamos ha mais de um ano. Estudos
visando a diminuicdo da carga viral em redes de esgotos para excluir essa forma de
transmissao também sao importantes. (SOUZA et al., 2020).
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Os nanofiltros se mostram como uma das grandes alternativas para a
descontaminacgéo e purificagdo das fontes de agua potavel, recurso esse que esta se
tornando limitado e € de extrema importante para a sobrevivéncia dos seres vivos.

Nesse sentido, um maior estudo utilizando novas tecnologias torna-se interessante,

ainda mais se tratando de tecnologias sustentaveis e de baixo custo operacional.
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CONCLUSOES

Os filtros obtidos através da nanoesfera produzida a partir da biomassa da Spirulina
maxima cultivada em laboratério em sistema fechado e floculada com NQ em temperatura
ambiente, foram desenvolvidos com sucesso pela técnica de eletrospinning, revelando pela
microscopia eletronica didmetros manométricos.

Conseguiu-se obter uma satisfatéria eficacia de filtracao com o filtro 22 G, sendo
que este também, de acordo com a analise microbiol6gica, apresentou auséncia de
microrganismos fecais/termotolerantes, auxiliando no controle da filtragdo de particulas,
tornando a agua mais potavel e segura para consumo, pelos pardmetros analisados.

Os constituintes dos nanofiltros, como os bioativos da biomassa microalgal contidos
na nanoesfera 2, atuaram para a eficacia do mesmo, pelas propriedades de biossurfactantes
/tensoativas, quelantes de metais e agentes antimicrobianos, além da morfologia e diametro
das fibras, que se mostrou promissor para fins de erradicagédo de substancias organicas e
purificacdo da agua.

Para melhor entendimento sobre a capacidade de biorremediacéo, realizamos
ensaios antimicrobianos com a nanoesfera isoladamente. O ensaio de concentragédo
inibitéria minima (CIM) néo apresentou atividade antimicrobiana in vitro contra nenhum dos
microrganismos testados, ndo foram capazes de interferir na formacéo de biofilme e pelo
método disco-difusao verificou-se a auséncia de atividade inibitoria da nanoesfera sobre as
bactérias Gram- positivas e Gram-negativas.

Sendo assim, pode-se concluir que a nanoesfera contendo biomassa da microalga
Spirulina ndo apresentou capacidade antimicrobiana e sim de filiracdo/retencéo na forma
de nanofibras que constituiram o filtro produzido.

Os resultados obtidos através da técnica de caracterizagdo do MEV estéao de acordo
com a literatura, no que tange a aplicacao do electrospinning, como técnica adequada
para a producéo de fibras de diametro reduzido, além de ser uma metodologia simples
e rentavel, é capaz de produzir nanofibras continuas de diversos materiais a partir de
diferentes biopolimeros para aplicagdes industriais.

Os filtros caracterizados pela técnica DRX mostraram resultados referentes & valores
de picos e cristalinidade do polimero PCL, condizentes aos da literatura.

A identificacéo de novas tecnologias capazes de reduzir a carga viral é de extrema
importancia, uma vez que o0 comportamento e a infecciosidade do SARS-CoV-2 no
ambiente ainda nédo estao claros. Com isso, utilizar um biomaterial ecologicamente correto
e barato é uma alternativa sustentavel para a limpeza e também para o biomonitoramento
da ocorréncia do virus disseminado no meio ambiente.

Através disto, destaca-se de forma positiva 0 uso de Nanofiltros biotecnologicos a
base de biomassa microlagal de Spirulina maxima, como uma alternativa inovadora para o
tratamento de efluentes juntamente com a descontaminacéao de cursos d’agua para evitar

uma maior contaminacdo do COVID-19 por meio de veiculacéo hidrica.

Conclusdes
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