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CONJUNTO COM POLIELETROLITO. A presente invengéo refere-se
a producdo de um filme ultrafino hibrido, utilizando a técnica de
automontagem contendo um polieletralito catianico e o polissazarideo
extracelular produzido pela microalga Cryptomonas tetrapirenoidosa. O
invento compreende também a utilizacdo desse filme para remocéo de
metais pesados em solugdes aquosas.
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FILME NANOESTRUTURADO CONTENDO POLISSACARIDEO DE ORIGEM ALGAL
IMOBILIZADO EM CONJUNTO COM POLIELETROLITO

CAMPO DE APLICAGAO

A presente invencao refere-se a produgdo de um filme ultrafino hibrido
nanoestruturado contendo um polissacarideo extracelular produzido por microalgas de
agua doce. O produto tem a propriedade de adsorver ions metalicos de solugbes
aquosas, e uma das possiveis aplicacbes seria na remocdo ou reducdo de metais
poluentes de efluentes industriais. )

ESTADO DA TECNICA

A industrializacéo foi e continua sendo um marco da nossa civilizagado. Entretanto,
varios residuos langados no meio ambiente tem causado a deterioragdo de varios
ecossistemas, devido ao acumulo de poluentes diversos, tais como, _metaisrpesadois,
produtos sintéticos, despejos nucleares liquidos, étc. Os éfluentes industriais contendo
metais pesados e téxicos escoam para os corpos aquaticos, os quais séo frequentemente
fonte de agua para o consumo humano. Os sistemas de tratamento empregados pelos
6rgaos municipais, até o momento, ndo sao equipados para remover.quantidades_tragos
desses metais, expondo a populagdo a quantidades desconhecidas destes poluentes
através das aguas que eles consomem. As principais fontes de poluicdo por metais
pesados sdo a mineracdo e o refinamento dos minérios, poeira produzida pelos
incineradores, industrias de galvanizagdo de metais, de manufatura de materiais
elétricos, de tintas, baterias, pesticidas, preservativos e processamento de materiais
radiativos. Estas descarregam uma ampla variedade de metais toxicos nos ambientes
aquaticos, tais como cadmio, cobre, niquel, cobalto, zinco, mercurio e chumbo. Eles
causam varios efeitos nocivos na saude humana, além de uma gama de efeitos
prejudiciais a flora e fauna. |

Embora a remogdo desses metais toxicos dos efluentes utilizando processos
fisico-quimicos venha sendo praticada ha varias décadas, sua eficiéncia é bastante
limitada. A exigéncia de altas quantidades de reagente, a imprevisibilidade da eficiéncia
quantitativa do metal removido, seu custo financeiro alto, sdo algumas das desvantagens
associadas com essas técnicas. )

Portanto, a procura por métodos de remogéo de metais pesados e toxicos que
sejam ao mesmo tempo indcuos ao meio ambiente e de custo mais baixo, tem-se
intensificado. Pesquisas utilizando superficies biolégicas para limpeza dos metais
indeséjados vém sendo extensivamente estudadas. E nesse sentido podemos citar como
exemplo os documentos PT103286-A1 e P10302273-0, que utilizaram as propriedades

adsorventes da cortica e da casca de arroz respectivamente.
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~ As superficies algais estio entre organismos.pesquisados devido a sua-habilidade-
em seqilestrar uma ampla variedade de metais. Varias espécies de algas vém sendo
investigadas e o baixo custo de produgado dessas superficies biolégicas torna o processo

altamente econémico e competitivo, particularmente para aplicagdes ambientais na

desintoxicacdo de solucdes aquosas. Como exemplo, podemos citar os documentos

KR2005078461-A e KR533873-B, que utilizam acido alginico ou a macroalga Undaria
pinnatifida na forma de biossorventes esféricos. Nesse contexto, podemos citar também a
producdo de esferas adsorventes (processo sol-gel) utilizando a biomassa da alga
marinha Sargassum sp (patente PI0700023-5) utilizadas na adsorgéo e captura de metais
pesados. Esse produto apresenta a vantagem de reter metais, inclusive metais presentes
em baixas concentragoes.

A comunidade fitoplanctonica, isto € as microalgas, sédo consideradas como um
grupb importante, dehtre aé éupeﬁicies biblégicas, devido a sua influéncia no destino dos
metais em corpos de agua naturais. Elas fornecem varios tipos de superficies com
propriedades adsorventes, tais como parede e membranas celulares, e matéria organica
liberada no meio. Também podem captar metais por absor¢ao .interna, através de
processos metabdlicos. Aliado as propriedades de complexar metais, o fitoplancton
apresenta outras vantagens na sua utilizagéo, tais como: sua relevancia ambiental, sua
facilidade de cultivo e sua disponibilidade de produgcio como clones isolados.

Os polissacarideos extracelulares algais (PSE) tém se tornado alvo de muitas
pesquisas, devido & sua importancia ecolégica nos ecossistemas aquaticos, tais como,
sua utilizagdo como substrato para bactérias e sua capacidade de formar complexos com
metais toxicos. Esta Ultima pode ter um importante papel na retirada desses metais da
coluna de agua, através da precipitagdo dessas particulas para os sedimentos e/ou no
transporte desses metais para a cadeia tréfica.

Varios trabalhos tém demonstrado o potencial ligante dos polissacarideos
extracelulares produzidos pelas algas, tais como, os trabalhos de A. T. Lombardi 2002; J.
Rijstenbil & L. Gerring, 2002; D. Feng & C. Aldrich, 2004 e C. S. Freire-Nordi, 2005, entre
outros. Outra propriedade interessante dos produtos extracelulares algais demonstrada
em alguns estudos, é a possibilidade de regeneragao da bioamassa algal, utilizando por
exemplo, uma solugdo salina, que elimina os metais ligados e possibilitando sua
reutilizacdo. Esta importante fungéo dos polissacarideos produzidos por microalgas tem
recebido atengdo especial também, devido ao interesse crescente na exploragao desses
produtos. Como exemplo, podemos citar seu uso em processos de remediagdo de
ambientes impactados, ou seja, na remogdo de metais de aguas poluidas, como
evidenciado pela revisdo de J. L. Wang & C.Chen., Biotechnology Advances,27,: 195-226
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-(2009).

Sistemas que permitem estudar e controlar propriedades especificas de materiais,
em nivel molecular, tem sido objeto de estudo da nanociéncia e nanotecnologia. A
construgao de filmes ultrafinos organizados é essencial para a tecnologia de dispositivos
moleculares e sensores, bem como para a interpretacdo de interagdes especificas nos
materiais estudados. A produgido de filmes hibridos, isto €&, contendo estruturas
supramoleculares inorgénicas/organicas, tem como meta principal a possibilidade de
obter novas propriedades fisicas, quimicas, eletrbnicas e éticas devido a interagdes
especificas a nivel molecular. A inclusdo de biomoléculas nesses sistemas € eficiente
para a produgdo de biossensores e para investigar interagbes especificas. Uma das
técnicas mais utilizadas € a de automontagem, desenvolvida mais recentemente por
Decher e seus colaboradores [G. Decher et al., 1992 e Lvov e colaboradores [Lvov,
1993]. Ela é baseada na atragao eletrostatica entre moléculas de cargas opostas, em que
o filme é formado através da adsorgdo alternada de polieletrélitos anidnicos e catiénicos
sobre um: substrato sélido. Essa técnica permite um alto controle sobre propriedades
como a espessura - .a arquitetura molecular dos filmes e pode ser explorada para
construcdo de sensores altamente especificos.

OBJETO DA INVENGAO

E um objeto da presente. invengdo a fabricagdao de. filmes nano-estruturados.
utiizando o PSE de microalgas para aplicacdo no sequestro de metais poluentes de
solugbes aquosas, promovendo sua remocao total ou parcial, ou seja, pelo menos
reduzindo sua quantidade até niveis aceitaveis ambientalmente. ' ST

O produto desenvolvido consta de um filme multicamada nanoestruturado
incorporando PSE algal em conjunto com um polieletrélito catidnico. Esse filme pode ser
obtido sobre qualquer plataforma sélida, por exemplo, um substrato de vidro.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

A Figura 1 apresenta um esquema da montagem de uma bicamada do filme
hibrido polieletrolito-polissacarideo algal (PSE).

A Figura 2 apresenta grafico de regressao linear (- — — ) do incremento da
absorbancia (m) em 500 nm (utilizando-se espectroscopia UV-Vis) vs numero de
bicamadas depositadas, do filme contendo a alga Cryptomonas sp e usando-se O
polieletrélito PE!. O coeficiente de correlagéo linear calculado foi — R =0,98304.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencgéo apresenta uma inovagao sobre as tecnologias anteriores ao
utilizar os polissacarideos algais na montagem dos filmes nanoestruturados. A eficiéncia
da formacio dos filmes nanoestruturados polieletrélito/polissacarideo algal, aliada a
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simplicidade do processo de construgdo destes, qualifica o. produto como viavel de ser
produzido em escala maior. A estratégia de adsorg¢do do material algal em uma superficie
suporte, atendeu também a expectativa de torna-lo menos susceptivel a dissolugao
aquosa, com a possibilidade adicional de aumento da superficie suporte, trazendo como
consequéncia direta o aumento da area de exposigdo desta, o que leva também a
otimizacdo do seu potencial de retengao de metais. Todos esses dados conjuntamente,
qualificam esses filmes como superficies eficientes em aplicagdes de limpeza ou redugao
de metais de solugdes aquosas, por exemplo, efluentes industriais. Outro fator que deve
ser levado em consideracdo diz respeito ao aspecto destas superficies serem efetivas
também na remocdo de pequenas concentragdes desses metais, como revelado nos
testes realizados, tornando-os processos economicamente atrativos e competitivos ‘em
termos de aplicagdes ambientais que apresentem contaminagéo reduzida dos metais. A
flexibilidade dé. montagem dos filmes hibridos em superficies suportes diferentes, como
vidro, ouro e eletrodos de cromo/ouro, sugerem outras aplicagdes potenciais de utilizacao
desses filmes, por exemplo, como biossensores. '

A presente invengdo trata de um produto, na forma de um filme. nanoestruturado
fabricado segundo a técnica de automontagem composto majoritariamente pelo
polissacarideo proveniente de uma espécie de microalga e um polication.

O-objeto da presente invengéo € um filme hibrido nanoestruturado composto por
camadas constituidas pelo- polissacarideo algal € um polieletrélito. O filme tem a
propriedade de adsorver metais de solugdes aquosas.

O processo de obtengao do referido filme nanoestruturado compreende 3 etapas:
a primeira etapa consiste no cultivo da microalga, a segunda etapa consiste na obtengao
do polissacarideo algal e a terceira etapa é a imobilizagdo do material algal no filme
nanoestruturado.

O exemplo a seguir descreve a melhor forma de concretizagcdo da presente
invengdo e tem por objetivo melhor esclarecer o escopo da invengdo, néo devendo
contudo ser tomado para efeito limitativo da invengéo.

A primeira etapa citada acima consiste no cultivo da microalga. A microalga
utilizada foi a criptoficea Cryptomonas tetrapirenoidosa. O cultivo foi do tipo “batch” em
meio de cultura WC. As culturas da respectiva alga foram mantidas em sala com
temperatura, umidade e fotoperiodo controlados, utilizando-se frascos de 7 a 10 L de
meio de cultura, sob aeragéo constante. O tempo de duragéo das culturas variou entre 30
a 40 dias, e ap6s esse periodo as culturas foram encerradas.

A segunda etapa consiste na obtengcdo dos materiais polissacaridicos

extracelulares algais (PSE). Para a referida obtengdo dos materiais polissacaridicos
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extracelulares algais os seguintes procedimentos foram seguidos: apés o.encerramento, .
das culturas, elas foram submetidas a centrifugagao, com o objetivo de separar as células
algais do material excretado dissolvido no meio de cultura. Em seguida esse meio liquido
contendo o polissacarideo liberado foi submetido a filtracdo tangencial utilizando um
cartucho de fibra oco com porosidade de 30 KDa, para isolar e concentrar o
polissacarideo de maior peso molecular. Na etapa seguinte, o filtrado foi tratado com
EDTA, para eliminar provaveis metais que estivessem ligados a ele. Em seguida
procedeu-se a dialise contra agua destilada, em membranas de porosidade conhecida,
para eliminar o EDTA. E finalmente o filtrado foi liofilizado e conservado a —15°C, até a
sua manipulagdo. Antes do seu uso na montagem dos filmes, pesava-se uma fragao
deste material algal liofilizado, o qual era depois dissolvido em agua, portanto mantendo-
se o controle das; concentragdes utilizadas na formagéao dos filmes.

A terceifa e ultima etapa consistiu na montagem dos'filnﬁes automontados e
encontra-se representada na Figura 1. O método de automontagem consiste
basicamente na imersao do substrato S em solugdes com polieletrolitos de carga e sinais
opostos (SPE+ e SPE-). Na presente.invencgdo, os filmes automontados foram compostos
por camadas alternadas de um polieletrélito catidnico, e o polissacarideo produzido pela
alga C. tetrapirenoidosa (provavelmente de carga liquida negativa). O substrato utilizado
foi de vidro. O polieletrolito cationico utilizado na formacdo dos fimes com os
polissacarideos da alga foi o PEI (polietilenoimina) na concentragéo de 0,5 mg/mL. O
excretado foi dissolvido em agua ultra pura na concentragdo de 0,5 mg/mL e teve seu pH
alterado para 9,0.

Os filmes multicamadas de polieletrélito e polissacarideo algal foram depositados
sobre substratos de vidro. A lamina de vidro foi submersa na solugdo de polieletrélitos
SPE por 3 minutos para permitir a adsorgéd desta camada na superficie do substrato. Em
seguida a lamina foi imersa em solugdo aquosa SAQ para a retirada das moléculas nao
efetivamente adsorvidas e secada em fluxo de N, Apdés secagem, o sistema
substrato+polication SP foi mergulhado na solugdo de polissacarideo e mantido por 5
minutos, procedendo-se novamente a lavagem e secagem. Dessa maneira obtém-se
uma bicamada de polication/polissacarideo algal BP/P depositada sobre o substrato,
como indicado na Figura 1. A repeticdo do processo leva a formagao do numero de
bicamadas que for desejado. O acompanhamento da formacao das bicamadas foi feito
através de espectroscopias no UV-Vis (Figura 2).

‘O potencial de remocdo de metais de solugdes aquosas pelos filmes
polieletrélito/PSEalgal foi testado com uma solugdo aquosa contendo uma solucdo de
CuCL,. 2H,O de concentracao fixa (3 ppm). Os filmes utilizados constavam de 80
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bicamadas e foram montados com auxilio de um aparelho com sistema automatico de .
deposicéo de filmes automontados (HMS series programmabile slide stainer — Carl Zeiss).
O tempo de exposicdo destes filmes as solugbes de metais foi fixo (2 horas de
exposicao). Apds esse intervalo de tempo, os filmes foram retirados e as solugbes de
metais conservadas na geladeira, para posterior analise. Frascos contendo o metal e um
filme automontado que nao continha alga, produzido com os polieletrolitos catidnicos e
poli(acido vinil sulfénico) (PVS) foram utilizados para comparagao do efeito do PSE na
retencdo desses metais, bem como um frasco com a solugdo de metais sem biofilme
acrescentado foi utilizado como controle. Apds o término dos experimentos a
concentracdo do ion metalico residual em solugao foi determinada utilizando-se um
espectrometro de absorgdo atébmica (Z-8100 POLARIZED Zeeman Atomic Absorption
Spectrophotometer). A diferenga entre a concentragcdo de metal do frasco controle e a
residual dos frascos qué confinham os filmes de PSE algal/polieletrélito, forneceu a
concentracao do metal que se adsorveu ao filme. Uma curva padrao para o metal testado
foi determinada em toda a analise realizada.

- Com relagdao aos filmes nanoestruturados da presente invengao,” a primeira.
consideragdo a ser feita diz respeito a producédo do PSE algal que é simples, e envolve
pouca sofisticacdo em termos de infra-estrutura, apesar de demandar um tempo mais
longo para sua obtencao, ou seja; cultivo € manipulagédo do PSE algal até sua liofilizagao.
Porém sua produgédo em termos quantitativos (15,5 mg de PSE/L) permitiu a produgéo de
uma quantidade razoavel de filmes.

A eficiéncia da formacdo dos filmes nanoestruturados PSE algal/polieletrdlito,
aliada a simplicidade do processo de construgdo destes, qualifica o produto como viavel
para ser produzido em escala maior. A estratégia de adsor¢do do material algal em uma
superficie suporte, atendeu também a expectativa de torna-lo menos susceptivel a
dissolucdo aquosa, com a possibilidade adicional de aumentar a superficie suporte,
trazendo como consequéncia direta o aumento da area de exposigao desta, o que leva
também a otimizacdo do seu potencial de retengdo de metais. Todos esses dados
conjuntamente, qualificam esses filmes como superficies eficientes em aplicagées de
limpeza ou reducdo desses metais de solugdes aquosas, principalmente na remocgéo de
pequenas éoncentragées desses metais, como revelado nos testes realizados, tornando-
as processos altamente econdmicos e competitivos em termos de aplicagées ambientais
que apresentem contaminagao reduzida dos metais.

A utilizagdo da microbalanga como medida “in situ” da adsorgdo dos metais,
mostrou-se como uma técnica simples, eficaz e rapida de avaliar o potencial de reter

diferentes metais pelos filmes, e diante disso, permitindo testar essa propriedade para
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- uma variedade maior de metais, diretamente na superficie desse filmes. .

A flexibilidade da montagem dos filmes hibridos em superficies suportes
diferentes, como vidro, ouro e eletrodos de cromo/ouro, como amplamente demonstrado
nos experimentos, ampliaram a capacidade de utilizacio desses filmes, desde que testes
iniciais mostraram também a capacidades destes filmes em adsorver também enzimés,
portanto qualificando-os como biossensores em potencial e com aplicagdes em diversas
areas.
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REIVINDICAGOES

1. Filme nanoestruturado contendo polissacarideo de origem algal
imobilizado em conjunto com polieletrélito, caracterizado por compreender:

Substrato (S) contendo camadas alternadas de um polieletrélito catidnico e um
polissacarideo produzido pela alga C. tetrapirenoidosa.

2. Filme, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por o substrato (S)
ser de vidro, ouro e eletrodos de cromo/ouro.

3. Filme, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o polieletrélito
cationico ser PEI (polietilenoimina). '

4. Filme, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado por a concentragéo
do polieletrolito catidnico PEI (polietilenoimina) ser de 0,5 mg/mL.

5. Filme, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado por o polissacarideo
produzido pela alga C. tetrapirenoidosa sér dissolvido eﬁ‘i agua ultra l pura na |
concentracdo de 0,5 mg/mL e ter seu pH alterado para 9,0.

6. Uso de filme nanoestruturado contendo polissacarideo de origem algal

.imobilizado em_conjunto.com polieletrélito, das reivindicacdes 1 a 5, caracterizado por ser

para aplicagdo na remogéo de metais pesados como Cu, Ag, Ni, Cr, Hg de ambientes
aquaticos, através da adsor¢ao dos metais no filme nanoestruturado.
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o _RESUMO
FILME NANOESTRUTURADO CONTENDO POLlS'SAC;L\RiDEO DE ORIGEM ALGAL
IMOBILIZADO EM CONJUNTO COM POLIELETROLITO
A presente invengao refere-se a producao de um filme ultrafino hibrido, utilizando
a técnica de automontagem contendo um polieletrolito catidnico e o polissacarideo
extracelular produzido pela microalga Cryptomonas tetrapirenoidosa. O invento
compreende também a utilizacdo desse filme para remoc@o de metais pesados em

solucdes aquosas.



