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RESUMO

O presente trabalho teve como motivagao a crescente necessidade de desenvolver
alternativas sustentaveis para o tratamento de efluentes da mineragdo contendo
manganés, visando reduzir impactos ambientais e explorar o potencial biotecnoldgico
de microalgas. O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicagdo de Chlorella vulgaris na
remogao de Mn (II) em efluente real da mineragao. Para isso, os experimentos foram
divididos em: Tratamento principal, controle biolégico e controle quimico. Os
parametros avaliados foram densidade Optica, contagem celular, concentragdo de
clorofila a, pH, oxigénio dissolvido e temperatura, além da concentracdo de
manganés. Os resultados demonstraram que a remog¢ao de Mn (ll) foi rapida e
praticamente completa, reduzindo de 0,09 mg L™ para valores inferiores a 0,01 mg
L™" ja nos primeiros dias. O ensaio com efluente real apresentou desempenho superior
ao controle bioldgico, evidenciado pelo crescimento mais rapido da biomassa, maiores
valores de densidade Optica e clorofila a, bem como maior produgdo de oxigénio
dissolvido, indicando que, apesar de muitas vezes considerado indspito, o efluente
forneceu nutrientes favoraveis a microalga. Conclui-se que Chlorella vulgaris mostrou-
se eficaz na remogao de manganés em efluente real, mantendo atividade metabdlica
significativa e crescimento inicial intenso, demonstrando o potencial de aplicacdo de

microalgas em estratégias biotecnoldgicas de tratamento de efluentes da mineragao.

Palavras-chaves: Chlorella vulgaris, manganés, efluente da mineracéo.



ABSTRACT

This work was motivated by the growing need to develop sustainable alternatives for
the treatment of mining effluents containing manganese, aiming to reduce
environmental impacts and explore the biotechnological potential of microalgae. The
objective of this study was to evaluate the application of Chlorella vulgaris in the
removal of Mn (ll) from real mining effluent. To this end, the experiments were divided
into : main treatment, biological control, and chemical control and were monitored over
10 days. The parameters evaluated were optical density, cell count, chlorophyll
concentration, pH, dissolved oxygen, and temperature, in addition to manganese
concentration. The results demonstrated that Mn (II) removal was rapid and virtually
complete, reducing from 0.09 mg L™ to values below 0.01 mg L™ within the first few
days, precluding a direct correlation with algal growth parameters. The test with real
effluent outperformed the biological control, evidenced by faster biomass growth,
higher optical density and chlorophyll a value, and greater dissolved oxygen
production. This indicates that, despite being often considered inhospitable, the
effluent provided beneficial nutrients for the microalgae. It is concluded that Chlorella
vulgaris was effective in removing manganese from real effluent, maintaining
significant metabolic activity and intense initial growth, demonstrating the potential for

microalgae to be used in biotechnological strategies for mining effluent treatment.

Keywords: Chlorella vulgaris, manganese, mining effluent.
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1 INTRODUGAO

Ao longo das ultimas décadas, o desenvolvimento econémico global tem sido
sustentado, em grande parte, pela atuagdo de empresas voltadas a exploragéo e ao
beneficiamento de recursos minerais. Essa dindmica tem gerado crescente
preocupacao entre pesquisadores e cientistas, diante das modificagbes provocadas

no equilibrio ecolégico (Rebougas Bomfim, 2017).

A intensificagdo das atividades minerarias tem sido impulsionada pelo aumento
populacional e pela expansao urbana, que aumentam a demanda por commodities
minerais e, consequentemente, ampliam os impactos ambientais em larga escala
(Rebougas Bomfim, 2017). Entre os elementos liberados nessas atividades, destaca-
se 0 manganés, um metal de ampla aplicagao industrial, mas que, quando presente
em excesso nos ecossistemas aquaticos, representa um risco significativo a saude
humana e ao meio ambiente (PEREIRA, 2021).

O manganés, embora essencial, torna-se toxico quando ultrapassa determinados
limites. A ingestdo de agua contaminada com concentracdes elevadas de Mn pode
ocasionar problemas neurolégicos e disturbios cognitivos. Em ambientes aquaticos, o
acumulo de manganés pode comprometer processos biogeoquimicos, afetar
organismos fotossintetizantes e alterar a estrutura das comunidades aquaticas (LIU et
al., 2021).

Tradicionalmente, métodos fisico-quimicos como processos de oxidacao-
reducdo, precipitacdo quimica, troca ibnica e adsorcdo tém sido amplamente
utilizados para a remogao de manganés de aguas contaminadas. Apesar de serem
tecnicamente eficientes, essas técnicas geralmente demandam consumo elevado de
reagentes, producao de lodo quimico, demanda de altos custos operacionais e exigem
controle rigoroso de parametros como pH e temperatura (SANTOS, 2020). Nesse
contexto, surge a necessidade de explorar métodos alternativos para a remogao do
manganés, sendo o tratamento bioldgico uma das abordagens promissoras (LEAO,
2022).



Dentre as alternativas, o uso de microalgas tem se destacado como uma
abordagem promissora na remog¢ao de contaminantes industriais. Microalgas sao
organismos fotossintetizantes capazes de capturar nutrientes e elementos
potencialmente toxicos da agua, promovendo a biorremediagcdo de forma eficiente.
Além disso, esses microrganismos contribuem para a oxigenagao do meio e podem
ser cultivados em larga escala, utilizando recursos disponiveis localmente, como luz
solar e dioxido de carbono, o que reforga seu potencial sustentavel (Leong & Chang,
2020).

Dentre as espécies de microalgas utilizadas em estudos de biorremediacao,
destaca-se a Chlorella vulgaris, reconhecida por sua rapida taxa de crescimento e facil
adaptacao a diferentes condigdes ambientais. Sua aplicacdo no tratamento de
efluentes de mineracéo representa uma estratégia inovadora que alia o controle da
poluigdo a possibilidade de aproveitamento da biomassa, como producédo de

biofertilizantes, biocombustiveis e suplementos alimentares (Leong & Chang, 2020).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a
aplicagéo da microalga Chlorella vulgaris na remogao do ion manganés Mn?* presente
em efluente real da mineracado. Além disso, foi avaliado a influéncia de parametros
como pH, oxigénio dissolvido, temperatura, clorofila, densidade éptica e concentracao
celular nesse processo de remogao. A proposta busca contribuir para o avango do
conhecimento sobre o uso de tecnologias sustentaveis no tratamento de efluentes,
com énfase na biotecnologia ambiental e na valorizagdo de solugbes baseadas na

natureza.



2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicagao da microalga Chlorella vulgaris na remogao do ion manganés
(Mn?*) de um efluente real da mineragdo, em condigdes controladas de cultivo e

monitoramento.

2.1 Objetivos Especificos

e Monitorar a producdo de biomassa algal durante o experimento e avaliar sua

correlagdo com a eficiéncia de remog¢ao do manganés;

e Avaliar a influéncia dos parametros pH, oxigénio dissolvido, temperatura na

remogao de manganés (Mn2*).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Manganés

O manganés (Mn) € um elemento quimico pertencente ao grupo 7 da tabela
periddica e classificado como metal de transicdo. E o 12° elemento mais abundante
na crosta terrestre (~1g kg™'). Na natureza, apresenta-se como um metal cinza-escuro,
duro e quebradico (AFONSO, 2019).

De acordo com (ALMEIDA, 2010), o manganés apresenta as seguintes

caracteristicas fisicas (Tabela 1).

Tabela 1- Propriedades fisicas do Manganés

Propriedade Valor

Numero atdbmico 25

Massa molar 54,94 g.mol"

Ponto de fusao 1245 °C

Ponto de ebulicao 2061 °C
Distribuicao eletronica 182 252 2p® 352 3p® 3d° 4s?
Valéncia 1,2,3,4,5,6 ou 7

Fonte: Batista (2010).

Na natureza, o manganés na&o ocorre em estado elementar, esta sempre
combinado com outros elementos. Devido a sua elevada afinidade pelo oxigénio e
enxofre, forma diversos minerais amplamente distribuidos na crosta terrestre, sob
condigdes geoldgicas variadas. Seus principais minerais sdo compostos por 6xidos,
hidroxidos, silicatos e carbonatos. Os 6xidos (inclusive hidroxidos e hidratos)
constituem as mais importantes fontes comerciais do metal, destacando-se a

pirolusita, a romanechita, a criptomelana e a manganita (Li et al., 2024).

Aproximadamente 90% do manganés consumido no mundo é usado em ferroligas
de Mn. O restante é usado na producédo de produtos nao ferrosos, como ligas de
aluminio, fertilizantes, tijolos e tintas (CARUSO et al., 2012). O Mn possui um papel
importante para a industria, ja que, € uma matéria-prima critica e um elemento de liga
para a industria siderurgica, para a qual nao ha alternativas conhecidas (CLARKE &
UPSON, 2017).



Segundo a Agéncia Nacional de Mineragao (ANM), em 2023 a produ¢do mundial
de manganés foi de 19,6 milhdes de toneladas. Na tabela 2 estdo apresentados os

principais produtores de manganés no ano de 2023.

Tabela 2 - Principais produtores de manganés

Pais Producao (kt)
Brasil 850
Africa do Sul 7.300
Gabéo 4.490
Australia 2.860
Gana 818
China 767
Outros Paises 2.515
Total 19.600

Fonte: ANM; USGS-Mineral Commodity Summaries 2025 (adaptado).

Com base nas informagcées da ANM, em 2023 as reservas Brasileiras de
manganés totalizaram em aproximadamente 230 milhdes de toneladas (Mt). Segundo
o Servigco Geolégico dos Estados Unidos (USGS), em 2023 as reservas mundiais de
manganés contido totalizaram 1,9 bilhdo de toneladas. Sua distribuicdo, em milhdes
de toneladas resultaram em: Africa do Sul (600), Australia (500), China (280), Gab&o
(61), india (34), e outros paises (195). Na figura 1 esta a participagdo percentual na

oferta mundial.



Figura 1 - Principais reservas mundiais de manganés- 2023

Outros paises 10,3%
Brasil 12,1%
india 1,8% *

Gabdo 3,2% — i %

China 14,7% 1 | — Africa do Sul 31,6%

Australia 26,3%

Fonte: Mundo: USGS Mineral Commodity Summaries 2024. Brasil: ANM
3.1.1 Especiacao do manganés em solugdes aquosas

O manganés é um elemento que pode apresentar diferentes estados de oxidacao,
sendo os mais relevantes Mn (1), Mn (lll), Mn (IV) e Mn (VII). Em solu¢des aquosas,
contudo, predominam principalmente as formas Mn?*(aq) e MnOx(s), correspondentes

aos estados de oxidagao Il e IV, respectivamente (Wang et al., 2024).

Em ambientes naturais, a concentragdo de Mn?* (aq) raramente ultrapassa 1,0 mg
L', embora este valor possa variar de acordo com fatores sazonais e com as
caracteristicas geoldgicas da regido. O ion manganés Mn3* (aq), por sua vez, pode

sofrer reagdes de oxirredugao, originando Mno2(s), como descrito na equacgao 1.
2Mn3*(aq) + 2H,0(1) » MnO0,(s) + Mn**(aq) + 4 H*(aq) (Eq.1)

As espécies mais estaveis em meio aquoso sdo Mn?* (aq) e MnOz2 (s), as quais
coexistem em equilibrio, dependendo de parametros ambientais como concentracéo
de oxigénio e pH. Em condi¢cdes acidas e de baixo teor de oxigénio, a forma
termodinamicamente estavel é o manganés dissolvido na forma Mn?* (aq). Por outro
lado, em pH superior a 8 e em ambientes com elevada concentragdo de oxigénio
dissolvido, predomina o 6xido sélido MnOz2(s) (Flor, 2022). Assim, corpos hidricos mais
profundos ou com baixa circulacdo podem apresentar gradientes de oxigénio que
influenciam diretamente a especiagdo do manganés (Barreto, 2023).

Quando presentes em baixas concentragdes (0,5 mg L' a 10° mol L"), o

comportamento das espécies de manganés pode ser avaliado por meio de diagramas



de Pourbaix (figura x). Estes diagramas permitem prever a predominancia relativa de

cada espécie em funcéo do pH e do potencial redox (Eh). E possivel identificar a partir

do diagrama a predominancia da substancia sélida MnO*OH a partir do pH 5.5, e do

par ibnico aquoso MnO o qual diminui a possibilidade de agao de ions hidroxila para

precipitagdo do Mn na forma de Mn (OH)2 (Barreto, 2023).

Figura 2- Diagrama de predominancia com espécies estaveis de Mn em meio
aquoso a 25°C. Calculado com o programa HSC 6.0 para molalidade 1x10-° mol
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ELEMENTS
kg-1 Mn
Fonte: Barreto de Oliveira, 2023.

3.2 Toxicidade do Manganés

Molality
1.000E-05
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O manganés tem importante papel em todos os organismos animais e vegetais.

Biologicamente a forma utilizavel é o Mn?*. Nos vegetais, ele participa das enzimas

fosfotransferases (que atuam no crescimento das plantas) e no processo de

fotossintese (etapa de foto-oxidagdo da agua, com liberagdo de O2 pelos



cloroplastos)(Afonso, 2019). Sua disponibilidade no solo depende de alguns fatores
como o pH, potencial redox, presencga ou auséncia de matéria organica (MOREIRA et
al., 2024).

Preocupacgdes sobre a quantidade de Mn necessaria para uma saude o6tima
levaram a criagao de padrdes dietéticos por varios paises, agéncias governamentais
e organizacgdes de saude em todo o mundo. No Brasil, o Valor Diario de Referéncia
(VDR) para o manganés, destinado a rotulagem nutricional de alimentos em geral, é
de 3 mg, conforme estabelecido no Anexo Il da Instru¢do Normativa (IN) n° 75, de 8
de outubro de 2020, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil,
2020).

A deficiéncia de Mn esta associada a efeitos adversos a saude, como diabetes,
sindrome metabdlica, desfechos gestacionais ruins e, possivelmente, cancer. Por
outro lado, a exposicdo excessiva a esse elemento também representa um risco
significativo para a saude publica. Um exemplo € o0 manganismo, uma sindrome que
se assemelha a doenca de Parkinson, causada pela toxicidade de Mn. Individuos
afetados pelo manganismo tem suas fun¢gdes motoras prejudicadas, como fala

arrastada e instabilidade postural (Freeland-Graves et al., 2016).

No Chile, existe uma condi¢do conhecida como "Loucura Manganica", que se
manifesta por meio de sinais e sintomas psiquiatricos como agressividade, insénia e
alucinagdes, além de um quadro neuroldgico que se assemelha ao Parkinson. Os
sintomas dos danos causados pelo manganés no sistema nervoso central (SNC)
podem ser classificados em trés estagios: 1°) subclinico (disturbios do sono, dores
musculares, excitabilidade mental e movimentos desajeitados); 2°) inicio da fase
clinica (transtorno da marcha, dificuldade na fala, reflexos exagerados e tremor); 3°)
clinico (psicose maniaco-depressiva e a classica sindrome que lembra o
Parkinsonismo) (PEREIRA, 2021).

3.3 Dispersao Antrépica do Manganés

O manganés (Mn) é um elemento amplamente distribuido na crosta terrestre,
sendo essencial, em pequenas concentragcdes, para organismos vivos. Além dos
processos naturais, a disponibilidade de manganés no ambiente € uma consequéncia

direta das atividades antropicas. Essas atividades mobilizam e liberam o elemento na



natureza por meio de fontes industriais, como mineragdo, metalurgia e industrias
quimicas (CANDIDO, 2018).

3.3.1 Mineragao

A atividade de exploracdo mineral é fundamental para o desenvolvimento da
sociedade. Porém, assim com as demais atividades econdmicas, a mineragao €
cercada por impactos negativos e positivos(SANTOS, 2020). O quadro 1 apresenta

uma sintese dos principais aspectos e impactos resultantes desta atividade.

Quadro 1 - Aspectos e impactos ambientais associados a atividade de mineracgao.

Meio impactado Impactos ambientais
Alteracao na qualidade do ar

Perturbacao de fauna e vizinhanga

Instabilidade de terreno

Alteracdes de morfologia

Fisico Alteracdes de turbidez

Alteracdes no pH

Desvio e assoreamento de cursos

hidricos

Compactacéao do solo

Contaminacao quimica

Erosao

Supressao da vegetagao

Bidtico Reducao de flora

Reducao de habitats da fauna

Deslocamento e desestruturacido de

Socioecondmico comunidades

Geragao de empregos

Fonte: Adaptado (Batista, 2020)
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Os fatores que tornam a mineragao de manganés degradadora ao meio ambiente
sdo: O desmatamento, a alteragdo paisagistica e topografica, a perda de solos
superficiais férteis, a exposi¢ao de areas a fendbmenos como erosao e assoreamento,
emissao de particulas para atmosfera, mudanca de niveis freaticos e a alteragdo da

qualidade de corpos d'agua (Pereira, 2021).

De todos os impactos provocados pela mineragdo de manganés, o
mais expressivo e significativo — do ponto de vista de extens&o espacial, persisténcia
temporal e risco simultaneo a ecossistemas e saude humana — é a contaminagéo de
aguas superficiais e subterraneas. O ambiente aquatico (especialmente parametros
fisicos e quimicos importantes) é facilmente alterado pelas atividades de mineragao
e, entdo, afeta a migracao e a transformacao de elementos poluentes neste ambiente.
Além disso, os rios quando proximos as areas de mineracdo, se tornam o meio de

transporte principal dos poluentes (LIU et al., 2021).

3.4 Legislagcado Ambiental

Devido ao seu potencial de toxicidade em concentracdes elevadas, a presenga de
manganés no meio ambiente é regulada por diferentes legislagbes ambientais.
Embora o manganés seja um elemento essencial para o metabolismo de plantas,
animais e seres humanos, sua liberacdo excessiva, geralmente por atividades
antropicas como mineragao, siderurgia e descarte de efluentes industriais, pode
causar impactos ambientais e a saude publica(PEREIRA, 2021). Por esse motivo,
diversos 0rgaos ambientais estabelecem limites maximos permitidos para sua

concentracao em diferentes matrizes ambientais.

A Resolugdo n° 357 de 2005, que “Dispde a classificagdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes
e padrdes de langamento de efluentes, e da outras providéncias” estabelece que para
corpo d’agua considerado classe 1 (agua destinada para consumo humano, apés
desinfeccdo) e classe 2 (agua destinada para consumo humano, apos tratamento
convencional), o limite de manganés total permitido € de 0,1 mg-L™'. Para corpo
d’agua considerado classe 3 (agua destinada para consumo humano apdos passar por
tratamento convencional ou avangado) o limite de manganés permitido € de 0,5 mg.
L-* (Brasil, 2005).
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A Resolucao n° 430 de 2011, que “Dispde sobre as condicdes e padrdoes de
lancamento de efluentes, complementa e altera a Resolugédo n°® 357, de 17 de margo
de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA”, estabelece que o limite
maximo de manganés langado no corpo receptor deve ser limitado a 1,0 mg. L
(Brasil, 2011). Segundo (CANDIDO, 2018), na esfera internacional, a “United States
Environmental Protection Agency” recomendam um limite de 0,05 mg. L' de

manganés em agua potavel.

A legislacdo ambiental brasileira preconiza que empresas que atuam com
extracao ou transformagao mineral a seguir os principios da Politica Nacional do Meio
Ambiente (Lei n°® 6.380/1981), realizar o Licenciamento Ambiental (Resolug&o
CONAMA n° 237/1997) e apresentar estudos de impacto ambiental (EIA/RIMA),
especialmente quando houver potencial risco de contaminagdo por metais
potencialmente toxicos, como o0 manganés (Rebougas Bomfim, 2017). Além disso, a
Lei n°® 12.305/2010, que institui a Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS),
determina que residuos industriais contendo metais, como o manganés, devem ser
classificados, geridos e descartados conforme as normas técnicas vigentes, como a
ABNT (como a NBR 10004:2004). Junto a isso, a lei também introduz o principio da
responsabilidade compartilhada entre os geradores, transportadores e destinatarios
finais(Brasil, 2010).

Portanto, o controle legal da presenca de manganés no meio ambiente envolve
um conjunto de normas integradas que regulam desde o monitoramento e descarte
até a recuperacdo de areas afetadas. O cumprimento da legislagdo vigente é
essencial para garantir a protecdo ambiental, a saude publica e a sustentabilidade das

atividades econdmicas que envolvem esse elemento(Brasil, 2010).
3.5 Microalgas

As microalgas sao seres unicelulares ou coloniais fotossintéticos, e podem ser
encontradas em diferentes ambientes, desde rios de agua doce até lagos salgados e
solos terrestres (PIRES,2019). Podendo crescer autotroficamente, heterotroficamente
ou mixotroficamente. No entanto, o modo de crescimento autotréfico € predominante

entre as algas.
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Sob condigbes autotrédficas, as microalgas, utilizam o didoxido de carbono
atmosférico e a luz solar como principais fontes para a geragao de energia e formagao
de biomassa. O CO,, ao se dissolver na agua, € absorvido pelas microalgas e, com a
incidéncia de luz, é transformado em compostos organicos como proteinas,
polissacarideos, lipidios e hidrocarbonetos (VASSOLER, 2019).Essa biomassa é
composta por 50% de carbono, sendo assim, € de fundamental importancia o
fornecimento desse elemento para o cultivo das microalgas. Sua elevada demanda
decorre do fato de que este componente € o constituinte principal de todas as
substancias organicas sintetizadas pelas células (proteinas, carboidratos, acidos

nucléicos, vitaminas, lipidios, entre outros) (PIRES, 2019).

Durante a fotossintese, os nutrientes presentes no meio sdo convertidos em
matéria organica celular, com liberagdao de oxigénio como subproduto. Os principais
elementos requeridos para o crescimento e a fotossintese eficiente das microalgas e
cianobactérias sao: carbono, nitrogénio, fosforo, potassio e ferro. A fotossintese
oxigénica é uma reacgao de oxirredugao que depende da energia luminosa absorvida
pela clorofila, na qual moléculas de CO, e agua sdo convertidas em oxigénio
molecular e carboidratos. Esse processo ocorre em duas fases: reagdes de claro e de
escuro. As reacgdes de claro acontecem nos cloroplastos, onde a clorofila capta a luz
e a converte em energia quimica, resultando na producdo de NADPH, e ATP. Em
seguida, nas reagbes de escuro, que ocorrem no estroma, essas moléculas
energéticas sao utilizadas para fixar o carbono e sintetizar os carboidratos (CANDIDO,
2018) .

3.5.1 Chlorella vulgaris

Segundo (Safi et al., 2014) Martinus Willem Beijerinck, um pesquisador holandés,
descobriu a Chlorella vulgaris (figura 2) em 1890 como a primeira microalga com um
nucleo definido. E uma microalga unicelular que cresce em agua doce e esta presente
na Terra desde o periodo pré-cambriano, ha 2,5 bilhdes de anos, e desde entdo sua
integridade genética permanece constante. C. vulgaris € uma célula microscopica
esférica com 2—-10 um de didmetro e possui muitos elementos estruturais semelhantes

as plantas e possui a seguinte classificagao cientifica:
Dominio: Eucaryota

Reino: Protista


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fresh-water
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Divisao: Chlorophyta
Classe: Trebouxiophyceae
Ordem: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Espécie: Chlorella vulgaris

Figura 3- Imagem de Chlorella vulgaris obtida por microscopia
Optica.

Fonte: (CANDIDO, 2018).

A estrutura celular da Chlorella vulgaris apresenta caracteristicas complexas e
adaptativas que garantem sua integridade e funcionalidade em ambientes diversos. A
parede celular exerce papel fundamental na protecdo da célula contra agentes
externos e variagbes ambientais, sendo sua espessura e composi¢cao dependentes
do estagio de crescimento. A medida que a célula amadurece, essa parede se

desenvolve gradualmente. Internamente, o citoplasma da célula, uma matriz
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gelatinosa composta por agua, proteinas soluveis e minerais, abriga diversas
organelas essenciais, incluindo mitocéndrias, nucleo, vacuolos, complexo de Golgi e

um cloroplasto unico (Coronado et al., 2022).

C. wulgaris € uma célula reprodutiva imovel (autésporo) que se reproduz
assexuadamente e rapidamente. Em condigbes 6timas C. vulgaris se multiplica por
autosporulagéo em periodo de 24 horas. Quatro células-filhas com sua prépria parede
celular sdo formadas dentro da parede celular da célula-mae figura 3. Inicialmente,
ocorre a fase de crescimento celular, que pode ser dividida em uma etapa inicial (a) e
uma tardia (b), na qual a parede celular ainda é delgada e fragil, com cerca de 2 nm
de espessura. Em seguida, da-se inicio a divisao do cloroplasto (c), fundamental para
a continuidade do metabolismo fotossintético. A divisdo do protoplasto acontece em
duas etapas: uma fase inicial (d), seguida por uma fase tardia (e), resultando na
formacao de células-filhas independentes. Apds essa divisao, ocorre a maturacao das
células-filhas (f), momento em que a parede celular aumenta de espessura, podendo
atingir entre 17 e 21 nm. Finalmente, na fase de eclosao (g), a parede celular da célula-
mae se rompe, liberando as células-filhas ja maduras no meio externo. Os residuos
celulares remanescentes podem ser aproveitados como fonte de nutrientes pelas

células recém-liberadas (Coronado et al., 2022).

Figura 4 - Diferentes fases de formac&o da Chorella vulgaris.

a b c d e f g
—>—>->—>->->

Fonte: (Safi et al., 2014).

3.6 Fatores controlaveis no cultivo de microalgas

O cultivo de algas, em geral, pode ser realizado em uma ampla variedade de
efluentes, e pode ser realizado com espécies isoladas ou ndo. O ideal para se ter um
bom cultivo, é entender os fatores que afetam o crescimento da biomassa algal.

Especialmente a intensidade Iluminosa, fotoperiodo, temperatura, potencial
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hidrogeniénico (pH), disponibilidade de nutrientes e fonte de carbono (VASSOLER,
2019).

3.6.1.1 Fonte de carbono e pH

Algas e bactérias coexistem desde os estagios iniciais da evolu¢cdo. Essa
interacao deve-se a fungao primaria das bactérias heterotroficas de decomposicao da
matéria organica. Os nutrientes de formas organicas complexas sao transformados
pelas bactérias em formas mais simples, além disso, liberam CO2 no meio aquatico
pela respiragdo. Por sua vez, as microalgas consomem o CO2 do meio e liberam O2
pela fotossintese, que é utilizada pelas bactérias em sua respiragcdo (RAMANAN et
al., 2016).

O COz2 presente no ar se dissolve na agua e produz acido carbdnico (H2CO3), que
se dissocia em diferentes espécies, dependendo do pH. Durante o cultivo de
microalgas, especialmente sob condicbes de intensa atividade fotossintética, é
comum observar um aumento do pH do meio, devido ao consumo de didéxido de
carbono (CO,) pelas células. Em certos casos, essa taxa de consumo pode superar a
reposi¢ao natural de CO,, levando a uma alcalinizagao progressiva do meio. O pH do
cultivo é regulado principalmente pelas espécies quimicas de carbono dissolvido,
incluindo CO, (nas formas gasosa e aquosa), acido carboénico (H,COs), bicarbonato e
carbonato, cuja predominancia varia de acordo com o pH do sistema (VASSOLER,
2019).

As Equacgdes 1 a 5 descrevem a conversado de CO2 em HCO3; na agua, bem como
a fixacao de CO:2 fotossintético. Contudo, quando se tem um pH acima de 10 a 11,
pode se ter efeito inibitdrio sobre o crescimento celular. Por esse motivo, diversos
estudos tém adotado a adicdo artificial de CO, aos cultivos, com o objetivo de
estabilizar o pH e maximizar a produgdo de biomassa algal. (CANDIDO, 2018;
VASSOLER, 2019).

COZ(g) + HZO(I)_) HZCOS(aq) (1)

H2CO3 (aq™ HCOé + H-(Faq) (2)
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HCO3— CO, (célula)+ OH" (solugao) 3)
CO, — (CHO),, (celula) (4)
HCO3 + OH — CO§'+ H,O (solugao) reducéo fotossintética de CO, (5)

Segundo (CANDIDO, 2018), o CO2 atmosférico é inicialmente solubilizado na
agua, formando acido carbdénico (H,COszq)) (equagdo 1), na sequéncia ocorre a
conversdo em HCO3 e H* (equacao 2). Durante a captacao ativa de CO, pelas algas
(equacao 3), o HCO3; é convertido em CO, e OH". Uma vez no interior celular, o CO,
€ utilizado na fotossintese, sendo reduzido a carboidratos (CHO), (equacgao 4). A
liberacdo de OH- durante esse processo contribui para o aumento do pH do meio,
promovendo sua alcalinizagdo. Assim, as microalgas utilizam a energia luminosa para
ativar esse sistema de captagédo de carbono inorganico, otimizando a assimilagao de

CO, e modificando a quimica do ambiente aquatico.

3.6.1.2 Disponibilidade de nutrientes

Para qualquer espécie microalgal, os fatores nutricionais sdo de grande
importancia para o seu desenvolvimento. Os macronutrientes essenciais para as
microalgas sao carbono, nitrogénio, fésforo, magnésio, enxofre e potassio e os

micronutrientes sao ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto (Fontura, 2017).

As microalgas assimilam diversas fontes de nitrogénio inorgéanico, como nitrato
(NO3), nitrito (NO3) e aménio (NHj;), sendo este Ultimo energeticamente mais
favoravel. A disponibilidade desse nutriente influencia diretamente no crescimento e
na composigao bioquimica da biomassa, afetando os niveis de clorofila, proteinas e
carotendides. O fosforo, embora presente em menor quantidade na célula, é vital para
processos de geracgao e transformacao de energia, além de ser componente estrutural
de acidos nucleicos e fosfolipidios. Ja os micronutrientes, sdo necessarios em menor
quantidade. Elevadas concentragbes podem ser toxicas para as espécies (PIRES,
2019) .
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3.6.1.3 Temperatura

A temperatura influéncia principalmente na taxa de crescimento especifica das
microalgas, além de influenciar na composi¢cdo da biomassa e nas estruturas dos
componentes celulares. As microalgas apresentam taxa maxima de crescimento
relacionada a uma determinada faixa de temperatura. Temperatura muito elevada
provoca a ruptura das membranas celulares, uma vez que, a dupla camada lipidica se
altera por agao do calor. Por isso, para se ter maior estabilidade nos experimentos, o
ideal € manter as temperaturas constantes. Dessa forma, € possivel ter maior
previsibilidade das respostas das espécies e maior reprodutibilidade (PIRES, 2019).
A faixa ideal de temperatura em paises de clima tropical € em torno de 20 a 30 °C
(Silva, 2016).

Para algumas espécies de microalgas, o0 aumento da temperatura pode promover
uma redugdo na quantidade de acidos graxos insaturados e elevar a quantidade de
acidos graxos saturados. Essa modificagdo no perfil lipidico é relevante para a
producgao de biodiesel, uma vez que os acidos graxos saturados elevam o numero de
cetanos, conferindo melhor desempenho na ignicdo, além de aumentarem a
estabilidade oxidativa do combustivel, resultando em um produto de maior qualidade
(Fontura, 2017).

3.6.1.4 Intensidade luminosa e fotoperiodo

Assim como as plantas, as microalgas necessitam de luz. A quantidade de energia
luminosa recebida pelo sistema fotossintético esta diretamente relacionada ao
carbono que sera fixado pelas microalgas, e assim influenciara na producéo de
biomassa e na taxa de crescimento das culturas. Quando a intensidade luminosa n&o
€ suficiente para atender as necessidades metabdlicas da microalga, ocorre um
fendbmeno denominado fotolimitagcdo. Nessa condicdo, tem-se menor taxa
fotossintética resultando em menor producdo de ATP e NADPH, baixa fixacdo de
carbono e, consequentemente, reducéo do crescimento celular, da sintese de clorofila
e da produtividade de biomassa (PIRES, 2019).

Por outro lado, niveis extremos de luminosidade nos cultivos de microalgas podem

produzir um efeito desfavoravel ao crescimento, gerando o fenbmeno denominado
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fotoinibicdo. O processo fotoinibitério ocorre quando a intensidade da luz incidente
sobre as células microalgais ultrapassa a capacidade de processamento fotossintético
do organismo. Nesse cenario, o excesso de fétons é absorvido pelos pigmentos
fotossintéticos presentes nos cloroplastos, principalmente pelas moléculas de
clorofila, gerando uma taxa elevada de excitagdo eletrbnica. Essa quantidade
excessiva de elétrons energizados, produzida nas fases iniciais da fotossintese, nao
e suficientemente utilizada pelo Ciclo de Calvin para a fixagado de carbono, o que leva
a um acumulo de energia nas células. Dessa forma, as moléculas de clorofila ficam
em estado excitado e acabam produzindo substancias toxicas as células como o

peréxido de hidrogénio (Fontura, 2017) .

Segundo (PIRES, 2019) para a obtencgéo de fotossintese adequada, trés variaveis
de luz sdo importantes, sendo elas: Intensidade, qualidade espectral e fotoperiodo
(periodo claro/ escuro). A fonte de luz pode ser artificial (lampadas) ou de origem
natural (luz solar). Utilizar fonte natural pode ser util por reduzir os custos de produgao.
Entretanto, as variagbes ambientais e a falta de controle do fotoperiodo da intensidade

luminosa fazem com que os cultivos que utilizem luz natural ndo sejam estaveis.

(VASSOLER, 2019) cita estudos que avaliaram o crescimento de microalgas em
diferentes fotoperiodos. Em um dos estudos foi avaliado o efeito de ciclos de claro e
escuro de 12:12, 16:08 e 24:00. A taxa maxima de crescimento foi obtida no
fotoperiodo de 12:12. Em outro estudo, o melhor resultado foi em fotoperiodo de
24:00. Essa variabilidade evidéncia a importancia de se compreender que diferentes
regimes de iluminacdo produzem respostas fisioldgicas distintas nas microalgas,

refletindo em taxas de crescimento e composi¢ao celular diferenciadas.

Quando o foco do processo é a maximizagao da producao de biomassa, um fato
primordial a ser considerado, é que em ciclos de escuro as microalgas podem perder
cerca de 25% da biomassa produzida devido a respiracado. Por esse motivo, adotar
fotoperiodo de 24:00 é a opgéo mais apropriada(VASSOLER, 2019).
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3.7 Tratamento de efluentes contendo manganés

A remocgao de manganés (Mn?*) de efluentes industriais e de mineragdo é uma
etapa essencial para atender as legislagdes ambientais e proteger os corpos hidricos
receptores. Ha uma variedade de métodos quimicos para remover manganés de
solugdes aquosas, incluindo precipitagdo quimica, troca idnica, oxidacao, filtragdo e
adsorcdo, entre outros. Apesar desses métodos serem mais econdmicos, eles
também sao prejudiciais, devido a alta estabilidade do manganés em solugéo,
exigindo grandes investimentos para remové-lo efetivamente, resultando em volumes
excessivos de residuos perigosos que sao dificeis e ambientalmente problematicos
de armazenar (SMYTHERS et al., 2019).

Nesse contexto, surge a necessidade de explorar métodos alternativos para a
remogdo do manganés, sendo o tratamento biolégico uma das abordagens
promissoras. O tratamento biolégico do manganés apresenta diversos beneficios
quando comparado a métodos tradicionais. Um dos principais € a sustentabilidade do
processo, ja que utiliza microrganismos naturais, como bactérias ou microalgas, que
sdo capazes de oxidar e remover o ion Mn?* sem necessidade de produtos quimicos
agressivos. Além disso, trata-se de um método de baixo custo operacional, com menor

geracéo de lodo e menor consumo energético (LEAO, 2022).
3.7.1 Tratamentos convencionais

Um dos métodos mais utilizado é a precipitacdo quimica, que consiste na
conversao do manganés soluvel em formas insoluveis, por meio da adicdo de agentes
alcalinizantes, como hidroxido de calcio (Ca (OH)2) e o hidréxido de sddio (NaOH)
(equacao 6). O reagente eleva o pH e fornece ions hidroxila (OH") para reagir com os
ions metalicos dissolvidos na agua, a fim de formar hidroxidos metalicos insoluveis
que precipitam, sendo removidos em seguida a partir de processos de separagao
sélido-liquido (SANTOS, 2020). Apesar de ser um processo de baixo custo e alta
eficacia, em concentragdes elevadas, sua principal limitacdo é a geracao de grandes
volumes de lodo quimico com pH final acima de 9,0, valor que n&o permite o descarte

direto do efluente e requer tratamento adequado.
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Mn2*+ 20H" < Mn (OH), (6)

Os processos de oxidagao também sdo amplamente utilizados no tratamento de
efluentes contendo manganés. Nesse processo tem-se a conversao do ion Mn#* em
espécies insoluveis, como MnOz2 (equagao 7) ou como oxihidréxidos de Mn (MnOOH)
(equacao 8), que podem ser facilmente removidas por processos fisico-quimicos,

como decantacgéo e filtracdo(LEAO, 2022).

Mn2+ + % 02 + Hzo — Mn02 (S) + 2H+ (7)

Mn2“++ O+ 2 H,0 <> MnO (OH)g+2H" (8)

Apesar do oxigénio atmosférico ser um oxidante natural, sua acdo é lenta,
especialmente em pH acido. Para se obter resultados satisfatérios, em ambientes
acidos, torna-se necessario a utilizagcdo de reagentes. Estudos demostram que a
precipitagdo oxidativa com a adi¢gdo de SO2pode ser eficiente em pH superiores a 5,0,
alcangando remocéo de até 99,5% em solugéo artificial com pH 6,5. No entanto, esse
método apresenta desvantagens, como a geragao de grandes quantidades de acido
sulfurico, que exige posteriormente neutralizagdo antes do descarte final (Y.Ll etal.,
2019).

A fim de superar a baixa reatividade do Mn (lI) em condigbes ambientais comuns,
frequentemente se utiliza oxidantes como diéxido de cloro (ClOz2), permanganato de
potassio (KMnO4) e 0zbénio(O3). No entanto, apesar de eficazes, esses oxidantes
apresentam limitacdes técnicas e ambientais. A aplicagdo de didxido de cloro, por
exemplo, produz subprodutos como o clorito (ClO5), cuja formagao € favorecida na
presenca de matéria organica dissolvida. O uso de permanganato pode gerar
precipitados particulados de Mn e, em casos de dosagem excessiva, resultar na
liberacéo de Mn (VII) soluvel, o que representa um risco ambiental adicional. O ozénio,
por sua vez, demanda equipamentos especificos e custos operacionais elevados (Y.
Ll etal., 2019).

A adsorcao/sorgao tem sido amplamente estudada como técnica de

tratamento para efluentes contendo metais, incluindo os gerados por atividades de
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mineracao. Os adsorventes comumente usados para remoc¢ao de Mn incluem carvao
ativado, zedlitas, argila caulinita, nanoparticulas, polimeros e uma ampla gama de
soélidos naturais e artificiais (Y. LI et al., 2019; NECULITA & ROSA, 2019). O MnO2
também ¢é utilizado na remocdo do ion manganés. O didxido de manganés
desempenha um papel relevante como catalisador e adsorvente na remogao do ion
Mn2*, atuando tanto na adsorgdo quanto na oxidagéo do ion em solugéo. A formagéo
de filmes de MnOz2 sobre substratos solidos também é amplamente utilizada, podendo
ser obtida pela reagdo entre permanganato de potassio (KMnOas) e o proprio Mn?*
(LEAO, 2022).

A tecnologia de filtragcdo adsortiva em zedlitas foi abordada no trabalho de
(SILVEIRA, 2017) para remocao de manganés de agua artesiana, por meio da
oxidagdo do Mn?* com oxigénio atmosférico, e foi catalisada por didxido de manganés
(MnOz2) depositado sobre a superficie de grdos do material filtrante. O processo se
baseia na oxidagdo do manganés Mn?* com o oxigénio do ar, usando dioxido de
manganés (MnOz2) como catalisador. Para isso, 0s pesquisadores prepararam graos
de zedlita cobertos com MnOz, aplicando permanganato de potassio (KMnOa) e nitrato
de manganés (Mn (NOs)2), o que fez com que o MnO:2 se fixasse na superficie da
zedlita. A abordagem resultou na obtengdo de um meio filtrante com propriedades
cataliticas e adsortivas, capaz de promover a remogao eficiente do manganés por

mecanismos combinados de oxidagao e sorgao superficial.
3.7.2 Tratamento biolégico

A Resolugdo do CONAMA n° 463/2014 define biorremediadores como agentes
compostos por microrganismos capazes de se reproduzir e degradar substancias
contaminantes, sendo reconhecidos como remediadores naturais (Brasil, 2014). O
tratamento bioldgico surge como uma alternativa promissora para o manejo de
efluentes contaminados com metais, unindo eficiéncia, viabilidade econémica e menor
impacto ambiental. Fungos, plantas, bactérias, algas e microalgas podem ser

utilizados para remogao de metais das aguas contaminadas.

Os fungos apresentam alternativas baseadas em processos naturais como

biossorgédo, precipitacdo extracelular e acumulo intracelular. Diversos estudos
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demonstram que fungos filamentosos, como os dos géneros Gaeumannomyces,
Paraconiothyrium, Phoma, Stagonospora, Pyrenochaeta e Stilbella aciculosa,
possuem notavel capacidade de oxidar Mn2* a formas menos solliveis, como Mn3* e
Mn#*, formando precipitados de 6xidos de manganés. Os 6xidos biogénicos formados
pelos fungos apresentam estrutura porosa, o que favorece a sor¢ao de outros metais
por afinidade quimica e pode contribuir para a redugao da toxicidade no ambiente
(MOTA, 2015).

A fitorremediacdo que consiste na utilizacdo de plantas para remocéo de ions,
tem aumentado nas ultimas décadas, tendo em vista a busca por tecnologias de baixo
custo para mitigar areas contaminadas. Essa tecnologia baseia-se na capacidade de
determinadas espécies vegetais em absorver, acumular ou estabilizar metais
potencialmente toxicos presentes no meio, incluindo o manganés. As plantas podem
remover o Mn?* por meio de processos como absorgao radicular, acumulagido nos
tecidos e imobilizacdo no solo pela rizosfera, onde interagdbes com microrganismos
também contribuem para a remediacdo. O uso de plantas proporciona beneficios
ecologicos adicionais, como o paisagismo, controle de erosdo e aumento da
biodiversidade. No entanto, a eficiéncia da fitorremediacdo pode variar conforme
fatores como pH, concentragdo do metal, tipo de planta utilizada e tempo de
exposi¢ao, sendo necessario o monitoramento e manejo adequado para evitar a

saturacéo dos tecidos vegetais e possiveis efeitos toxicos (KOMENO, 2023).

A remocgdo de manganés (Mn?*) por bactérias oxidantes tem se revelado uma
estratégia ambientalmente eficaz para tratar aguas contaminadas, especialmente
aquelas advindas de mineragdo. A oxidagdo bioldgica do Mn?* por bactérias pode
ocorrer por dois mecanismos principais: o direto, mediado por componentes celulares,
especialmente enzimas oxidativas como as oxidases multicobre (MCOs). E o indireto,
que ocorre devido a modificagdo de parametros ambientais, como o aumento do pH
ou a alteragao do potencial redox (Eh), promovidos pelo metabolismo microbiano ou
liberagdo de metabdlitos oxidantes. Os mecanismos de oxidagdo do manganés nao
se restringem apenas as bactérias. Cianobactérias e algas também conseguem oxidar
indiretamente o Mn?*, principalmente ao alterar o pH e o potencial redox do ambiente.
Vale destacar que, algumas cepas bacterianas, como Bacillus subtilis, demonstraram
capacidade de oxidar manganés principalmente por meio do aumento do pH, sem a

necessidade da acgao direta de enzimas oxidativas especificas. Ja foram identificadas
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e amplamente estudadas que bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Leptothrix, possuem potencial para converter Mn?* em formas oxidadas, como Mn3* e
Mn** (Barboza et al., 2017).

As microalgas possuem grande potencial de aplicagdo no tratamento de efluentes
contendo metais, devido a abundéancia de sitios de ligagcéo, grande area de superficie
e alta afinidade de ligagdo. A remocdo de metais potencialmente toxicos por
microalgas € realizada por meio de um mecanismo de dois estagios. O primeiro
estagio € a rapida adsorgéo passiva extracelular (biossor¢gao), enquanto o segundo
estagio € a lenta difusdo positiva intracelular e acumulagdo (bioacumulagéo)
(CANDIDO, 2018).

A adsorcao de metais potencialmente toxicos na superficie de microalgas, pode
ocorrer por diferentes mecanismos. Destacando a formacgédo de ligagdo covalente
entre parede celular ionizada com metais, troca idnica de ions de metais com cations
de parede celular e ligacdo de cations de metais com acidos urbnicos carregados
negativamente de exopolissacarideos de microalgas. Por outro lado, a acumulagao
intracelular de metais € um processo consideravelmente mais lento. Nessa etapa, os
metais sao transportados ativamente através da membrana plasmatica para o
citoplasma, onde se difundem e se ligam a sitios intracelulares especificos, como
proteinas e peptideos — incluindo glutationa (GSH), transportadores de metais,
agentes antioxidantes e fitoquelatinas (LEONG & CHANG).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo e caracterizagio do efluente

A area de estudo, esta localizada no municipio de Mariana, no estado de Minas
Gerais. A estrutura esta inserida na Bacia Hidrografica Federal do Rio Doce e
pertencente a sub-bacia do rio Piracicaba (DO2). A Barragem esta inserida na regiao
do Quadrilatero Ferrifero, conhecida por sua intensa atividade mineradora e riqueza
em depositos de ferro (CLAM Meio Ambiente, 2022).
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Sua construgédo ocorreu no ano de 1998, sendo operacionalizada até o final de
2015, com a finalidade de contencgao de rejeitos provenientes do beneficiamento de
minério de ferro, além do armazenamento e captagdo de agua industrial. Durante o
periodo de operagéo, os rejeitos eram dispostos por meio de processo de ciclonagem,
em que o overflow era langado diretamente no reservatorio e o underflow era utilizado
para construcao e alteamento do macigo principal da estrutura (Bioma Meio Ambiente,
2022).

A estrutura, atualmente inativa, foi construida pelo método de alteamento a
montante e destinava-se a disposi¢ao de rejeitos provenientes do beneficiamento do
minério de ferro. Apds a interrupcéo de suas atividades em 2015, a barragem passou
a integrar o plano de descaracterizagdo das estruturas alteadas a montante, com

previsdo de conclusao até 2026.

A tabela 4 apresenta um resumo das principais caracteristicas fisico-quimicas do
efluente bruto coletado. A coleta foi realizada no més de abril, e as analises foram

feitas em triplicata.

Tabela 3 - Caracterizacao fisico-quimica do efluente bruto.

Parametros Unidade Metodologia Resultado

Temperatura °C HACH Sonda pHC 23,6
101

pH HACH Sonda pHC 7,2
101

Condutividade uS cm-’ DIGIMED DM32 148,58

Turbidez uT HACH TL2360 5

Oxigénio mg L’ HACH Sonda LDO 101 6,4

Dissolvido

Potencial de Oxi- mV HANNA HI98190 - 6,1

redugao

Cor mgPt-Co L DIGIMED DM- 36,2

Sdélidos totais mg L 2540 (APHA,2012) 105

Sdlidos fixos mg L 2540 (APHA,2012) 42,5
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Solidos Volateis mg L 2540 (APHA,2012) 62,5
Fe mg L ICP-OES 0,763
Al mg L ICP-OES 0,026
Mn mg L ICP-OES 0,66

4.2 Obtencgao e cultivo das microalgas

As microalgas utilizadas nos experimentos pertencem a espécie Chlorella
vulgaris. O indculo foi gentiimente cedido pelo Professor Mateus, do Laboratério de
Quimica Tecnologica e Ambiental (LQTA) da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP). Para os experimentos, as microalgas foram cultivadas em meio Inthorn,
conforme a formulacdo descrita por (Silva, 2023).0 cultivo foi realizado em um
recipiente de polietileno, com volume util de 25 L. Foram adicionados 20 L de Inthorn,
juntamente com 4 L de in6culo, totalizando 24 L de inéculo (figura 5). A iluminagao foi
fornecida por 6 lampadas LEDVANCE, modelo tubo T8 e poténcia de 18 W, sob
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro. Dois compressores aeradores (Jeneca,
AP-2688) foram instaladas, para leve agitacdo e uniformizagdo do contato entre
biomassa e a luz disponibilizada. Para o controle da temperatura, foi utilizado um
termostato (Roxin, HT-1900, China), mantendo-a constante em 30°C. O ind6culo foi
mantido sob as mesmas condigdes de cultivo até que apresentasse crescimento
suficiente para ser utilizado nos experimentos subsequentes. Essa estimativa foi

realizada a partir da contagem direta em camara de Neubauer.
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Figura 5 - Inéculo de Chlorella vulgaris em fase de crescimento
para aplicagao experimental subsequente.

Fonte: Autora, 2025.

4.3 Composigao dos grupos experimentais

O volume de 250 ml utilizado, tanto para o experimento principal quanto para o
controle bioldgico, baseou-se na proporcdo de 80% de meio de cultivo e 20% de
in6culo, conforme descrito por (Silva, 2023) . No entanto, para fins do presente estudo,
uma adaptacéao foi implementada com a inclusao de um controle quimico, composto
por efluente e meio Inthorn, para avaliar a remogao de manganés na auséncia de
atividade microalgal. No fluxograma (figura 7) estd detalhado a composigéo

experimental.
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Figura 6 - Fluxograma da composi¢ao experimental

COMPOSICAO EXPERIMENTAL

v

Experimento Controle Controle
Principal Biolégico Quimico

‘ + +

80% efluente 80% meio 80% efluente
real Inthorn real
+ + +
. . _ 20% meio
20% indculo 20% inodculo Inthorn

Fonte: Autora, 2025.

4.4 Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em sistema de batelada, com duragao de 10
dias. Em todos os experimentos foram utilizados frascos do tipo Erlenmeyer com
volume util padronizado de 250 ml. A densidade celular inicial foi de aproximadamente

5 x 108 células /ml, para todos os tratamentos que continham inéculo microbiano.

Os tratamentos foram montados em ftriplicata, e os frascos foram mantidos em
uma estufa de germinagcao com controle de termoperiodo e fotoperiodo (Eletrolab,
modelo EL202/3), mantida a 30°C sob ciclo de 16h claro / 8h escuro (figura 6).

As amostragens foram realizadas nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10, utilizando o método
de sacrificio, com descarte dos frascos apés a coleta. Todos os frascos, incluindo o
controle quimico, foram submetidos diariamente a agitacdo manual leve, com o
objetivo de evitar a formacgao de aglomerados celulares, favorecer as trocas gasosas
no meio do cultivo e garantir condigdes experimentais semelhantes entre os

tratamentos.
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A concentracdo de Mn (Il) em solugédo foi determinada por espectrémetro de
emissao atdmica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), modelo
Avio 500 (Perkinelmer). Para isso, foram retiradas aliquotas de 50 mL, que foram
fitradas com membranas de celulose de 0,45 um e posteriormente preservadas com
HNOs e temperatura de aproximadamente 4°C.

Figura 7 - Estufa de germinagdo com controle
de termoperiodo e fotoperiodo.

Fonte: Autora, 2025.
4.41 Crescimento microalgal e eficiéncia de remogao

Com o objetivo de avaliar o crescimento microalgal e sua eficiéncia de remogéo,
foi realizado o monitoramento de diferentes parametros indicativos da biomassa,
incluindo densidade o6ptica (DO), contagem celular direta e concentragao de clorofila
a. A concentragdo de Mn (Il) em solugdo foi determinada por espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), conforme os

procedimentos metodologicos descritos no item 4.3.
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A densidade 6ptica foi mensurada em espectrofotdémetro modelo DR6000 (Hach,
EUA), no comprimento de onda de 570 nm, utilizando cubetas de 1 cm de caminho

optico e amostras previamente homogeneizadas.

A contagem celular foi realizada em camara de Neubauer (profundidade 0,1 mm)
(figura 8) com auxilio de microscopio (Trinocular. Panthera-C2, com camera Moticam
4000, Canada). Seguindo o método descrito por Lourengo (2006), conforme citado na
dissertacdo de (CAMPOS, 2022). Foram contadas as células presentes nos 4
quadrantes grandes da camara, e o calculo da concentragao (células/ml) foi realizado

aplicando a férmula 9.

Figura 8- Camara de Neubauer

ief Neubau~er
[;g:)fh Bright-Line
Profondeur Improved
0,100 mm
@len
0,0025mm? K5-0111

Fonte: Autora, 2025.

n° total de células

)

n° de células por mL= =
(n° de quadrantes contados)x10

A andlise de clorofila-a seguiu a técnica de extragdo em etanol como descrito na
norma holandesa NEN 6520 (NEDERLANDS NORM, 1981). A concentracdo de

clorofila a foi estimada de acordo com a equacéao 10.

10

Clorofila a =29,6 x {( EU665‘ EU750 )-( Ea 665 = Ea 750)} X m (10)
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Onde:
Clorofila a = Concentragdo de clorofila a (mg L-");
29,6 = coeficiente de absorc¢ao especifica da clorofila a;
Eu = absorbéncia da amostra ndo acidificada;
Ea = absorbancia da amostra acidificada;
V= volume da amostra filtrada (mL);
10 = volume de etanol utilizado (mL); e
S= espessura da cubeta, em cm (1 cm)
4.4.2 Influéncia dos parametros na remogao de Mn

Para avaliar a influéncia dos parametros na remocg¢ao de Mn, foram realizados
ensaios, conforme descrito no item 4.3, avaliando o pH, temperatura, oxigénio
dissolvido. Junto a isso, relacionou-se com os resultados obtidos nas analises de ICP-
OES.

As analises de pH, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura foram realizadas com
o multiparametro (HACH, HQ40d, Alemanha) utilizando a sonda PHC 101 para medir

o pH e temperatura, e a sonda LDO 101 para medir o OD.
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5 Resultados e discussao
5.1.1 Caracterizagao do efluente

O efluente utilizado no experimento foi caracterizado e segue apresentado na
tabela 5.

Tabela 4- Caracterizacéo do efluente utilizado no experimento

Parametros Unidade Metodologia Resultado
Temperatura °C HACH Sonda pHC 101 17,4
pH HACH Sonda pHC 101 8,6
Oxigénio dissolvido mg L’ HACH Sonda LDO 101 8,0
Mn mg L™’ ICP-OES 0,11

Fonte: Autora,2025.

A caracterizagao inicial do efluente bruto indicou uma concentragdo de manganés
de 0,11 mg L™'. Esse valor se apresentou mais baixo, em comparagdo a
caracterizagao citada no item 4.1, que havia registrado valor de 0,66 mg L™". Essa
diferenca pode ser atribuida a variabilidade natural existente em efluentes reais, que
sofrem alteragdes em funcao de fatores como sazonalidade, volume de precipitacéo

e caracteristicas do sistema de drenagem.

Como citado no item 4.3, a propor¢ao utilizada para prosseguir os ensaios foram:
80% do efluente bruto e 20% de in6culo (experimento principal). Para o controle
quimico foi utilizada a proporgéo de 80% do efluente bruto e 20% de Inthorn. Na tabela
estdo apresentados os resultados das analises realizadas no ICP-OES, referentes aos
ensaios realizados. As concentragdes do controle quimico foram monitoradas até o
sexto dia de experimento. As amostras referentes aos dias 8 e 10 apresentaram
contaminagao, o que inviabilizou a continuidade da analise. Por esse motivo, os

resultados discutidos correspondem apenas ao periodo de 0 a 6 dias.
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Tabela 5- Concentragdo de Mn (ll) (mg-L-") ao longo do tempo, do experimento
principal e controle quimico.

Dia Experimento Principal Controle Quimico
0 0,09 0,08

2 0,01 0,07

4 <0,01 -

6 <0,01 0,03

8 <0,01 -

10 <0,01 -

Fonte: Autora, 2025.

5.2 Crescimento algal

A figura 9 apresenta imagens dos Erlenmeyers correspondentes ao experimento

principal, enquanto a figura 10 refere-se ao controle biolégico. Ambos os registros

ilustram o desenvolvimento do cultivo nos dias 0, 4 e 10. Observa-se que, visualmente,

houve apenas pequenas variacbes na coloracdo dos cultivos, tanto para o

experimento principal como o controle biolégico. Nao sendo possivel identificar

mudancas expressivas a olho nu. Esse aspecto refor¢ga a importancia das analises

quantitativas, como densidade Optica, concentragdo de clorofila e contagem celular,

para a avaliagdo do crescimento das microalgas ao longo dos dias.

Figura 9- Imagens dos Erlenmeyers contendo o efluente inoculado com microalgas

nos diferentes tempos de cultivo: (A) dia 0, (B) dia 4 e (C) dia 10.

|

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 10- Imagens dos Erlenmeyers referentes ao controle biolégico nos
diferentes tempos de cultivo: (A) dia 0, (B) dia 4 e (C) dia 10.

Fonte: Autora,2025.

Para avaliar o crescimento da biomassa algal ao longo do experimento, foram
realizadas analises de densidade 6ptica a 570 nm, determinagao de concentragao de
clorofila a e contagem celular. Na figura 11 estdo apresentados os resultados de
crescimento da microalga, medido pela densidade optica a 570 nm, tanto para o
controle biolégico (com microalga € sem manganés) como no ensaio contendo

manganés.

Seguindo o meétodo descrito por Lourengo (2006) e conforme citado na
dissertacdo de (CANDIDO, 2018). As microalgas possuem pigmentos
fotossintetizante, e por esse motivo & necessario selecionar comprimentos de onda
que nao coincidam com os picos de absorgdo maxima de luz pelos pigmentos
fotossintetizantes. O comprimento de onda 570 nm esta distante da faixa de absorcao
maxima de luz pelas clorofilas a (picos em 430nm e 664 nm) e b (picos em 435 nm e
645 nm). Dessa forma, a absorbéancia nao é afetada pelos pigmentos fotossintéticos

e sera devida as células em suspensao.
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Figura 11- Concentragdo de clorofila a no ensaio de controle bioldgico, e no
experimento principal.

Densidade optica ( 570 nm)

Tempo (dias)

= Experimento Principal = Controle Bioldgico

Fonte: Autora, 2025.

De acordo com a figura 11, no ensaio contendo manganés, observou-se a
elevagao expressiva entre o dia 0 (0,19) e o dia 4 (0,48), refletindo no rapido aumento
da biomassa. Decorridos 10 dias de ensaio, a concentragcao de biomassa final foi de
0,36. Esse comportamento sugere que o efluente proporcionou condi¢des iniciais
favoraveis ao crescimento da Chlorella vulgaris. No controle biolégico, o crescimento
foi gradual, iniciando com 0,20 e atingindo 0,36 no dia 10, com incrementos menores
e mais estaveis. A comparagéao entre os tratamentos indica que o efluente atuou como
boa fonte de nutrientes, acelerando o crescimento algal nos primeiros dias, ao passo

que o controle biolégico manteve crescimento mais lento, mas continuo.

A contagem celular confirmou as tendéncias observadas na densidade Optica,
reforcando o maior desempenho inicial das microalgas no ensaio contendo manganés.
De acordo com a figura 12, o numero de células inicial foi idéntico para as duas
condigdes (5,0 x 10° células/mL), no entanto, o ensaio com manganés o crescimento
foi mais rapido. No quarto dia, a concentragdo celular atingiu 13 x 108 células/ mL,
enquanto no bioldgico o valor obtido foi apenas 6,9 x 106 células/mL. Isso representa

um crescimento de aproximadamente 1,9 vezes o valor do controle biolégico. Apos
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esse pico, 0os ensaios finalizaram com valores de concentracao celular préximos, o

bioldgico com 8 x 10° células/mL e o ensaio com manganés 8,5 x 10° células/mL.

Figura 12 - Concentragao celular para o no ensaio de controle biolégico e experimento
principal.

14
13
12

Y
—_

A 0 N ® © O

—e—Experimento Principal
Controle Bioldgico

Concentragdo celular (x10° células/mL)

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)

Fonte: Autora,2025.

A analise de clorofila a (figura 13) complementa os resultados de densidade 6ptica
e contagem celular, fornecendo informagdes sobre a atividade fotossintética da
biomassa algal ao longo do experimento. No controle biolégico, a clorofila a
apresentou valores mais estaveis e crescimento menos intenso. Atingindo maxima
concentragéo no dia 2 (4,1 mg L™") e ao final do ensaio o valor obtido foi de 2,3 mg
L™". No ensaio com efluente, o maior valor obtivo foi no segundo dia de experimento,
quando o valor atingiu 4,7 mg L™. Ao final do experimento obteve-se uma redugéo
mais acentuada resultando no valor de 1,5 mg L™". Esse padrao indica que, apesar do
aumento no numero de células observado nos primeiros dias, a capacidade
fotossintética por célula pode ter sido reduzida ao longo do tempo, possivelmente em
funcdo da limitacdo de nutrientes. Para qualquer espécie microalgal, os fatores
nutricionais sdo de grande importancia para se ter bom desenvolvimento (Fontura,
2017).
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Figura 13- Concentragao de clorofila a no ensaio de controle biolégico, e no
experimento principal.
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Fonte: Autora,2025.

Em relagcdo a remogdo de manganés, a concentragao sofreu rapida reducéo,
passando de 0,09mg L™ para 0,01 mg L™, ja no segundo dia de experimento.
Representando uma reducgao de 88,9%.

E importante destacar que o ensaio com efluente real apresentou desempenho
superior, em comparagao ao controle bioldgico, indicando que, apesar de muitas
vezes ser considerado um ambiente indspito para microalgas, o efluente da mineragéo
forneceu nutrientes que favoreceram o crescimento inicial e mantiveram a atividade
metabdlica das células. Esse resultado reforgca as vantagens do uso de efluentes reais
em estudos com microalgas, demonstrando ndo apenas a viabilidade da aplicagao,
mas também o potencial de aproveitamento desses ambientes como substrato para

processos biotecnoldgicos de tratamento.

5.3 Variaveis fisico-quimicas

As variaveis fisico-quimicas avaliadas também apresentaram comportamentos
distintos entre os tratamentos, com destaque para o ensaio contendo manganés, no

qual se verificaram condi¢cdes mais favoraveis a atividade algal.
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No ensaio contendo manganés, o pH apresentou elevagao expressiva, passando
de 8,8 no inicio para 11,3 no dia 2 e mantendo-se elevado até o dia 10 (10,9), essa
variacao pode ser observada na figura 14. O aumento abrupto no valor do pH indica
intensa atividade fotossintética das microalgas, que promoveu consumo de CO:2 e
consequente alcalinizagdo do meio (Silva, 2023) . No controle bioldgico a elevagao foi
mais moderada (7,8 no dia 0 e 10,3 no dia 10), o que sugere menor intensidade de
atividade metabdlica. No controle quimico, o pH apresentou valores mais baixos em
comparacgao as demais condig¢des, variando de 8,1 no dia 0 para 8,9 no dia 6. Contudo,
nao foi possivel dar continuidade as analises desse controle, uma vez que o0 meio
apresentou coloracado esverdeada, indicando contaminacdo, o que comprometeu o

sequenciamento experimental. Essa alteracao visual pode ser observada na figura 15.

Figura 14-Concentragao de pH no ensaio de controle bioldgico, experimento
principal e quimico.
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Figura 15- Controle quimico contaminado

Fonte: Autora,2025.

Em relagcdo ao oxigénio dissolvido, no ensaio com manganés, observou-se um
incremento marcante entre o dia 0 (8,33 mgL™") e o dia4 (24 mg L™), refletindo intensa
atividade fotossintética, seguida de oscilagées até o final do periodo experimental
(22,3 mg L™" no dia 10) figura 16. O controle biologico apresentou valores crescentes,
porém mais estaveis, variando de 8,3 mg L™ para 14,2 mg L™, enquanto o controle
quimico permaneceu em niveis mais baixos. Iniciando com valor de 7,7 mg L™ no dia
0 e no dia 6 apresentou valor de 7,5 mg L™". Esses resultados demonstram que o
efluente contribuiu para maior disponibilidade de nutrientes, favorecendo a atividade
fotossintética e, consequentemente, o aumento da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio, condigdo benéfica para a oxidagdo de Mn (Il) e manutengéo da
atividade microalgal (CANDIDO, 2018).
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Figura 16- Concentragdo de oxigénio no ensaio de controle biolégico, experimento
principal e quimico.
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De acordo com a figura 17, pode-se observar que temperatura apresentou
comportamento semelhante entre os diferentes tratamentos, sem variagdes
significativas que pudessem influenciar diretamente as demais variaveis. Os
resultados indicam que a temperatura nao foi fator limitante para o crescimento da
Chilorella vulgaris, permanecendo dentro da faixa considerada adequada para o
desenvolvimento da espécie (aproximadamente 20-30 °C) (VASSOLER, 2019).
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De forma geral, os resultados confirmam que o ensaio contendo manganés
proporcionou condi¢des mais favoraveis a atividade das microalgas, evidenciadas
pelo aumento do pH e das concentragcdes de oxigénio dissolvido. Em relagédo a
remogao de manganés aplica-se a mesma justificativa apresentada no item 5.1. Nao
foi possivel estabelecer uma correlagéo clara entre os parametros avaliados (pH,

oxigénio dissolvido, temperatura) e a remog¢ao de manganés.

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que a remog¢ao de Mn (Il) ocorreu de
forma rapida e com alta eficiéncia, reduzindo de 0,09 mg L-" no inicio para 0,01 mg L™
a partir do segundo dia de experimento. Permanecendo estavel até o décimo dia de
experimento, com valor inferior a 0,01 mg L™. Esse comportamento impossibilitou
estabelecer uma correlagdo direta entre remocdo do metal e os parametros de
crescimento algal, ja que a remogéo ocorreu em estagio inicial, enquanto a atividade

fotossintética e a biomassa apresentaram variagdes graduais ao longo do tempo.

Os parametros de crescimento algal evidenciaram que a Chlorella vulgaris
apresentou bom desempenho no efluente real. A densidade Optica e a contagem
celular confirmaram maior crescimento nos primeiros dias, atingindo valores
superiores ao controle bioldgico, embora posteriormente tenha ocorrido declinio,
possivelmente em funcdo da limitagcdo de nutrientes. A clorofila a reforcou essa
interpretacdo, demonstrando aumento inicial da atividade fotossintética seguido por
queda progressiva, indicando redugéo da eficiéncia metabdlica das células apds a

fase de adaptacéo.

As variaveis fisico-quimicas confirmaram esses resultados, especialmente no
ensaio com efluente. O pH apresentou elevagcado acentuada, ultrapassando valores de
11, o que reflete intensa atividade fotossintética e consumo de carbono inorgéanico
dissolvido. O oxigénio dissolvido atingiu concentragdes elevadas (24 mg L™),

confirmando a produgéo de O2 pelas microalgas.

De forma geral, o ensaio contendo efluente real da mineracdo apresentou
desempenho superior em comparagao ao controle biolégico, indicando que, embora
o efluente de mineragao seja frequentemente considerado um ambiente indspito para
microalgas, neste estudo demonstrou-se o contrario. A presenga de nutrientes e

condi¢des especificas favoreceu o crescimento inicial da biomassa e possibilitou a
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rapida remogéo do manganés. Esses resultados reforgam o potencial de utilizagao de
efluentes reais em processos biotecnologicos com microalgas, tanto para a remogao
de metais quanto para a valorizagdo ambiental, evidenciando a viabilidade da
Chlorella vulgaris como alternativa sustentavel para o tratamento de efluentes da

mineragao.
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