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Resumo 

Taveira, Igor Nunes. Cultivo em batelada de Magnetofaba australis cepa IT-1 e aplicação de 

suas nanopartículas magnéticas de origem biológica: separação magnética de microalgas e base 

estrutural da degradação do corante azul de metila. Tese (Doutorado em Biotecnologia Vegetal 

e Bioprocessos) – Decania do Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, 2023. 

Bactérias magnetotáticas (BMs) são procariotos Gram-negativos, aquáticos, flagelados, 

microaerófilos ou anaeróbios e filogeneticamente diversos. A assinatura estrutural deste grupo 

é o controle genético altamente regulado sobre a biomineralização de magnetossomos, que são 

compostos por um núcleo ferrimagnético de magnetita — i.e., Fe(II)Fe2(III)O4 — ou greigita 

— i.e., Fe(II)Fe2(III)S4 — envolto por membrana biológica com proteínas transmembrana 

espécie-específica. Magnetossomos têm sido empregados em Biotecnologia como 

nanopartículas magnéticas de origem biológica (NMOBs) devido às propriedades desejáveis 

destas nanopartículas, como presença de revestimento fosfolipídico, proteínas de membrana, 

boa dispersibilidade em meio aquoso, estabilidade térmica, perfeição cristalográfica, pureza 

química, forma e tamanho bem definidos, entre outros. Logo, o estudo e possibilidade de 

produção de uma variedade de NMOBs oriundas de diferentes BMs com propriedades ainda 

inexploradas é de grande importância para a Nanotecnologia. Nesse sentido, foi realizado o 

cultivo em batelada simples de Mf. australis cepa IT-1 sob microaerofilia (dO2 2,0%) em 

biorreator de bancada de 10 L. A partir do monitoramento do cultivo foi observado: (i) o tempo 

de geração de 6 h e 52 min ± 3 h e 20 min; (ii) a chegada à fase estacionária no 5º dia, atingindo 

densidade celular de 3,18 ± 2,05 ⋅ 108 células ⋅ mL-1; (iii) a maior taxa de crescimento e 

produtividade (12,13 ± 6,17 Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) concomitante ao maior consumo de Fe2+, 

NH4
+ e dO2% nas primeiras 24 h; (iv) a liberação de Fe2+ e NH4

+ após a fase estacionária e 

alteração morfológica nas células (i.e., redução de tamanho, arredondamento e ausência de 

NMOBs). Em seguida, as NMOBs negativamente carregadas de Mf. australis cepa IT-1 foram 

utilizadas em ensaios de separação magnética de microalgas suspensas em tampão citrato, 

objetivando-se a protonação da superfície das células, dado que estas espécies são de 

importância comercial para a produção de biodiesel de 3ª geração. Em condição de pH 3,1, foi 

possível flocular e separar magneticamente até 80,08 ± 2,08% e 75,26 ± 2,45% da biomassa de 

Scenedesmus sp. e Desmodesmus sp., respectivamente, dado o efeito pH-dependente. NMOBs 

de Mv. blakemorei cepa MV-1T foram utilizadas para validação do ensaio, obtendo 82,03 ± 
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6,55% de taxa de recuperação para Scenedesmus sp. em pH 3,1. As NMOBs de Mv. blakemorei 

cepa MV-1T também apresentaram boa taxa de recuperação (52,08%) quando desafiadas em 

condição hipersalina (40 g NaCl ⋅ L-1) em pH 3,1 para a espécie Nannochloropsis sp., condição 

na qual nanopartículas de magnetita sintética e floculantes se mostram ineficazes na etapa de 

coleta da biomassa. Além disso, foi proposto que a degradação do corante azul de metila, 

efluente de alto impacto ecotoxicológico e de baixo percentual de detoxificação pela indústria 

têxtil, é relacionada ao domínio redutase, alocado entre α17 e α22, da proteína MamZ de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T, dada a melhor pontuação de energia de interação (-9,6 kcal ⋅ mol-1). É 

sugerido que dentre os oito resíduos do sítio de interação, quatro são conservados (S479, R483, 

W568 e H572) e que o sítio em MamZ de Mf. australis cepa IT-1 apresenta a manutenção de 

classe de três dos quatro aminoácidos alterados em relação à cepa MV-1T (R573K, I575N, 

R573K, F618Y e T621S). Além disso, é sugerido que os resíduos conservados R483 e F618 e 

alteração de mesma classe em T621K compõe a área acessível ao solvente responsável pelo 

estabelecimento das primeiras interações intermoleculares, sendo composta por duas ligações 

de hidrogênio e uma ponte salina. Em suma, o desenvolvimento de bioprocesso para o cultivo 

de Mf. australis cepa IT-1 pavimenta estudos futuros relacionados à otimização da 

produtividade de magnetita bem como estabelece o primeiro bioprocesso nacional para 

produção de NMOBs, além promover nanoferramenta capaz de separar magneticamente 

microalgas utilizadas na produção de biodiesel e, somado isso, o entendimento da base 

molecular da degradação do corante azul de metila pode auxiliar em próximos estudos que 

estudem o potencial catalítico pouco caracterizado das proteínas transmembrana de NMOBs. 

Palavras-chave: azul de metila; biocatálise; bactérias magnetotáticas; Magnetofaba australis 

cepa IT-1; microalgas; nanopartículas magnéticas de origem biológica; separação magnética; 

proteína MamZ.  
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Abstract 

Taveira, Igor Nunes. Batch culturing of Magnetofaba australis strain IT-1 and application of 

its bacterial magnets: microalgae magnetic separation and structural basis of methyl blue dye 

degradation. Thesis (PhD at Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos) – Decania do Centro de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2023. 

Magnetotactic bacteria (MTB) are Gram-negative, aquatic, flagellated, microaerophilic, 

or anaerobic prokaryotes that are phylogenetically diverse. The structural signature of this 

group is the genetically controlled process of biomineralization of magnetosomes, which are 

composed of a ferrimagnetic core of magnetite — i.e., Fe(II)Fe2(III)O4 — or greigite — i.e., 

Fe(II)Fe2(III)S4 — surrounded by a biological membrane with species-specific transmembrane 

proteins. Magnetosomes have been employed in biotechnology as bacterial magnets (BMs) due 

to their desirable properties, such as a phospholipid coating, membrane proteins, good 

dispersibility in aqueous media, thermal stability, crystallographic perfection, chemical purity, 

and well-defined shape and size, among others. Therefore, increasing the diversity of BMs 

derived from different MTBs with unexplored properties is very important for Nanotechnology. 

In this context, batch cultivation of Magnetofaba australis strain IT-1 was conducted under 

microaerophilic conditions (dO2 2.0%) in a 10 L bioreactor. From the cultivation monitoring, 

the following observations were made: (i) a generation time of 6h and 52 min ± 3h and 20 min; 

(ii) cells reached stationary phase on the 5th day, reaching a cell density of 3.18 ± 2.05 ⋅ 108 

cells ⋅ mL-1; (iii) the highest growth rate and productivity (12.13 ± 6.17 Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ day-1) 

concomitant with the highest consumption of Fe2+, NH4
+, and dO2% in the first 24h; (iv) release 

of Fe2+ and NH4
+ after the stationary phase and morphological changes in cells (i.e., size 

reduction, rounding, and absence of BMs). Subsequently, the negatively charged BMs from Mf. 

australis strain IT-1 were used in flocculation and magnetic separation assays of suspended 

microalgae in citrate buffer, aiming to protonate the cell surface, as these species are 

commercially important for third-generation biodiesel production. At pH 3.1, it was possible to 

flocculate and magnetically separate up to 80.08 ± 2.08% and 75.26 ± 2.45% of Scenedesmus 

sp. and Desmodesmus sp. biomass, respectively, due to the pH-dependent effect. BMs from Mv. 

blakemorei strain MV-1T were used to validate the assay, achieving a recovery rate of 82.03 ± 

6.55% for Scenedesmus sp. at pH 3.1. BMs also showed a good recovery rate (52.08%) when 

challenged under hypersaline conditions (40 g NaCl ⋅ L-1) at pH 3.1 for Nannochloropsis sp., a 

condition where synthetic magnetite nanoparticles and flocculants are ineffective in biomass 



viii 
 

harvesting. Additionally, it was proposed that the degradation of methyl blue dye, a highly 

ecotoxicological and low-detoxification percentage dye from the textile industry, is related to 

the reductase domain, located between α17 and α22, of the MamZ protein from Mv. blakemorei 

strain MV-1T, given the best interaction energy score (-9.6 kcal ⋅ mol-1). It is suggested that 

among the 8 residues in the interaction site, 4 of these (S479, R483, W568, and H572) are 

conserved, and that the MamZ site in Mf. australis strain IT-1 maintains the class of 3 of the 4 

altered amino acids (R573K, I575N, R573K, F618Y, and T621S). Furthermore, it is suggested 

that the conserved residues R483 and F618, and the same-class alteration at T621K, make up 

the solvent-accessible area responsible for establishing the first intermolecular interactions, 

comprising 2 hydrogen bonds and 1 salt bridge. In summary, the development of a bioprocess 

for the cultivation of Mf. australis strain IT-1 paves the way for future studies related to the 

optimization of magnetite productivity, establishes the first national bioprocess for the 

production of BMs, and promotes a nanotool capable of flocculating and magnetically 

separating microalgae used in biodiesel production. Moreover, understanding the molecular 

basis of methyl blue dye degradation may assist future studies exploring the little-characterized 

catalytic potential of transmembrane proteins from BMs. 

Keywords: bacterial magnets; biocatalysis; magnetic separation; Magnetofaba australis strain 

IT-1; magnetotactic bacteria; MamZ protein; methyl blue; microalgae.  
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1. Introdução 

1.1 Microrganismos magnetotáticos 

Microrganismos magnetotáticos (MMOs) correspondem ao conjunto de organismos 

compostos por bactérias magnetotáticas (BMs) e por microeucariotos capazes de responder ao 

campo magnético da Terra (𝐵𝑇
⃗⃗ ⃗⃗  ) (De Araújo et al., 1986; Leão et al., 2020). A assinatura 

estrutural de MMOs é a biomineralização dos magnetossomos (Bazylinski e Frankel, 2004; 

Leão et al., 2020). O magnetossomo é um nanocristal ferromagnético envolto por uma 

bicamada lipídica ancorado ao corpo celular por proteínas do citoesqueleto, organizado em 

cadeias (Uebe e Schüler, 2016). O alinhamento passivo de MMOs, graças a soma dos momentos 

magnéticos de cada magnetossomo aliado à natação flagelar, permite que os MMOs naveguem 

por ambientes aquáticos quimicamente estratificadas, guiadas pelo 𝐵𝑇
⃗⃗ ⃗⃗  . Este comportamento é 

conhecido como magnetotaxia (Bazylinski e Frankel, 2004). 

As BMs são procariotos Gram-negativos, aquáticos e flagelados (Figura 1). Estes 

microrganismos possuem alta diversidade morfológica, filogenética e metabólica. Até o 

presente momento todas são microaerófilas ou anaeróbias (Bazylinski e Frankel, 2004) e 

possuem estilos de vida uni e multicelular. Para BMs unicelulares, foram descritas células com 

morfologia: (i) cocóide; (ii) ovóide; (iii) vibrióide; (iv) de espirilo; e (v) de bastonetes 

(Bazylinski e Frankel, 2004). BMs multicelulares com morfologias esféricas e elipsoides 

também foram reportadas (Abreu et al., 2013; Chen et al., 2016) (Figura 1). BMs multicelulares 

são referidas como procariotos multicelulares magnetotáticos (MMPs, do inglês magnetotactic 

multicellular prokaryotes). BMs estão afiliadas aos filos Proteobacteria (nas classes Alpha-, 

Beta-, Gamma-, Delta- e Ca. Etaproteobacteria) (Abreu et al., 2018; Lin et al., 2018), 

Nitrospirae (Lin et al., 2018) e Omnitrophica (Kolinko et al., 2012). Com o desenvolvimento 

de plataformas NGSs (do inglês next generation sequencing), dados metagenômicos de 

amostras do lago Sakinaw (British Columbia – Canadá) sugerem a presença de BMs 

pertencentes ao filo Ca. Latescibacteria. Entretanto, não há dados sobre o comportamento 

magnetotático ou presença de magnetossomos em bactérias desse filo (Lin e Pan, 2015). A 

partir de análises de dados metagenômicos de amostras coletadas na China e na Austrália foram 

reportados a presença de MGCs (do inglês magnetosome gene cluster), ou seja, agrupamentos 

de genes do magnetossomo, pertencentes a bactérias da classe Zetaproteobacteria, a classe 

candidata Lambdaproteobacteria e ao filo Planctomycetes (Lin et al., 2018). No entanto, ainda 
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carecem estudos que comprovem o comportamento magnetotático ou a presença de 

magnetossomos em microrganismos pertencentes a estes filos.  

BMs estão presentes em regiões costeiras (Abreu et al., 2018) como também em 

sedimentos pelágicos e hemipelágicos no Oceano Atlântico (Stolz, Chang e Kirschvink, 1986; 

Petermann e Bleil, 1993). Evidências da presença de BMs, como a presença de magnetossomos 

de magnetita com monodomínio magnético depositados em sedimentos, também já foram 

encontradas em regiões profundas do Oceano Pacífico (Dong et al., 2016). Magnetossomos e 

OTUs (unidades taxonômicas operacionais, do inglês operational taxonomic units) afiliadas 

aos gêneros Magnetospira, Magnetovibrio, Magnetococcus e Ca. Magnetananas estavam 

presentes em sedimentos de 4970 a 5620 m de profundidade (Dong et al., 2016). Ademais, foi 

reportado um espirilo magnetotático redutor de sulfato associado a esteiras microbianas de 

sedimentos de carbonato com infiltrações de metano do Mar Negro (Reitner et al., 2005a; 

Reitner et al., 2005b). O espirilo magnetotático, afiliado ao gênero Desulfosarcina da classe 

Deltaproteobacteria, possui uma única cadeia de magnetossomos de greigita (Fe3S4) habitando 

colônias junto à arquéias metanogênicas em profundidades de 200 m (Reitner et al., 2005a).  

A maior parte das BMs são mesófilas e encontram-se em ambientes com pH próximo 

a neutralidade (pH ≈ 7,0). No entanto existem exceções à regra, como BMs extremófilas já 

descritas na literatura. Exemplos de BMs extremófilas são: (i) o MMP de lagoa hipersalina (≈ 

74,5 ‰) costeira, Ca. Magnetoglobus multicellularis cepa Araruama pertencente à classe 

Deltaproteobacteria (Abreu et al., 2007); (ii) Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis cepa 

HSMV-1, BM moderadamente termofílica pertencente ao filo Nitrospirae que foi recuperada a 

partir de fontes termais com temperatura de 63ºC (Lefèvre et al., 2010); (iii) cepas de BMs 

obrigatoriamente alcalifílicas isoladas de diferentes habitats aquáticos na Califórnia, com 

crescimento ótimo em pH >9,0 (Lefèvre et al., 2011); (iv) cocos magnetotáticos psicrofílicos 

que toleram temperaturas abaixo dos 4°C encontrados na Antártica (Abreu et al., 2016); e (v) a 

cepa CLV-1, uma betaproteobactéria magnetotática encontrada em ambiente acídico (pH ≈ 4,4) 

em uma lagoa costeira (pH ≈ 4,4) (Abreu et al., 2018). 

Foi proposto que os diferentes ambientes naturais selecionam populações específicas de 

acordo com os parâmetros físico-químicos típicos que impõem pressões seletivas diferentes às 

populações de BMs (Faivre e Schüler, 2008). Em lagos eutrofizados ou águas com alto teor de 

matéria orgânica predominam formas cocóides e ovóides, enquanto em ambientes oligotróficos, 

as populações de BMs são mais diversificadas (Faivre e Schüler, 2008). Os fatores físico-
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químicos estão relacionados à composição química da porção mineral dos magnetossomos. É 

sugerido que BMs produtoras de cristais de greigita estejam relacionadas a ambientes 

anaeróbios, onde esses microrganismos encontram condições mais redutoras (Bazylinski, 

Frankel e Jannasch, 1988; Simmons et al., 2004). A salinidade é descrita como um dos fatores 

determinantes na localização de populações específicas de BMs (Spring et al., 1998; Lin et al., 

2012). Discute-se que os cocos magnetotáticos sejam os mais abundantes nos diversos 

ambientes (Lin et al., 2014). Estes apresentam alta diversidade relacionada ao tamanho, 

morfologia e a organização dos magnetossomos (Spring et al., 1993; Zhang et al., 2012). 

 

Figura 1. Diversidade morfológica de BMs. A. Coco não cultivado com 2 cadeias de magnetossomos octaédricos 

alongados (Paraty Mirim – RJ). B. Ovóide não cultivado de Gold Strike apresentando magnetossomos prismáticos 

desorganizados (Nevada – EUA). C. Vibrião não cultivado com magnetossomos prismáticos alinhados em cadeia 

(Paraty Mirim – RJ). D. MMP esférico não cultivado encontrado em lagoa hipersalina (Araruama – RJ). Retirado 

de Abreu et al. (2008). E. Espirilo não cultivado com uma única cadeia de magnetossomos cuboctaédricos 

alinhados (Maricá – RJ). F. Bacilo não cultivado com magnetossomos anisotrópicos alinhados (Campos dos 

Goytacazes – RJ). G. MMP elipsoide não cultivado encontrado na China (Rongcheng City, China) (Leão et al., 

2017). Todas as imagens, exceto 2D e 2F, foram obtidas do acervo de imagens do Laboratório de Biologia Celular 

e Magnetotaxia no IMPG, UFRJ. A., B., C., E. e F. correspondem a BMs unicelulares observadas por microscopia 

eletrônica de transmissão (TEM). D. e G. correspondem a MMPs observados por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). 

 

1.2. Biomineralização dos magnetossomos: genes e proteínas envolvidas no processo 

A biomineralização do magnetossomo em BMs é altamente regulada a nível genético 

pela célula e os genes relacionados ao processo estão contidos no MGC (Lin et al., 2018). Esses 

genes são chamados de genes mam (do inglês magnetosome membrane) e mms (do inglês 

magnetic particle membrane specific) (Uebe e Schüler, 2016). Dessa forma, a biomineralização 
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do magnetossomo obedece, obrigatoriamente, estas etapas: (i) o sequestro de ferro através de 

bombeamentos ativos para o citoplasma da célula; (ii) a invaginação da membrana 

citoplasmática a fim de formar a membrana do magnetossomo; (iii) a nucleação do mineral; 

(iv) o recrutamento de proteínas específicas para a membrana do magnetossomo; (v) controle 

do tamanho e balanço redox do nanocristal; e (iv) alinhamento e fixação da organela no 

citoesqueleto celular (Werckmann et al., 2017) (Figura 2; Figura 3). 

Grande parte da informação que se tem sobre o processo de biomineralização dos 

magnetossomos foi adquirida a partir de estudos realizados nas espécies Ms. magneticum cepa 

AMB-1 (Taoka et al., 2017) e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 (Murat et al., 2010). Nesses 

estudos foram realizadas deleções de genes mam e mms, permitindo que, a partir de alterações 

fenotípicas nesses mutantes, a função do gene fosse inferida. 

Dentre as proteínas relacionadas à produção dos magnetossomos, estas pertencem a 

famílias com características variadas que incluem: proteínas TPR (tetratrico peptide repeat: 

MamA), transportadores CDF (do inglês cation diffusion facilitators: MamB e MamM), serina 

proteases HtrA-like (MamE, MamP e MamO), proteínas actina-like (MamK), transportadores 

genéricos (MamH e MamN) e proteínas específicas de BMs sem homologia com outras 

proteínas em organismos não magnéticos (MamG, MamF, MamD, MamC, MamJ, MamW, 

MamX, MamY, Mms6, MtxA) (Uebe e Schüler, 2016). De forma geral, as proteínas Mam estão 

envolvidas em quatro funções principais na formação do magnetossomo: (i) formação da 

membrana do magnetossomo (MamI, MamL e MamAB); (ii) formação do cristal (MamE, 

Mms6, MamB e MamM); (iii) maturação do cristal (MamE, MmsF, MamGFDC e Mam P, S, 

T); e (iv) alinhamento do magnetossomo em cadeia (MamJ e MamK) (Murat et al., 2010) 

(Figura 2; Figura 3).  
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Figura 2. Modelos de absorção de Fe 

em BMs. A. O primeiro modelo 

sugerido de captação de ferro pelas 

vesículas do magnetossomo propõe 

que o ferro extracelular é importado 

para o citoplasma por transportadores 

da membrana citoplasmática e, 

posteriormente, é transportado para 

as vesículas da membrana do 

magnetossomo por transportadores 

específicos do magnetossomo (e.g., 

por MamB e MamM para Fe2+, e 

MamH e MamZ para Fe3+). B. O 

segundo modelo, o ferro é ligado a 

substratos orgânicos diretamente 

após o transporte através da membrana citoplasmática e liberado no lúmen da vesícula sem o transporte de ferro 

livre através do citoplasma. Ademais, há um terceiro modelo propõe que a importação de ferro para as vesículas 

pode ocorrer diretamente a partir do periplasma de o envelope celular. O modelo propõe que a relação Fe2+/Fe3+ 

intracelular é regulada por oxidases de ferro (FeOx) e redutases (FeR). O Fe2+ atua como co-repressor do regulador 

da captação férrica (Fur), que, por sua vez, é um regulador da transcrição de genes que codificam transportadores 

de ferro na membrana citoplasmática, mas não de genes com funções específicas relacionadas à biomineralização 

do magnetossomo. Figura retirada de Uebe e Schüler (2016). 

Figura 3. Modelo de invaginação 

da membrana do magnetossomo e 

recrutamento de proteínas. A 

presença e interação de diversas 

proteínas do magnetossomo são 

necessárias para induzir a 

curvatura da membrana e a 

formação de vesículas. Foi 

sugerido que MamB pode ser uma 

proteína de referência para a 

formação de redes de interação proteica que induzem a curvatura da membrana. A montagem de complexos 

proteicos na membrana do magnetossomo e o direcionamento de proteínas adicionais para a membrana do 

magnetossomo são facilitados por MamA, MamE e possivelmente FtsZm. Figura retirada de Uebe e Schüler 

(2016). 
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1.4 Nanopartículas magnéticas em Biotecnologia 

Antes de introduzirmos a importância das nanopartículas magnéticas na Biotecnologia, 

é preciso definir a Nanociência como a área do conhecimento que se dedica ao estudo de 

nanomateriais, isto é, materiais com dimensões na escala 10-9 m, ao passo que a Nanotecnologia 

é responsável pela fabricação e manipulação de tais dispositivos (Mitchell et al., 2021). A partir 

do final do século XX os estudos de nanopartículas ganharam força à medida que os setores 

industriais e de saúde humana necessitavam novas soluções para superar as limitações 

encontradas à época. No campo da saúde a busca se iniciou com o propósito de desenvolver 

nanoferramentas biomédicas capazes de superar as limitações das terapias convencionais que 

pudessem transpassar as barreiras biológicas naturais, sejam elas sistêmicas, em 

microambientes ou ao nível celular (Chagri, Ng e Weil, 2021). Em paralelo a isso o emprego 

de nanopartículas viabilizaram novas possibilidades para os diferentes setores industriais, isto 

é, desde a fabricação de processadores e circuitos integrados, ambos baseados em nanomateriais 

como nanotubos e grafeno, pelas indústrias de computadores e engenharia até o setor de 

produtos alimentícios com o desenvolvimento de nanopartículas que aumentaram a 

produtividade e tempo de prateleira dos produtos (Bayda et al., 2019). 

Desta forma, é previsto que a indústria global de Nanotecnologia alcance o valor de US$ 

173 bilhões em 2025 conforme a taxa anual de crescimento de 18% (Gharailou, 2018). Neste 

cenário, encontram-se as nanopartículas magnéticas (NPMs), um dos pilares deste mercado, 

que crescem cerca de 11% ao ano, somando um crescimento de US$ 5 bilhões no ano de 2023 

(Figura 4A) (NanoPowder Factory, 2020). Até o presente momento, destacam-se as indústrias 

de sensores, cosméticos, materiais de construção, farmacêuticas e de tratamento de efluentes 

como sendo as que possuem o maior número de produtos e patentes registrados (Ali et al., 

2021). Outros setores, porém, em menor expressão, correspondem aos setores agrícola, de 

geração de energia, de recuperação de recursos naturais, biorremediação, desenvolvimento de 

sensores (Figura 4B) (Maine et al., 2014). 
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Figura 4. Nanopartículas magnéticas: produção global e setorização. A. Produção global de nanopartículas de 

óxidos de ferro através do recorte entre os anos de 2017 e 2022. Dados adaptados de Correa, Presciliano e Abreu, 

2021. B. Produtos nanotecnológicos baseados em nanopartículas de óxidos de ferro estratificados por setores 

industriais que os utilizam. Adaptado de Correa (2021). 

Há uma gama de aplicações biotecnológicas que exploram o uso das nanopartículas 

magnéticas (NPMs) uma vez que estas nanopartículas possuem faixa de tamanho nanométrica 

— isto é, de 1 a 100 nm — e que podem ser controladas e direcionadas com a aplicação de um 

campo magnético externo (Ali et al., 2021). As NPMs mais empregas são formadas por óxidos 

de ferro dentre os quais se destacam as nanopartículas de magnetita sintética 

superparamagnéticas (NPMSs) devido à sua alta biocompatibilidade e baixa toxicidade (Figura 

5A) (Assa et al., 2016). As NPMSs, muitas vezes, não apresentam uniformidade quanto à 

forma, composição química e nem quanto à morfologia cristalina da partícula ocasionando a 

ocorrência de diferentes populações cristalinas em uma mesma amostra. Outra problemática do 

ponto de vista da aplicação em nanomedicina é o seu potencial de aglomerar acarretando a 

formação de grumos (Sarikaya, 1994). 

Figura 5. Diferença morfológica 

entre NPMSs e NMOBs 

observadas em TEM. A. NPMSs 

superparamagnéticas sem 

revestimento obtidas por 

coprecipitação. B. NMOBs 

cuboctaédricas, em 

monodomínio magnético, 

extraídas da BM Ms. 

magneticum cepa AMB-1. A 

membrana biológica que reveste 

as NMOBs está destacada pela 

cabeça de seta laranja. Imagem 
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adaptada de Correa, Presciliano e Abreu (2021). 

Desta forma, há diversos métodos físicos, químicos e biológicos atualmente empregados 

na produção de NPMs. Os métodos físicos e químicos geralmente produzem nanopartículas 

com tamanho irregular a baixo custo ou nanopartículas com forma e tamanho bem definidos a 

custos elevadíssimos (Correa, 2021). A síntese biológica de NPMs, o qual está apoiado na 

biomineralização de magnetossomos por BMs (Figura 5B) (Uebe e Schüler, 2016). Visto que a 

síntese destas nanopartículas por BMs obedecem a um rigoroso controle genético, os 

magnetossomos — daqui em diante descritos como nanopartículas magnéticas de origem 

biológica (NMOBs) — apresentam propriedades desejáveis para aplicações biotecnológicas 

que incluem: (i) a uniformidade da geometria da partícula e sua faixa estreita de distribuição de 

tamanho entre 30 a 120 nm (Bazylinski e Frankel, 2004); (ii) a sua permanente magnetização 

visto que estas partículas correspondem a monodomínios magnéticos (Ricci e Kirschvink, 

1992); (iii) características de dispersibilidade desejáveis da nanopartícula em meio aquoso 

(Correa et al., 2021); e (iv) a presença de membrana biológica que envolve o núcleo mineral do 

magnetossomo bem como a inserção de proteínas na membrana — envolvidas no processo de 

biomineralização do magnetossomo — que podem servir como alvo para ancoramento de 

fármacos, por exemplo (Deng et al., 2013). 

 Conforme exposto anteriormente as NMOBs vem sendo utilizadas em diversos campos 

de aplicação, dos quais podemos citar alguns deles: (i) separação magnética de linfócitos em 

amostras de sangue (Wang et al., 2018); (ii) hipertermia magnética aplicada ao tratamento de 

glioblastoma (Alphandéry et al., 2017); (iii) transporte de fármacos para diferentes terapias 

(e.g., NMOBs funcionalizadas com anfotericina B para o tratamento de infecções causadas por 

parasitos e fungos) (Correa et al., 2021); (iv) análise da segurança alimentar de gêneros 

perecíveis a fim de detectar patógenos bacterianos como espécies de Salmonella e Vibrio (Li et 

al., 2010; Wu et al., 2013); (v) detecção de antígenos (e.g., detecção de antígenos do vírus da 

hepatite B) (Wacker et al., 2007); (vi) biorremediação por meio da imobilização de enzimas de 

degradação de pesticidas (e.g., paraoxon) (Ginet et al., 2011); (vii) em exames diagnósticos de 

imagem tais como a ressonância magnética nuclear visto que atuam como agentes de contraste 

(Mériaux et al., 2015) (Vargas et al., 2018) (Figura 6; Figura 7). 
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Figura 6. Representação do magnetossomo com possíveis funcionalizações e aplicações descritas na literatura. A. 

Separação celular: Magnetossomos modificados foram ligados a anticorpos anti-CD19 e usados para separar os 

linfócitos B das células do sangue periférico (Takahashi, Yoshino e Matsunaga, 2010). B. Transporte de drogas: 

Associação entre as proteínas de superfície do magnetossomo e doxorrubicina, uma droga contra o câncer de mama 

(Sun et al., 2008). C. Análise de alimentos: Sistema de captura que utiliza as proteínas do magnetossomo fundidas 

com o reagente de ligação cruzada suberato de bissulfosuccinimidila para ligação de anticorpos a espécies de 

Salmonella e vibrião em amostras de alimentos (por exemplo, leite, ovo, carne de porco) (Li et al., 2010). D. 

Análise de DNA / Antígeno: Magnetossomos funcionalizados com anticorpos foram usados para imobilização do 

HBsAg (antígeno da hepatite B) no soro humano e aumentar a sensibilidade do imunoensaio (Wacker et al., 2007). 

E. Imobilização enzimática e biorremediação. Magnetossomos expressando MamC fusionado com 

organofosfohidrolase de Flavobacterium sp. foram utilizados para a degradação de paraoxon (metabólito do 

inseticida Parathion) (Ginet et al., 2011). F. Contraste de imagem: magnetossomos funcionalizados com proteínas 

específicas de alta afinidade com células-alvo foram utilizadas como agentes de contraste superparamagnéticos 

para ressonância magnética (Mériaux et al., 2015). G. Hipertermia: Magnetossomos revestidos com poli-L-lisina 

(PLL) foram usados em hipertermia (Alphandéry et al., 2017). Figura adaptada de Vargas et al. (2018). 
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Figura 7. Número de publicações por área que 

envolvem o uso de NMOBs. A maior parte dos 

estudos está voltado à área da nanomedicina, 

dado que estas nanopartículas têm sido 

empregadas em tratamentos de hipertermia 

magnética e no carreamento de fármacos para 

sítios específicos através da aplicação de um 

campo magnético externo. As aplicações 

envolvendo biorremediação permanecem no 

menor patamar do uso de NMOBs. Figura 

adaptada de Vargas et al. (2018). 

 

 

Em suma, esta diversidade de aplicações foi passível de ser explorada devido à química 

de superfície particular desta classe de NPMs. Desta forma, podemos citar a presença de 

grupamentos fosfato — integrantes dos fosfolipídeos da membrana que envolve o núcleo 

mineral — conferindo à nanopartícula carga global negativa (Alphandéry et al., 2012; Correa 

et al., 2021). Além disso, há diferentes proteínas embebidas na membrana, como por exemplo 

as que realizam a biomineralização do cristal, nas quais suas porções C- e N-terminal podem 

ser utilizadas para o ancoramento de fármacos, com e sem agentes de ligação cruzada, enzimas, 

anticorpos, entre outros (Vargas et al., 2018). Embora as NMOBs apresentem esse grupo de 

características conservadas entre si, é importante lembrar que a morfologia das NMOBs bem 

como a composição de proteínas embebidas na membrana é espécie específica (Grünberg et al., 

2004). Dito isso, diferentes tipos de NMOBs — e.g., cuboctaédricas, pseudo-hexagonais 

alongadas ou prismáticos alongados, octaédricas alongadas, entre outras — podem possuir 

proteínas que desempenham funções ainda não elucidadas (Correa, 2021). É sabido também 

que a maior parte das proteínas da membrana do magnetossomo apresenta aminoácidos com 

resíduos laterais acídicos ou sequências repetitivas, o que é compatível com diferentes sistemas 

de biomineralização em outros organismos (Grünberg et al., 2004). Por último, a composição 

da membrana do magnetossomo é muito similar à composição da membrana citoplasmática da 

célula, incluindo o perfil de ácidos graxos e fosfolipídeos detectados, além de não conterem 

LPS (Grünberg et al., 2004), um componente altamente imunogênico para aplicações em saúde 

humana (Takeuchi et al., 1999; Lüderitz et al., 1977). 
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1.4.1 Propriedades de magnetização e dispersibilidade das nanopartículas magnéticas 

Do ponto de vista da aplicação biotecnológica, as propriedades de magnetização das 

nanopartículas interferem diretamente no resultado esperado, isto é, estas propriedades 

intrínsecas ao material determinam a área na qual melhor podem ser utilizadas. Portanto, há 

diferentes classificações que podem ser empregadas a estas partículas e propriedades que 

podem ser exploradas. Por exemplo, quanto ao magnetismo, as nanopartículas magnéticas 

podem ser classificadas em ferromagnéticas, ferrimagnéticas, antiferromagnéticas, 

paramagnéticas e diamagnéticas (Figura 8). 

 

Figura 8. Classificação e exemplificação da resposta de magnetização de diferentes classes materiais. Na fileira 

de cima são exibidos os momentos magnéticos internos do material (𝑚⃗⃗ ) e o momento magnético resultante (𝑚⃗⃗ 𝑟) 

de cada material na ausência de um campo magnético externo (𝐻⃗⃗ ) enquanto na fileira de baixo estes momentos 

são representados durante a incidência de um 𝐻⃗⃗ . A. Material ferromagnético, isto é, permanentemente magnetizado 

com vetores 𝑚⃗⃗  de mesma direção, mesmo sentido e mesma magnitude. Os 𝑚⃗⃗  permanecem paralelos ao 𝐻⃗⃗  aplicado. 

B. Material ferrimagnético, isto é, também permanentemente magnetizado, porém com vetores 𝑚⃗⃗  de mesma 

direção, sentidos opostos e magnitudes diferentes. Os 𝑚⃗⃗  permanecem paralelos ao 𝐻⃗⃗  aplicado. C. Material 

antiferromagnético, isto é, não apresenta magnetização residual (𝑚⃗⃗ 𝑟 = 0). Os vetores 𝑚⃗⃗  apresentam mesma 

direção, sentidos opostos e mesma magnitude. Os 𝑚⃗⃗  permanecem paralelos ao 𝐻⃗⃗  aplicado. D. Material 

paramagnético, isto é, sem magnetização residual (𝑚⃗⃗ 𝑟 = 0). Os vetores 𝑚⃗⃗  apresentam direções e sentidos distintos. 

Os 𝑚⃗⃗  permanecem paralelos ao 𝐻⃗⃗  aplicado. E. Material diamagnético, isto é, sem magnetização residual (𝑚⃗⃗ 𝑟 =

0). Os 𝑚⃗⃗  permanecem antiparalelos ao 𝐻⃗⃗  aplicado, ou seja, são repelidos pelo 𝐻⃗⃗ . Elaboração própria com 

referência em Hausoel et al. (2017). 

O ferromagnetismo é a propriedade que confere a certos materiais a capacidade de se 

tornarem permanente magnetizáveis através da aplicação de um 𝐻⃗⃗ . Dessa forma, cessada a 

aplicação do 𝐻⃗⃗  o material permanece espontaneamente magnetizado (Tanabe e Ohe, 2021). O 
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ferromagnetismo é descrito pelo fato que todos os momentos magnéticos de cada átomo do 

material estão alinhados na mesma direção e sentido, consequentemente, produzindo uma 

resultante de mesma intensidade do momento magnético. NPs que apresentam tal propriedade 

são compostas por átomos como ferro, cobalto, níquel e alguns metais terra-rara (Rasaili, 

Sharma e Bhattarai, 2022) (Figura 8A). 

O ferrimagnetismo, uma variação do ferromagnetismo, é explicado pela presença de 

populações distintas de átomos que possuem seus momentos magnéticos na mesma direção, 

porém em sentidos opostos e de magnitudes diferentes. Essa resultante, portanto, confere ao 

material uma magnetização permanente ao dipolo magnético. Contudo, durante a aplicação de 

um 𝐻⃗⃗  os momentos mantêm a direção e adquirem o mesmo sentido do 𝐻⃗⃗ , ocasionando num 

momento dipolo magnético resultante de maior magnitude quando comparado àquele na 

ausência do 𝐻⃗⃗  (Figura 8B). Esse fenômeno pode ser observado na magnetita, tanto biogênica 

quanto abiogênica, que é composta por átomos de Fe2+ e Fe3+ em sua estrutura cristalina 

(Banerjee e Moskowitz, 1985). Ambos os materiais ferro- e ferrimagnéticos apresentam alta 

susceptibilidade magnética e alta permeabilidade relativa (𝜒). A susceptibilidade é explica pela 

capacidade de um material de se tornar magnetizável na presença de um 𝐻⃗⃗ , indicando, 

consequentemente, se o material será repelido ou atraído pelo campo gerado (Tanabe e Ohe, 

2021). A 𝜒 é determinada pela capacidade de fluxo magnético que pode atravessar determinado 

material (Figura 8B). 

Diferentemente do ferrimagnetismo, o antiferromagnetismo é descrito por populações 

de átomos ou moléculas nos quais os momentos magnéticos individuais não só apresentam 

mesma direção e sentidos opostos como também apresentam a mesma magnitude além de não 

se comportarem como dipolos magnéticos. Em vista disso, a resultante do momento dipolo do 

material é zero. No entanto, durante a aplicação de um 𝐻⃗⃗  os momentos mantêm a direção e a 

magnitude ao passo que adquirem o mesmo sentido do 𝐻⃗⃗ , conferindo um momento dipolo 

magnético resultante diferente de zero comparado àquele na ausência do 𝐻⃗⃗  (Železný et al., 

2018) (Figura 8C). Exemplos de materiais antiferromagnéticos são a hematita, a liga metálica 

ferro-manganês, o cromo e óxidos de níquel (Holcomb et al., 2010). 

O diamagnetismo, por sua vez, é descrito pela ausência de momentos magnéticos 

individuais em populações de átomos ou moléculas junto ao fato que o material não se comporta 

como dipolo magnético. Tal propriedade faz com que esse tipo de material seja repelido na 
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aplicação de um 𝐻⃗⃗ , uma vez que é gerado um momento dipolo magnético de mesma direção e 

sentido oposto ao 𝐻⃗⃗  (Figura 8E). Embora o diamagnetismo esteja presente em todos os 

materiais, a sua contribuição para a resposta magnética é baixa e quando somente ele está 

presente então o material é considerado diamagnético (Essén e Fiolhais, 2012). Outra 

propriedade deste tipo de material é que sua 𝜒 é menor do que a permeabilidade do vácuo (𝜇0⃗⃗⃗⃗ ). 

O diamagnetismo é comumente encontrado na água, lipídeos, tecidos biológicos, etc. (Gao et 

al., 2021). 

O paramagnetismo é composto pela presença de diferentes momentos magnéticos de 

um material que estão orientados em diferentes direções e sentidos, mas que dão origem a uma 

resultante de valor zero na ausência de 𝐻⃗⃗ . Na aplicação de um 𝐻⃗⃗ , os momentos são alinhados 

na mesma direção e sentido do vetor 𝐻⃗⃗ , conferindo uma resultante não nula (Figura 8D). 

Materiais paramagnéticos apresentam 𝜒 com valor ligeiramente superior a 1 (Martin-Hernández 

e Ferré, 2007). De forma simples, é possível determinar se um material é dia- ou paramagnético 

de acordo com o pareamento de seus spins eletrônicos. Caso todos os spins eletrônicos — isto 

é, paralelos e antiparalelos — estejam alinhados então o material é diamagnético, caso não 

estejam pareados, o material será paramagnético (Abrikosov et al., 2016). Materiais 

paramagnéticos rotineiramente encontrados são o alumínio, oxigênio, titânio e óxido de ferro 

II (FeO) (Martin-Hernández e Ferré, 2007). Há também o superparamagnetismo que é 

encontrado em materiais de escala de tamanho nanométrica, isto é, as nanopartículas que 

possuem até 100 nm. O superparamagnetismo é caracterizado pelo agrupamento restrito a 

pequenos domínios independentes entre si que exibem comportamento ferro- ou ferrimagnético 

(Figura 9). Esta classe somente se torna magnetizada durante a aplicação do 𝐻⃗⃗  e, 

posteriormente, cessada a aplicação do campo o material não é capaz de reter a magnetização 

(Dulińska-Litewka et al., 2017). Dado o fato de não serem permanentemente magnetizadas, 

NMSs superparamagnéticas não tendem a formar grumos e (Wu, Tang e Jensen, 2004), por 

conseguinte, têm sido utilizadas em nanomedicina como agentes de contraste em exames de 

imagem (Wang, Hussain e Krestin, 2001; Lee e Hyeon, 2012) e hipertermia magnética para o 

tratamento de câncer (Balivada et al., 2010; Zahn et al., 2022).  
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Figura 9. Domínios magnéticos distribuídos pelo tamanho da partícula e fator de forma. A. Gráfico de dispersão 

entre fator de forma e comprimento de NPMs. As NMOBs se encontram na região colorida de amarelo do gráfico 

a qual corresponde às partículas como monodomínio magnético. Três áreas de diferentes morfologias de NMOBs 

são exibidas, sendo estas: (i) anisotrópicas; (ii) prismáticas alongadas; e (iii) cuboctaedros e octaedros alongados. 

B. Representação esquemática do alinhamento dos 𝑚⃗⃗  entre os domínios magnéticos de cada grupo. Multidomínios 

apresentam diversos domínios magnéticos com 𝑚⃗⃗  em diferentes direções e sentidos. Monodomínios magnéticos 

possuem um único domínio no qual os 𝑚⃗⃗  encontram-se paralelos entre si, isto é, na mesma direção e também 

apresentam o mesmo sentido. Partículas superparamagnéticas apresentam também um único domínio magnético, 

no entanto, os 𝑚⃗⃗  apresentam diferentes direções e sentidos. Elaboração própria com referência em Kopp e 

Kirschvink (2008). 

Dando sequência às propriedades magnéticas de nanopartículas, devemos compreender 

que as NMOBs, biomineralizadas por BMs, correspondem a monodomínios magnéticos 

estáveis segundo o diagrama de fase magnética da magnetita biogênica proposto por Butler e 

Banerjee (1975) (Figura 9). O monodomínio magnético corresponde à região delimitada do 

material na qual a magnetização é uniforme e não varia sob a incidência de um 𝐻⃗⃗ . Portanto, 

devido à estreita faixa de tamanho e a composição química da magnetita, as NMOBs mantêm-

se permanentemente magnetizadas (Kopp e Kirschvink, 2008). Dessa forma, é discutido na 

literatura que essa característica conferiu uma vantagem evolutiva às BMs. Um exemplo claro 

é a estabilidade das propriedades magnéticas das NMOBs durante a evolução da 

biomineralização de MGCs e da magnetotaxia no domínio Bacteria. Diversas evidências 

paleogeoquímicas e filogenômicas sugerem que este comportamento pode ter originado durante 

o éon Arqueano há 2,7 bilhões de anos (Lin et al., 2017). No decorrer da evolução das BMs, 

diversas inversões do campo geomagnético ocorreram e, por conseguinte, o fato das NMOBs 

possuírem um núcleo mineral permanentemente magnetizado pode ter permitido a perpetuação 

e espalhamento desse comportamento em outros representantes do domínio Bacteria (Gillet et 

al., 2013; Amor et al., 2022). 
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Por último, há uma região de transição no diagrama de fase magnética no qual 

nanopartículas de magnetita passam a compor multidomínios magnéticos (Figura 9). Essa 

transição ocorre em partículas que: (i) possuem fator de forma inferior a 0,6 e tamanho superior 

a 300 nm; e (ii) possuem fator de forma próximo a 0,8 e tamanho superior a 250 nm. Devido às 

dimensões da partícula esta passa a se organizar em diferentes regiões, isto é, domínios, que 

possuem momentos magnéticos em diferentes sentidos e direções (Ansari et al., 2019). Devido 

às suas dimensões e tendência de agregação, nanopartículas multidomínio são pouco 

empregadas em nanomedicina e têm sido exploradas em áreas de catálise (Leslie-Pelecky e 

Rieke, 1996; Li et al., 2017). 

Uma vez contempladas as classificações e propriedades desses materiais quanto à 

organização dos spins eletrônicos e suas delimitações espaciais, abordaremos o último conceito 

importante deste bloco: a curva de histerese (Figura 10). A histerese é a tendência do sistema 

em conservar suas características na ausência de um estímulo que, neste caso, é a aplicação de 

um 𝐻⃗⃗ . Dessa forma, a curva de histerese é descrita pela relação entre a magnetização (𝑀⃗⃗ ) de 

um material — ou seja, a densidade de fluxo de campo magnético que o atravessa — e a 

aplicação de um 𝐻⃗⃗  com mesma direção e sentidos alternados em duas ocasiões distintas (Figura 

10). Uma vez construída a curva de histerese é possível determinar três propriedades 

importantes, sendo estas a coercividade (𝐶), a remanência (𝑅) e saturação (𝑆) (Frey et al., 2009). 

Em primeiro lugar, a coercividade retorna o valor de 𝐻⃗⃗  necessário durante a 

dessaturação para que o material seja complementa desmagnetizado, isto é, quando 𝑀⃗⃗ = 0. Em 

seguida, a remanência é a magnetização remanescente cessada a aplicação do 𝐻⃗⃗ , isso é, quando 

𝐻⃗⃗ = 0. Por fim, há dois pontos de saturação — representados por 𝑆1 e 𝑆2 — que indicam o 

valor máximo de 𝑀⃗⃗  que um material pode receber sob aplicação de um determinado 𝐻⃗⃗ . Tanto 

em 𝑆1 quanto em 𝑆2 temos o alinhamento dos 𝑚⃗⃗⃗⃗  de cada domínio magnético do material de 

forma paralela ao 𝐻⃗⃗  aplicado, isto é, possuem mesma direção e sentido que 𝐻⃗⃗  (Figura 10). Em 

seguida, veremos algumas diferenças entre as curvas de histerese de nanopartículas que exibem 

superparamagnetismo, ferro- e ferrimagnetismo em mono- e multidomínios (Figura 10). 
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Figura 10. Curva de histerese de NPMs. Em vermelho está destacada a curva de saturação e em azul a curva de 

dessaturação magnética do material. As medidas de coercividade, remanência e saturação estão representadas pelas 

letras C, R e S, respectivamente. No interior dos gráficos encontram-se as direções e sentidos dos vetores 𝐻⃗⃗  nos 

pontos de saturação 1 e 2, isto é, 𝑆1 e 𝑆2. A. Exemplo de curva de histerese hipotética para NMOBs de Ms. 

magneticum cepa AMB-1. B. Exemplo de curva de histerese para magnetita sintética que exibe multidomínios 

magnéticos. Valores superiores de coercividade e remanência são esperados em comparação aos valores obtidos 

par NMOBs. C. Exemplo de curva de histerese para NMSs superparamagnéticas. As curvas de saturação e 

dessaturação se sobrepõe ao passo que este tipo de material apresenta histerese e coercividade próximos a zero. 

Elaboração própria com referência em Hausoel et al. (2017). 

Posto isso, na Figura 10 temos a representação de três curvas de histerese típicas para: 

(i) NMOBs extraídas de Ms. magneticum cepa AMB-1, conforme adaptado de Alphandéry et 

al. (2008) (Figura 10A); (ii) NPMSs que extrapolam a zona de transição de monodomínio para 

multidomínio (Pike et al., 2001) (Figura 10B); e (iii) NMSs superparamagnéticas com tamanho 

médio de 30 nm (González-Gómez et al., 2019) (Figura 10C). Em primeiro lugar, é observado 

que as nanopartículas superparamagnéticas possuem valores de coercividade e remanência 

próximos a zero — isto é, na interseção dos eixos 𝐻 e 𝑀 — e alta saturação nos pontos 𝑆1 e 𝑆2 

(Figura 10C). Portanto, a curva de histerese corrobora os conceitos trazidos anteriormente, 

definindo que essa classe de nanopartículas somente se torna magnetizada durante a aplicação 

de um 𝐻⃗⃗  e, cessada sua aplicação, não mantém a magnetização residual. Isso é explicado porque 

a soma vetorial dos 𝑚⃗⃗  na ausência de 𝐻⃗⃗  retornam um momento resultante igual a zero, ou seja, 

se 𝑚⃗⃗ 𝑟 = 0, consequentemente, 𝑀⃗⃗ = 0 (Figura 10D; Figura 10C). 

Finalmente, ao comparamos a topografia da curva entre NMOBs e nanopartículas de 

magnetita que apresentam multidomínio, a diferença assinalada entre elas recai sobre os valores 

mensurados de coercividade e remanência. Deve-se lembrar que NMOBs exibem 

ferrimagnetismo, uma variação do ferromagnetismo, e, por conseguinte, são formadas por um 

monodomínio magnético o que garante sua permanente magnetização (Figura 8B; Figura 10A). 

A diferença entre os valores observados de coercividade e remanência entre essas duas classes 

de partículas é explicada pela organização dos spins eletrônicos, ou melhor dizendo, pela soma 
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vetorial dos 𝑚⃗⃗  de cada molécula. Logo, apresentam valores diferentes uma vez que NMOBs 

apresentam os 𝑚⃗⃗  emparelhados de forma antiparalela, ou seja, com mesma direção e sentidos 

opostos, e de magnitudes diferentes. Em consequência disso, na aplicação ou ausência de 𝐻⃗⃗  as 

partículas apresentarão 𝑚⃗⃗ 𝑟 distintos entre si, o que resultará em valores de coercividade e 

remanência diferentes entre ambas. 

Em suma, tais propriedades determinam a melhor área de aplicação de cada 

nanopartícula, uma vez que partículas que toleram valores mais altos de 𝑀⃗⃗  são naturalmente 

mais responsivas a 𝐻⃗⃗  e a estímulos de temperatura. Consequentemente, NMOBs apresentam 

propriedades superiores às nanopartículas superparamagnéticas o que favorece seu emprego em 

ensaios de hipertermia magnética e ensaios de carreamento de fármacos in vitro e in vivo 

(Abenojar et al., 2016; Alphandéry et al., 2017). Por fim, NMOBs apresentam valores de 

potencial zeta, de -38 a -25 mV (Wang et al., 2019; Correa et al., 2021), similares a 

nanopartículas de magnetita revestidas com ácido carboxílico, de -35 a -15 mV (Mandawala et 

al., 2017. O potencial zeta é uma medida indireta da carga de superfície, o que reflete a 

estabilidade coloidal e a dispersibilidade em meio aquoso destas nanopartículas, ampliando, 

portanto, a gama de aplicações possíveis para as NMOBs. 

 

1.2. Microalgas: importância biotecnológica na produção de biocombustíveis 

A preocupação com o meio ambiente vem chamando mais atenção nos últimos anos 

devido às enormes mudanças climáticas globais (Jones et al., 2012). Estas mudanças foram 

acompanhadas pelo aumento constante da população mundial, aumentando consequentemente 

a procura por combustíveis derivados do petróleo (Bowen et al., 2012). Os combustíveis fósseis 

são formados por processos naturais, e.g., decomposição anaeróbica de fito e zooplâncton 

durante a diagênese. Altas temperaturas e pressões durante a escala de tempo geológica da Terra 

são responsáveis pela conversão da matéria orgânica em matrizes fósseis como carvão, gás 

natural e petróleo. A combustão destes compostos com altas porcentagens de hidrocarbonetos 

libera alta quantidade de energia equivalente (Hubbert, 1949). A composição química 

específica dos hidrocarbonetos presentes em qualquer combustível fóssil confere as suas 

propriedades características. As principais propriedades específicas do combustível são 

densidade, viscosidade, ponto de ebulição, ponto de fusão, entre outras (Otto e Simoneit, 2001). 

Esta questão tem impulsionado, nos últimos anos, estudos que consideram as fontes renováveis 
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de energia como novas alternativas para a produção de combustíveis. Nesse cenário, os 

biocombustíveis surgem como uma alternativa positiva aos combustíveis fósseis, por serem 

uma fonte de energia sustentável, ou seja, seus resíduos são menos nocivos ao meio ambiente, 

principalmente porque seu balanço total reduz consideravelmente a emissão de dióxido de 

carbono (CO2) e outros gases estufa na atmosfera (Bentsen, Larsen e Felby, 2014). 

No contexto da busca por biocombustíveis, destacam-se as microalgas, microrganismos 

fototróficos unicelulares importantes no ciclo do carbono na natureza (e.g., mitigação das 

emissões de CO2 e produção de mais da metade do O2 atmosférico disponível no globo) e que 

podem ser utilizadas para produção de biodiesel de 3ª geração, uma vez que acumulam 

inclusões de lipídeos neutros (e.g., triacilgliceróis; TAGs) (Klok et al., 2014). Logo, são 

consideradas uma das matérias-primas mais promissoras para a produção de biocombustíveis, 

em particular o biodiesel. Além disso, a produtividade desses microrganismos fotossintéticos 

na conversão de dióxido de carbono em lipídios ricos em carbono, excede em muito o das 

oleaginosas agrícolas, sem competir para terras aráveis (Bentsen, Larsen e Felby, 2014). 

No entanto, a produção comercial de microalgas ainda é baseada em métodos e 

tecnologias tradicionais usando algumas cepas. Um dos principais gargalos na produção de 

grandes quantidades de biomassa de microalgas para produção de biodiesel é a necessidade da 

alta produtividade lipídica (Wijffels e Barbosa, 2010). Em algas em crescimento sem estresse, 

os lipídios estão presentes principalmente na forma de fosfolipídios nas membranas celulares, 

condição que não é interessante do ponto de vista biotecnológico. Algumas microalgas, no 

entanto, quando expostas a condições de estresse — e.g., carência nutricional ou altas 

intensidades de luz —acumulam inclusões lipídicas na forma de TAGs. Esse acúmulo de TAGs 

demanda gasto de energético e, sucessivamente, leva à queda da taxa de crescimento e, por fim, 

à queda da produtividade (Klok et al., 2014). 

As principais etapas relacionadas à produção de biodiesel por microalgas são descrito 

por: (i) prospecção e seleção de espécies microalgas com alto teor de lipídeos neutros, 

característica desejável para o processo; (ii) o cultivo propriamente dito destes microrganismos 

em tanques do tipo raceaway ou fotobiorreatores com alta exposição à luz solar ou artificial; 

(iii) a coleta da biomassa; (iv) a extração do conteúdo lipídico da célula a partir de técnicas que 

lisem o microrganismo e purifiquem a biomolécula de interesse; (v) o processo 

transesterificação dos triacilgliceróis na fração de ésteres que irão compor o biodiesel; e (vi) 
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finalmente, a etapa de refino do biodiesel para separação ode impurezas e comercialização do 

produto final (Figura 11) (Chhandama et al. (2021). 

 

Figura 11. Pipeline de produção de biodiesel de 3ª geração a partir da extração de lipídeos neutros de microalgas. 

As principais etapas correspondem à prospecção e seleção de microalgas com alto teor de lipídeos neutros, o 

cultivo destes microrganismos em tanques do tipo raceaway ou fotobiorreatores, a coleta da biomassa, a extração 

do conteúdo lipídico da célula, o processo transesterificação dos triacilgliceróis e, finalmente, a etapa de refino do 

biodiesel para separação ode impurezas. Figura retirada de Chhandama et al. (2021). 

Dentre essas etapas, a coleta de microalgas são atualmente caras por causa de os altos 

requisitos de energia e custos de capital envolvidos. Isso ocorre uma vez que a maioria das 

espécies são pequenas células unitárias e, por sua vez, a centrifugação é frequentemente usada 

como método de coleta. No entanto, devido à baixa concentração de (<3 g · L-1), a centrifugação 

requer uma grande capacidade de processamento do material, o que torna o processo oneroso e 

aumenta a demanda de tempo necessária (Estime, Ren e Sureshkumar, 2017). Recentemente, 

tem-se investido em metodologias que utilizem a floculação, seguido de sedimentação, a fim 

de substancialmente reduzir os custos de coleta e as necessidades de energia operacional do 

processo (Chhandama et al., 2021). Além disso, outro gargalo do processo é a extração dos 

óleos presentes nas inclusões lipídicas. A maioria das células são, em geral, relativamente 

pequenas e parede celular espessa. Por isso, geralmente condições muito adversas precisam a 

serem empregas como a aplicação de tensão de cisalhamento sob o corpo celular (Wang e Lan, 

2018). 

Logo, é esperado que as espécies empregadas durante esse processo possuam algumas 

características desejáveis (Figura 12). São estas: (i) células devem apresentar tolerância a altas 
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concentração de oxigênio, uma vez que o oxigênio produzido durante da fotossíntese deve ser 

desgaseificado durante o bioprocesso e concentrações que excedem a atmosfera suprimem a 

via fotossintética (Ku e Edwards, 1977); (ii) robustez durante o cultivo, i.e., estabilidade e 

resistência a patógenos; (iii) a simultaneidade entre as etapas de crescimento e acúmulo de 

lipídeos neutros, dado que geralmente o acúmulo destes lipídeos leva à redução da taxa de 

crescimento; (iv) células com maior diâmetro médio com parede celular e membrana pouco 

robustas, a fim de facilitar o processo de liberação das inclusões lipídicas para a extração; e (v) 

a capacidade de formação de flocos a fim de facilitar a coleta final após o cultivo (Wijffels e 

Barbosa, 2010). 

Figura 12. Características 

desejáveis de microalgas 

utilizadas na produção de 

biodiesel. É desejável que as 

células apresentem tolerância 

a altas concentração de 

oxigênio, robustez durante o 

cultivo (i.e., estabilidade e 

resistência a patógenos), a 

simultaneidade entre as etapas 

de crescimento e acúmulo de 

lipídeos neutros, células com 

maior diâmetro médio com 

parede celular e membrana 

pouco robustas e a capacidade de formação de flocos a fim de facilitar a coleta final após o cultivo. Figura retirada 

de Wijffels e Barbosa (2010). 

Dentro do cenário brasileiro, em 2005, foi promulgar a Lei nº 11.097/2005 (Brasil, 

2005), conhecida como Lei do Biodiesel, que define biodiesel como qualquer combustível 

derivado de biomassa renovável para uso em motores diesel e dispõe sobre os percentuais de 

adição de biodiesel ao óleo diesel comercializado no território nacional. Nesse sentido, alguns 

países como o Brasil possuem programas de mistura obrigatória de biodiesel ao diesel em 

proporções. Em dezembro de 2004, o governo federal lançou, com base em decretos 

presidenciais anteriores, o Programa Nacional de Produção e Utilização de Biodiesel (PNPB), 

que estabeleceu as condições legais para a inclusão do biodiesel na matriz energética brasileira. 

Em janeiro de 2005, houve regulamentação pelo congresso nacional através da Lei 11.097/05 

(Prates, Pierobon e Costa, 2007). Este regulamento estabeleceu que todo o diesel 
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comercializado em território nacional a partir de janeiro de 2008 deveria possuir 2% de 

biodiesel na sua composição até 2013, altura em que se previa que esta proporção passasse para 

5%. Contudo, o Conselho Nacional de Política Energética (CNPE) determinou que em julho de 

2008 essa proporção aumentaria para 3% e, por fim, por motivos diversos, antecipou-se a partir 

de 2010 a utilização obrigatória na proporção de 5% que estava prevista para 2013 (Ramos e 

outros, 2011). Portanto, consolidou-se como marco estratégico, uma vez que garantiu que o 

Brasil iniciasse a produção de biodiesel, o que poderá gerar desenvolvimento, emprego e renda 

no campo. Atualmente, a Resolução CNPE nº 16, de 29 de outubro de 2018 e o Despacho ANP 

nº 621, de 06 de agosto de 2019 estabelecem que a proporção máxima de biodiesel no diesel 

deverá atingir 15% até 2024, sendo atualmente de 12%. 

Logo, o desenvolvimento e a aplicação de nanoferramentas baseadas em NMOBs em 

etapas consideradas gargalos de produção pode contribuir para o melhoramento do processo e 

necessita ser avaliado em pontos críticos como a coleta de microalgas e a modulação do teor de 

lipídeos neutros por célula.  

 

1.3. Despejo e tratamento de efluentes da indústria têxtil: contexto atual e 

desenvolvimento de novas tecnologias 

Desde o patenteamento da produção e comercialização em larga escala da mauveína 

(i.e., anilina púrpura ou malva de Perkin), descrita por William Perkin em 1857, os corantes 

sintéticos têm sido usados em diferentes indústrias, dada o retorno de mercado do produto. 

Desde então, os corantes sintéticos têm sido utilizados em diversas indústrias, incluindo 

tingimento de tecidos na indústria têxtil, a produção de alimentos e setor farmacêutico (Lin et 

al., 2023). Dentro desse cenário, as indústrias têxteis são os maiores geradores de poluição 

aquática por esse tipo de substâncias (de Almeida et al., 2014). Além disso, esta classe de 

poluentes é de alta importância para o Brasil, uma vez que nele está instalado o quarto maior 

parque produtivo do mundo, com uma produção média anual de 1,3 milhões de toneladas de 

tecidos (ABIT, 2019). Esse setor é, ainda, um forte segmento produtivo do Estado do Rio de 

Janeiro, contando com aproximadamente 330 indústrias instaladas (Firjan, 2018). No entanto, 

aproximadamente 80% das águas residuais contendo corantes produzidas são despejadas sem 

qualquer tipo de em cursos de água ou utilizadas diretamente para irrigação no setor agrícola, 

causando impactos prejudiciais na saúde humana e nos ecossistemas (Islam et al., 2023). 



22 
 

Portanto, os corantes sintéticos não tratados causam diversos impactos 

ecotoxicológicos, sendo os principais: (i) a perda da capacidade fotossintetizante do 

zooplâncton e macrófitas pelo bloqueio da entrada de luz e, consequentemente, redução da taxa 

de crescimento destes microrganismos impactando a produtividade primária e, sucessivamente, 

toda a cadeia trófica em sequência; (ii) a perda da coordenação de nado em peixes, além de 

problemas relacionados à disfunção fisiológica em diversos,  a bioacumulação destes 

compostos, a redução do teor de proteína e lipídeos e, consequentemente, resultando em perdas 

de produtividade na psicultura; (iii) a redução da fertilidade de solos, desestruturação da 

comunidade microbiana e redução do tamanho de plantas que são irrigadas por estas águas; e 

(iv) a toxicidade ao sistema nervoso, carcinogênese, a bioacumulação de corantes em tecido 

adiposo e o aumento da frequência de reações de hipersensibilidade em humanos (Figura 13) 

(Lin et al., 2023). Logo, os impactos estão ligados à natureza química destes poluentes, 

tornando-os pouco biodegradáveis e com perfis complexos de toxicidade para organismos 

aquáticos (Cai et al., 2020; Lellis et al., 2019). 
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Figura 13. Impacto ecotoxicológico do despejo de efluentes não tratados em corpos hídricos. Dentre os impactos 

mais comuns estão: (i) à perda da capacidade fotossintetizante do zooplâncton pelo bloqueio da entrada de luz; (ii) 

inibição do crescimento de microrganismos aquáticos; (ii) disfunção em órgãos e bioacumulação dos corantes em 

peixes; (iii) redução da fertilidade de solos e redução do tamanho de plantas; e (iv) toxicidade ao sistema nervoso, 

carcinogênese e reações de hipersensibilidade em humanos. Figura retirada de Lin et al. (2023). 

Atualmente, os processos de tratamento tradicionais removem apenas frações dos 

corantes em efluentes da indústria têxtil, de tal forma que os corpos hídricos permanecem 

vulneráveis aos impactos provocados após seu despejo (Cardoso et al., 2016). Dentre as 

tecnologias atualmente empregadas e, em desenvolvimento, incluem: (i) a biocatálise e 

biorremediação utilizando microrganismos e seus subprodutos enzimáticos como lacases, 

azoredutases e peroxidases para descoloração das moléculas; (ii) a foto- e eletrocatálise 
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utilizando catalisadores com Fe2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, entre outros, baseados em reações de 

peroxidação (e.g., reação de Fenton) e oxidação destes compostos; (iii) processos 

eletroquímicos como floculação; e (iv) separação física por filtração e adsorção em membranas 

(e.g., micro-, ultra- e nanofiltração seguida de osmose reversa) (Lin et al., 2023). Somado a 

isso, NPs vêm sendo cada vez mais utilizadas no desenvolvimento de nanoferramentas capazes 

de detoxificar estes poluentes, principalmente requerendo a sua funcionalização com moléculas 

orgânicas e grupos funcionais, tais como amina (NH2 e seu estado protonado NH3
+), carboxila 

(COOH e seu estado desprotonado COO-), hidroxila (OH) e cadeias carbônicas alifáticas e 

aromáticas, aumentando o a rede de interações intermolecular, como ligações de hidrogênio (H-

bonds, do inglês Hydrogen bonds), atrações eletrostáticas (i.e., pontes salinas) e interações 

hidrofóbicas e pi-pi (Figura 14). 

 

Figura 14. Funcionalizações propostas em NPs para remoção de corantes em corpos hídricos. A. Funcionalização 

com grupos funcionais amina e carboxila para a promoção de interações eletrostáticas (i.e., pontes salinas) para a 

adsorção dos corantes à NP. B. Atração por interações hidrofóbicas entre grupos funcionais hidrofóbicos nas NPs 

(e.g., funcionalização com cadeias alifáticas) e porções alifáticas ou aromáticas de corante sintéticos. C. Interação 

dos corantes com NPs por interações polares como ligações de hidrogênios. D. Interação por preenchimento dos 

poros das NPs pelos corantes sintéticos. E. Interação do tipo pi-pi (e.g., empilhamento ou T-shaped) entre a porção 

aromática do corante e a NP funcionalizada com grupamentos aromáticos como cadeias laterais dos aminoácidos 

triptofano, tirosina e fenilalanina. Figura retirada de Lin et al. (2023). 

Além disso, Correa (2021) reportou a capacidade de degradação (i.e., descoloração) do 

corante azul de metila, de utilização rotineira na indústria têxtil, utilizando NMOBs de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T. Nesse estudo, foi possível observar que a degradação do corante, 

principalmente associada à degradação da porção organo-conjugada da molécula. O efeito foi 

relacionado à presença da membrana que envolve a NMOB — em condições que empregaram 
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ou não a adição de H2O2 — sugerindo que a degradação observada provavelmente não foi 

realizada pela reação de Fenton, mecanismo comum utilizado em plantas de tratamento de 

efluente (Sadegh et al., 2021), e sim a um fenômeno catalítico intrínseco à NMOB. No entanto, 

o mecanismo e a biologia estrutural do fenômeno não foram elucidados à época. 
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2. Justificativa 

Nanopartículas (NPs) são materiais de escala nanométrica de diferentes matrizes (e.g., 

natureza polimérica, inorgânica, lipídica, magnética, etc.) que podem ser aplicados em 

diferentes setores da Biotecnologia desde a Nanomedicina até o desenvolvimento de soluções 

para problemas industriais. Portanto, há uma demanda global crescente por NPs e estima-se que 

esse mercado atinja a marca de US$ 173 bilhões em 2025, conforme a taxa anual de crescimento 

de 18% (Gharailou, 2018). Neste cenário, encontram-se as nanopartículas magnéticas (NPMs) 

de óxidos de ferro, um dos pilares deste mercado, que crescem cerca de 11% ao ano, sendo 

projetada para crescer US$ 5 bilhões no ano de 2023. Atualmente, destacam-se as indústrias de 

sensores, cosméticos, materiais de construção, farmacêuticas e de tratamento de efluentes como 

sendo as que possuem o maior número de produtos e patentes envolvendo NPs registrados. Ao 

considerarmos a América Latina, contexto ao qual nosso país está inserido, Brasil e México são 

os maiores desenvolvedores de NPs, ao passo que os setores de construção civil, cosméticos e 

automobilístico despontam no número de produtos registrados (NanoPowder Factory, 2020). 

Considerando o avanço crescente na área, há carência de tecnologias que solucionem problemas 

relacionados à área ambiental, à industrial têxtil e à Nanomedicina. 

Logo, tecnologias relacionadas ao desenvolvimento, caracterização e aplicação de 

nanopartículas magnéticas são necessárias no cenário global e no contexto continental. Por sua 

vez, NMOBs são organelas procarióticas contendo magnetita biomineralizadas por BMs que 

vêm sendo estudadas nos campos da Nanomedicina e Nanobiotecnologia nos últimos anos. 

Estas nanopartículas possuem diversas propriedades, tais como: (i) a sua permanente 

magnetização por serem constituídas de um monodomínio magnético; (ii) alto grau de pureza 

química; (iii) propriedades magnéticas e cristalográficas bem definidas; (iv) síntese sob 

tamanho delimitado entre a faixa de 30 a 120 nm; (v) presença de membrana biológica que 

reveste o núcleo mineral da NP com proteínas de membrana espécie-específica, conferindo 

carga global negativa à NP; (vi) resistência térmica e ambiental; e (vii) boa dispersibilidade em 

meio aquoso (Vargas et al., 2018). Deste modo, esse rol de características as tornam vantajosas 

em relação às NPs magnéticas de origem sintética, a depender do campo de aplicação. 

A maior parte dos estudos de cultivo de BMs para produção de NMOBs está concentrada 

em BMs do gênero Magnetospirillum — i.e., Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. 

gryphiswaldense cepa MSR-1 — correspondente a um gênero de alfaproteobactérias 

magnetotáticas que biomineralizam magnetossomos cuboctaédricos de diâmetro médio de 40 
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µm, em estratégias de cultivo por batelada alimentada e cultivo contínuo (Heyen e Schüller, 

2003; Zhang et al., 2011). Logo, o estabelecimento de novos bioprocessos que utilizem novas 

BMs com magnetossomos de diferentes morfologias (i.e., conteúdo de magnetita por partícula) 

que podem afetar a resposta magnética da nanopartícula bem como a caracterização de novas 

proteínas de membrana espécie-específica são mandatórios em Biotecnologia. Portanto, o 

estabelecimento do cultivo em batelada de Mf. australis cepa IT-1, faz-se necessário, uma vez 

que esta é capaz de biomineralizar magnetossomos octaédricos alongados de magnetita com 

proteínas de membrana ainda não caracterizadas na literatura bem como não há relatos de 

bioprocessos que empreguem o cultivo de cocos magnetotáticos. Ademais, a BM foi isolada a 

partir de amostras da Lagoa de Itaipu, Niterói (RJ), o que favorece o desenvolvimento de 

tecnologia e processo desenvolvido em território nacional, isto é, desde a bioprospecção e 

isolamento da BM em 2014 até o escalonamento de seu cultivo em biorreator de bancada para 

aplicações biotecnológicas de suas NMOBs (Morillo et al., 2014). Além disso, a estratégia de 

cultivo em microaerofilia torna-se vantajosa devido à sustentabilidade provocada pela 

eliminação do uso de gases estufa com óxido nitroso (N2O), além de ser menos onerosa devido 

à utilização do O2 disponível na atmosfera como fonte de aceptor final de elétrons para a 

respiração celular durante todo o bioprocesso (Correa et al., 2022). 

Consequentemente, uma vez estabelecido seu cultivo em batelada, a caracterização de 

suas NMOBs e aplicações em novos processos é fundamental. Nesse contexto, abordagens que 

visam a saúde ambiental foram escolhidas como diretrizes desta tese. Portanto, NMOBs 

isoladas de Mf. australis cepa IT-1 foram utilizadas em processos de separação magnética de 

microalgas. Microalgas são fototróficos unicelulares importantes no ciclo do carbono na 

natureza (e.g., mitigação das emissões de CO2 e produção de mais da metade do O2 atmosférico 

disponível no globo) e podem ser utilizadas para produção de biodiesel de 3ª geração, uma vez 

que acumulam inclusões de lipídeos neutros (e.g., triacilgliceróis) (Wijffels e Barbosa, 2010). 

Tais lipídeos podem ser extraídos, processados e convertidos em biodiesel, promovendo uma 

alternativa sustentável à natureza não renovável das matrizes fósseis utilizadas atualmente. Dois 

aspectos importantes na produção do biodiesel de 3ª geração são a modulação do conteúdo 

lipídico e a coleta de microalgas após o cultivo. Logo, o desenvolvimento de nanoferramenta 

baseada em NMOBs que permite a separação magnética do material suspenso em cultivo pode 

representar ganho para o processo dada a natureza da NP, o perfil de interação com as 

microalgas e a provável capacidade de reuso em novos bioprocessos. Ademais, iniciativas 

públicas como o estabelecimento da Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel 
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(PNPB) e a regulamentação pela Lei nº 11.097, de 13 de janeiro de 2005 são importantes para 

a consolidação do biodiesel na matriz energética brasileira e para o fomento de novas 

tecnologias que viabilizem cada vez mais a inserção de biocombustíveis no mercado nacional 

(Brasil, 2005). 

Além disso, outro campo de aplicação avaliado para as NMOBs foi o tratamento de 

efluentes industriais. Nesse sentido, o Brasil representa o 4º maior parque produtivo da indústria 

têxtil — e.g., produção média anual de 1,3 milhão de toneladas de tecidos — e um dos principais 

rejeitos são efluentes com altas concentrações de corantes sintéticos. Além disso, o estado do 

Rio de Janeiro contém atualmente 330 indústrias regulamentadas que operam no setor (Firjan, 

2018). A poluição causada por corantes sintéticos afeta corpos d’água uma vez que bloqueiam 

a passagem da luz na coluna d’água e prejudicam a taxa fotossintética de microrganismos e 

plantas aquáticas, além terem baixa biodegradabilidade e alta toxicidade à vida aquática e ao 

ser humano. Nesse sentido, NPMs já vem sendo empregadas em processos de descoloração por 

peroxidação de corantes baseado na reação de Fenton (Lin et al., 2023). No entanto, dada à 

natureza das NMOBs, sua aplicação no tratamento de efluentes de indústrias têxteis pode 

representar ganho no processo devido às propriedades únicas relacionadas à química de 

superfície da NP, a presença de proteínas de membrana espécie-específicas e o potencial de 

reusabilidade das mesmas, promovendo uma alternativa mais sustentável ao processo. Logo, o 

estudo racional da base molecular da interação de efluentes como corantes utilizados pela 

industrial têxtil com as proteínas de membrana das NMOBs é de extrema importância para a 

compreensão do mecanismo de remoção/degradação do poluente. Além disso, tal estratégia 

permite o desenvolvimento e melhoramento da tecnologia a partir de diferentes afinidades de 

interação em proteínas de membrana espécie-específicas para cada tipo de NMOB, dado que 

até o momento estas propriedades não foram exploradas. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

• Estabelecer e caracterizar o cultivo do coco magnetotático Mf. australis cepa IT-1 em 

batelada em biorreator de bancada operando em microaerofilia, e, posteriormente, 

utilizar as NMOBs biomineralizadas por esta BM em aplicações biotecnológicas como 

separação magnética de microalgas de interesse para a produção de biocombustível. 

Além disso, pretende-se compreender a base molecular da degradação de corantes por 

NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T através da bioinformática estrutural. 

 

3.2. Objetivos específicos 

3.2.1. Caracterização do cultivo em batelada da BM Mf. australis cepa IT-1 e da produção 

de NMOBs octaédricas alongadas 

• Caraterização do cultivo em microaerofilia (i.e., dO2 2,0%) de Mf. australis cepa IT-1 

através do monitoramento da taxa de crescimento (𝜇) por DO600nm e correlação com 

contagem previamente estabelecida em microscopia óptica; 

• Análise de produtividade (mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) e produção (mg ⋅ L-1) de magnetita durante o 

bioprocesso; 

• Monitoramento da disponibilidade de nutrientes (i.e., Fe2+ e nitrogênio 

amínico/amoniacal livre) e O2 dissolvido (dO2%); 

• Cálculo do coeficiente de transferência de massa (𝑘𝐿𝑎) e saturação dos gases O2 e N2 

no meio de cultivo; 

• Extração de NMOBs por disrupção ultrassônica, purificação por concentração 

magnética, caracterização e controle de qualidade por microscopia eletrônica de 

transmissão e potencial zeta (ζ); 

• Estimativa de parâmetros das NMOBs como: área de superfície (𝑎𝑠), volume (𝑣), massa 

magnetita média por cada unidade de NMOB (𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵) e por célula (𝑚𝑐𝑒𝑙);  
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3.2.2. Separação magnética de microalgas utilizando NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e 

Mv. blakemorei cepa MV-1T 

• Cultivo de microalgas dos gêneros Desmodesmus, Scenedesmus, Monoraphidium, 

Nannochloropsis e Dunaliella em meio BG11 em fotoperíodo 12h/12h; 

• Caracterização do impacto da alteração de pH e da concentração de Ferro no meio 

através de monitoramento morfológico por microscopia óptica em contraste 

interferencial diferencial (DIC, do inglês differential interference contrast) e da 

avaliação do teor de lipídeos neutros por fluorimetria; 

• Ensaio de floculação e separação magnética de microalgas utilizando NMOBs 

extraídas de Mv. blakemorei cepa MV-1T e Mf. australis cepa IT-1 com variação de 

pH em tampão citrato e observação em microscopia óptica em DIC; 

• Desafio do ensaio de separação magnética utilizando NPMSs; 

• Planejamento experimental para construção de superfície de resposta baseada na 

separação magnética de microalgas variando condições de pH e salinidade; 

 

3.2.2. Base molecular da interação entre o corante azul de metila e as proteínas de 

membrana de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

• Modelagem molecular por homologia de proteínas da membrana de NMOBs de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T pela plataforma SWISS-MODEL integrado ao AlphaFold 

DB v2 e avaliação da qualidade da construção dos modelos pelas métricas pLDDT, 

GQME e QMEAN; 

• Avaliação de propriedades físico-químicas como massa molecular, pI teórico, 

assinatura espectrométrica pela razão massa/carga (𝑚/𝑧); e propriedades estruturais 

como potencial eletrostático de superfície, hidrofobicidade, área de superfície 

acessível ao solvente e tendência à desordem; 

• Docking molecular do corante azul de metila proteínas da membrana de NMOBs de 

Mv. blakemorei cepa MV-1T através do software AutoDock Vina, avaliação dos 

scores (ΔG e RMSD) e do bolsão interação e além da predição da rede de interações 

intermoleculares; 
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• Alinhamento da sequência de aminoácidos e alinhamento estrutural do melhor 

receptor para a interação com o ligante com receptores homólogos presentes na 

membrana de outras NMOBs utilizadas em Biotecnologia;  
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4. Metodologia 

4.1. Caracterização do cultivo da BM Mf. australis cepa IT-1 em batelada e da produção 

de NMOBs octaédricas alongadas 

4.1.1. Propagação do inóculo em meio semissólido heterotrófico com gradiente de O2 

As células de Mf. australis IT-1 foram obtidas a partir do banco de culturas do 

Laboratório de Biologia Celular e Magnetotaxia (LaBMax) da UFRJ. Posteriormente, as células 

foram ativadas em meio de cultura semissólido EMSH heterotrófico (i.e., acetato e succinato 

de sódio) com gradiente de O2 confeccionado em água do mar artificial (ASW, do inglês 

artificial seawater) (Tabela 1) com composição descrita em Morillo et al. (2014) (Tabela 2; 

Tabela 3; Tabela 4). O pH foi ajustado em 7,2 e vertido em tubos. As células foram incubadas 

a 28ºC em estufa por 72 h. Em seguida, as células foram coletadas de 8 tubos e transferidas para 

2 garrafas com mesma composição de meio semissólido contendo 150 mL cada. As células 

foram novamente incubadas a 28ºC em estufa por 72 h até o início do bioprocesso. 

Tabela 1. Componentes da água do mar artificial. 

Componentes Quantidade 

Água Ultrapura (18,2 MΩ ⋅ cm) 1 L 

Cloreto de sódio 16,43 g 

Cloreto de magnésio 3,49 g 

Sulfato de sódio 2,74 g 

Cloreto de cálcio 0,386 g 

Cloreto de potássio 0,465g 

 

Tabela 2. Componentes do meio semissólido para cultivo de Mf. australis cepa IT-1. 

Componentes Quantidade 

Água do mar artificial 1 L 

HEPES 3 g 

Cloreto de amônia 0,24 g 

Bicarbonato de sódio 1,28 g 

Acetato de sódio 1 g 

Succinato de sódio 1 g 

Solução de minerais 5 mL 

Resazurina a 0,2% 0,2 mL 

L-cisteína 0,6 g  

Fosfato dipotássico a 1,86% 4 mL 

Quinato férrico a 10mM 2 mL 

Solução de vitaminas 0,5 mL 

Tiossulfato de sódio a 40% 5 mL 

Ágar 0,15% 1,5 g 
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Tabela 3. Componentes da solução de minerais. 

Componentes Quantidade 

Água Ultrapura (18,2 MΩ ⋅ cm) 500 mL 

Sulfato de Magnésio Heptahidratado 1,5 g 

Sulfato de Manganês II 0,25 g 

Cloreto de Sódio 0,5 g 

Sulfato de Ferro II 0,05 g 

Cloreto de Cobalto II 0,05 g 

Cloreto de Cálcio 0,05 g 

Sulfato de Zinco II Heptahidratado 0,05 g 

Sulfato de Cobre II 0,005 g 

Sulfato duplo de Alumínio e Potássio 0,005 g 

Ácido Bórico 0,005 g 

Molibdato de Sódio Dihidratado 0,005 g 

Cloreto de Níquel II Hexahidratado 0,005 g 

 

Tabela 4. Componentes da solução de vitaminas. 

Componentes Quantidade 

Água Ultrapura (18,2 MΩ ⋅ cm) 100 mL 

Tiamina 90 mg 

Inositol 40 mg 

Pantotenato de cálcio 4 mg 

Ácido p-aminobenzóico (PABA) 5 mg 

Vitamina B12 5 mg 

Piridoxina 4 mg 

Niacina 0,1 mg 

Ácido fólico 0,04 mg 

 

4.1.2. Confecção do meio do biorreator e controle de parâmetros durante o bioprocesso  

O meio líquido utilizado no bioprocesso foi confeccionado para o volume de 10 L para 

cultivo em batelada simples, em triplicata (𝑛=3). Para tal, omitiu-se a adição de bicarbonato de 

sódio, ágar, L-cisteína e resazurina e substitui-se a fonte de ferro para sulfato de ferroso a 30 

μM em concentração final. O biorreator contendo o meio confeccionado foi esterilizado em 

autoclave a 121°C por 30 min junto aos eletrodos de pH e dO2%, removendo-se o motor de 

agitação e o termômetro. Após o resfriamento do tanque, os sensores foram ligados na torre de 

controle para monitoramento em tempo real dos parâmetros. 

Os parâmetros definidos foram: (i) agitação a 100 rpm; (ii) temperatura a 28ºC; (ii) pH 

7,2 e; e saturação de oxigênio dissolvido (dO2) 2,0 % (i.e., 0,16 mg O2⋅ L-1) obtida por purga 

de N2 com vazão de 1 L ⋅ min-1. Não foi realizada alimentação com meio feed devido à estratégia 

de cultivo em batelada simples. A manutenção da dO2% foi monitorada com sonda óptica 
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VisiFerm (Hamilton, EUA) e pulsos diários com O2 atmosférico e esterilizado pelo sistema de 

filtração de gases em membrana de PTFE (politetrafluoroetileno) 0,22 μm foram ministrados a 

fim de manter a saturação em 2,0 % e permitir o metabolismo microaerófilo. 

Todos os sensores e controladores de parâmetros que foram durante o bioprocesso estão 

numerados. O termômetro foi inserido por tubulação cilíndrica sem contato direto com o meio 

de cultura, sendo responsável pelo acionamento da manta térmica com resistência elétrica 

ligada à torre para aquecimento do meio de cultura. O potenciômetro de pH (EasyFerm, 

Hamilton, EUA) e sensor óptico de pO2 (VisiFerm, Hamilton, EUA) foram utilizados para 

monitoramento em tempo real. A saída do amostrador foi acoplada à bomba peristáltica para 

monitoramento dos parâmetros de cultivo (DO600nm, consumo de Fe e N e análises em 

microscopia óptica em DIC e TEM). O condensador de refluxo foi montado com filtro PTFE 

de poro 0,22 µm para evitar perda de água durante o bioprocesso e alívio da pressão interna 

durante a purga com N2. O motor foi acoplado ao eixo central de rotação com impelidores do 

tipo Rushton e ajustado a 100 rpm durante o cultivo e 200 rpm durante a purga com N2. A 

entrada de gás nitrogênio (N2) para sparging (purga) foi acoplada a filtro de PTFE de poro 0,22 

µm para esterilização do gás. A torre de controle com sistema operacional fornecido pela 

empresa foi utilizada para monitoramento dos parâmetros. Houve também um jogo de bombas 

peristálticas para inóculo e/ou feed (alimentação) e ajuste de pH por ácido (HCl 2N) e base 

(NaOH 2N), que convergem em entrada de alimentação trifurcada. 

 

4.1.3. Monitoramento do crescimento celular 

O monitoramento do crescimento celular, a dosagem de nutrientes disponíveis no meio 

(e.g., Fe2+, Nitrogênio amínico/amoniacal), o consumo de dO2% e a produção e produtividade 

de magnetita foram monitorados durante 9 dias (216 h) até a fase de declínio ou morte celular 

(𝑛=3). A curva de crescimento foi obtida a partir do monitoramento diário pela aferição da 

absorbância (λ = 600 nm) e multiplicado pela relação DO (densidade óptica) 1,0 ∝ 8,12 ⋅ 108 

células ⋅ L-1, previamente estabelecida por correlação entre contagem em microscopia em DIC 

e DO pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Biologia Celular e Magnetotaxia (LaBMax). A 

taxa de crescimento (𝜇) em escala logarítmica foi descrita pela Equação 1 (Zwietering et al., 

1990): 
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𝜇 =
log10 𝑁𝑓 − log10 𝑁𝑖

𝑡𝑓 − 𝑡𝑖
⁄  

Equação 1. Taxa de crescimento microbiano. 

Em que: (i) 𝑁𝑓 representa a densidade celular final no intervalo de tempo 𝑡𝑓; e (ii) 𝑁𝑖 

representa a densidade celular inicial no intervalo de tempo 𝑡𝑖. Por sua vez, o tempo de geração 

(𝑔) foi calculado pelas Equações 2 e 3: 

𝑛 = 3,321 ∙ (log10 𝑁𝑓 − log10 𝑁𝑖) 

Equação 2. Número de gerações (𝑛). 

𝑔 =
𝑡

𝑛
 

Equação 3. Tempo de geração (𝑔). 

Em que: (i) 𝑛 representa o número de gerações em um dado intervalo de tempo 𝑡 (e.g., 

neste caso 𝑡 = 24h); e (ii) 𝑔 representa o número de gerações no dado intervalo de tempo. 

 

4.1.4. Quantificação do consumo de nutrientes 

Foi realizada a quantificação do consumo de ferro e nitrogênio disponíveis no meio 

durante o crescimento em batelada simples. A quantificação de ferro disponível no meio foi 

realizada pela reação cromogênica da orto-fenantrolina cuja absorbância foi lida em 

comprimento de onda (λ) de 510 nm em espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Brasil) (Pyenson 

e Tracy, 1945). Sucintamente, foi montada a reação de cor com 200 μL HCl 2N, 10 μL de 

solução de ácido ascórbico 0,56 M, 200 μL de tampão acetato de sódio a 2,70 M (pH 4,5 

ajustado com ácido acético) e 100 μL de orto-fenantrolina 5,55 mM. Posteriormente, foi 

adicionado 200 μL de amostra e realizada a leitura. A curva de calibração foi previamente 

estabelecida baseada na correlação entre a absorbância e o fator de diluições seriadas de FeSO4. 

A quantificação do nitrogênio disponível no meio foi realizada a reação cromogênica de 

FAN (do inglês free aminic nitrogen) cuja absorbância foi lida em comprimento de onda (λ) de 

570 nm em espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Brasil) (Lie, 1973). Sucintamente, foram 

preparados os reagentes de cor (5 g ninidrina, 49.71 g Na2HPO4 ∙ 2H2O, 60g KH2PO4 e 3g 

frutose em 1-L de água ultrapura a 18,2 MΩ⋅cm, pH 6.8), reagente de diluição (2 g KI, 384 mL 

etanol absoluto e Água ultrapura a 18,2 MΩ⋅cm q.s.p. 1 L) e solução estoque de glicina (0,1072 

g glicina em 100 mL de água ultrapura a 18,2 MΩ⋅cm) e solução padrão de glicina (1:100 
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solução estoque). Em seguida, as amostras foram fervidas por 16 min com 1 mL de amostra e 

0,5 mL de reagente de cor, esfriadas em água corrente e adicionadas de 5 mL do reagente de 

diluição. Em sequência, houve a leitura das amostras e o c cálculo de FAN foi determinado pela 

Equação 4: 

𝐹𝐴𝑁 =
𝐴1 ∙ 𝐷 ∙ 2

𝐴2
⁄   

Equação 4. Determinação da concentração de nitrogênio disponível no meio durante a batelada. 

Em que: (i) 𝐹𝐴𝑁 representa a concentração do nitrogênio amínico livre (mg·L-1); (ii) 𝐴1 

representa a absorbância da amostra; (iii) 2 representa a concentração de FAN na solução 

padrão de glicina (mg·L-1); (iv) 𝐷 é o fator de diluição da amostra; e (v) 𝐴2 representa a 

absorbância do padrão de glicina. 

 

4.1.5. Monitoramento das características morfológicas por DIC e TEM 

Alíquotas diárias do cultivo em batelada simples foram retiradas e um volume 2 µL de 

BMs foram observadas em gota pendente em microscópio óptico equipado para DIC 

(AxioImager D2; ZEISS, Oberkochen, Germany) acoplado com câmeras (AxioCam HRm e 

AxioCam MRc) (Wenter et al., 2009). A técnica foi realizada para conferência diária da 

ausência de contaminantes e da observação do comportamento magnetotático da BM (i.e., nado 

antiparalelo ao campo magnético externo gerado pelo posicionamento de ímã de neodímio-boro 

com ℎ e 𝑙 = 0,5 cm e 𝑐 = 1,5 cm na mesa do microscópio). 

Para observação direta em TEM, as células foram depositadas sobre grades de cobre 

300 mesh com filmes suporte de Formvar (i.e., polivinilformal) e carbono. As grades foram 

secas com papel filtro e observadas no microscópio FEI Morgagni (FEI Company, Holanda) 

operado a 80 kV equipado com câmera MegaView G2 (Olympus, Japão). A partir das imagens 

obtidas, foram medidos comprimento, largura e o fator de forma (largura ⋅ comprimento-1) dos 

das células utilizando-se o software iTEM (OLYMPUS, Japão). A normalidade dos dados foi 

testada pelo teste de Shapiro-Wilk e a inferência estatística foi calculada pelo teste t não pareado 

utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, California, EUA). 
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4.1.6. Extração e purificação de NMOBs 

Por fim, ao final do período de crescimento em biorreator o volume celular foi coletado 

em tubos de polipropileno de 50 mL por centrifugação a 6.100 × g a 4 °C por 15 min. Os pellets 

foram ressuspensos em tampão HEPES (20 mM, pH 6,8). As células foram submetidas à lise 

por disrupção ultrassônica em sonicador de ponteira (VCX 500, Newton, EUA) na amplitude 

de 20%, frequência de 20 kHz, em 60 ciclos de 60 s com intervalos de 60 s. As NMOBs foram 

concentradas magneticamente utilizando-se um ímã de neodímio-boro circular (𝑟 = 18 mm; ℎ 

= 6 mm) por 24 h a 4 °C. Em seguida, foram aplicados 4 ciclos de lavagens das NMOBs em 

tampão HEPES-NaCl (HEPES a 10 mM, NaCL a 200 mM, pH 6,8) durante 30 min e 60 W 

cada em banho ultrassônico Branson 2200 (Emerson Industrial Automation, Rochester, NY, 

EUA). Ao final, as NMOBs foram armazenadas em tampão HEPES (20 mM, pH 6,8) a 4ºC. 

 

4.1.6. Caracterização e controle de qualidade de NMOBs por TEM e potencial zeta 

Para observação direta em TEM, NMOBs foram depositadas sobre grades de cobre 300 

mesh com filmes suporte de Formvar (i.e., polivinilformal) e carbono. As grades foram secas 

com papel filtro e dessecador de bancada. As amostras foram observadas no microscópio FEI 

Morgagni (FEI Company, Holanda) operado a 80 kV equipado com câmera MegaView G2 

(Olympus, Tokyo, Japão). A partir das imagens obtidas, foram medidos comprimento, largura 

e o fator de forma (largura ⋅ comprimento-1) das NMOBs utilizando-se o software iTEM 

(OLYMPUS, Japão). Para medidas de comprimento e largura entre cada morfologia de 

magnetossomo foi realizada ajuste de regressão linear e distribuição lognormal com valores de 

R2 calculados pelo software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, California, EUA). 

Como forma de aferir a estabilidade coloidal das NMOBs extraídas, 30 μg NMOBs ⋅ 

mL-1 foram ressuspensas em água ultrapura (18,2 MΩ⋅cm) e o potencial zeta (ζ) foi medido em 

analisador ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, EUA) (𝑛=10). 

Além disso, a massa de magnetita média por cada unidade de NMOB (𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵) e por 

célula (10 ± 3 NMOBs ⋅ cél-1) (𝑚𝑐𝑒𝑙) foi calculada através do volume e da área estimada para 

octaedro regular, uma vez que as NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 foram caracterizadas como 

octaédricas alongadas previamente, possuindo as faces cristalinas <111> (Equações 5 a 8). Para 

o cálculo da área de superfície (𝑎𝑠) e volume (𝑣) da NMOB, foram utilizadas as fórmulas do 
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octaedro regular com aresta média (𝑎) medida no software iTEM e definida em 103,78 nm, a 

partir de medições prévias. A densidade (𝑑) da magnetita a 5,17 g ⋅ cm-3 (i.e., 5,17 ⋅ 1021 g ⋅ 

nm3) e a média do número de magnetossomos por célula (10) conforme estabelecido 

previamente por Morillo et al. (2014) foram utilizados no cálculo de 𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵 e 𝑚𝑐𝑒𝑙. 

𝑎𝑠 = 2𝑎2√3 

Equação 5. Cálculo da área de superfície da NMOB. 

𝑣 =
𝑎3√2

3
 

Equação 6. Cálculo do volume de magnetita da NMOB. 

𝑑 =
𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵

𝑣⁄  

Equação 7. Cálculo de massa de magnetita média por cada unidade de NMOB (𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵). 

𝑚𝑐𝑒𝑙 = 10𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵 

Equação 8. Cálculo da massa de magnetita média por célula (𝑚𝑐𝑒𝑙). 

Em que: (i) 𝑎𝑠 é a área de superfície da NMOB; (ii) 𝑣 é o volume de magnetita da 

NMOB; (iii) 𝑎 é a aresta média da NMOB; (iv) 𝑑 é a densidade de magnetita; (v) 𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵 é 

massa de magnetita média por cada unidade de NMOB; e (vi) 𝑚𝑐𝑒𝑙 é a massa de magnetita 

média por célula. 

 

4.1.7. Determinação da transferência de massa dos gases N2 e O2 

O cálculo de transferência de massa de gases sobre diferentes agitações foi realizado em 

triplicata (𝑛=3) a fim de avaliar a eficiência da purga de N2 para de deslocamento de O2 

dissolvido no meio, uma vez que é necessária a condição microaerófila em dO2% ajustada em 

2,0 para o cultivo (Waites et al., 2001). A determinação do coeficiente de transferência de massa 

(𝑘𝐿𝑎) de N2 e O2 foi realizada através de medidas da concentração destes gases. Sucintamente, 

um volume de ASW saturada com O2 foi diluído com ASW isenta de gases para se obter 10 L 

a aproximadamente 10 % de dO2. A solução foi transferida para o biorreator e purgada com N2 

a 1 L ⋅ min-1 e sob agitações de 100, 200 e 300 rpm. A concentração inicial de O2 e o tempo 

necessário para atingir a leitura zero pelo sensor foram registrados. Ademais, também a 

concentração de saturação de N2 também e tempo necessário para atingi-la também foi 

monitorado. Os dados foram alimentados na Equação 9: 
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−𝑘𝐿𝑎 =
log10(𝐶

′ − 𝐶)
𝑡⁄  

Equação 9. Transferência de massa de gases (N2 e O2). 

Em que: (i) 𝐶′ − 𝐶 representa a diferença de concentração em cada gás nos pontos 

aferidos; e (ii) 𝑡 é intervalo de tempo em min. 

4.2. Separação magnética de microalgas utilizando NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e 

Mv. blakemorei cepa MV-1T 

4.2.1. Obtenção e controle de qualidade de NMOBs BMs Mf. australis cepa IT-1 e Mv. 

blakemorei cepa MV-1T 

Foram cultivadas em biorreator de bancada, de forma separada, as BMs Mv. blakemorei 

cepa MV-1T e Mf. australis cepa IT-1 para posterior extração e obtenção de suas NMOBs. As 

células de Mf. australis cepa IT-1 foram cultivadas e suas NMOBs extraídas conforme descrito 

no tópico na seção da Metodologia “4.1. Caracterização do cultivo em batelada da BM Mf. 

australis cepa IT-1 e da produção de NMOBs octaédricas alongadas”. 

Para a obtenção de NMOBs prismáticas as células de Mv. blakemorei cepa MV-1T foram 

cultivadas em estratégia de batelada alimentada no meio otimizado previamente formulado por 

Silva et al. (2013) e os parâmetros foram ajustados conforme Correa et al. (2022). 

Sucintamente, os parâmetros de cultura foram estabelecidos como pH 7,0 — ajustado com 1,0 

N NaOH ou HCl — com agitação de 100 rpm, 28 °C e O2 não detectável atingido pela purga 

de N2 estéril até a leitura do sensor atingir o zero e posteriormente purga de N2O por 15 min. 

Posteriormente, a caracterização e o controle de qualidade das NMOBs extraídas de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T seguiu a metodologia descrita para: (i) obtenção de dimensões de 

comprimento e largura, além da caracterização morfológica por TEM; e (ii) medida indireta da 

carga de superfície de estabilidade coloidal por potencial zeta. Tal metodologia foi reproduzida 

conforme descrito no tópico da seção da Metodologia “4.1.6. Caracterização e controle de 

qualidade de NMOBs por TEM e potencial zeta”. 
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4.2.2. Caracterização do impacto da alteração de pH e da concentração de ferro no cultivo, 

nos parâmetros morfológicos de microalgas e no acúmulo de lipídeos neutros 

No primeiro momento, foram caracterizadas a capacidade das células sobreviverem em 

condições em diferentes fontes de ferro — e.g., cloreto férrico, quinato férrico e sulfato ferroso 

— em crescentes concentrações e diferentes valores de pH, além de quantificar a presença de 

lipídeos neutros por célula. As microalgas pertencentes às espécies Scenedesmus sp., 

Desmodesmus sp., Monoraphidium sp. e Dunaliella sp. foram cultivadas na condição padrão 

em meio BG11 (0,17M NaCl, 0,08 mM MgSO4 ⋅ 7H2O, 0,11 mM K2HPO4, 5 mL ⋅ L-1 de 

solução de Minerais de Wolfe, 0,33 mM ureia, 1,41 mM NaHCO3, 0,15 µM FeCl3, pH 8,0) a 

28º em fotoperíodo 12h/12h. Para o cultivo de Nannochloropsis sp. foi utilizado o mesmo com 

alteração de 0,17 M para 0,68 M NaCl. As células foram gentilmente cedidas pelo setor de 

Biotecnologia do Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de Mello da Petrobras 

(CENPES - Petrobras), coordenado pelo pesquisador Leonardo Bacellar. 

Os 5 tipos celulares foram cultivados por 7 dias e o crescimento foi monitorado por DIC 

e absorbância em 𝜆 = 680 nm em espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Brasil). A relação 

DO680nm e densidade celular foi previamente estabelecida por microscopia óptica em DIC. 

Foram empregadas variações relacionadas: (i) à fonte de ferro utilizada, sendo realizados testes 

com cloreto férrico, quinato férrico e sulfato ferro; (ii) à concentração de ferro disponível no 

meio descrito como concentração Padrão, 10×, 100× e BM× (i.e., quantidade equivalente para 

o cultivo de BMs, representando ≈ 200×); e (iii) ao pH ajustado para o crescimento, sendo o 

controle estabelecido em pH 8,0 e testadas duas condições, sendo em pH 5,0 e pH 11,0. A partir 

das imagens obtidas em DIC, foram medidos comprimento, largura e o fator de forma (largura 

⋅ comprimento-1) das microalgas utilizando-se o software iTEM (OLYMPUS, Japão). A 

inferência estatística pelo teste de ANOVA de duas vias com pós-teste de comparações 

múltiplas de Tukey foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad, 

EUA). 

As microalgas foram marcadas com Vermelho do Nilo (Ref: N1142; Thermo Fisher, 

EUA) para dosagem do teor de lipídeos neutros por célula nas condições: (i) concentração de 

Fe3+ disponível no meio, ou seja, concentração padrão, 10× e BM×; e (ii) nas condições de pH 

5,0, 8,0 e 11,0. Sucintamente, o material foi fixado em paraformaldeído a 4% em concentração 

final, lavado 3 vezes em PBS 1×, incubado com Vermelho do Nilo 1 μg ⋅ mL-1 por 5 min e 

lavado novamente 3 vezes em PBS 1×. As amostras foram lidas em fluorímetro FLx800 (Bio-
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Tek Instruments, EUA) nas condições: (i) pico de excitação em 614 nm e pico de emissão em 

665 nm para clorofila b; (ii) pico de excitação em 552 nm e pico de emissão a 636 nm para 

Vermelho do Nilo em DMSO. A razão da intensidade de fluorescência por célula foi calculada 

e a inferência estatística pelo teste de ANOVA de duas vias com pós-teste de comparações 

múltiplas de Sidak foi calculada utilizando o software GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad, 

EUA). 

 

4.2.3. Ensaio de separação magnética de microalgas utilizando NMOBs extraídas de Mf. 

australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T com variação de pH em tampão citrato 

Foi realizado o ensaio de separação magnética das espécies de microalgas Scenedesmus 

sp., Desmodesmus sp., Monoraphidium sp., Dunaliella sp. e Nannochloropsis sp. após a 

interação com NMOBs octaédricas alongadas de Mf. australis cepa IT-1 em condições de 

alteração de pH em tampão citrato (87,4 mM citrato de sódio dihidratado e 12,6 mM ácido 

cítrico; pH 3,1, 4,8 e 6,4) e tampão fosfato (75,41 mM Na2HPO4 · 7H2O e 24,59 mM NaH2PO4 · 

H2O; pH 7,2) que levam à protonação da superfície celular das microalgas. Foram utilizadas 80 

μg NMOBs ⋅ mL-1 frente a faixas de densidade celular de 3 ⋅ 103 a 1,2 ⋅ 104 células ⋅ mL-1. 

Sucintamente, as células foram coletadas, lavadas em PBS 1× e ressuspensas nas condições 

acima mencionadas em tampão citrato ou tampão fosfato. Posteriormente, as células foram 

incubadas por 5 min com as NMOBs e a concentração magnética foi realizada utilizada 

utilizando ímã de neodímio-boro circular (𝑟 = 18 mm; ℎ = 6 mm) posicionado na parede do 

tubo por 30 segundos. 

A taxa de recuperação foi medida pela DO em comprimento de onda de 680 nm em 

espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Brasil) realizando-se a subtração entre a quantidade de 

células suspensas previamente à adição e interação com as NMOBs e, posteriormente, pela 

coleta do sobrenadante com permanência do material magneticamente concentrado na parede 

do microtubo. A inferência estatística pelo teste de ANOVA de duas vias com pós-teste de 

comparações múltiplas de Sidak foi calculada utilizando o software GraphPad Prism versão 8.0 

(GraphPad, EUA). Também foi realizado o ajuste de polinômio do 2º grau — i.e., quadrático 

— para as taxas de recuperação dos cinco tipos celulares testados. Por fim, o resultado foi 

validado utilizando NMOBs Mv. blakemorei cepa MV-1T para taxa de recuperação mais e 

menos eficiente obtidos seguindo todas as etapas do ensaio acima descrito. 
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4.2.4. Desafio do ensaio de separação magnética utilizando NPMSs 

 Os resultados obtidos nos ensaios de separação magnética realizados com NMOBs 

foram desafiados utilizando NPMSs com faixa de tamanho próxima (Ref: 637106, Sigma-

Aldrich, EUA). Sucintamente, o ensaio foi repetido utilizando NPMSs nas mesmas condições 

de pH em tampão citrato (pH 3,1, 4,8 e 6,4) e tampão fosfato (pH 7,2), sob o mesmo tempo de 

interação e concentração magnética — i.e., 5 min e 30 s, respectivamente — sob a mesma 

concentração das NMOBs utilizadas — i.e., 80 μg Fe3O4 ⋅ mL-1 e sob a mesma faixa de 

densidade celular — i.e., 3 ⋅ 103 a 1,2 ⋅ 104 células ⋅ mL-1 — para as cinco espécies previamente 

descritas. O cálculo da taxa de recuperação e a inferência estatística foram realizados da mesma 

forma, conforme descrito no tópico “4.2.3. Ensaio de separação magnética de microalgas 

utilizando NMOBs extraídas de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T com 

variação de pH em tampão citrato”. 

 

4.2.5. Construção de superfície de resposta da separação magnética de microalgas 

variando condições de pH e salinidade 

Foi realizado o cultivo de microalgas das espécies Scenedesmus sp. e Nannochloropsis 

sp. utilizando meio BG11, conforme descrito anteriormente. Contudo, a salinidade necessária 

ao crescimento das duas espécies foi ajustada de tal forma que foi adicionado 10 g ⋅ L-1 e 40 g 

⋅ L-1 de NaCl aos meios de cultura para Scenedesmus sp. e Nannochloropsis sp., 

respectivamente. Posteriormente, as algas foram coletadas e ressuspensas em soluções de 

tampão citrato em diferentes salinidades, conforme delineado em planejamento experimental. 

O planejamento experimental realizado foi do tipo Box-Benkhen para duas variáveis, 

i.e., pH e salinidade (indiretamente conferida pela concentração de NaCl presente no meio), em 

três níveis para cada variável. As faixas de pH para ambas as espécies foram os valores de 3,1, 

4,8 e 6,4, relativas aos níveis -1, 0 e +1. As faixas de salinidade, indiretamente conferida pela 

adição de NaCl no meio, foram: (i) os valores de 0, 5 e 10 g ⋅ L-1, relativas aos níveis -1, 0 e +1, 

respectivamente, para Scenedesmus sp.; e (ii) os valores de 0, 20 e 40 g NaCl ⋅ L-1, relativas aos 

níveis -1, 0 e +1, respectivamente, para Nannochloropsis sp. O desenho do planejamento, a 

geração da matriz do modelo, o cálculo dos coeficientes e a plotagem dos resultados foram 

realizadas utilizando o software Microsoft Excel 2016 (Microsoft, EUA). O planejamento 

obedeceu ao modelo descrito abaixo (Equação 10): 
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𝑦 =  𝑏0 + 𝑏1𝑥1 + 𝑏2𝑥2 + 𝑏12𝑥1𝑥2  +  𝑏11𝑥1
2 + 𝑏22𝑥2

2 

Equação 10. Polinômio do segundo grau utilizado para cálculo dos coeficientes e ajuste do modelo. 

 Após a ressuspensão das células em cada condição prevista no planejamento do tipo 

Box-Benkhen, foi adicionado suspensão de NMOBs prismáticas extraídas de Mv. blakemorei 

cepa MV-1T na concentração final de 80 μg Fe3O4 ⋅ mL-1. O ensaio de recuperação magnética, 

o cálculo da taxa de recuperação e a inferência estatística foram realizados da mesma forma, 

conforme descrito no tópico “4.2.3. Ensaio de separação magnética de microalgas utilizando 

NMOBs extraídas de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T com variação de 

pH em tampão citrato”. 

 

4.2.6. Avaliação do impacto da concentração de NMOBs sob a taxa de recuperação celular 

e desafio contra NPMSs e floculante catiônico 

O impacto da alteração da concentração de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

sobre a taxa de recuperação celular também foi avaliado em condições de salinidade crescente 

para Scenedesmus sp. e Nannochloropsis sp. Logo, foram testadas as condições de 0,8 μg ⋅ mL-

1, 80 μg ⋅ mL-1 e 800 μg ⋅ mL-1 para ambos os tipos celulares e a variação de salinidade seguiu 

o delineamento experimental descrito no tópico “4.2.5. Construção de superfície de resposta da 

recuperação magnética de microalgas variando condições de pH e salinidade”. O cálculo da 

taxa de recuperação e a inferência estatística foram realizados da mesma forma, conforme 

descrito no tópico “4.2.3. Ensaio de floculação e separação magnética de microalgas utilizando 

NMOBs extraídas de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T com variação de 

pH em tampão citrato”. 

Por fim, a taxa de recuperação das NMOBs foi desafiada na condição de pH 3,1 e meio 

contendo 40 g NaCl ⋅ L-1 para Nannochloropsis sp. O desafio foi feito utilizando NPMSs na 

mesma concentração de uso das NMOBs e utilizando o floculante catiônico como controle, 

(cedido pelo grupo de Biotecnologia do Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de 

Mello da Petrobras (CENPES-Petrobras), de composição sigilosa, porém empregado 

rotineiramente na floculação das espécies pelo grupo). A inferência estatística pelo teste de 

ANOVA de duas vias com pós-teste de comparações múltiplas de Sidak foi realizada utilizando 

o software GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad, EUA). 
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4.3. Base molecular da interação entre o corante azul de metila e as proteínas de 

membrana de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

4.3.1. Modelagem molecular de proteínas de membrana de. Mv. blakemorei cepa MV-1T 

As sequências de aminoácidos das proteínas Mam e Mms presentes nas NMOBs da BM 

Mv. blakemorei cepa MV-1T utilizada no ensaio de degradação do corante azul de metila por 

Correa (2021) foram obtidas pelas bases de dados NCBI Nucleotide e UniProt (Mizrachi et al., 

2007; UniProt Consortium, 2015). As propriedades das proteínas de membrana das NMOBs 

foram calculadas utilizando a plataforma Prot Pi como massa molecular, pI teórico, carga (𝑧) e 

razão massa/carga dado por 𝑚/𝑧 (Center for Biochemistry and Bioanalytics, Zurich University 

of Applied Sciences) 

A modelagem molecular das proteínas de membrana das NMOBs foi realizada na 

plataforma SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018; Bordoli et al., 2009) em algoritmo 

ProMod3 (Studer et al., 2021) utilizando sequências de referência depositadas no PDB (Burley 

et al., 2017) ou construídas pelo AlphaFold DB v2 (Ruff et al., 2021; Varadi et al., 2022) 

integrado à plataforma. Métricas de qualidade local e global por potenciais estatísticos foram 

calculadas para os modelos gerados, sendo estas: (i) o Global Model Quality Estimate (GMQE) 

(Waterhouse et al., 2018); (ii) Qualitative Model Energy ANalysis (QMEAN) (Benkert, Biasini 

e Schwede, 2011). Toward the estimation of the absolute quality of individual protein structure 

models. Bioinformatics, 27(3), 343-350.) e Qualitative Model Energy ANalysis with Distance 

Constraints (QMEANDisCo) (Studer et al., 2020); e (ii) Predicted Local Distance Difference 

Test (pLDDT) (Mariani et al., 2013). Ademais, a probabilidade de inserção transmembrana 

também foi predita na plataforma e a predição de domínios realizado pelas plataformas Pfam 

(Mistry et al., 2021) e InterPro (Jones et al., 2014). 

A equação de Poisson- Boltzmann (PBE, do inglês Poisson- Boltzmann equation), 

referente ao potencial eletrostático de superfície, foi calculada: (i) utilizando o servidor APBS, 

preparando a molécula pelo PDB2PQR, aplicando campo de força PARSE, estado de 

protonação configurado em pH 7,2 com PROPKA (Rostkowski et al., 2021), otimização da 

rede de ligações de hidrogênio, remoção das moléculas de água do output, método de resolução 

da linearizado PBE, temperatura em 298,15K (25 ºC), constante dielétrica do solvente em 

78,54, constante dielétrica da proteína em 2,0, definição da boundary condition (e.g., condição 

de fronteira) pelo método de Single Debye-Huckel, discretização cúbica por B-spline das cargas 



45 
 

pontuais, seleção do modelo de 9-point harmonic averaging para construção dos coeficientes 

dielétricos de acessibilidade dos íons e mapeamento de superfície configurado em 10 grid-

points por Å2 (Jurrus et al., 2018); ou (ii) localmente utilizando o plugin “APBS Electrostatics” 

na ferramenta PyMOL, preparando a molécula pelo PDB2PQR, aplicando campo de força 

AMBER (Case et al., 2009) método de resolução linearizado da PBE, temperatura em 310,0K 

(38,85), constante dielétrica do solvente em 78,0, constante dielétrica da proteína em 2,0, 

definição da boundary condition (e.g., condição de fronteira) pelo método de Single Debye-

Huckel, discretização cúbica por B-spline das cargas pontuais, seleção do modelo de smoothed 

surface para construção dos coeficientes dielétricos de acessibilidade dos íons e mapeamento 

de superfície configurado em 10 grid-points por Å2. 

A construção da hidrofobicidade da superfície dos modelos foi calculada utilizando a 

escala de tendência transmembrana definida por (Zhao e London, 2009). A visualização dos 

modelos construídos for realizada utilizando as ferramentas UCFS Chimera, UCSF ChimeraX 

e PyMOL (DeLano, 2002; Pettersen et al., 2004). A área de superfície acessível ao solvente 

(SAS, do inglês solvent-accessible surface) foi calculada através das métricas RSA (do inglês 

relative solvent accessibility) e ASA (do inglês accessible surface area) utilizando: (i) o 

webserver NetSurfP 3.0 (Høie et al., 2022); ou (ii) localmente utilizando “Define Attribute” 

para cálculo do ASA e “Attribute Calculator” para cálculo do RSA em “Structure Analysis” da 

ferramenta UCSF Chimera (Sanner, Olson e Spehner, 1996); ou (iii) plugin “APBS 

Electrostatics” na ferramenta PyMOL, conforme descrito anteriormente, com probe radius de 

1,4 Å para o solvente (i.e., água). Também foi calculada a métrica de flexibilidade e rigidez dos 

modelos descrita como probabilidade de desordem (Pdesordem) por resíduo utilizando a 

plataforma NetSurfP 3.0. 

 

4.3.2. Interação proteína-ligante por docking molecular e afinidade de ligação 

A estrutura molecular do corante azul de metila foi recuperada do PubChem (Kim et al., 

2019; PubChem CID 14513727). A docagem molecular foi realizada pelo software AutoDock 

Vina (Trott e Olson, 2010). Os modelos construídos para as proteínas de membrana da BM 

(e.g., proteínas Mam e Mms) foram definidos como receptores, o azul de metila como ligante 

e a caixa de interação no lado citoplasmático das proteínas BM, excluindo o lado do lúmen 

mangetossomal. 
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Sucintamente, os parâmetros utilizados na docagem foram: (i) adição de hidrogênios no 

receptor e no ligante e designação e mesclagem de cargas junto à remoção de pares solitários 

(i.e., lone pairs); (ii) hidrogênios não polares foram removidos; (iii) remoção da solvatação pela 

água; e (iv) cadeias de resíduos non-standard foram ignoradas, porém resíduos non-standard 

foram considerados. Além disso, os parâmetros de número de conformações de interação, 

exaustividade da busca e máxima diferença de energia foram definidos em 10, 8 e 3, 

respectivamente. Os resultados da docagem foram classificados pelo menor resultado da função 

de pontuação de energia e RMSD (do inglês, Root Mean Square Deviation) próximos (<2,0). 

A rede de interação intermolecular foi obtida usando BIOVIA Discovery Studio (Baroroh et 

al., 2023) e a plataforma PLIP (do inglês Protein-Ligand Interaction Profiler) (Salentin et al., 

2015) e exibida dentro da distância limite de 5 Å de resíduos próximos ao ligante. 

 

 

4.3.3. Comparação estrutural do sítio de docagem do ligante em MamZ de Mf. australis 

cepa IT-1 e Ms. magneticum cepa AMB-1  

As sequências referentes ao melhor receptor designado pela docagem do corante azul 

de metila foram recuperadas do UniProt para as espécies Mf. australis cepa IT-1, Ms. 

magneticum cepa AMB-1 e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 (UniProt Consortium, 2015). O 

alinhamento múltiplo de sequências foi realizado utilizando o algoritmo do ClustalW (Larkin 

et al., 2007) no software MEGA 11 (ref). A visualização da conservação dos aminoácidos foi 

realizada pela ferramenta Color Align Conservation disponível no Sequence Manipulation 

Suite (Stothard, 2000). Em sequência, as sequências referentes ao melhor receptor foram 

modeladas e o controle de qualidade foi realizado conforme descrito no tópico “4.3.1. 

Modelagem molecular de proteínas de membrana de. Mv. blakemorei cepa MV-1T”. Por fim, 

foi realizado o alinhamento estrutural dos modelos utilizando como referência o modelo do 

receptor construído para os ensaios de docagem em Mv. blakemorei cepa MV-1T utilizando os 

softwares UCFS Chimera e PyMOL.  
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5. Resultados 

5.1. Caracterização do cultivo da BM Mf. australis cepa IT-1 em batelada e da produção 

de NMOBs octaédricas alongadas 

5.1.1. Propagação do inóculo e controle de parâmetros durante o bioprocesso 

Após a reativação da BM Mf. australis cepa IT-1, foi possível observar o crescimento 

característico em forma de banda em tubos contendo meio heterotrófico semissólido (Figura 

15A e B). Tal padrão característico ocorre devido ao consumo de O2 e, consequentemente, as 

células tendem a se deslocar para a interface entre o meio de cultura e a atmosfera, dentro do 

tubo. Não houve presença de contaminantes após monitoramento das células em microscopia 

óptica em DIC durante as etapas de propagação do inóculo e crescimento da célula em 

biorreator. Dessa forma, garante-se que o crescimento observado e o consumo de nutrientes que 

foram monitorados são relacionados à BM Mf. australis cepa IT-1 (Figura 15). 

 

Figura 15. Propagação do inóculo de Mf. australis cepa IT-1. A. Crescimento celular do pré-inóculo durante 3 

dias em tubos contendo meio semissólido EMSH com gradiente de O2. B. Repique das células em garrafas com 

150 mL de meio semissólido EMSH com gradiente de O2 e transferência para o biorreator após 3 dias, 

alimentando-o como inóculo. C. Cultivo em batelada, sem alimentação, do coco magnetotático Mf. australis cepa 

IT-1, totalizando 10 L de volume de trabalho em biorreator TECNAL (TECNAL, SP, Brasil). Os parâmetros de 
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pH e dO2% foram monitorados em tempo real por eletrodos de pH e de pO2 (HAMILTON, Nevada, EUA). A 

margem de ajuste de pH com NaOH ou HCl foi configurada em 7,2 ± 0,1. O cultivo foi interrompido ao 9º dia. 

Posteriormente, os parâmetros relativos ao bioprocesso foram configurados e 

monitorados diariamente, conforme ilustrado na representação técnica da montagem do 

bioprocesso (Figura 16A e B). Após o monitoramento diário dos parâmetros técnicos (e.g., 

ajuste de pH, agitação e temperatura) e dos parâmetros de crescimento e consumo de nutrientes, 

detalhados mais à frente, as células foram coletadas após o término da batelada simples para 

posterior separação magnética das NMOBs (Figura 16C). 

 

Figura 16. Indicação do monitoramento de parâmetros avaliados durante o bioprocesso, numerados de 1 a 10. A. 

Em (1) termômetro inserido por tubulação cilíndrica sem contato direto com o meio de cultura. Em (2): manta 

térmica com resistência elétrica ligada à torre (10) para controle de temperatura. Em (3) e (4): eletrodos de pH e 

pO2, respectivamente. Em (5): saída do amostrador acoplado à bomba peristáltica. Em (6): condensador com filtro 

PTFE de poro 0,22 µm. Em (7): motor acoplado ao eixo central de rotação. Em (8): entrada de gás para sparging 

(purga) de N2 com filtro de PTFE de poro 0,22 µm. Em (9): torre de controle com sistema operacional fornecido 

pela empresa e jogo de bombas peristálticas para inóculo e/ou feed (alimentação) e ajuste de pH por ácido (HCl 

2N) e base (NaOH 2N). Em (10): entrada de alimentação trifurcada com entrada de inóculo e/ou feed e ajuste de 

pH. B. Vista topográfica da tampa do vaso do biorreator e respectiva numeração das entradas, saídas e dos 

parâmetros controlados. C. Material celular coletado após o 9º dia da batelada para posterior disrupção ultrassônica 

e purificação por separação magnética das NMOBs. 

Por fim, para realização do cultivo em microaerofilia foi necessária a obtenção de 

parâmetros relacionados à transferência de gases na interface gás-líquido durante a purga do 

biorreator (i.e., sparging). Logo, foram calculados os valores de 𝑘𝐿𝑎 e da saturação dos gases 
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utilizados durante o bioprocesso (e.g, N2 e O2). Assim, o melhor valor de transferência de massa 

para o N2 foi dado pelo coeficiente de transferência de massa (𝑘𝐿𝑎 N2) cujo valor é 0,41 ± 0,01 

min-1 sob agitação de 300 rpm durante a purga do meio antes do inóculo com o gás sob vazão 

de 1 L ⋅ min-1 (Figura 17). A agitação foi mantida em 300 rpm durante a purga e então reduzida 

a 100 rpm após o inóculo de Mf. australis cepa IT-1, a fim de evitar o cisalhamento celular 

provocado pelo fluxo transicional (2300 < Re < 4000) ou turbulento (Re > 4000), que seria 

ocasionado em maiores agitações. O 𝑘𝐿𝑎 O2 a 100 rpm, i.e., agitação empregada durante o 

bioprocesso, correspondeu a 0,38 ± 0,001 min-1., indicando maior facilidade de transferência 

de massa em relação ao emprego de N2. Tal característica foi importante durante o consumo do 

O2 dissolvido no meio, uma vez que a reposição pôde ser realizada pela alimentação por O2 

atmosférico esterilizado por filtro PTFE 0,22 μm (Figura 16). 

 

 

Figura 17. Cálculo de transferência de massa de gases sobre diferentes agitações. O melhor valor de transferência 

de massa para o N2 é dado pelo coeficiente de transferência de massa (𝑘𝐿𝑎 N2) cujo valor é 0,41 ± 0,01 min-1 sob 

agitação de 300 rpm durante a purga do meio. O 𝑘𝐿𝑎 O2 a 100 rpm, i.e., agitação empregada durante o bioprocesso, 

corresponde a 0,38 ± 0,001 min-1. Além disso, a saturação de N2, i.e., desejada durante a purga pré-inóculo, é 

atingida após o tempo médio de 67 ± 2 min. 
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5.1.2. Monitoramento do crescimento celular, do consumo de nutrientes e da respiração 

de O2 

Durante a batelada simples foram monitorados o crescimento celular, o consumo de 

nutrientes (i.e., nitrogênio e ferro) e a taxa de respiração de O2. Dessa forma, a maior taxa de 

crescimento (i.e., 1631,69 % ou aumento de 16,31 vezes a densidade celular inicial) foi 

observada no intervalo entre os dias 0 (3,92 ± 3,49 ⋅ 106 células ⋅ mL-1) e 1 (3,96 ± 2,59 ⋅ 107 

células ⋅ mL-1), resultando em tempo de geração médio de 6h e 52 min ± 3h e 20 min. A fase 

estacionária foi atingida no 5º dia de cultivo (3,18 ± 2,05 ⋅ 108 células ⋅ mL-1). No 6º dia, foi 

observada a entrada na fase de declínio ou morte celular, representando pela queda de 3,18 ± 

2,05 ⋅ 108 células ⋅ mL-1 (dia 5) para 2,92 ± 2,00 ⋅ 108 células ⋅ mL-1 (dia 6) (Figura 18). 

 

Figura 18. Monitoramento do crescimento celular, consumo de Fe2+ e produção e produtividade de magnetita. A. 

Curva de crescimento celular (rosa), consumo de Fe2+ no meio (azul), consumo de NH4
+ (vermelho) e dO2% 

(verde). A curva de crescimento foi obtida a partir do monitoramento diário pela aferição da absorbância (λ = 600 

nm) e multiplicado pela relação DO 1,0 ∝ 8,12 ⋅ 108 células ⋅ mL-1, previamente estabelecida por correlação entre 
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contagem em microscopia em DIC e DO. A maior taxa de crescimento é observada no intervalo entre os dias 0 

(3,92 ± 3,49⋅ 106 células ⋅m L-1) e 1 (3,96 ± 2,59 ⋅ 107 células ⋅ mL-1), resultando em tempo de geração médio de 

6 h e 52 min ± 3 h e 20 min. A fase estacionária foi atingida no 5º dia de cultivo (3,18 ± 2,05 ⋅ 108 células ⋅ mL-1). 

O Fe2+ disponível no meio foi quantificado pelo ensaio da orto-fenantrolina por reação colorimétrica medida em λ 

= 510 nm. A maior taxa de consumo de Fe2+ acompanha a maior taxa de crescimento entre os dias 0 (48,53 μM) e 

1 (36,54 μM). O consumo cessa no 5º dia (i.e., fase estacionária) e o Fe2+ volta a ficar disponível após o início da 

fase de declínio da cultura, possivelmente devido à morte celular e liberação do conteúdo citoplasmático. O 

consumo de NH4
+ acompanha a mesma tendência observada para o Fe2+. A maior taxa de consumo ocorreu nas 

primeiras 24h, com 4,39 a 3,57 mM de NH4
+. A saturação de O2 (dO2%) foi mantida em 2,0% e o consumo foi 

reposto diariamente, sendo a maior taxa de consumo no primeiro dia (de 2,01 a 1,80% de saturação). B. Produção 

(Fe3O4 mg ⋅ L-1) e produtividade (Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) de magnetita durante o bioprocesso. Dosagens de consumo 

de nitrogênio pelo método da ninidrina e de carbono por HPLC estão sendo conduzidas. A maior produtividade é 

obtida ao final do 1º dia de cultivo, concomitantemente à melhor taxa de crescimento, sendo obtido 12,13 ± 6,17 

Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1. Por fim, a produção total de magnetita acompanha a curva de crescimento celular sendo 

atingida no 5º dia, representando 19,70 ± 3,70 Fe3O4 mg ⋅ L-1. 

Durante a fase logarítmica (log) de crescimento, a célula foi observada em TEM e 

apresentou morfologia cocóide-ovoide com dimensões 1,40 ± 0,40 por 1,00 ± 0,20 μm (𝑛=100) 

(Figura 19). Além disso, foi possível observar a cadeia única de 10 ± 3 NMOBs octaédricas 

alongadas não alinhadas ao eixo maior da célula e duas inclusões eletrondensas. As NMOBs 

apresentaram dimensões de 122,77 ± 23,54 por 95,89 ± 18,05 nm, fator de forma 0,79 ± 0,03 

nm e diâmetro médio igual a 109,33 ± 20,46 nm (𝑛=120). As NMOBs, após a extração, 

apresentaram membrana biológica revestindo a NP (Figura 19) e potencial zeta de 20,93 ± 1,01 

mV (𝑛=10) (Figura 20). 

Além disso, a massa de magnetita média por cada unidade de NMOB (𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵) e por 

célula (10 ± 3 NMOBs ⋅ cél-1) (𝑚𝑐𝑒𝑙) foi calculada através do volume (𝑣) e da área de superfície 

(𝑎𝑠) estimada para octaedro regular. Logo, foi obtida a área de superfície (𝑎𝑠) de 3,73 ⋅ 104 nm2 

⋅ NMOB-1 (ou 3,73 ⋅ 10-2 μm2), o volume (𝑣) de 5,27 ⋅ 105 nm3 ⋅ NMOB-1 (ou 5,27 ⋅ 10-4 μm3 ⋅ 

NMOB-1) e a massa de magnetita média por cada unidade de NMOB (𝑚𝑁𝑀𝑂𝐵) de 2,72 Fe3O4 

fg ⋅ NMOB-1 (ou 2,72 ⋅ 10-6 ng). Portanto, a massa média de magnetita por célula (𝑚𝑐𝑒𝑙) 

corresponde a 27,2 fg Fe3O4 fg ⋅ célula-1 (ou 27,2 ⋅ 10-6 ng ⋅ célula-1). 
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Figura 19. Caracterização morfológica da célula, de suas NMOBs e dimensões da NP. A. Morfologia cocóide-

ovoide de Mf. australis cepa IT-1 observada em TEM. As cabeças de seta preta indicam a cadeia única de NMOBs 

octaédricas alongadas não alinhadas ao eixo maior da célula e as cabeças de seta branca indicam os grânulos 

eletrondensos que podem ser resultado do acúmulo de fosfato, ainda a ser confirmado posteriormente por EDS (do 

inglês energy dispersive X-ray spectroscopy). B. Aumento maior da cadeia de NMOBs dentro do corpo celular. 

C. NMOBs extraídas e purificadas após o final do bioprocesso. Note a presença da membrana fosfolipídica que 

recobre as NPs indica pelas cabeças de seta cinza. D. Dimensões da NMOB após extração. As NMOBs apresentam 

122,77 ± 23,54 por 95,89 ± 18,05 nm, diâmetro médio de 109,33 ± 20,46 nm e fator de forma 0,79 ± 0,03. Foram 

realizados: (i) o ajuste da regressão linear para predição da dimensão das NMOBs; e (ii) a distribuição lognormal 

de cada parâmetro (i.e., largura e comprimento) (𝑛=120). 
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Figura 20. Potencial Zeta em mV das NMOBs octaédricas alongadas extraídas de Mf. australis cepa IT-1. As 

NMOBs apresentaram potencial zeta de -20,93 ± 1,01 mV (𝑛=10). 

A análise de Fe2+ disponível no meio revelou que a maior taxa de consumo de Fe2+ 

(24,07%) acompanhou a maior taxa de crescimento entre os dias 0 (48,53 ± 13,67 μM) e 1 

(36,54 ± 5,88 μM) (Figura 18A). O consumo cessou no 5º dia (i.e., fase estacionária; 31,51 ± 

6,10 μM) e o Fe2+ voltou a ficar disponível após o início da fase de declínio da cultura, ou seja, 

no 6º dia (45,89 ± 13,00 μM). O consumo de nitrogênio amínico/amoniacal livre foi 

determinado pelo ensaio da reação de FAN. O padrão de consumo de nitrogênio seguiu a mesma 

tendência do consumo de Fe2+ (Figura 18A). Ou seja, a maior taxa de consumo (18,67%) de 

nitrogênio (i.e., NH4
+) acompanhou a maior taxa de crescimento entre os dias 0 (4,39 ± 0,26 

mM) e 1 (3,57 ± 1,56 μM). O consumo cessou no 5º dia (i.e., fase estacionária; 3,04 ± 1,48 

mM) e o nitrogênio voltou a ficar disponível após o início da fase de declínio da cultura, ou 

seja, no 6º dia (4,23 ± 1,53 mM).  

A saturação de oxigênio dissolvido no meio (dO2%) foi medida diariamente por eletrodo 

com sensor óptico VisiFerm (Hamilton, EUA) (Figura 18A). O maior consumo de dO2% (0,2 

dO2% ou 0,02 mg O2⋅ L-1) acompanhou a maior taxa de crescimento celular entre as primeiras 

24 horas, ou seja, no dia 0 foi disponibilizado 2,01 ± 0,01 dO2% (0,16 mg O2⋅ L-1) e atingiu o 

valor de 1,80 ± 0,01 (0,14 mg O2⋅ L-1) de saturação. Após o pulso de O2 atmosférico e filtrado 

pelo sistema de esterilização de gases a saturação foi mantida diariamente próxima a 2,0 %, 

mantendo o cultivo em microaerofilia. Diariamente o consumo de O2 pôde ser representado 
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por: (i) intervalo entre os dias 1 e 2, 0,1 dO2% ou 0,01 mg O2⋅ L-1; e (ii) intervalo entre os dias 

2 e 3 e manutenção até o final do cultivo, 0,05 dO2% e 0,005 mg O2⋅ L-1 (Figura 18A). 

A produção (Fe3O4 mg ⋅ L-1) e produtividade (Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) de magnetita foram 

monitoradas durante o bioprocesso, uma vez que o interesse ao final foi a obtenção da maior 

massa de magnetita possível para aplicações downstream (Figura 18B). A maior produtividade 

foi obtida ao final do 1º dia de cultivo, concomitantemente à melhor taxa de crescimento (𝜇), 

sendo obtido 12,13 ± 6,17 Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1, correspondendo a 61,57 % do total da massa 

de magnetita produzida durante o bioprocesso. O segundo maior valor de produtividade foi 

alcançado entre o dia 1 e 2, representando 4,82 ± 6,56 Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1. Logo, ao 

contabilizar a produtividade até o 2º dia (48h), foram produzidas 86,04% correspondentes à 

massa total de magnetita obtida durante o bioprocesso. Por fim, a produção total de magnetita 

acompanhou a curva de crescimento celular sendo atingida no 5º dia, representando 19,70 ± 

3,70 Fe3O4 mg ⋅ L-1 e totalizando o rendimento médio total de magnetita de 197 + 37 Fe3O4 mg. 

 

5.1.3. Monitoramento das características morfológicas por DIC e TEM 

A resposta magnetotática das células foi avaliada em microscopia em DIC durante o 

instante 0 (referente ao dia 0; fase lag), o dia 1 (fase log; Flog) e dia 5 (fase estacionária; Fest) 

(Figura 21). A resposta magnetotática, i.e., sentido de nado antiparalelo ao campo magnético 

externo gerado, foi observada em todos os estágios do crescimento, indicando a presença de 

células com aparente viabilidade celular. No entanto, durante o crescimento foi possível 

observar por TEM a presença de células com morfologia alterada a partir do 5º dia, ou seja, 

tamanho reduzido, mudança da morfologia cocóide-ovoide característica para cocóide (i.e., 

arredondamento do corpo celular), ausência de NMOBs biomineralizadas e aumento do nº de 

inclusões citoplasmáticas a partir de medidas de parâmetros morfológicos (𝑛=100) (Figura 21;  

Figura 22). Quanto às células com morfologia alterada, foi possível observar: (i) aumento 

significativo (*𝑝=0,0199) do fator de forma de 0,72 ± 0,06 para 0,89 ± 0,04, bem como o 

aumento significativo (**𝑝=0,0080) do número de inclusões por célula (nº inclusões ⋅ cél-1) de 

3 ± 1 para 7 ± 1 durante a transição da de 𝐹𝑙𝑜𝑔 para 𝐹𝑒𝑠𝑡; e (ii) o número de células com alteração 

morfológica aumentou 10,52 ± 8,37 vezes em relação à Flog, representando 10,46 ± 3,04% da 

população total (**𝑝=0,0077). Dessa forma, tais alterações morfológicas podem representar o 
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impacto da depleção dos nutrientes essenciais para o crescimento celular durante a batelada, 

conforme observado no consumo de Fe2+ e NH4
+ pela célula, discuto mais adiante (Figura 18). 

 

Figura 21. Observação do comportamento magnetotático e morfologia cocóide-ovoide da BM Mf. australis cepa 

IT-1 por microscopia óptica em DIC. As células nadam de forma antiparalela ao campo magnético externo gerado 

pelo ímã e se concentram na borda da gota. A. e D. Comportamento magnetotático na fase lag (dia 0) observado 

em DIC (A) e respectiva morfologia celular observada em TEM (D). Note a cadeia única de NMOBs octaédricas 

alongadas. B. e E. Comportamento magnetotático na fase log (dia 1) e respectiva morfologia celular observada em 

TEM (E). Note a duplicação da cadeia de NMOBs (E). C. e F. Comportamento magnetotático na fase estacionária 

(dia 5) e respectiva morfologia celular observada em TEM (F). Há, aparentemente, redução do tamanho celular, 

aumento do número de inclusões eletrondensas, ausência da cadeia de NMOBs e a presença de células com divisão 

celular incompleta (F). É possível observar células com divisão celular interrompida, possivelmente devido à 

depleção de nutrientes durante a batelada (indicado pelas cabeças de seta preta). 
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Figura 22. Parâmetros morfológicos durante o cultivo, em que Flog representa o dia 1 e Fest o dia 5 (𝑛=100 em 

cada condição). Redução do comprimento celular de 1,40 ± 0,40 para 0,93 ± 0,15 μm (p = ns) e manutenção da 

largura de 1,00 ± 0,20 para 0,96 ± 0,20 μm (𝑝=ns) na transição da Flog para Fest. Também é observado o aumento 

significativo (*𝑝=0,0199) do fator de forma de 0,72 ± 0,06 para 0,89 ± 0,04 bem como o aumento significativo 

(**𝑝=0,0080) do número de inclusões por célula (nº inclusões ⋅ cél-1) de 3 ± 1 para 7 ± 1 durante a transição da de 

Flog para Fest. Além disso, o número de células com alteração morfológica (i.e., divisão interrompida, 

arredondamento e redução do tamanho celular) aumento 10,52 ± 8,37 vezes em relação à Flog, representando 10,46 

± 3,04% da população total (**𝑝=0,0077). Tais alterações morfológicas podem representar o impacto da depleção 

dos nutrientes durante a batelada.  
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5.2. Separação magnética de microalgas utilizando NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e 

Mv. blakemorei cepa MV-1T 

5.2.1. Controle de qualidade de NMOBs utilizadas nos ensaios de separação magnética 

A caracterização e o controle de qualidade das NMOBs extraídas de Mv. blakemorei 

cepa MV-1T foi realizada pela conferência da morfologia característica em TEM e aferição da 

dispersibilidade e carga indireta de superfície pelo potencial zeta das NPs. Dessa forma, as 

observadas em TEM possuíam a morfologia prismática ou pseudo-hexagonal alongada 

característica com a presença da membrana biológica revestindo a NP e dimensões de 73,20 ± 

6,62 por 49,55 ± 5,96 nm com fator de forma igual 0,77 ± 0,03 (𝑛=120) (Figura 23A e B). A 

regressão linear e o ajuste de distribuição lognormal das dimensões de comprimento e largura 

foi realizado e retornou os valores de R2 iguais a 0,44, 0,98 e 0,98, respectivamente. O potencial 

zeta das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T apresentou valor igual -27,17 ± 4,80 mV 

(𝑛=10), correspondente a partículas negativamente carregadas e com boa faixa de 

dispersibilidade em solvente aquoso (Figura 23C). Por sua vez, o controle de qualidade e 

caracterização de NMOBs biomineralizadas por Mf. australis cepa IT-1 foi realizado durante o 

monitoramento do cultivo da célula em batelada simples e encontra-se descrito no tópico “5.1.2. 

Monitoramento do crescimento celular, do consumo de nutrientes e da respiração de O2”. 
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Figura 23. Controle de qualidade das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T. A. NMOBs observadas em TEM 

com morfologia prismática ou pseudo-hexagonal alongada característica. Note a presença da membrana biológica 

envolvendo as NMOBs (cabeças de seta branca). B. Dimensões das NMOBs variando entre 73,20 ± 6,62 por 49,55 

± 5,96 nm com fator de forma igual 0,77 ± 0,03 (𝑛=120). Regressão linear e ajuste de distribuição lognormal das 

dimensões de comprimento e largura com respectivos valores de R2 iguais a 0,44, 0,98 e 0,98. C. Valores de 

potencial zeta de -27,17 ± 4,80 mV (𝑛=10), correspondente a partículas negativamente carregadas. 

 

5.2.2. Caracterização do impacto da alteração de pH e da concentração de ferro no cultivo 

e nos parâmetros morfológicos de microalgas 

No primeiro momento, foram caracterizadas a capacidade das células sobreviverem em 

condições em diferentes fontes de ferro (e.g., cloreto férrico, quinato férrico e sulfato ferroso) 

em crescentes concentrações e diferentes valores de pH, além de quantificar a presença de 

lipídeos neutros por célula (Figura 24; Figura 25; Figura 26; Figura 27; Figura 28; Figura 29). 

Tais condições foram aferidas a fim de estabelecer os parâmetros que poderiam ser modulados 

mais à frente nos ensaios de separação magnética utilizando NMOBs. Logo, a partir da 

observação e medida de parâmetros morfológicos em DIC foi possível observar que as células 

aparentemente toleravam concentrações crescentes de diferentes fontes de Fe, mantendo a 

morfologia característica de cada tipo celular (Figura 24; Figura 27). Em Scenedesmus sp., foi 
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possível observar a presença de debris que possam indicar lise celular quando empregado: (i) 

cloreto férrico em concentrações superior a 100× a concentração padrão; (ii) quinato férrico em 

concentrações superior a 10× a concentração padrão; e (iii) sulfato ferroso em concentrações 

superior a 100× a concentração padrão. Além disso, foi possível observar células não lisadas e, 

aparentemente íntegras, nas concentrações BM×, ou seja, a concentração que representa a 

quantidade de Ferro equivalente durante o cultivo de BMs, i.e., ≈ 200× a mais que o meio 

padrão de cultivo de microalgas (Figura 24). 

 

Figura 24. Impacto morfológico sobre Scenedesmus sp. observado em DIC a partir das diferentes fontes de ferro 

e suas concentrações. Aparentemente, as células conseguem crescer em todas as condições reportadas e mantém a 

morfologia caractéristica da espécie. Foram utilizadas as fontes de ferro: cloreto férrico, quinato férrico e sulfato 

ferroso em concentrações crescentes. Observação: BM× representa a quantidade de Ferro equivalente durante o 

cultivo de BMs, o que representa ≈ 200× a mais que o meio padrão de cultivo de microalgas. 

Em Scenedesmus sp., por exemplo, foi possível observar a redução estatisticamente 

significativa (****𝑝<0,0001) do diâmetro médio celular entre a condição padrão (12,97 ± 2,57 

μm) e BM× (9,26 ± 1,95 μm) ao utilizar cloreto férrico como fonte de ferro (Figura 25). No 

entanto, não houve alteração estatisticamente significativa (𝑝=ns) relacionada ao fator de forma 

nas condições testadas utilizando cloreto férrico como fonte de ferro (Figura 26). Portanto, 

apesar da diferença estatística observada em algumas condições, as células não sofreram 

alterações morfológicas significativas de forma visível, quando observadas em DIC, que 

comprometessem as condições experimentais futuras. 
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Figura 25. Efeito da fonte e da concentração de Ferro sobre o diâmetro médio em Scenedesmus sp (𝑛=300),. 

Apesar da diferença estatística em alguns cenários (e.g., redução do diâmetro em BM× para cloreto férrico e 

aumento do diâmetro em 10× para sulfato ferroso), as células não sofreram alterações significativas de forma 

visível quando observadas em DIC e que comprometessem as condições experimentais futuras. 

 

 

Figura 26. Efeito da fonte e da concentração de Ferro sobre o fator de forma em Scenedesmus sp (𝑛=300). Não 

há diferença estatística entre as condições observadas, indicando que as células não sofreram alterações 

significativas de forma visível quando observadas em DIC e que comprometessem as condições experimentais 

futuras. 

Em Monoraphidium sp., é possível observar a presença de debris que podem indicar lise 

celular quando empregado: (i) cloreto férrico em concentrações superior a ≈ 200× (i.e., BM×) 

a concentração padrão; (ii) quinato férrico em concentrações superior 100× a concentração 

padrão; e (iii) sulfato ferroso em concentrações superior ≈ 200× (i.e., BM×) a concentração 

padrão. Além disso, foi possível observar células não lisadas e, aparentemente íntegras, nas 

concentrações BM×, ou seja, a concentração que representa a quantidade de ferro equivalente 
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durante o cultivo de BMs, i.e., ≈ 200× a mais que o meio padrão de cultivo de microalgas 

(Figura 27). 

 

Figura 27. Impacto morfológico sobre Monoraphidium sp. observado em DIC a partir das diferentes fontes de 

ferro e suas concentrações. Aparentemente, as células conseguem crescer em todas as condições reportadas e 

mantém a morfologia caractéristica da espécie. Foram utilizadas as fontes de ferro: cloreto férrico, quinato férrico 

e sulfato ferroso em concentrações crescentes. 

Em seguida, foi avaliada a taxa de crescimento celular (𝜇) de Scenedesmus sp, 

Desmodesmus sp. e Monoraphidium sp., durante 7 dias (168 h) em pH 5,0, 8,0 e 11,0 (Figura 

28). Em todos os tipos celulares, foi possível observar a tolerância e, em alguns casos, a 𝜇 em 

condição de pH 5,0. Por exemplo, Scenedesmus sp. apresentou densidade celular final (1,62 ± 

0,05 ⋅ 104 células ⋅ mL-1) 6,34× superior à inicial (2,21 ± 0,70 ⋅ 103 células ⋅ mL-1) quando 

submetida à pH 5,0. Logo, se comparada à condição padrão, a densidade celular final em pH 

5,0 foi 1,41× (i.e., 41%) superior a em pH 8,0 (1,15 ± 0,01 ⋅ 104 células ⋅ mL-1). A mesma 

tendência foi observada em Monoraphidium sp., uma vez que apresentou densidade celular 

final (1,98 ± 0,41 ⋅ 104 células ⋅ mL-1) 5,33× superior à inicial (3,12 ± 0,72 ⋅ 103 células ⋅ mL-1) 

quando submetida à pH 5,0. Logo, se comparada à condição padrão, a densidade celular final 

em pH 5,0 foi 1,09× (i.e., 9%) superior a em pH 8,0 (1,82 ± 0,10 ⋅ 104 células ⋅ mL-1). Em 

Desmodesmus sp., houve semelhança entre a condição de pH 5,0 e 8,0 (padrão), ambas 

apresentando densidade celular final igual a 1,37 ± 0,02 ⋅ 104 células ⋅ mL-1 e 1,30 ± 0,13 ⋅ 104 

células ⋅ mL-1, respectivamente. Logo, se comparada à condição padrão, a densidade celular 
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final em pH 5,0 foi 1,05× (i.e., 5%) superior a em pH 8,0 (1,30 ± 0,13 ⋅ 104 células ⋅ mL-1) 

(Figura 28). 

 

Figura 28. Estabelecimento da taxa de crescimento em diferentes valores de pH. A. a C. Todas as células, i.e., 

Desmodesmus sp., Scenedesmus sp. e Monoraphidium sp. apresentaram tolerância ao pH ácido estabelecido em 

5,0 e, em alguns casos, como em Scenedesmus e Monoraphidium a taxa de crescimento superou a da condição de 

pH controle em 8,0. Em contrapartida, Desmodesmus sp. e Scenedesmus sp apresentaram menor taxa de 

crescimento em pH básico (11,0). 

Por fim, foi realizado a quantificação do teor de lipídeos neutros por célula para as 

microalgas observando a exposição às diferentes concentrações de cloreto férrico (e.g., 

concentração padrão, 10× e BM×) e às diferentes condições de pH (5,0, 8,0 e 11,0) ao final do 

intervalo de 7 dias, em que 𝑡0 representa o dia 0 e 𝑡𝐹 representa o dia 7 (Figura 29). Logo, foi 

possível observar aumento significativo da intensidade média de fluorescência ⋅ célula-1, o que 

pode estar diretamente relacionado ao acúmulo de lipídeos neutros nos tipos celulares: (i) 

Scenedesmus sp, representando aumento de 19,03 ± 1,46% (****𝑝<0,0001); (ii) Desmodesmus 

sp., representando aumento de 31,31 ± 4,75% (****𝑝<0,0001); e (iii) Monoraphidium sp., 

representando aumento de 15,10 ± 2,90% (***𝑝=0,0006) (Figura 29A-C). 

Quanto à concentração crescente de cloreto férrico utilizada, foi possível observar para 

as células submetidas a 10× a concentração padrão aumento significativo para os tipos 

celulares: (i) Scenedesmus sp., representando aumento de 26,58 ± 2,27% (***𝑝=0,0002); e (ii) 

Monoraphidium sp., representando aumento de 23,42 ± 3,20% (*𝑝=0,0255). Da mesma forma, 

quando as células foram submetidas a concentrações ≈ 200× (i.e., BM×), houve aumento 

significativo em: (i) Scenedesmus sp., representando aumento de 27,29 ± 6,68% 

(****𝑝<0,0001); e (ii) Monoraphidium sp., representando aumento de 23,79 ± 2,41% 

(*𝑝=0,0264) (Figura 29D-F). 
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Figura 29. Modulação do teor de lipídeos neutros em condições de alteração de pH e concentração de Fe3+ 

disponível no meio ao longo do intervalo de 7 dias (t0-tF). A. a C. Ensaios em valores de pH de 5,0, 8,0 e 11,0 para 

as células de Desmodesmus sp., Scenedesmus sp. e Monoraphidium sp. Foi possível observar o acúmulo 

significativo de lipídeos neutros na condição de pH 5,0 para todos os tipos celulares. D a F. Ensaios com 

concentrações de Fe3+ padrão, 10× mais e BMx (quantidade equivalente ao cultivo de BMs, i.e., aproximadamente 

200× mais). Foi possível observar acúmo signifcativo de lipídeos neutros nas condições de cultivo em que todas 

as espécies foram submetidas a 10× e ≈ 200× a concentração de Fe3+ original, exceto para a condição de 10× em 

Scenedesmus sp. 

 

5.2.3. Ensaio de separação magnética de microalgas utilizando NMOBs extraídas de Mf. 

australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T com variação de pH em tampão citrato 

Foi realizado o ensaio de separação magnética das microalgas após a interação com 

NMOBs octaédricas alongadas de Mf. australis cepa IT-1. É importante ressaltar a proporção 

do emprego de NMOBs em relação à densidade celular de microalgas, portanto, foram 

utilizadas 80 μg NMOBs ⋅ mL-1 frente a faixas de densidade celular de 3 ⋅ 103 a 1,2 ⋅ 104 (Figura 

30; Figura 31). Em todos os tipos celulares foi possível observar a resposta pH-dependente, ou 

seja, quanto menor o valor de pH em tampão citrato e, consequentemente, maior a o grau de 

protonação da superfície da microalga, maior foi a taxa de recuperação magnética para todas as 

cinco espécies avaliadas, dado a natureza da interação (i.e., interação entre microalgas com 

superfície em diferentes graus de protonação e NMOBs negativamente carregadas). Em 
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Scenedesmus sp., foi verificada a melhor taxa de recuperação em pH 3,1, correspondendo a 

80,08 ± 2,08% (Figura 30; Figura 31). 

Posteriormente, em ordem decrescente, foram observadas as taxas de recuperação para: 

(i) Desmodesmus sp. em pH 3,1, correspondendo a 75,26 ± 2,45%; (ii) Nannochloropsis sp. em 

pH 3,1, correspondendo a 73,88 ± 3,74%; (iii) Dunaliella sp. em pH 3,1, correspondendo a 

60,77 ± 4,30%; e (iv) Monoraphidium sp. em pH 3,1, correspondendo a 11,61 ± 1,41% (Figura 

30; Figura 31). Além disso, foi verificada diferença estatística significativa (****𝑝<0,0001) 

após o tratamento com 80 μg NMOBs ⋅ mL-1 em todas as condições testadas, exceto para: (i) 

Monoraphidium sp. em pH 4,8 (***𝑝=0,0012) e 6,4 (𝑝=ns); e (ii) Dunaliella sp. em pH 4,8 

(**𝑝=0,0018). Portanto, taxas satisfatórias a boas, ou seja, compreendidas entre 60 e 80% de 

recuperação da biomassa, foram observadas para Scenedesmus sp., Desmodesmus sp., 

Nannochloropsis sp. e Dunaliella sp. No entanto, Monoraphidium sp. representou a exceção à 

faixa de recuperação obtida para os demais tipos celulares, com taxa de recuperação de 11,61 

± 1,41%. Por fim, foi realizado o ajuste de polinômio do 2º grau — i.e., quadrático — para as 

taxas de recuperação das cinco microalgas testadas, respectivamente, retornando bons valores 

de qualidade do ajuste (R2>0,82) para todos os tipos celulares (Tabela 5) (Figura 30; Figura 

31). 
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Figura 30. Taxa de 

recuperação magnética das 

espécies de microalgas 

utilizando NMOBs de Mf. 

australis cepa IT-1. Logo, foi 

possível observar a resposta 

pH-dependente, ou seja, ou 

seja, quanto menor o valor de 

pH e, consequentemente, 

maior a o grau de protonação 

da superfície da microalga, 

maior é a taxa de recuperação 

magnética para todas as 5 

espécies avaliadas. A. 

Scenedesmus sp. apresentou 

melhor taxa de recuperação 

em pH 3,1, correspondendo a 

80,08 ± 2,08%. B. 

Desmodesmus sp. apresentou 

melhor taxa de recuperação 

em pH 3,1, correspondendo a 

75,26 ± 2,45%. C. 

Monoraphidium sp. 

apresentou melhor taxa de 

recuperação em pH 3,1, 

correspondendo a 11,61 ± 

1,41%. D. Nannochloropsis 

sp. apresentou melhor taxa de 

recuperação em pH 3,1, 

correspondendo a 73,88 ± 

3,74%. E. Dunaliella sp. 

apresentou melhor taxa de 

recuperação em pH 3,1, 

correspondendo a 60,77 ± 

4,30%. 
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Figura 31. Taxa de recuperação magnética das espécies de microalgas utilizando NMOBs de Mf. australis cepa 

IT-1 com resposta pH-dependente. Logo, foi possível observara resposta pH-dependente, ou seja, ou seja, quanto 

menor o valor de pH e, consequentemente, maior a o grau de protonação da superfície da microalga, maior é a taxa 

de recuperação magnética para todas as 5 espécies avaliadas. A melhor taxa de recuperação (e.g., 80,08 ± 2,08%) 

foi obtida em pH 3,1 para Scenedesmus sp. Outras 3 espécies (i.e., Desmodesmus sp., Nannochlropsis sp. e 

Dunaliella sp.) seguiram a mesma tendência com valores entre 75,26% e 60,77%. A taxa de recuperação não 

seguiu a tendência para Monoraphidium sp., retornando valores de 11,61 ± 1,41% em pH 3,1. 

Tabela 5. Qualidade do ajuste de regressão quadrática pelo valor de R2 

Célula R2 

Nannochlorpsis sp. 0,93 

Dunaliella sp. 0,93 

Scenedesmus sp. 0,87 

Desmodesmus sp. 0,86 

Monoraphidium sp. 0,82 

 

Uma vez estabelecida a interação e a recuperação magnética das microalgas através do 

emprego de NMOBs, o resultado da interação foi observado em microscopia óptica em DIC e 

registrado em vídeo (Figura 32; Figura 33; Figura 34). Logo, foi possível observar a adsorção 

das NMOBs à superfície de Scenedesmus sp. em todas as condições de pH testadas no tampão 

citrato (3,1, 4,8 e 6,4) e fosfato (7,2) promovendo a agregação das células e conferindo à 

capacidade de separação magnética do grumo formado entre a interação de ambos (Figura 32; 
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Figura 33; Figura 34). Ademais, após a interação por 5 min com a superfície protonada da 

microalga (pH 3,1) e 20 s de exposição à aplicação de campo magnético externo gerado por 

ímã de neodímio, é possível observar a concentração magnética do material floculado na parede 

interna do tubo e a clarificação do meio (Figura 33). Para Monoraphidium sp., não há a 

formação de grumos contendo a biomassa celular e, aparentemente, o efeito parece ser o oposto. 

Dessa forma, Monoraphidium sp. parece excluir a interação de NMOBs e aglomera as NPs de 

forma isolada, o que pode justificar a baixa recuperação observada anteriormente. Em suma, 

tais observações corroboram os dados obtidos anteriormente pela quantificação da taxa de 

recuperação magnética (Figura 30; Figura 31). 

 

Figura 32. Observação em DIC da resposta de separação magnética de Scenedesmus sp. utilizando NMOBs de 

Mf. australis cepa IT-1. As colunas representam as alterações do valor de pH utilizando tampão citrato (3,1, 4,8 e 

6,4) e tampão fosfato (7,2) ao passo que as linhas representam a condição de tratamento (NMOBs a 80 μg ⋅ mL-1) 

e o controle. É possível observar a presença de grumos que indicam a interação do material floculado — i.e., 

interação entre microalgas com superfície em diferentes graus de protonação e NMOBs negativamente carregadas 

— em todas as condições de alteração de pH testadas. 
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Figura 33. Observação da resposta de separação magnética de Scenedesmus sp. utilizando NMOBs de Mf. 

australis cepa IT-1. A. As NMOBs interagiram por 5 min com a superfície protonada da microalga (pH 3,1). B. 

Após 20s de aplicação de campo magnético externo gerado por ímã de neodímio, é possível observar a 

concentração magnética do material floculado na parede interna do tubo e a clarificação do meio. 

 

Figura 34. Observação em DIC da resposta de separação magnética de Monoraphidium sp. utilizando NMOBs de 

Mf. australis cepa IT-1. As colunas representam as alterações do valor de pH utilizando tampão citrato (3,1, 4,8 e 

6,4) e tampão fosfato (7,2) ao passo que as linhas representam a condição de tratamento (NMOBs a 80 μg ⋅ mL-1) 

e o controle. Não há o padrão de interação esperado e, consequentemente, não há a formação de material floculado 

— i.e., interação entre microalgas com superfície em diferentes graus de protonação e NMOBs negativamente 

carregadas — em todas as condições de alteração de pH testadas. 

 

Em seguida, o ensaio de separação magnética foi validado utilizando NMOBs de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T (Figura 35). Portanto, foram utilizadas as microalgas que apresentaram 

a melhor e a pior taxa de recuperação — ou seja, Scenedesmus sp. e Monoraphidium, 

respectivamente — previamente observada durante a utilização de NMOBs Mf. australis cepa 

IT-1. Dessa forma, foi possível observar a mesma tendência de resposta pH-dependente, ou 
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seja, quanto menor o valor de pH e, consequentemente, maior a o grau de protonação da 

superfície da microalga, maior é a taxa de recuperação magnética. A melhor taxa de recuperação 

para Scenedesmus sp. foi obtida em pH 3,1, sendo 82,03 ± 6,55%, semelhante à faixa observada 

anteriormente (80,08 ± 2,08%). Para Monoraphidium sp. foi observada a mesma tendência, 

obtida em pH 3,1, sendo 13,72 ± 3,78%. Também foi realizado o ajuste de polinômio do 2º grau 

— i.e., quadrático —para as taxas de recuperação de Scenedesmus sp. e Monoraphidium sp., 

respectivamente, retornando os valores de R2 de 0,74 e 0,71. 

 

Figura 35. Validação do ensaio de recuperação magnética para NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T. Foram 

selecionadas as espécies com melhor e pior taxa de recuperação para a validação dos resultados obtidos 

anteriormente com NMOBs extraídas de Mf. australis cepa IT-1. Foi possível observar a mesma tendência de 

resposta pH-dependente, ou seja, quanto menor o valor de pH e, consequentemente, maior a o grau de protonação 

da superfície da microalga, maior é a taxa de recuperação magnética. A melhor taxa de recuperação: (i) para 

Scenedesmus sp. foi obtida em pH 3,1, sendo 82,03 ± 6,55%; e (ii) para Monoraphidium sp. também obtida em 

pH 3,1, sendo 13,72 ± 3,78%. 

 

5.2.4. Desafio do ensaio de separação magnética utilizando NPMSs 

O ensaio de separação magnética foi repetido utilizando NPMSs nas mesmas condições 

de pH em tampão citrato, sob o mesmo tempo de interação — i.e., 5 min — e sob a mesma 

concentração das NMOBs utilizadas — i.e., 80 μg Fe3O4 ⋅ mL-1 (Figura 36). Primeiramente, as 
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NPs foram observadas em TEM, não possuindo forma definida e diâmetros de até 50 nm (Figura 

36A). Após 20 s de aplicação de campo magnético externo gerado por ímã de neodímio, foi de 

difícil observação a concentração magnética do material concentrado na parede interna do tubo 

e não houve aparente clarificação do meio (Figura 37). No entanto, apesar da difícil observação 

durante o registro em tempo real, a aferição da taxa de recuperação por DO foi realizada (Figura 

36B; Tabela 6). A eficiência maior próxima foi detectada próxima ao pH neutro, isto é, 

comportamento diverso do observado para NMOBs. Logo, foi possível observar resposta pH-

dependente diversa da constatada durante o uso de NMOBs, ou seja, quanto maior o valor de 

pH, maior é a taxa de recuperação magnética para todas as cinco espécies avaliadas ao utilizar 

as NPSs. A melhor taxa de recuperação (e.g., 79,61 ± 10,26%) foi obtida em pH 6,4 para 

Nannochloropsis sp. 

 

Figura 36. Caracterização em TEM e taxa de recuperação magnética das espécies de microalgas utilizando NPSs 

de Fe3O4. A. Observação em TEM de NPMSs com diâmetro médio de até 50 nm. Inset com região em maior 

aumento indicada pela cabeça de seta branca e mesmo valor de refêrencia para barra de escala. B. Eficiência maior 

próxima do pH neutro, isto é, comportamento diverso do observado para NMOBs. Logo, foi possível observar 

resposta pH-dependente diversa da constatada durante o uso de NMOBs, ou seja, quanto maior o valor de pH, 

maior é a taxa de recuperação magnética para todas as 5 espécies avaliadas ao utilizar as NPSs. A melhor taxa de 

recuperação (e.g., 79,61 ± 10,26%) foi obtida em pH 6,4 para Nannochloropsis sp. 

Tabela 6. Qualidade do ajuste de regressão quadrática pelo valor de R2 

Célula R2 

Nannochlorpsis sp. 0,90 

Dunaliella sp. 0,81 

Scenedesmus sp. 0,68 

Desmodesmus sp. 0,75 

Monoraphidium sp. 0,86 
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Figura 37. Observação da resposta de separação magnética de Scenedesmus sp. utilizando NPSs de Fe3O4. A. As 

NPSs interagiram por 5 min com a supefície protonada da microalga (pH 3,1). B. Após 20s de aplicação de campo 

magnético externo gerado por ímã de neodímio, foi de difícil observação a concentração magnética do material 

floculado na parede interna do tubo e não houve aparente clarificação do meio. 

 

5.2.5. Construção de superfície de resposta da recuperação magnética de microalgas 

variando condições de pH e salinidade  

Previamente, antes do planejamento experimental realizado para construção da 

superfície de resposta, foi realizado desafio em número reduzido de condições experimentais 

para o ensaio de floculação e separação magnética das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-

1T, da NPs de magnetita sintética e do floculante químico, mantido sob sigilo, utilizado na etapa 

de recuperação da biomassa (Figura 38).  
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Figura 38. Desafio inicial sobre taxa de recuperação de microalgas do gênero Nannochlorpsis sp. utilizando 

NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T, NPSs de Fe3O4 e floculante catiônico . A. Taxa de recuperação 

estatisticamente significativa de 23,01 ± 4,94% e (***𝑝=0,0008) e 17,31 ± 3,27% (**𝑝=0,0063) em tampão citrato 

com pH 3,1 e 6,4, respectivamente. B. Taxa de recuperação de 6,22% ± 2,88% estatisticamente significativa apenas 

em tampão citrato com pH 3,1 (**𝑝=0,0076). C. Não houve recuperação estatisticamente significativa ao utilizar 

o floculante (4,30 ± 1,81%) na condição de cultivo com pH 8,0. 

Na condição de cultivo — i.e., 40 g NaCl ⋅ L-1 — e ressuspensas em tampão citrato com 

pH 3,1 ou 6,4, as NMOBs apresentaram taxa de recuperação estatisticamente significativa de 

23,01 ± 4,94% e (***𝑝=0,0008) e 17,31 ± 3,27% (**𝑝=0,0063), respectivamente (Figura 39A). 

NPs sintéticas obtiveram taxa de recuperação estatisticamente significativa de 6,22 ± 2,88% 

(**𝑝=0,0076) em pH 3,1 (Figura 39B). Não houve recuperação estatisticamente significativa 

ao utilizar o floculante químico (4,30 ± 1,81%), na condição de cultivo com pH 8,0 (Figura 

39C).  

Foi possível observar o ponto ótimo (cabeça de seta laranja) e o ponto da condição de 

cultivo (Figura 39; cabeça de seta vermelha). O ponto ótimo, conforme previamente descrito 

anteriormente, foi atingido no pH 3,1 e sem adição de NaCl ao meio de cultura (correspondendo 

à recuperação de 46,5%. O ponto da condição de cultivo (Figura 39; cabeça de seta vermelha) 

— i.e., 10 g NaCl ⋅ L-1 — obteve recuperação de 25,12%, correspondendo à aproxidamente 

metade da eficiência encontrada na condição ótima. 
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Figura 39. Superfície de resposta da taxa de recuperação de Scenedesmus sp. utilizando NMOBs variando as 

condições de pH e concentração de NaCl. A., B. e C. Superfície de resposta projetada em três dimensões com 

valores de pH fixados nos níveis -1, 0 e 1 correspondentes a valores de pH de 3,1, 4,8 e 6,4, respectivamente. 

Valores da concentração de NaCl foram fixados nos níveis -1, 0 e 1 que correspondem a 0, 5 e 10 g NaCl ⋅ L-1. D. 

Projeção em duas dimensões da superfície de resposta. São mostrados o ponto ótimo (cabeça de seta laranja) e o 

ponto da acidificação da condição de cultivo com 10 g NaCl ⋅ L-1 (cabeça de seta vermelha). 

Em seguida, conforme descrito anteriormente, foram plotadas as superfícies de resposta 

conforme o modelo descrito em diferentes rotações a fim de facilitar a visualização e 

interpretação (Figura 39). Após o cálculo dos coeficientes, foi previsto o modelo a seguir para 

Scenedesmus sp, descrito pela Equação 11: 

𝑦 =  6,39 − 3,74𝑥1 − 7,05𝑥2 + 1,54𝑥1𝑥2  +  6,89𝑥1
2 + 15,44𝑥2

2
  

Equação 11. Modelo do polinômio com os coeficientes calculados que representa a superfície de resposta da 

taxa de recuperação para Scenedesmus sp. 

Em que: (i) 𝑦 representa a taxa de recuperação magnética das células; (ii) 𝑥1 representa 

a variação dos níveis de pH; e (iii) 𝑥2 representa a variação dos níveis da concentração de NaCl. 

O planejamento experimental foi reproduzido para o desafio em condição hipersalina 

para Nannochloropsis sp. (Figura 40; Figura 41). Após o cálculo dos coeficientes, foi previsto 

o modelo a seguir para Nannochloropsis sp., representado pela Equação 12: 
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𝑦 =  39,12 − 14,09𝑥1 − 1,19𝑥2 + 4,11𝑥1𝑥2  +  11,59𝑥1
2 − 8,92𝑥2

2 

Equação 12. Modelo do polinômio com os coeficientes calculados que representa a superfície de resposta da taxa 

de recuperação para Nannochloropsis sp. 

Em que: (i) 𝑦 representa a taxa de recuperação magnética das células; (ii) 𝑥1 representa 

a variação dos níveis de pH; e (iii) 𝑥2 representa a variação dos níveis da concentração de NaCl. 

Foi possível observar o ponto ótimo (Figura 40; cabeça de seta laranja), ponto da 

condição de cultivo (Figura 40; cabeça de seta vermelha) e ponto intermediário quanto ao ajuste 

de pH e salinidade (Figura 40; cabeça de seta azul). O ponto ótimo, conforme previamente 

descrito anteriormente, foi atingido no pH 3,1 e sem adição de NaCl ao meio de cultura (Figura 

40; cabeça de seta laranja) correspondendo à recuperação de 59,52%. O ponto da condição de 

cultivo (Figura 40; cabeça de seta vermelha) — i.e., 40 g NaCl ⋅ L-1 — obteve recuperação de 

52,08%, correspondendo a uma queda pouco significativa ao consideramos as condições do 

processo. Além disso, ponto da intermediário da salinidade do cultivo (Figura 40; cabeça de 

seta vermelha) — i.e., 20 g NaCl ⋅ L-1 — obteve recuperação de 64,93%, correspondendo a um 

aumento ligeiramente superior ao esperado para o ponto ótimo, previamente descrito. A 

concentração magnética das células foi facilmente observada durante o ensaio (Figura 41). 
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Figura 40. Superfície de resposta da taxa de recuperação de Nannochloropsis sp. utilizando NMOBs variando as 

condições de pH e concentração de NaCl. A., B. e C. Superfície de resposta projetada em três dimensões com 

valores de pH fixados nos níveis -1, 0 e 1 correspondentes a valores de pH de 3,1, 4,8 e 6,4, respectivamente. 

Valores da concentração de NaCl foram fixados nos níveis -1, 0 e 1 que correspondem a 0, 20 e 40 g ⋅ L-1. D. 

Projeção em duas dimensões da superfície de resposta. São mostrados o ponto ótimo (cabeça de seta laranja; taxa 

de recuperação de 52,08%), o ponto da acidificação da condição de cultivo com 40 g NaCl ⋅ L-1 (cabeça de seta 

vermelha) e o ponto de acidificação na condição central da concentração de NaCl (20 g ⋅ L-1; cabeça de seta azul). 
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Figura 41. Observação da separação magnética após o desafio de Nannochloropsis em condições de salinidade 

crescente e pH fixado em 3,1. A. a C. Controle em diferentes condições abordadas no planejamento experimental 

para Scenedesmus sp. Foi possível observar da interação com as NMOBs e, posteriormente, a separação magnética 

por ímã de neodímio posicionado na lateral do microtubo. Observação: em cada imagem à esquerda encontra-se o 

tubo controle e à direita o tubo com interação de NMOBs para floculação e separação magnética. D. a E. Desafio 

em crescentes concentrações de NaCl (0, 20 e 40 g ⋅ L-1) para Nannochloropsis sp. Foi possível observar a resposta 

magnética da biomassa floculada após a interação com NMOBs em todas as condições. 

O impacto da alteração da concentração de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

sobre a taxa de recuperação celular também foi avaliado (Figura 42). Logo, para o ensaio 

realizado com Scenedesmus sp. em condição ótima de recuperação previamente estabelecida 

— i.e., não adição de NaCl, lavagem da célula e alteração do estado de protonação da superfície 

celular por variação de pH em tampão citrato. Na condição de pH 3,1, foi observada a taxa de 

recuperação de: (i) 46,30 ± 2,70% com NMOBs a 0,8 μg ⋅ mL-1; (ii) 78,04 ± 2,26% com 

NMOBs a 80 μg ⋅ mL-1; e (iii) 83,23 ± 3,64% com NMOBs a 800 μg ⋅ mL-1). Também foi 

realizado o ajuste de polinômio do 2º grau — i.e., quadrático —para as condições de NMOBs 

testadas, retornando, respectivamente, os valores de R2 de: 0,59, 0,73 e 0,83. Dessa forma, para 

Scenedesmus sp., não houve ganho significativo (𝑝=ns) no aumento da concentração de 

NMOBs e houve perda significativa (****𝑝<0,0001) ao reduzir a quantidade ótima de NMOBs 

de 80 μg ⋅ mL-1 para ,8 μg ⋅ mL-1 (Figura 42A). 

Em seguida, o mesmo foi avaliado para Nannochloropsis sp. em desafio de condição 

hipersalina (i.e., 40 g NaCl ⋅ mL-1). Na condição de pH 3,1, foi observada a taxa de recuperação 

de: (i) 36,66 ± 12,82% com NMOBs a 0,8 μg ⋅ mL-1; (ii) 57,5 ± 6,61% com NMOBs a 80 μg ⋅ 

mL-1; e (iii) 55,01 ± 6,54% com NMOBs a 800 μg ⋅ mL-1. Também foi realizado o ajuste de 
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polinômio do 2º grau — i.e., quadrático —para as condições de NMOBs testadas, retornando, 

respectivamente, os valores de R2 de: 0,48, 0,12 e 0,045. Dessa forma, para Nannochloropsis 

sp. não houve ganho significativo (𝑝=ns) no aumento da concentração de NMOBs e houve 

perda significativa em alguns casos (******𝑝=0,0002) ao reduzir a quantidade ótima de 

NMOBs de 80 μg ⋅ mL-1 para ,8 μg ⋅ mL-1 (Figura 42B). Portanto, em ambos os tipos celulares, 

não houve ganho significativo da taxa de recuperação magnética ao aumentar a concentração 

de uso das NMOBs. 

 

Figura 42. Impacto da alteração da concentração de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T sobre a taxa de 

recuperação celular. A. Ensaio realizado com Scenedesmus em condição ótima (i.e., não adição de NaCl e alteração 

do pH por tampão citrato). Na condição de pH 3,1, foi observada a taxa de recuperação de: (i) 78,04 ± 2,26% a 80 

μg ⋅ mL-1; e (ii) 83,23 ± 3,64% a 800 μg ⋅ mL-1). B. Ensaio realizado com Nannochloropsis sp. em desafio na 

condição hipersalina (40 g NaCl ⋅ mL-1). Na condição de pH 3,1, foi observada a taxa de recuperação de: (i) 57,5 

± 6,61% com NMOBs a 80 μg ⋅ mL-1; e (ii) 55,01 ± 6,54% com NMOBs a 800 μg ⋅ mL-1. Em suma, em ambos os 

tipos celulares não houve ganho significativo da taxa de recuperação magnética ao aumentar a concentração de 

uso das NMOBs.  
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5.3. Base molecular da interação entre o corante azul de metila e as proteínas de 

membrana de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

5.3.1. Modelagem molecular de proteínas de membrana de. Mv. blakemorei cepa MV-1T 

Foram construídos 25 modelos referentes às Mam e Mms cujos genes estão contidos no 

MGC de M. blakemorei cepa MV-1T (Trubitsyn et al., 2016). Foram obtidas sequências que 

correspondem a proteínas com: (i) nº de resíduos variando entre 68 (i.e., MamI) a 707 (i.e., 

MamO); (ii) massa molecular de 7,45 (i.e., MamI) a 7,20 kDa (i.e., MamO); (iii) pI teórico 

entre 4,35 (i.e., MamI) e 10,11 (i.e., MamR); (iv) 𝑧 entre -23,174 (i.e., MamK) e 14,50 (i.e., 

MamZ); e (v) razão 𝑚/𝑧 entre -75,74 (i.e., MamE) e 61,97 (i.e., MamH) (Tabela 7). Dentre os 

modelos construídos, cabe ressaltar proteínas com qualidades que podem ser futuramente 

exploradas em Biotecnologia como: (i) MamI, com maior percentual de resíduos ácidos, 

correspondendo a uma proteína de 68 resíduos com 7,45 kDa, pI teórico de 4,35, com 𝑧 igual a 

-4,725 e razão 𝑚/𝑧 igual a -1,5775; MamR, com maior percentual de resíduos básicos, 

correspondendo a uma proteína de 83 resíduos com 9,37 kDa, pI teórico igual a 10,11, 𝑧 igual 

a +6,383 e razão 𝑚/𝑧 igual a +1,4679. 

Tabela 7. Características gerais das proteínas de membrana de Mv. blakemorei cepa MV-1T. 

Proteína Massa molecular (kDa) Nº de resíduos pI teórico Carga (𝒛) Razão 𝒎/𝒛 

MamA 24,240 215 6,076 -6,410 -3,782 

MamB 33,380 309 4,909 -10,124 -3,297 

MamC 11,063 113 4,748 -5,638 -1,962 

MamD 20,948 215 9,808 10,295 2,035 

MamE 73,167 705 7,076 -0,966 -75,742 

MamH 47,856 436 7,925 1,140 41,979 

MamI 7,454 68 4,350 -4,725 -1,578 

MamK 39,363 360 4,521 -23,174 -1,699 

MamK-II 38,866 356 4,571 -22,142 -1,755 

MamM 34,924 318 6,453 -5,345 -6,534 

MamN 46,942 438 4,721 -11,915 -3,940 

MamO 74,206 707 5,974 -7,546 -9,834 

MamP 33,624 316 4,962 -12,884 -2,610 

MamQ 30,528 270 5,943 -3,599 -8,482 

MamR 9,370 83 10,113 6,383 1,468 

MamR-like 10,582 96 9,707 4,710 2,247 

MamS 19,850 184 5,321 -3,881 -5,115 

MamT 19,330 178 9,720 12,068 1,602 

MamX 11,599 110 6,095 -3,930 -2,951 

MamY 36,695 333 5,091 -8,861 -4,141 

MamZ 69,371 630 9,446 14,504 4,783 

Mms6 7,548 77 7,994 0,258 29,255 
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MmsF 11,983 107 9,603 4,314 2,778 

 

Após a construção dos modelos, foi realizado a docagem molecular do corante azul de 

metila. O melhor perfil de interação proteína-ligante foi para o modelo de MamZ, com binding 

score (i.e., 𝛥𝐺) igual a -9,6 kcal ⋅ mol-1 e com média de score para todas as proteínas 

transmembrana das NMOBs de -8,1 ± 0,7 kcal ⋅ mol-1 (Tabela 8) (Figura 43; Figura 44). Foi 

obtido um modelo molecular robusto para MamZ a partir da modelagem realizada pelo 

AlphaFold DB v2 com 100% de cobertura, com pLDDT médio de 81,53 ± 12,95 por resíduo, 

GQME = 0,82. Quanto ao gráfico de Ramachandran, não houve outliers para as ligações phi-

psi [φ,ψ], com MolProbity igual a 0,91, 97,77% dos resíduos Ramachandran-favoráveis, clash 

score de 1,30 (i.e., resíduos Y210- W212 com valor -0,572 e F35-M180 com valor -0,408) e 

0,78% de rotâmeros outliers (i.e., resíduos I47, L65, W529 e D594). O modelo de MamZ é 

corresponde a um monômero transmembrana com 630 resíduos, com 69,37 kDa, pI teórico 

igual a 9,44, z igual a 14,50, razão 𝑚/𝑧 igual a 4,78, com face majoritariamente básica voltada 

para o meio extracelular, 22 hélices transmembrana (α1- α22) e domínios MFS (do inglês major 

facilitator superfamily) e FRS (do inglês ferric reductase superfamily) e as porções N- e C-

terminal voltadas para o meio extracelular. O domínio MFS é composto por 16 hélices 

transmebrana — i.e., α1 a α16 — iniciando na porção N-terminal e encerrando em D446. O 

loop α16- α17 conecta o domínio MFS ao FRS, sendo composto pela sequência 14 resíduos 

(i.e., NGGVISGSALGGLP), sendo 5 resíduos de glicina (G), provavelmente responsáveis pela 

flexibilidade do loop. O domínio FRS é composto por 5 hélices transmembrana — i.e., α17 a 

α22 — iniciando em L460 e com V630 na porção C-terminal (Figura 43). 
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Figura 43. Modelagem molecular da proteína MamZ baseada na sequência de aminoácidos. A. Estrutura 

secundária do modelo com segregação dos domínios MFS (do inglês Major Facilitator Superfamily) e FRS (do 

inglês Ferric Reduction Superfamily). B. a D. Avaliação da qualidade do modelo pela métrica pLDDT obtida pelo 

AlphaFold DB v2 (B e D) e pelo gráfico de Ramachandran com ângulos phi-psi (C). D. Probabilidade de desordem 

(Pdesordem). E. Área relativa acessível ao solvente (RSA) com threshold de 0,25 (i.e., 25%) indicando resíduos 

enterrados (roxo; <0.25) e expostos ao solvente (≥ 0,25). 

Tabela 8. Score da interação proteína-ligante para o docking molecular do corante azul de metila e as proteínas 

de membrana das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T. 

Receptor 
Score de interação 

(kcal ⋅ mol-1) 

MamZ -9,6 

MamY -9,1 

MamH -9 

MamB -8,8 

MamO -8,6 

MamC -8,5 

MamN -8,5 

MamM -8,4 

MamA -8,2 

MamP -8,2 

MamS -8,1 

MamK -7,9 

MamX -7,8 

MamL -7,7 

MamQ -7,7 

MmsF -7,4 

MamD -7,1 

MamR -6,7 

MamI -6,6 
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Figura 44. Base molecular in silico da interação do corante azul de metila com a proteína MamZ de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T. A. Representação do potencial eletrostático de superfície indicando o bolsão de interação 

majoritariamente básico. B. Representação da hidrofobicidade da superfície determinada pela tendência 

transmembrana indicando a presença de resíduos hidrofóbicos no bolsão de interação. C. Representação da 

superfície da área relativa accessível ao solvente (RSA) indicando área parcialmente exposta ao solvente de acordo 

com o threshold de 0,25. D. Sítio de interação do ligante com MamZ (≤ 5Å). A rede de interação intermolecular é 

composta por: (i) 5 H-bonds dos resíduos F618, T621 e R573 (2) e S479 com os grupos sulfonato e o nitrogênio 

anilínico do corante; (ii) 3 interações hidrofóbicas realizadas pelos resíduos R573, H572 e I575; (iii) 1 interação 

pi-pi (π-π; perpendicular ou T-shaped) com W568 e 2 interações pi-cátion (π-cátion) com o nitrogênio imidazólico 

de H572 e o nitrogênio amínico terminal da R483; e (iv) 1 ponte salina com os grupos sulfonato e R483. 

 

5.3.2. Interação proteína-ligante por docking molecular e afinidade de ligação 

O bolsão de interação de MamZ está localizado na porção voltada para o meio 

extracelular no domínio FRS, com potencial eletrostático de superfície majoritariamente 

positivo, provavelmente devido aos estados protonados dos resíduos R483, H572 e R573, que 

compõe o provável sítio de ligação (Figura 44; Figura 45). A maior contribuição para a 

hidrofobicidade do bolsão provavelmente é devido à presença dos resíduos W568, I575 e F618. 

Portanto, o bolsão de interação apresenta uma área acessível ao solvente descrita por RSA igual 

a 22,98 ± 20,501% e ASA igual a 31,65 ± 28,66 Å2, com 5 resíduos enterrados — i.e., com 
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RSA<25% — e 3 resíduos expostos ao solvente — i.e., R483, F618 e T621 — representando, 

portando, um sítio parcialmente exposto ao solvente com qualidade média por resíduo dada por 

pLDDT = 84,13± 8,62 e com baixa tendência a desordem — i.e., Pdisorder = 1,38 ± 1,52 ⋅ 10-3 % 

(Figura 43B-D) (Figura 44A-C). 

 

Figura 45. Rede de interações intermoleculares do corante azul de metila com sítio de interação em MamZ. A. a 

D. O sítio de interação é descrito pelas interações: (i) 5 H-bonds dos resíduos F618, T621 e R573 (2) e S479 com 

os grupos sulfonato e o nitrogênio anilínico do corante; (ii) 3 interações hidrofóbicas realizadas pelos resíduos 

R573, H572 e I575; (iii) 1 interação pi-pi (π-π; perpendicular ou T-shaped) com W568 e 2 interações pi-cátion (π-

cátion) com o nitrogênio imidazólico de H572 e o nitrogênio amínico terminal da R483; e (iv) 1 ponte salina com 

os grupos sulfonato e R483. 

Por sua vez, a rede de interações intermoleculares é composta por 5 ligações de 

hidrogênio, 3 interações hidrofóbicas, 2 interações pi-pi perpendiculares (T-shaped), 1 

interação pi-cátion e 1 ponte salina (Figura 44; Figura 45). Quanto às ligações de hidrogênio 

(H-bond), são estas: (i) 1 H-bond do grupamento sulfonato do corante com a carbonila do 

resíduo F618 (3,49 Å); (ii) 1 H-bond do grupamento sulfonato do corante com a hidroxila do 

resíduo T621 (3,02 Å); (iii) 2 H-bonds do nitrogênio anilínico do corante com a amina primária 

terminal (3,04 Å) e a amina secundária (2,83 Å) do resíduo R573; e (iv) 1 H-bond com a 

hidroxila do resíduo S479 (3,02 Å) (Figura 45). 

Em relação às três interações hidrofóbicas, estas ocorrem entre três carbonos distintos 

de porções aromáticas do corante em relação ao: (i) Cβ do resíduo H572 (3,57 Å); (ii) Cδ de 



83 
 

I575 (3,52 Å); e (iii) Cγ de R573 (3,99 Å). Também há presença de: (i) 1 interação pi-pi (π-π) 

perpendicular (T-shaped) de um anel aromático do corante com um anel indólico do resíduo 

W568 (5,09 Å); (ii) 2 interações pi-cátion (π-cátion) com um anel aromático do corante em 

relação ao anel imidazólico do resíduo H572 (5,24 Å) e outro anel aromático do corante em 

relação ao grupo guanidino do resíduo R483 (4,26 Å). Por fim, há 1 ponte salina, i.e., atração 

eletrostática, entre um grupo sulfonato do corante nitrogênio imínico de R483 (5,12 Å). 

Dada a conformação do possível sítio de ligação da degradação do corante, é sugerido 

que os 3 resíduos expostos ao solvente — i.e., 2 H-bonds com a carbonila do backbone de F618 

e a hidroxila da cadeia lateral de T621, 1 ponte salina e 1 interação π-cátion com o grupo 

guanidino da cadeia lateral de R483 — sejam essenciais para a primeira estabilização do corante 

azul de metila no bolsão de ancoragem, de forma que proporcionam as primeiras interações 

para que o restante da rede de interações intermoleculares possa ocorrer e haja exposição dos 

resíduos hidrofóbicos enterrados aos anéis aromáticos do corante (Figura 44C e D; Figura 45).  

 

5.3.3. Comparação estrutural do sítio de docagem do ligante em MamZ de Mf. australis 

cepa IT-1 e Ms. magneticum cepa AMB-1 

 Para melhor compreensão da possível aplicação de outras NMOBs frente à degradação 

do corante azul de metila, foi realizado o alinhamento da sequência de aminoácidos e o 

alinhamento estrutural referentes à proteína MamZ de Mv. blakemorei cepa MV-1T em relação 

à mesma proteína das BMs Mf. australis cepa IT-1, Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. 

gryphiswaldense cepa MSR-1 (Figura 46; Figura 47; Figura 48). Quanto ao alinhamento 

múltiplo de sequências foi possível detectar 205 resíduos conservados do total de 630 (32,53%). 

Quanto ao alinhamento pairwise, foi possível detectar: (i) 264 (41,90%) resíduos conservados 

em relação à MamZ de Mf. australis cepa IT-1 e identidade de 42,24% com 97% de cobertura; 

(ii) 250 (39,68%) resíduos conservados em relação à MamZ de Ms. gryphiswaldense cepa 

MSR-1 e identidade de 40,32% com 96% de cobertura; e (iii) 246 (39,04%) resíduos 

conservados em relação à MamZ de Ms. magneticum cepa AMB-1 e identidade de 40,32% com 

96% de cobertura (Figura 46). 
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Figura 46. Alinhamento da sequência de MamZ pertencente a Mv. blakemorei cepa MV-1T em relação a outras 

BMs cujas NMOBs podem ser utilizadas em biotecnologia, i.e., Mf. australis cepa IT-1, Ms. cepa MSR-1 e cepa 

AMB-1. Resíduos do sítio de docagem que realizam interações intermoleculares estão destacados com asterisco 

(*). Dentre os resíduos que compõe o bolsão de docagem do ligante, são conservados em MamZ das cepas AMB-

1, MSR-1 e IT-1: S479, R483, W568 e H572. Há troca pontual de resíduos, quando comparados com MamZ da 

cepa MV-1T, sendo estes: (i) R573S, I575T, F618W e T621N na cepa AMB-1; e (ii) R573K, I575N, F618Y e 

T621S na cepa IT-1. 
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Figura 47. Alinhamento estrutural do sítio de docagem referente às proteínas MamZ de Mv. blakemorei cepa MV-

1T (verde) e Ms. magneticum cepa AMB-1 (amarelo). A. a D. Há conservação entre os resíduos S479, R483, W568 

e H572 entre ambas as estruturas. Dentre os resíduos alterados, é possível observar: (i) alteração de classe em 

R573S (troca de resíduo básico por polar não ionizável) e I575T (troca de resíduo hidrofóbico alifático por polar 

não ionizável); (ii) manutenção de classe em F618W (troca entre resíduos hidrofóbicos aromáticos) e T621N (troca 

entre resíduos polares não ionizáveis). A rede de interações intermoleculares é representada por: (i) interações 

hidrofóbicas (tracejado cinza); (ii) ligação de hidrogênio (linha azul); (iii) ponte salina ou atração eletrostática 

(tracejado amarelo); e (iv) interações π-π (tracejado verde); e (v) π-cátion (tracejado laranja). 
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Figura 48. Alinhamento estrutural do sítio de docagem referente às proteínas MamZ de Mv. blakemorei cepa MV-

1T (verde) e Mf. australis cepa IT-1 (rosa). A. a D. Há conservação entre os resíduos S479, R483, W568 e H572 

entre ambas as estruturas. Dentre os resíduos alterados, é possível observar: (i) alteração de classe apenas em 

I575N (troca de resíduo hidrofóbico alifático por polar não ionizável); (ii) manutenção de classe em F618Y (troca 

entre resíduos hidrofóbicos aromáticos), R573K (troca entre resíduos básicos) e T621S (troca entre resíduos 

polares não ionizáveis). A rede de interações intermoleculares é representada por: (i) interações hidrofóbicas 

(tracejado cinza); (ii) ligação de hidrogênio (linha azul); (iii) ponte salina ou atração eletrostática (tracejado 

amarelo); e (iv) interações π-π (tracejado verde); e (v) π-cátion (tracejado laranja). 

Além disso, foram avaliados os resíduos conservados em relação ao sítio de ancoragem 

do ligante em relação à MamZ da cepa MV-1T bem como sua conformação espacial, sendo 

estes: S479, R483, W568 e H572. Quanto à alteração de resíduos, foram detectadas as 

substituições: (i) R573S (i.e., troca da arginina-573 por serina), I575T (i.e., troca da isoleucina-

575 por treonina), F618W i.e., (i.e., troca da fenilalanina-618 por triptofano) e T621N (i.e., 

troca da treonina-621 por asparagina) na cepa AMB-1 (Figura 46; Figura 47); e (ii) I575N (i.e., 

troca da isoleucina-575 por asparagina), F618Y (i.e., troca da fenilalanina-618 por tirosina), 

R573K (i.e., troca da arginina-573 por lisina) e T621S (i.e., troca da treonina-621 por serina) 

na cepa IT-1 (Figura 46; Figura 48). Como não houve diferença significativa do provável sítio 

de ancoragem entre MamZ da AMB-1 e MSR-1, esta foi excluída da sobreposição estrutural. 

Além disso, foi possível também observar um clash (i.e., impedimento estérico devido à 

sobreposição dos raios de Van der Waals) devido à sobreposição estrutural causada pela troca 
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R573K, ou seja, a troca da asparagina-573 por lisina em MamZ da cepa IT-1, levando a um 

impedimento estérico da cadeia lateral da lisina em relação a um dos grupos sulfonato do 

corante. No entanto, foi calculado o estado rotamérico (i.e., isômero promovido pela rotação da 

cadeia lateral) para tal resíduo a fim de acomodar o ligante, resultando na resolução do 

impedimento estérico (i.e., valores de chi-1, chi-2, chi-3 e chi-4 iguais a -70,5, 179,2, -179,5 e 

178,4, respectivamente, e probabilidade de 0,2399). 

Dentre os resíduos conservados nas sequências de MamZ referentes às cepas IT-1 e 

AMB-1 (i.e., S479, R483, W568 e H572), é possível observar a manutenção da: (i) H-bond da 

hidroxila de S479 com um nitrogênio anilínico do corante; (ii) ponte salina e da interação π-

cátion com o grupo guanidino da cadeia lateral de R483; (iii) interação pi-pi perpendicular (T-

shaped) de um anel aromático do corante com um anel indólico do resíduo W568 (5,09 Å); e 

(iv) π-cátion com um anel aromático do corante em relação ao anel imidazólico do resíduo 

H572. 
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6. Discussão 

6.1. Caracterização do cultivo em batelada da BM Mf. australis cepa IT-1 e da produção 

de NMOBs octaédricas alongadas 

NMOBs biomineralizadas por BMs são frequentemente comparadas a NPMSs em 

diversas propriedades de interesse em Biotecnologia. Há uma gama de aplicações 

biotecnológicas que exploram o uso das NPMs uma vez que estas nanopartículas possuem faixa 

de tamanho nanométrica — isto é, de 1 a 100 nm — e que podem ser controladas e direcionadas 

com a aplicação de um campo magnético externo (Mitchel et al., 2021). As NPMs mais 

empregas são formadas por óxidos de ferro dentre os quais se destacam as nanopartículas de 

magnetita sintética (NPMSs) superparamagnéticas devido à sua alta biocompatibilidade e baixa 

toxicidade (Singh et al., 2010). As NPMSs, muitas vezes, não apresentam uniformidade quanto 

à forma, composição química e nem quanto à morfologia cristalina da partícula ocasionando a 

ocorrência de diferentes populações cristalinas em uma mesma amostra. Desta forma, há 

diversos métodos físicos, químicos e biológicos atualmente empregados na produção de NPMs 

(Mitchell et al., 2021). 

Por sua vez, a síntese biológica de NPMs, a qual está apoiada na biomineralização de 

magnetossomos por BMs, produz nanopartículas compostas por um núcleo mineral de 

magnetita (Fe3O4) envolto por uma membrana biológica formada a partir da membrana 

citoplasmática de BMs. Visto que a síntese destas nanopartículas por BMs obedecem a um 

rigoroso controle genético, as NMOBs apresentam propriedades desejáveis para aplicações 

biotecnológicas, conforme discutido anteriormente (Vargas et al., 2018). No entanto, o cultivo 

de BMs em larga escala é laborioso devido ao crescimento lento e à manutenção das condições 

ótimas de pH, temperatura, pO2 e nutrientes (e.g., suplementação de carbono, nitrogênio e ferro) 

(Silva et al., 2013). 

Além disso, a maior parte dos estudos de cultivo de BMs na literatura estão concentradas 

em BMs do gênero Magnetospirillum (i.e., Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. 

gryphiswaldense cepa MSR-1), correspondente a um gênero de alfaproteobactérias 

magnetotáticas que biomineralizam magnetossomos cuboctaédricos em estratégias de cultivo 

por batelada alimentada e cultivo contínuo (Heyen e Schuler, 2003; Sun et al., 2008; Zhang et 

al., 2011). Recentemente, foi proposto o cultivo contínuo de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

(Correa et al., 2022) em estratégia de cultivo contínuo para minimizar o fenótipo de mutantes 

não magnéticos. A célula é capaz de biomineralizar magnetossomos prismáticos ou pseudo-
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hexagonais alongados. No entanto, as proteínas de membrana do magnetossomo podem ser 

utilizadas em diferentes aplicações biotecnológicas, conforme discuto adiante, e são espécie-

específicas. Logo, a caracterização de novos bioprocessos que utilizem novas BMs com 

magnetossomos de diferentes morfologias (i.e., conteúdo de magnetita por partícula) que 

podem afetar as propriedades magnéticas da nanopartícula bem como a caracterização de novas 

proteínas de membrana espécie-específica são mandatórios em Biotecnologia. 

Dessa forma, há algumas características relevantes em Biotecnologia relacionadas ao 

cultivo de Mf. australis cepa IT-1 e suas NMOBs. Em primeiro lugar, o cultivo de Mf. australis 

cepa IT-1 emprega meio confeccionado em ASW, ou seja, com alta concentração de sais, o que 

dificulta o crescimento de contaminantes ambientais em eventuais falhas que possam ocorrer 

durante o bioprocesso e que sejam capazes de tolerar a pressão osmótica (Junker, 2010). Além 

disso, o cultivo em microaerofilia torna-se vantajoso uma vez que o O2 é o melhor aceptor final 

de elétrons durante a respiração celular, uma vez que este é reduzido à H2O (i.e, ½O2 + 2e- / 

H2O; 0,82V) pelo complexo IV da cadeia transportadora de elétrons. Dessa forma, a célula 

aproveita todo o potencial redutor gerado na cadeia respiratória (i.e., acoplamento da cadeia 

transportadora de elétrons à fosforilação oxidativa para geração de ATP), o que possibilita a 

maior geração de força próton-motriz pela célula devido à maior diferença de potencial 

eletroquímico gerado e, consequentemente, um saldo energético mais favorável se comparado 

à respiração anaeróbia (Barber-Zucker e Zarivach, 2017). Dessa forma, otimiza-se a taxa de 

crescimento celular de BMs, que são naturalmente microrganismos fastidiosos (e.g., tempo de 

geração de 6h e 52 min ± 3h e 20 min; Figura 18) e, por sua vez, reduz o custo de produção de 

NMOBs ao não necessitar do uso de O2 com alta pureza química (e.g., O2 medicinal a 98%) 

uma vez que é possível utilizar o próprio O2 atmosférico e introduzi-lo no sistema por sistema 

de filtração de gases (Figura 17). 

O cultivo em anaerobiose, por sua vez, já foi estabelecido em outros microrganismos 

como Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 utilizando o nitrato 

(NO3
-) como aceptor final de elétrons e convertendo-o a nitrito (NO2

-) (Heyen e Schüller, 2003). 

Há dois aspectos a considerar no durante o crescimento em anaerobiose: (i) o aumento do tempo 

geração celular devido ao menor potencial redutor do par NO3
-/NO2

- e, consequentemente, 

menor energia disponível à fisiologia do microrganismo; (ii) o ganho formação e alto 

rendimento da produção de NMOBs. Por exemplo, em uma batelada para o crescimento de Ms. 

gryphiswaldense cepa MSR-1, a concentração de O2 foi diminuída de 20 para 2 mbar durante 

a fase exponencial de crescimento de MSR-1 em meio rico em ferro (Tabela 9). Após 4 h 
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decorridas da diminuição do O2, a produção de magnetita começou a ser detectada nas células, 

aumentando até atingir a fase estacionária (Heyen e Schuler, 2003). Por isso, diversas 

abordagens de cultivo em bioprocessos estão concentradas na manutenção de concentrações de 

O2 mínimas para o crescimento desde que não prejudiquem a biomineralização de NMOBs e 

favoreçam simultaneamente os dois fenômenos biológicos (Heyen e Schuler, 2003; Liu et al., 

2010; Sun, et al., 2008). Nesse sentido, ao compararmos com o perfil metabólico baseado no 

genoma de Mf. australis cepa IT-1, a célula não é capaz de crescer em anaerobiose utilizando 

nitrato com aceptor final de elétrons, dado que não possui os genes que codifiquem as etapas 

subsequentes de denitrificação como os genes nir, nor e nos (Araujo et al., 2016), ao contrário 

dos genomas de alfaproteobactérias magnetotáticas do gênero Magnetospirillum que são 

capazes de realizar a redução dissimilatória de nitrito, óxido nítrico e óxido nitroso (Taoka et 

al., 2003; Matsunaga et al., 2005). Além disso, ao comparar com o cultivo contínuo de Mv. 

blakemorei cepa MV-1T, não há emprego de gases de efeito estufa durante o processo, como é 

o caso da utilização do óxido nitroso (N2O) como aceptor final de elétrons em anaerobiose, 

aumentando, portando, a sustentabilidade do bioprocesso em particular (Silva et al., 2013; 

Correa et al., 2022). 

Tabela 9. Espécies de BMs utilizadas em cultivo de larga escala descritos na literatura com seus respectivos 

valores de produção e produtividade de Fe3O4. Adaptado de Correa (2021). 

Espécie e cepa  
Condução 

do cultivo  

Produção 

(mg ⋅ L-1) 

Produtividade 

(mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) 
Referência  

Ms. magneticum / AMB-1  B.A  9 3,7 Yang et al., 2001  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.S  7,9 6,3 Heyen e Schuler, 2003  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.A  58,4 --  Liu et al., 2008  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.A  41,7 16,7 Sun, et al., 2008  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.A  83,2 55,49 Liu et al., 2010  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.A  356,5 178,26 Zhang et al., 2011  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  SC  168,3 83,5 Zhang et al., 2011  

Mv. blakemorei / MV-1T B.S  22,4 5,6 Silva et al., 2013  

Mv. blakemorei / MV-1T B.A  26 3,2 Silva et al., 2013  

Mv. blakemorei / MV-1T SC. 27,1 22,7 Correa et al., 2022 

Ms. sp. / ME-1  B.A  120 58,7 Ke et al., 2018  

Ms. gryphiswaldense / MSR-1  B.A  139 47 
Fernández-Castané et 

al., 2018  

Além disso, entender a cinética de transferência de massa de gás é crucial para projetar 

escalas maiores de um dado bioprocesso (Burke, 2008). Logo, para realização do cultivo em 

microaerofilia é necessário a obtenção de parâmetros relacionados à transferência de gases na 

interface gás-líquido durante a purga do biorreator (i.e., sparging) e o fornecimento de O2 para 

a respiração celular. Assim, o melhor valor de transferência de massa para o N2 é dado pelo 𝑘𝐿𝑎 
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N2 cujo valor foi 0,41 ± 0,01 min-1 sob agitação de 300 rpm durante a purga do meio antes do 

inóculo com o gás sob vazão de 1 L ⋅ min-1 (Figura 17). O aumento da agitação e o 

posicionamento dos impelidores acima dos aspersores promoveu a quebra das bolhas 

aumentando a razão superfície ⋅ volume-1 e, consequentemente, melhorou a transferência dos 

gases, conforme observado durante os ensaios de determinação do 𝑘𝐿𝑎. Outro fator importante 

foi a redução da agitação de 300 para 100 rpm após o inóculo, uma vez que é desejado evitar o 

cisalhamento causado pelos impelidores do tipo Rushton em agitações maiores que são 

responsáveis por gerarem fluxo transicional (2300 < Re < 4000) ou turbulento (Re > 4000) 

(Koerich e Rosa, 2016). O 𝑘𝐿𝑎 O2 a 100 rpm, i.e., agitação empregada durante o bioprocesso, 

corresponde a 0,38 ± 0,001 min-1., indicando maior facilidade de transferência de massa em 

relação ao emprego de N2, devido a maior solubilidade do O2 em água e, consequentemente, 

sugerindo a necessidade de tempos elevados durante o sparging de N2 durante o deslocamento 

do O2 dissolvido no meio de cultura (Figura 49) (Figura 17; Figura 18) (Wiebe,  Gaddy e Heins, 

1933; Chemistry LibreTexts Libraries, 2023; Bok, Moog, e Brendler, 2023). Somado a isso, a 

saturação de oxigênio dissolvido no meio (dO2%) foi medida diariamente e o maior consumo 

de dO2% (0,2 dO2% ou 0,02 mg O2 ⋅ L-1) acompanhou a maior taxa de crescimento celular entre 

as primeiras 24 horas, ou seja, no dia 0 foi disponibilizado 2,01 ± 0,01 dO2% (0,16 mg O2 ⋅ L-

1) e atingiu o valor de 1,80 ± 0,01 (0,14 mg O2 ⋅ L-1) de saturação, corroborando a importância 

do pulso diário para fornecimento do aceptor final de elétrons durante a respiração celular em 

microaerofilia (Figura 18). 

Figura 49. Curva de solubilidade de gases em água de acordo 

com a temperatura. É possível observar a maior solubilidade 

do O2 (curva rosa) comparado ao N2 (curva azul) em água, 

sugerindo a necessidade de tempos elevados durante o 

sparging de N2 durante o deslocamento do O2 dissolvido no 

meio de cultura. Note também a queda de solubilidade dos 

gases proporcionalmente ao aumento da temperatura, devido 

ao aumento da energia cinética entre as moléculas e a maior 

energia para o rompimento da tensão superficial da água. 

Figura retirada de Chemistry LibreTexts Libraries, UC Davis, 

California, EUA. 
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A produção (Fe3O4 mg ⋅ L-1) e produtividade (Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1) de magnetita 

também foram monitoradas durante o bioprocesso, uma vez que o interesse ao final é a obtenção 

da maior massa de magnetita possível para aplicações downstream (Figura 18B). A maior 

produtividade foi obtida ao final do 1º dia de cultivo, concomitantemente à melhor taxa de 

crescimento (𝜇) e o maior consumo de dO2%, sendo obtido 12,13 ± 6,17 Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1, 

correspondendo a 61,57% do total da massa de magnetita produzida durante o bioprocesso. O 

segundo maior valor de produtividade foi alcançado entre o dia 1 e 2, representando 4,82 ± 6,56 

Fe3O4 mg ⋅ L-1 ⋅ dia-1. Logo, ao contabilizar a produtividade até o 2º dia (48h), foram produzidas 

86,04% correspondentes à massa total de magnetita obtida durante o bioprocesso. Portanto, 

sugere-se que o intervalo-chave para a manutenção da alta produtividade de magnetita encontra-

se nas primeiras 48h. Dessa maneira, em estudos futuros relacionados ao cultivo em batelada 

alimenta ou semicontínuo é necessário que sejam fornecidas as mesmas condições nutricionais 

estabelecidas na taxa de consumo dos nutrientes, favorecendo a taxa de crescimento, o consumo 

de dO2% e, consequentemente, a manutenção da produtividade de magnetita. 

Somado a isso, não há nenhum bioprocesso descrito na literatura que trabalhe com o 

cultivo em biorreator ou em larga escala de cocos magnetotáticos, afiliados à classe afiliado à 

classe Ca. Etaproteobacteria do filo Pseudomonadota (i.e., formalmente renomeado a partir de 

Proteobacteria), apesar de ser discuto que estes são os morfotipos mais diversos em estudos de 

amostras ambientais (Liu et al., 2021). Há apenas outros 2 cocos magnetotáticos cultivados 

descritos na literatura — Mc. marinus cepa MC-1, que contém 14 ± 3 magnetossomos 

prismáticos de magnetita de 83 ± 14 por 78 ± 11 nm e Ca. Mc. massalia cepa MO-1, que contém 

17 ± 5 magnetossomos cuboctaédricos alongados de magnetita de 64 ± 20 por 57 ± 17 nm 

(Bazylinski et al., 2013; Lefreve et al., 2009), capazes de biomineralizar NMOBs prismáticas 

de magnetita — e até o presente momento nenhum havia sido empregado para produção em 

larga escala de NMOBs. Dessa forma, o coco magnetotático Mf. australis cepa IT-1 foi isolado 

e caracterizado a partir de amostras da Lagoa de Itaipu, Niterói, RJ, Brasil (Morillo et al., 2014; 

Araujo et al., 2016). Portanto, é o primeiro relato de bioprocesso que emprega uma BM cujo 

patrimônio genético é nacional, além de empregar a única espécie isolada no hemisfério sul 

(Morillo et al., 2014). 

Outro ponto relevante é que não há produções técnicas ou científicas disponíveis na 

literatura que utilizem NMOBs na faixa de tamanho das biomineralizadas por Mf. australis cepa 
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IT-1. Portanto, as dimensões de 122,77 ± 23,54 por 95,89 ± 18,05 nm e diâmetro médio igual 

a 109,33 ± 20,46 nm são as maiores reportadas até então dentro do diagrama de fase magnética 

que garante a magnetização permanente da NP (i.e., comportamento como monodomínio 

magnético) (Figura 9; Figura 19). Tal característica torna-se vantajosa em aplicações 

biotecnológicas que necessitem NPMs mais responsivas e que possam atuar em processos de 

separação magnética de forma mais eficiente, principalmente ao separar magneticamente 

biomoléculas ou células alvo através do uso destas NMOBs, conforme descrito na aplicação 

das NMOBs no tópico. Nesse sentido, as NMOBs biomineralizadas por Mf. australis cepa IT-

1 apresentam valores área de superfície (i.e., 3,73 ⋅ 104 nm2 ⋅ NMOB-1), volume (i.e., 5,27 ⋅ 105 

nm3), massa por NMOB superior (i.e., 2,72 Fe3O4 fg ⋅ NMOB-1) a outros bioprocessos descritos 

na literatura, como os que utilizam NMOBs cuboctaédricas de BMs dos gêneros 

Magnetospirillum — que possuem diâmetro médio ≈40 nm (Sun et al., 2008) — e NMOBs 

prismáticas alongadas em Mv. blakemorei cepa MV-1T — que possuem diâmetro médio ≈60 

nm (Correa et al., 2022). 

Sabe-se também que a presença de membrana biológica oriunda da membrana 

citoplasmática da célula é extremamente importância para aplicações biotecnológicas, uma vez 

que permite o aumento da biocompatibilidade. Somado a isso, nesta membrana estão inseridas 

proteínas transmembrana espécie-específicas que podem ter seu potencial explorado para novas 

aplicações em Biotecnologia. Ademais, NMPSs não possuem tal membrana e sua 

funcionalização com moléculas que mimetizem uma membrana biológica (e.g., revestimento 

com fosfatidilcolina) encarece o processo e não replica a mesma fidelidade do sistema biológico 

presente na membrana de NMOBs (Correa et al., 2022). Somado a isso, em relação à 

sustentabilidade do bioprocesso de cultivo de Mf. australis cepa IT-1 e purificação de suas 

NMOBs, a principal diferença para a síntese química de NPMSs é a não utilização de solventes, 

nem condições extremas de temperatura e pressão como descrito nos métodos de coprecipitação 

e síntese hidrotermal para NMPSs (Douglas, MacLaren e Murrie, 2012). 

Outro parâmetro relevante observado durante o bioprocesso é o aumento das dimensões 

de comprimento, largura e diâmetro médio da NMOB em relação à primeira caracterização das 

NMOBs após o isolamento do BM, descrito em Morillo et al. (2014) (Figura 50). Logo, foi 

possível observar: (i) aumento de 47,92% em relação ao comprimento (i.e., de 83 ± 26 nm para 

122 ± 23 nm); (ii) aumento de 29,58% em relação à largura (i.e., de 74 ± 23 nm para 95 ± 18 

nm); e (iii) aumento de 40,17% em relação ao diâmetro médio (i.e., de 78 ± 24 nm para 109 ± 
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20 nm) (Figura 19). Também foi observado também a manutenção do número médio de 

NMOBs por célula, i.e., 10 ± 3, conforme descrito por Morillo et al. (2014). Tais características 

são vantajosas do ponto de vista biotecnológico, conforme discutido anteriormente, e podem 

sugerir à adaptação do microrganismo ao meio de cultivo estabelecido em laboratório. Além 

disso, pode sugerir a correta configuração dos parâmetros físico-químicos estabelecidos na 

batelada simples, aproximando-se de uma condição que reduza eventos de estresse celular, 

como a superexposição a concentrações de oxigênio superiores à microaerofilia necessária para 

o crescimento celular, conforme era estabelecido previamente em meio líquido (Taveira, 2019). 

Figura 50. 

Biomineralização de 

magnetossomos em 

Magnetofaba australis 

cepa IT-1. A. Espectro 

de energia dispersiva 

de raios X com 

detecção Fe e O como 

os principais elementos 

das NMBOs. B. a E. 

Mapeamento 

elementar por EFTEM 

de um magnetossomo 

mostrando a 

distribuição de ferro 

(C), oxigênio (D) e o 

padrão de difração de 

elétrons (E) de 

NMOBs isoladas 

mostrado em (F). G. a I. Distribuição de tamanho (G), distribuição do fator de forma (H) e gráfico de dispersão 

do comprimento e largura das NMOBS (I). Figura retirada de Morillo et al., (2014). 

Adicionalmente, outra propriedade descrita é a boa dispersibilidade da NMOB em meio 

aquoso (Alphandéry et al., 2017; Correa et al., 2022), dado pelo potencial ζ de -20,93 ± 1,01 

mV (Figura 20), o que caracteriza também a NMOB como uma partícula negativamente 

carregada devido à prevalência da carga negativa dos grupamentos fosfato dos 

glicerofosfolipídeos sobre os grupamentos de aminas primárias presentes nos resíduos 

terminais destes lipídeos de membrana (e.g., colina, etanolamina e resíduo de serina) (Geiger, 

López-Lara e Sohlenkamp, 2013). 

A resposta magnetotática, avaliada em microscopia em DIC, somada à caracterização 

em TEM possibilitaram a aquisição de informações que serão de utilidade no desenho de novas 

estratégias de cultivo, como a batelada alimenta e o cultivo contínuo da BM. Portanto, durante 

o cultivo, a célula apresentou resposta magnetotática característica, i.e., sentido de nado 
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antiparalelo ao campo magnético externo gerado, que foi observada em todos os estágios do 

crescimento, indicando a presença de células com aparente viabilidade celular (Figura 21). No 

entanto, durante o crescimento é possível observar por TEM a partir do 5º dia (i.e., fase 

estacionária) a presença de células com morfologia alterada, ou seja, tamanho reduzido, 

mudança da morfologia cocóide-ovoide característica para cocóide (i.e., arredondamento do 

corpo celular), ausência de NMOBs biomineralizadas e aumento do número de inclusões 

citoplasmáticas a partir de medidas de parâmetros morfológicos (𝑛=100) (Figura 21; Figura 

22). Quanto às células com morfologia alterada, foi possível observar que houve: (i) aumento 

significativo (*𝑝=0,0199) do fator de forma de 0,72 ± 0,06 para 0,89 ± 0,04 bem como o 

aumento significativo (**𝑝=0,0080) do número de inclusões por célula (nº inclusões ⋅ cél-1) de 

3 ± 1 para 7 ± 1 durante a transição da de Flog para Fest; e (ii) o número de células com alteração 

morfológica aumentou 10,52 ± 8,37 vezes em relação à Flog, representando 10,46 ± 3,04% da 

população total (**𝑝=0,0077). Dessa forma, tais alterações morfológicas podem representar o 

impacto da depleção dos nutrientes essenciais para o crescimento celular durante a batelada, 

conforme observado no consumo de Fe2+ e NH4
+ pela célula (Figura 18). 

Logo, pode-se hipotetizar que as células com alteração morfológica (i.e., 

arredondamento, redução do tamanho e ausência de NMOBs) possam ser células com divisão 

celular interrompida, possivelmente devido à depleção de nutrientes durante a batelada, o que 

justifica a necessidade de trabalhos futuros que empreguem estratégias de batelada alimenta ou 

cultivo contínuo a fim de otimizarem a produção e produtividade de magnetita, uma vez que 

parâmetros relevantes como a taxa de crescimento e o consumo de nutrientes foram dosados no 

cultivo em batelada a fim melhorar a compreensão das necessidades fisiológicas desta BM. 

É sabido que a depleção de nutrientes dispara a resposta estringente em bactérias, ou 

seja, uma cascata de sinalização que regula os níveis de tradução e transcrição da célula (Irving, 

Choudhury e Corrigan, 2021). A resposta é disparada pelo complexo proteico RelA acoplado 

ao ribossomo 70S através da quebra do mensageiro (p)ppGpp (pentafosfato de guanosina) em 

ppGpp (tetrafosfato de guanosina), uma vez que a resposta de stalling da tradução é acionada 

pela entrada de tRNAs não aminoacilados, ou seja, sem aminoácidos ligados covalentemente à 

extremidade 3’-OH. A ausência de aminoácidos ligados ao tRNA é interpretada como sinal de 

carência nutricional, dado que a biossíntese destes ocorre devido a desvios anabólicos nas vias 

glicolíticas e no ciclo do ácido cítrico. 
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Nesse sentido, há 2 hipóteses para ausência da biomineralização de NMOBs após fase 

estacionária. A primeira pode estar fundamenta na ausência da concentração mínima de 

nutrientes como ferro, carbono e nitrogênio disponíveis no meio para a biomineralização do 

magnetossomo, uma vez que a concentração de determinados nutrientes é constantemente 

monitorada pelos microrganismos e esse monitoramento é responsável pelo disparo e regulação 

de diversas vias de sinalização, tal como a invaginação da membrana citoplasmática para a 

formação da membrana da NMOB e nucleação do mineral, conforme discutido por Uebe e 

Schüller (2016). É possível também que haja uma instabilidade genômica no MGC de Mf. 

australis cepa IT-1, o que pode levar à excisão do fragmento gênico e, consequentemente, a 

perda da capacidade de biomineralizar as NMOBs octaédricas alongadas, uma vez que tal 

fenômeno já foi reportado para outras BMs como as alfaproteobactérias magnetotáticas Mv. 

blakemorei cepa MV-1T (Silva et al., 2013; Correa et al., 2022) e Ms. gryphiswaldense cepa 

MSR-1 (Schübbe et al., 2003; Ulrich et al., 2005) (Figura 51). Dessa forma, são abordados dois 

possíveis fenômenos: (i) o primeiro, provavelmente reversível se a quantidade mínima de 

nutrientes for reestabelecida durante o cultivo; e (ii) o segundo, provavelmente irreversível 

devido à perda do fragmento gênico responsável pela biomineralização. No entanto, apesar de 

ambos os eventos serem hipóteses sugeridas para explicar o fenótipo observado, caso haja a 

excisão do MGC, é possível mitigar o surgimento de mutantes não magnetotáticos utilizando-

se a estratégia do cultivo em batelada alimentada ou contínuo, retardando-se a chegada à fase 

estacionária e mantendo a produtividade de magnetita alta, conforme descrito anteriormente 

para a BM Mv. blakemorei cepa MV-1T (Silva et al., 2013; Correa et al., 2022). 

 

Figura 51. Arquitetura do MGC em Mf. australis cepa IT-1. São demonstrados os genes mam, mms e sequências 

referentes a proteínas hipotéticas que se encontram em operons distintos e codificam funções de invaginação da 
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membrana do magnetossomo, transporte de ferro, controle do tamanho e morfologia do cristal e alinhamento da 

cadeia. Figura retirada de Morillo et al., (2014). 

Além disso, ao retornar a discussão sobre a depleção de nutrientes como NH4
+ e Fe2+, 

quantificados no meio durante o crescimento, e a provável depleção das fontes heterotróficas 

de carbono (i.e., acetato e succinato), não monitorados durante o cultivo, é possível sugerir a 

falta de concentrações mínimas para a fisiologia celular, o que pode resultar na queda 

metabolismo bioenergético e, consequentemente, na produtividade de magnetita observada 

(Figura 18). Durante o processo foi observada que a maior taxa de consumo de Fe2+ (24,07%) 

acompanha a maior taxa de crescimento entre os dias 0 (48,53 ± 13,67 μM) e 1 (36,54 ± 5,88 

μM) (Figura 18). O consumo cessa no 5º dia (i.e., Fest; 31,51 ± 6,10 μM) e o Fe2+ volta a ficar 

disponível após o início da fase de declínio da cultura, ou seja, no 6º dia (45,89 ± 13,00 μM). 

O consumo de nitrogênio amínico/amoniacal livre foi determinado pelo ensaio da reação de 

FAN. 

O padrão de consumo de nitrogênio seguiu a mesma tendência do consumo de Fe2+ 

(Figura 18). Ou seja, a maior taxa de consumo (18,67%) de nitrogênio (i.e., NH4
+) acompanha 

a maior taxa de crescimento entre os dias 0 (4,39 ± 0,26 mM) e 1 (3,57 ± 1,56 μM). O consumo 

cessa no 5º dia (i.e., fase estacionária; 3,04 ± 1,48 mM) e o nitrogênio volta a ficar disponível 

após o início da fase de declínio da cultura, ou seja, no 6º dia (4,23 ± 1,53 mM). Portanto, o 

aumento da concentração de ferro e nitrogênio após o estacionamento da cultura pode ser 

possivelmente explicado devido à morte celular e liberação do conteúdo citoplasmático (Figura 

18). Dessa forma, após a perda da integridade de membrana da célula durante a fase de morte 

celular, há a liberação de macromoléculas nos quais estes elementos participam da composição 

(e.g., aminoácidos e bases nitrogenadas para o nitrogênio) (Turnbull et al., 2016).  

Outro fator importante é o acúmulo de ferro intracelular próximo às NMOBs em Mf. 

australis cepa IT-1, conforme caracterizado pela observação da cadeia de NMOBs em STEM-

HAADF (do inglês scanning electron transmision microscopy at high-angle annular dark-

field) e confirmado pelo mapeamento de elementos químicos por EDS, sendo tal estrutura 

caracterizada como matriz magnetossomal (Werckmann et al., 2017) (Figura 52). É discutido 

que o acúmulo de ferro próximo ao cristal seja relevante durante a fisiologia de BMs, como em 

eventos de transporte do ferro citoplasmático para a vesícula do magnetossomo a fim de 

otimizar a nucleação de magnetita, conforme proposto por Uebe e Schüler (2016). Logo, a 

detecção da liberação de ferro após o 5º dia provavelmente ocorre devido à lise celular e que, 
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provavelmente, o ferro detectado e não da liberação das NMOBs propriamente ditas (Figura 

18). 

Figura 52. Imagens 

obtidas em STEM-

HAADF e mapa de 

elementos por EDS da 

cadeia de NMOBs de 

células de cultura de 

Mf. australis cepa IT-1 

exibindo o acúmulo de 

ferro na matriz 

magnetossomal. A. 

Imagem em HAADF 

de uma cadeia de 

magnetossomo Fe3O4. 

B. Mapa Fe da cadeia 

mostrada em (A). C. 

Imagem do algoritmo 

de detecção de borda 

da imagem STEM 

mostrada em (A). D. 

Imagem do algoritmo 

de detecção de borda 

do mapa Fe mostrado 

em (C). E. Imagem de 

sobreposição do 

STEM processado (C) e do mapa Fe (D). F. Alta ampliação da imagem de sobreposição mostrada em (E). As setas 

indicam regiões de acúmulo significativo de Fe ao redor do cristal Fe3O4 do magnetossomo. Figura retirada de 

Werckmann et al. (2017). 

Por fim, o estabelecimento de futuras estratégias de cultivo como a batelada alimentada 

ou o cultivo contínuo, que estão sendo conduzidas, devem estar pautadas na suplementação 

adequada da taxa de consumo destes nutrientes a fim de manter a elevada taxa de crescimento 

e produtividade de magnetita observados nos dois primeiros dias por mais tempo, o que 

consequentemente resultará na maior produção de magnetita por bioprocesso e, 

sucessivamente, na maior viabilidade técnico-econômica da produção desta classe de NPs. 
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6.2. Separação magnética de microalgas utilizando NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e 

Mv. blakemorei cepa MV-1T 

Dado o estabelecimento do cultivo em batelada simples de Mf. australis cepa IT-1 e a 

caracterização de suas NMOBs, é fundamental a integração dessas NPs em novos processos 

biotecnológicos. Portanto, devido à natureza singular da química de superfície desta classe de 

NPs, as NMOBs isoladas de Mf. australis cepa IT-1 foram utilizadas em processos de 

floculação e separação magnética de microalgas de interesse biotecnológico — e.g., acúmulo 

de lipídeos neutros para produção de biodiesel. Microalgas são fototróficos unicelulares 

importantes no ciclo do carbono — e.g., mitigação das emissões de gases estufa como CO2 e 

produção de mais da metade do O2 atmosférico disponível no globo. 

Além disso, há interesse biotecnológico neste grupo de microrganismos devido à sua 

capacidade de acumular inclusões de lipídeos neutros (e.g., triacilgliceróis que, por sua vez, 

podem ser utilizadas para produção de biodiesel de 3ª geração (Wijffels e Barbosa, 2010; Liao 

et al., 2016)). Tais lipídeos podem ser extraídos, processados e convertidos em biodiesel, 

promovendo uma alternativa sustentável à natureza não renovável das matrizes fósseis 

utilizadas atualmente. Nesse aspecto, dois aspectos importantes na produção do biodiesel de 3ª 

geração são a modulação do conteúdo lipídico e a coleta de microalgas após o cultivo. 

Dessa forma, foram utilizadas as NMOBs das cepas NMOBs de Mf. australis cepa IT-

1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T na etapa de coleta das microalgas, promovendo uma ferramenta 

de floculação e separação magnética da biomassa para posterior extração de lipídeos. O controle 

de qualidade de NMOBs Mv. blakemorei cepa MV-1T indicou a presença de NPs dentro da 

faixa de tamanho esperado (i.e., 73,20 ± 6,62 por 49,55 ± 5,96 nm; fator de forma 0,77 ± 0,03), 

conforme caracterizado por TEM, bem como a superfície negativamente carregada, conforme 

caracterizado pelo potencial zeta (i.e., -27,17 ± 4,80 mV), de acordo com os parâmetros 

estabelecidos na literatura (Figura 23) (Silva et al., 2013; Correa et al., 2022). A discussão sobre 

o controle de qualidade realizado para NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 encontra-se descrito 

no tópico “6.1. Caracterização do cultivo em batelada da BM Mf. australis cepa IT-1 e da 

produção de NMOBs octaédricas alongadas”. 

Previamente, também foram realizados testes quanto à capacidade das microalgas 

crescerem em meios de cultivo com alteração de pH, de fonte de ferro e da quantidade de ferro 

disponível (Figura 24; Figura 25; Figura 26; Figura 27; Figura 28; Figura 29). Sucintamente, as 
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espécies Scenedesmus sp., Monoraphidium e Desmodesmus sp. foram capazes de tolerar o 

crescimento em pH 5,0, etapa crucial os ensaios de separação magnética posteriores de com 

NMOBs, e, alguns casos, como  Scenedesmus sp., foi possível observar densidade celular final 

(1,62 ± 0,05 ⋅ 104 células ⋅ mL-1) 6,34× superior à inicial (2,21 ± 0,70 ⋅ 103 células ⋅ mL-1) 

quando submetida à pH 5,0, sem aparente dano celular quando observado em DIC e sem 

alteração quanto ao diâmetro médio e o fator de forma celular (Figura 24; Figura 25; Figura 

26). A caracterização da sobrevivência celular em pH ácido é essencial para as etapas de 

separação magnética futuras, dado que a interação entre NMOBs e a superfície de microalgas 

é pH-dependente. Ou seja, após a acidificação do meio no qual se encontram as células, há 

aumento do grau de protonação da superfície destas espécies, uma vez que o tampão citrato 

corresponde à base conjugada do ácido cítrico, um ácido tricarboxílico com 3 hidrogênios 

ionizáveis (i.e., 𝑝𝐾𝑎1= 3,15; 𝑝𝐾𝑎2= 4,77; 𝑝𝐾𝑎3= 6,40) (Trujillo-Reyes et al., 2013) (Figura 53). 

Figura 53. Desprotonação e constante de dissociação de 

ácidos em escala logarítmica (𝑝𝐾𝑎) do ácido cítrico. Há três 

grupamentos carboxila com prótons ionizáveis nos valores de 

𝑝𝐾𝑎1=3,15; 𝑝𝐾𝑎2=4,77; 𝑝𝐾𝑎3=6,40. Figura retirada de 

Trujillo-Reyes et al. (2013). 

 

 

 

 

 

 

A quantificação do teor de lipídeos neutros por célula para as microalgas em exposição 

às diferentes condições de pH, retornou aumento significativo quando os tipos celulares 

Scenedesmus sp., Desmodesmus sp. e Monoraphidium sp. foram cultivados em condição de pH 

5,0, sem queda significativa na taxa de crescimento (Figura 28; Figura 29). Tal característica é 

importante para as etapas downstream, bem como, é sabido que determinados padrões de 

estresse podem causar o acúmulo de inclusões de lipídeos neutros, o que é vantajoso para o 

processo (Wijffels e Barbosa, 2010). 

Além disso, a caracterização da taxa de crescimento das células sob variações de 

condição de pH também é fundamental devido às variações comumente encontradas em 

cultivos do tipo raceway (i.e., piscinas de cultivo a céu aberto), comumente empregados em 

países com alta taxa de incidência de luz solar como o Brasil, indicando a robustez e uma 
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propriedade desejável deste grupo de microrganismos em relação à sobrevivência em condições 

diversas (Wijffels e Barbosa, 2010; Andrade et al., 2020). Logo, uma vez estabelecida a 

sobrevivência celular nestas condições, prosseguiu-se para o ensaio de separação magnética 

com NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 (Figura 30; Figura 31; Figura 32). Foi possível obter 

taxas de separação magnética de até 80,08 ± 2,08% para a espécie Scenedesmus sp. em pH 3,1 

em tampão citrato, sendo possível observar a clarificação do meio após a etapa de floculação e 

separação magnética e, posteriormente, a observação dos agregados de células e NMOBs 

formados em DIC. É sugerido que uma das interações mais importantes pelo efeito observado 

é a atração eletrostática promovida pela protonação em diferentes graus da superfície celular ao 

passo que essa interage com uma NP negativamente carregada, conforme observado pelo 

potencial zeta de 20,93 ± 1,01 mV (Figura 20). Além disso, é possível que ocorram outros tipos 

de interação entre as proteínas de membrana da NMOB com a superfície celular que, até o 

presente momento, ainda não foram elucidadas e podem contribuir para a capacidade de 

separação magnética das microalgas. Posteriormente, o ensaio foi validado utilizando NMOBs 

extraídas Mv. blakemorei cepa MV-1T sobre a melhor e a pior condição de concentração 

magnética (i.e., Scenedesmus sp. e Monoraphidium sp.), e os resultados corroboraram as 

observações anteriores sobre o efeito pH-dependente (Figura 35). Indicando, novamente, a 

robustez da NP e possibilidade variação da aplicação de NMOBs obtidas de BMs diferentes, 

dada à natureza principal da interação ser pH-dependente. 

 Outro fator importante é o estabelecimento da relação entre densidade celular (i.e., 3 ⋅ 

103 a 1,2 ⋅ 104) e concentração de NMOBs (i.e., 80 μg Fe3O4 ⋅ mL-1). Um aspecto importante é 

o estabelecimento prévio da concentração de 80 μg Fe3O4 ⋅ mL-1 para a remoção de sólidos 

suspensos de resíduo de brasagem (i.e., efluente cervejeiro com pH 5,0) (Correa, 2021). Por 

exemplo, a ferramenta desenvolvida por Zhu et al. (2019) apresenta NPs de magnetita e 

magnetita dopada com ítrio sem revestimento (ambas sintéticas). Dessa forma, a fim de obter 

uma eficiência de separação próxima a 90%, além da redução do pH, as NPs foram utilizadas 

em concentrações de ótimas de 10 e 2,5 g/L, respectivamente. Tal valor supera até quatro ordens 

de grandeza, i.e., 104 vezes, a quantidade de NMOBs utilizadas nos ensaios separação 

magnética desta tese. Logo, a menor quantidade de NMOBs utilizadas, em comparação às NPs 

sintéticas, confere ganho na quantidade de NPs utilizadas do processo bem como a redução do 

custo final. Além disso, é possível que as NMOBs sejam reutilizáveis devido à natureza da 

interação e a possibilidade de deslocamento da interação. No entanto, a capacidade de 

reusabilidade precisa ser confirmada por estudos futuros.  
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 Também é sabido que NPs sintéticas possuem menor vida útil em razão da ausência de 

revestimento e do encarecimento durante a mimetização de superfícies orgânicas (e.g., adição 

de fosfatidilcolina) (Klektoka et al., 2022) (Groult et al., 2014). Somado a isso, em decorrência 

da degradação natural destas NPs, como em processo que levam à acidificação do meio, ocorre 

a solubilização da magnetita e, consequentemente, a liberação dos cátions di- e tri- valentes de 

ferro (Fe2+ e Fe3+) (Salmimies et al., 2014). Ademais, as NPMSs são cristalograficamente 

imperfeitas com forma e faces pouco definidas, o que facilita sua oxidação, a perda de 

propriedade e a magnética e dissolução do nanocristal. Dessa forma, a liberação abrupta de 

ferro resulta em efeitos tóxicos às células alvos, o que pode prejudicar aplicações downstream 

durante o processamento (e.g., extração de lipídeos neutros) que necessitem da célula viável ou 

sem extravasamento de conteúdo citoplasmático (Xiao et al., 2021). O aumento do ferro em 

tanques de produção de microalgas também pode a ocasionar o aumento da comunidade 

bacteriana, principalmente na classe dos patógenos, além de promover relações de competição 

pelos nutrientes fornecidos, sendo, portanto, um problema adicional em escala industrial por 

diminuir a produtividade (Fuentes et al., 2016; Xiao et al., 2021). 

Outros autores também utilizam outras abordagens como o revestimento das NPMSs 

com quitosana (Bae et al., 2008). A quitosana é um polissacarídeo catiônico produzido a partir 

da desacetilação da quitina, um polissacarídeo presente no exoesqueleto de artrópodes e na 

parede celular de fungos. Sua síntese ocorre devido à alcalinização da quitina sob altas 

temperaturas (Kim e Lee, 1993; Wang et al., 2016). Logo, diversos autores utilizam o 

revestimento de quitosana com agente de ligação cruzada Pluronic F-127, um copolímero 

surfactante hidrofílico não iônico (Bae et al., 2008) (Figura 54). Este é um composto com 

conhecida toxicidade para diversos organismos marinhos (Hering et al., 2020; Rahdar et al., 

2020). Além disso, vários processos de revestimento artificial também utilizam tripolifosfato 

de sódio, um poluente aquático não removido por estações de tratamento de água e que atua na 

eutrofização de ecossistemas de corpos hídricos fluviais (Lu et al., 2014). 
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Figura 54. Exemplo de revestimento sintético com o polímero catiônico quitosana e o agente de ligação cruzada 

Pluronic F-127 realizado em pH 9 sobre NPMSs. Figura retirada de Bae et al. (2008). 

Além disso, os dados obtidos a partir dos ensaios de separação magnética em relação ao 

desafio com NPMSs com as culturas de Scenedesmus sp., Desmodesmus sp., Monoraphidium 

sp., Nannochloropsis sp. e Dunaliella sp. indicaram taxas de recuperação inferiores às NMOBs 

de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T (Figura 36; Figura 37). Outro aspecto 

relevante é a contradição entre os resultados observados na coleta de microalgas, baseado em 

absorbância em DO680nm, em relação à avaliação visual da recuperação de microalgas por 

NPMSs através da aplicação de 𝐻⃗⃗  nos mostrou que não havia aglomeração de células, o que 

impossibilita a coleta magnética (Figura 36; Figura 37). Dessa forma, é sugerido que devido ao 

fato de NPMSs não serem cristais com faces bem definidas e cristalograficamente perfeitas, 

esta classe de NP provavelmente é dissolvida em no meio, o que causaria a liberação de grande 

quantidade de ferro e, sucessivamente, os efeitos acima mencionados. 

Nesse sentido, diversos autores apontam a dissolução de NPMSs em soluções com pH 

ácido, condição necessária à separação das células (Ike e Duke, 2018). É sugerido também que 

a provável dissolução das NPMSs pode falsear o resultado da coleta aferido pela absorbância 

em DO680nm, dado que não é observada a clarificação do meio quando comparado à utilização 

das NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa MV-1T (Figura 32; Figura 33). 

Assim, o desempenho de NMOBs se mostrou significativamente superior ao exibido por 

NPMSs, pois NMOBs apresentaram-se mais estáveis e, de fato, promovem a formação de 

agregados de células e NMOBs devido à natureza da interação pH-dependente e com 

capacidade de responder ao campo magnético aplicado, promovendo a separação magnética 

das células alvo. 
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Outra abordagem consiste no emprego de floculantes químicos, geralmente polímeros 

catiônicos, empregados na coleta de microalgas (Tiron et al., 2017). No entanto, há limitação 

dos floculantes atualmente descritos em promover a coleta de microalgas marinhas em meios 

de alta salinidade (Vandamme et al., 2010; Roselet et al., 2017). Nestes casos, é comum a perda 

de eficiência do floculante ou o aumento demasiado de sua concentração (Vandamme et al., 

2011) para que haja efeito desejado e a velocidade de sedimentação, mesmo após a floculação, 

é relativamente lenta, o que leva a longos tempos de processamento, além do encarecimento do 

processo. Em contrapartida, NMOBs mostraram-se eficazes em promover a recuperação de 

52,08% das células de Nannochloropsis sp. em alta salinidade com 40 g NaCl ⋅ L-1 e pH 3,1, 

condição de salinidade que é praticada em raceways de cultivo a céu aberto e iluminação solar 

durante o cultivo da célula (Figura 38; Figura 40; Figura 41) (Gu et al., 2012). Ademais, caso 

a salinidade seja reduzida para comportar 20 g NaCl ⋅ L-1, é possível recuperar magneticamente 

até 64,93% das células. Também foi possível observar a ineficácia da recuperação das células 

na condição de 40 g NaCl ⋅ L-1 em Nannochloropsis sp., ao utilizar o floculante químico, 

mantido sob sigilo, e as NPMSs (Figura 38). 

Logo, o desenvolvimento de nanoferramenta baseada em NMOBs que permite 

separação magnética do material suspenso em cultivo pode representar ganho para o processo 

dada a natureza da NP, o perfil de interação com as microalgas e a provável capacidade de reuso 

em novos bioprocessos. Ademais, iniciativas públicas como o estabelecimento do PNPB e a 

regulamentação pela Lei nº 11.097, de 13 de janeiro de 2005, são importantes para a 

consolidação do biodiesel na matriz energética brasileira e para o fomento de novas tecnologias 

que viabilizem cada vez mais a inserção de biocombustíveis no mercado nacional.  
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6.3. Base molecular da interação entre o corante azul de metila e as proteínas de 

membrana de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

Conforme discutido anteriormente, os corantes sintéticos não tratados causam diversos 

impactos ecotoxicológicos relacionados ao seu despejo em corpos hídricos (Figura 13) (Lin et 

al., 2023). Uma vez que os impactos estão ligados à natureza química destes poluentes, 

tornando-os pouco biodegradáveis e com perfis complexos de toxicidade para organismos 

aquáticos, são necessárias novas alternativas às estratégias convencionais de tratamento de 

efluentes da indústria têxtil (Cai et al., 2020; Lellis et al., 2019). Nesse sentido, dentro do 

contexto da aplicação de NPs em Biotecnologia, NMOBs podem ser utilizadas como 

alternativas viáveis aos tratamentos convencionais devido às propriedades relacionadas à sua 

química de superfície e a presença de proteínas de membrana espécie-específica. 

Apesar de Correa (2021) ter reportado a capacidade de degradação (i.e., descoloração) 

do corante azul de metila utilizando NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T, o mecanismo 

envolvido no processo não foi totalmente elucidado. É sabido que um dos principais 

mecanismos de descoloração de corantes é a peroxidação da molécula provocada pela reação 

de Fenton utilizando peróxido de hidrogênio e Fe2+ como catalisador, estratégia adaptada 

recentemente ao uso de NMPSs devido à capacidade de liberação de ferro das mesmas (Sadegh 

et al., 2021). Em suma, foi possível observar que a degradação do corante, principalmente 

associada à degradação da porção organo-conjugada da molécula (pico b; Figura 55), 

apresentava efeito relacionado à presença da membrana que envolve a NMOB — em condições 

que empregaram ou não a adição de H2O2 (Figura 56) — em condições de pH neutro e com 

capacidade de reutilização por até 4 ciclos levando ao espessamento de membrana da NMOB 

e, consequentemente, redução da atividade após o reuso (e.g., 1º ciclo com 87,76 ± 1,43% de 

degradação do corante e 4º ciclo com 43,46 ± 11,24%) (Figura 57). 
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Figura 55. Estrutura química e padrão de absorbância do corante azul de metila A. Estrutura química mostrando 

o grupo anilina (tracejado roxo) e o grupo triarilmetano (pontilhado em verde). Há também a presença dos grupos 

sulfonato terminais ligados aos grupos anilina. B. Espectro UV-Vis do corante em diferentes condições de 

tratamento. O pico a entre 290 e 310 nm corresponde ao grupo anilina e o pico b entre 580 e 620nm corresponde 

a estrutura organo-conjugada do corante. O pico b apresenta degradação significativa ao comparar os tratamentos 

com NMOBs apenas e NMOBs adicionadas de H2O2. Legenda: (i) BM, bacterial magnet; (ii) raw dye, corante 

bruto; (iii) H2O2, peróxido de hidrogênio; e (iv) BM + H2O2, aplicação da NMOB junto ao peróxido de hidrogênio. 

Figura retirada de Correa (2021). 

 

 

Figura 56. Cinética da concentração de corante ao longo de tratamentos de 10 minutos. A. Efeito da concentração 

de NMOBs na ausência de peróxido de hidrogênio. B. Efeito da concentração de peróxido de hidrogênio na 

ausência ou presença de NMOBs. C. Efeito do pH sobre a cinética de degradação. D. Efeito da remoção da 

membrana de NMOBs com e sem adição de peróxido de hidrogênio. Legenda: (i) BM, bacterial magnet; (ii) raw 

dye, corante bruto; (iii) H2O2, peróxido de hidrogênio; e (iv) BM + H2O2, aplicação da NMOB junto ao peróxido 

de hidrogênio. Figura retirada de Correa (2021). 
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Figura 57. Imagem relativa ao espessamento de 

membrana de NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-

1T de realizadas em TEM durante os ciclos de reuso 

das NPs. A. a D. Correspondem respectivamente ao 

1º, 2º, 3º e 4º ciclo de reuso das NMOBs, indicando o 

espessamento de membrana (seta preta). Figura 

retirada de Correa (2021). 

 

 

 

 

 

 

Portanto, uma vez estabelecido que o efeito de degradação do corante está relacionado 

diretamente à presença da membrana das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T e não 

diretamente à reação de Fenton, visto que esta ocorre em pH ácido (Jung et al., 2009), há um 

indicativo de biocatálise. Logo, nesta tese foi realizada a predição da base molecular de 

interação entre o corante azul de metila e as proteínas de membrana destas NPs para melhor 

compreensão do efeito observado. A partir dos 25 modelos de proteínas Mam e Mms, que 

previamente haviam sido identificadas como proteínas de membrana (Murat et al., 2010; Uebe 

e Schuler, 2016), foi possível observar, a partir da docagem molecular, a melhor afinidade de 

interação entre o corante azul de metila e a proteína MamZ de Mv. blakemorei cepa MV-1T 

(Tabela 8; Figura 44; Figura 45), correspondendo ao binding score de -9,6 kcal ⋅ mol-1. Além 

disso, o modelo de MamZ foi considerado robusto com pLDDT médio de 81,53 ± 12,95 por 

resíduo, GQME = 0,82 e sem outliers no gráfico de Ramachandran (Figura 43). 

Quanto à caracterização do sítio de interação, este é composto por 22 resíduos em região 

de até 5,0 Å do ligante, mas a rede de interações intermoleculares é composta 8 resíduos, sendo 

estes: (i) F618, I575 e W568 (hidrofóbicos aromáticos); (ii) T621 e S479 (polares não 

ionizáveis); e (iii) R483, H572 e R573 (básicos; polares ionizáveis) (Figura 44; Figura 45). Tais 

resíduos são responsáveis pelo estabelecimento de 5 H-bonds (i.e., F618, T621, R573 e S479), 

3 interações hidrofóbicas (i.e., R573, H572 e I575), 1 interação pi-pi (perpendicular; W568), 2 

interações pi-cátion (i.e., H572 e R483) e 1 ponte salina (i.e., R483). Outro aspecto importante 
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é a robustez dos resíduos que compõe a rede de interação intermolecular com pLDDT de 84,13± 

8,62, indicando fidedignidade para a interpretação das interações, além de apresentar valor de 

RSA 22,98 ± 20,50%, indicando sítio parcialmente exposto ao solvente, considerando o 

threshold de 25% para resíduos enterrados (Zhang et al., 2009). Ainda no aspecto da exposição 

ao solvente, é possível que os 3 resíduos expostos ao solvente — i.e., 2 H-bonds , sendo uma 

com a carbonila do backbone de F618 e outra com a hidroxila da cadeia lateral de T621, 1 ponte 

salina e 1 interação π-cátion com o grupo guanidino positivamente carregado em seu estado 

protonado da cadeia lateral de R483 — sejam essenciais para a primeira estabilização do corante 

azul de metila no bolsão de ancoragem, de forma que proporcionam as primeiras interações 

para que o restante da rede de interações intermoleculares possa ocorrer e haja exposição dos 

resíduos hidrofóbicos enterrados aos anéis aromáticos do corante. Além disso, o sítio de 

interação encontra-se no folheto externo do domínio FRS de MamZ, correspondendo à porção 

composta por 5 α-hélices transmembrana — i.e., α17 a α22. Nesse sentido, já é descrita a 

atividade redutase no folheto externo do domínio FRS de MamZ em outras BMs afiliadas à 

classe Alphaproteobacteria, estando relacionado à redução de Fe3+ a Fe2+ e importe deste para 

a vesícula do magnetossomo (Raschdorf et al., 2013; Wu et al., 2021). 

Uma vez estabelecida a possível base estrutural do sítio de interação de MamZ Mv. 

blakemorei cepa MV-1T com o ligante, foram realizados o alinhamento das sequências de 

aminoácidos e o alinhamento estrutural em relação à mesma proteína das BMs Mf. australis 

cepa IT-1, Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 (Figura 46; 

Figura 47; Figura 48). A escolha foi pautada na disponibilidade e na prévia caracterização de 

aplicações biotecnológicas das NMOBs cuboctaédricas do gênero Magnetospirillum (Uebe e 

Schüler; Vargas et al., 2018), além da caracterização das NMOBs octaédricas alongadas de Mf. 

australis cepa IT-1, descritas neste trabalho. Quanto ao alinhamento múltiplo das sequências, 

foi observado que 205 resíduos eram conservados do total de 630 (32,53%) e, posteriormente, 

o maior percentual resíduos conservados é observado em relação à MamZ de Mf. australis cepa 

IT-1, com conservação de 264 (41,90%) resíduos, identidade de 42,24% e 97% de cobertura 

(Figura 46).  

Além disso, quanto ao alinhamento de sequências e ao alinhamento estrutural, foi 

observado a conservação dos resíduos S479, R483, W568 e H572 referentes às cepas IT-1 e 

AMB-1. Logo, caso a atividade catalítica seja mantida ao utilizar outras NMOBs, é possível 

que a manutenção da rede de interações intermoleculares destes resíduos seja importante para 
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o efeito observado. Logo, mantém-se conservadas as interações: (i) uma H-bond da hidroxila 

de S479 com um nitrogênio anilínico do corante; (ii) uma ponte salina e uma interação π-cátion 

com o grupo guanidino da cadeia lateral de R483; (iii) uma interação π-π perpendicular (T-

shaped) de um anel aromático do corante com um anel indólico de W568; e (iv) uma interação 

π-cátion com um anel aromático do corante em relação ao anel imidazólico do resíduo H572 

(Figura 46; Figura 48). 

Quanto às alterações de resíduos em relação à MamZ da cepa MV-1T em relação à 

mesma proteína da cepa IT-1, i.e., de maior identidade e percentual de cobertura, foi detectado 

apenas 1 troca relacionada à alteração de classe do resíduo, sendo I575N, ou seja, troca da 

isoleucina-575, um resíduo hidrofóbico alifático, por uma asparagina, um resíduo polar não 

ionizável. Além disso, mantiveram-se conservadas as classes referentes às trocas: (i) F618Y, 

ou seja, a troca da fenilalanina-618 por tirosina, ambos hidrofóbicos aromáticos; (ii) R573K, 

ou seja, troca da arginina-573 por lisina, ambos básicos (i.e., polares ionizáveis); e (iii) T621S, 

ou seja, a troca da treonina-621 por serina, ambos polares não ionizáveis (Figura 46; Figura 48). 

Logo, o alto grau de conservação dos resíduos e a troca por resíduos de classes bioquímicas 

semelhantes em MamZ de Mf. australis cepa IT-1 sugere que a NP posa ter atividade catalítica 

semelhante à observada para as NMOBs da cepa MV-1T. No entanto, são necessárias 

abordagens experimentais para a confirmação ou não desta propriedade, bem como o possível 

efeito da troca de determinados resíduos sobre o ganho, manutenção ou perda da atividade 

catalítica. 

Portanto, é importante lembrar que as inferências foram realizadas baseadas em modelo 

construído in silico e que o estudo dos resíduos catalíticos bem como os mecanismos reacionais 

(e.g., catálise acidobásica, metálica e covalente) relacionados à catálise (e.g., redução da 

entropia, posicionamento correto dos grupos funcionais, perda da camada de solvatação e o 

ajuste induzido, efeitos provocados pela interação do ligante no bolsão de interação) ainda 

precisam ser confirmados por técnicas de elucidação estrutural. Além disso, abordagens 

relacionadas à dinâmica molecular, ou seja, à adição e previsibilidade da flexibilidade e dos 

graus de liberdade de movimento das ligações químicas podem auxiliar ainda mais na melhoria 

do modelo atual construído, dado que este não é dinâmico e outras interações relacionadas à 

cinética da reação podem não estar sendo totalmente observados. Logo, é sugerido um possível 

mecanismo estrutural relacionado à degradação do corante azul de metila e, provavelmente, é 
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possível que esse efeito possa ser conservado e estar presente em outras NMOBs disponíveis 

em Biotecnologia, como as NMOBs octaédricas alongadas de Mf. australis cepa IT-1. 

Por fim, a abordagem referente aos possíveis eventos estruturais que ocorrem durante a 

degradação do corante azul de metila é pioneira. Nesse sentido, o entendimento da biologia 

estrutural das proteínas de membrana de NMOBs e as alterações pontuais de aminoácidos 

encontradas em diferentes espécies pode guiar os estudos de engenharia genética afim de tornar 

esta classe de NPs mais eficientes como ferramentas em Biotecnologia. Tal abordagem in silico 

já é empregada, por exemplo, para a proposição de substituições de aminoácidos em proteínas 

termoestáveis de interesse biotecnológico, como a alteração de resíduos catalíticos e os 

posicionados em sua vizinhança (Xu et al., 2020; De Souza et al., 2023). Além disso, estudos 

relacionados à base estrutural das proteínas Mam e Mms podem prover maior compreensão 

sobre o potencial catalítico contido no repertório proteico contido na membrana de NMOBs. 
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7. Conclusão 

O cultivo em batelada de Mf. australis cepa IT-1 corresponde ao primeiro relato de 

bioprocesso que emprega uma BM isolada em território nacional, além de ser o único processo 

para produção de NMOBs cuboctaédricas alongadas. Tal BM biomineraliza NMOBs 

octaédricas alongadas com área de superfície, volume e massa de magnetita por NMOB 

superior a outras NMOBs descritas atualmente na literatura. Portanto, tem-se que, as NMOBs 

são responsivas à aplicação de um campo magnético, uma vez que são passíveis de aplicações 

em separação magnética e carreamento de moléculas, conforme descrito na patente relacionada 

BR 10 2022 024357 3, que trata da separação magnética de microalgas empregadas na produção 

de biodiesel utilizando NMOBs de Mf. australis cepa IT-1. 

Além disso, o cultivo pioneiro em microaerofilia torna-se vantajoso uma vez que o O2 

é o melhor aceptor final de elétrons durante a respiração celular, isto é, aproveitando todo o 

potencial redutor gerado na cadeia respiratória. Dessa forma, otimiza-se a taxa de crescimento 

celular de BMs, que são naturalmente microrganismos fastidiosos e, por sua, reduz o custo ao 

não necessitar do uso de O2 com alta pureza química uma vez que é possível utilizar o próprio 

O2 disponível no ambiente e introduzi-lo no sistema. 

Em suma, os dados relacionados ao cultivo de Mf. australis cepa IT-1, como a taxa de 

crescimento e o consumo de nutrientes, podem ser utilizados em futuros bioprocessos que 

otimizem o meio de cultura e os parâmetros físico-químicos durante o crescimento. Tal 

abordagem pode colaborar para o aumento da produção e produtividade do bioprocesso. Por 

fim, há diversos campos nas quais as NMOBs podem ser empregas, tanto em Nanomedicina 

como aplicações ambientais e industriais. Nesse sentido, o aumento da escala da produção de 

NMOBs, como as obtidas a partir do cultivo em batelada simples de Mf. australis cepa IT-1, 

aumentando ainda mais as possíveis áreas de aplicação desta classe NPs, conforme necessita a 

demanda global. 

Além disso, o emprego das NMOBs de Mf. australis cepa IT-1 e Mv. blakemorei cepa 

MV-1T em processos deseparação magnética é crucial na etapa de coleta de microalgas 

empregadas na produção de biodiesel de 3ª geração. Tais nanopartículas conseguem interagir 

com a superfície de microalgas a partir de mecanismo pH-dependente. Além disso, devido às 

propriedades desejáveis das NMOBs — principalmente relacionadas à sua química de 

superfície, a presença da membrana biológica e proteínas transmembrana espécie-específicas 

— são responsáveis pela capacidade de ligação e separação magnética quando desafiadas em 
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altas salinidades, condição na qual NPMSs e floculantes químicos se mostram ineficazes. 

Conferindo, portanto, tal processo pode conferir ganho no processo na coleta relacionado à 

eficiência, sustentabilidade e possível reusabilidade das NMOBs, consolidando-as em uma 

nova aplicação em Biotecnologia. 

Por fim, foi realizada a elucidação da possível base molecular relacionada ao efeito 

catalítico observado durante a degradação do corante azul de metila, um efluente importante da 

indústria têxtil com alta capacidade ecotoxicológica cuja maior parte é despejada em corpos 

hídricos sem tratamentos eficazes na sua descoloração. Logo, ao observar a capacidade de 

degradação das NMOBs de Mv. blakemorei cepa MV-1T foi possível observar a presença de 

oito resíduos conservados relacionados à docagem molecular do corante em relação à proteína 

MamZ em outras espécies disponíveis em Biotecnologia, sendo as cepas IT-1, AMB-1 e MSR-

1. Além disso, é possível que o efeito seja mantido em NMOBs com alto grau de conservação 

de resíduos pertencentes ao sítio de interação, como em Mf. australis cepa IT-1.  

Portanto, é importante ressaltar que as inferências sobre o sítio de interação entre o 

corante azul de metila e a proteína MamZ foram realizadas baseadas em modelo construído in 

silico e que o estudo dos resíduos catalíticos bem como os mecanismos reacionais ainda precisa 

ser confirmado por técnicas de elucidação estrutural. Além disso, abordagens relacionadas à 

dinâmica molecular podem auxiliar ainda mais na melhoria do modelo atual construído, dado 

que este não é dinâmico e outras interações relacionadas à cinética da reação podem não estar 

sendo totalmente observados, favorecendo a melhor compreensão do fenômeno de biocatálise 

observado além de aumentar a robustez da base estrutural para a predição e inferência da mesma 

capacidade em outras BMs com potencial biotecnológico ainda não explorado. 
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  Abstract         Magnetotactic bacteria (MTB) are ubiquitous prokaryotes that orient along magnetic fi eld lines 
due to magnetosomes’ biomineralization within the cell. These structures are ferrimagnetic organelles that 
impart a magnetic moment to the cell. To succeed in producing magnetosomes, MTB accumulate iron in (i) 
cytoplasm; (ⅱ) magnetosomes; and (ⅲ) nearby the organelle. It has already been estimated that a single MTB 
has an iron content of 10 to 100-fold higher than  Escherichia   coli . Phages are the most abundant entity in 
oceans and are known for controlling nutrient fl ow such as carbon and nitrogen by viral shunt and pump. The 
current work addresses the putative role of phages that infect MTB on the iron biogeochemical cycle. Can 
phage infection in MTB hosts cause a biogenic iron fertilization-like event in localized microenvironments? 
Are phages critical players in driving magnetosome biomineralization genes (BGs) horizontal transfer? 
Further investigation of those events, including frequency of occurrence, is necessary to fully comprehend 
MTB’s eff ect on iron cycling in aqueous environments. 

  Keyword : horizontal gene transfer; iron biogeochemical cycle; magnetotactic bacteria; magnetosome 
biomineralization genes; phages 

 1 INTRODUCTION 

 1.1 Magnetotactic bacteria and iron fl ux in aquatic 
environments 

 Magnetotactic bacteria (MTB) are ubiquitous 
aquatic Gram-negative prokaryotes that swim 
through stratifi ed water columns or sediment 
exhibiting magnetotaxis (Bazylinski and Frankel, 
2004). This behavior is known as a guided dislocation 
by the active fl agellar propulsion along Earth’s 
magnetic fi eld (EMF) lines to fi nd or maintain the 
bacterial position in optimal conditions for survival 
and growth in environmental gradients (Frankel and 
Blakemore, 1980). Cell alignment along magnetic 
fi eld lines occurs because MTB biomineralize 
ferrimagnetic nanocrystals surrounded by a lipid 
bilayer, known as magnetosomes. These structures 
are organized in chain(s), imparting the cell a 
magnetic moment (Frankel, 1984). The mineral core 

of magnetosomes is composed of magnetite (Fe 3 O 4 ) 
or greigite (Fe 3 S 4 ) (Bazylinski and Frankel, 2004). It 
is estimated that a single magnetotactic bacterium 
contains an iron mass of about 0.5×10 -  6  ng (Amor et 
al., 2020a). This corresponds to a mass 10 to 100 
folds higher than that in  Escherichia   coli  (Amor et 
al., 2020a). Some magnetotactic Nitrospirae bacteria 
biomineralize hundreds of magnetite anisotropic 
magnetosomes (Amor et al., 2020b). Thus, iron 
content estimations for these MTB indicate that they 
can accumulate up to 1 000-fold higher than other 
microorganisms (Amor et al., 2020b). Although 
most of the iron content in MTB is located in the 
mineral core of magnetosomes, iron is also 
accumulated nearby magnetosomes enmeshed in a 
magnetosomal matrix as shown in a few recent 
studies using highly accurate techniques (Werckmann 
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et al., 2017), or in ferrosomes (Grant and Komeili, 
2020), besides its accumulation in cytoplasm 
(Bazylinski and Frankel, 2004; Amor et al., 2020a). 
Uncultured and cultured MTB accumulate iron ions 
close to magnetosomes as an event before crystal 
nucleation (Werckmann et al., 2017). Recently, 
Cypriano et al. (2020) demonstrated that the mineral 
core of magnetosomes as well as the lipid membrane 
of the crystal could resist up to 300 °C heating. 
Magnetosomes can endure this condition without 
loss of crystallographic morphology or exhibiting 
oxidation in the magnetite mineral core. This is a 
fi rst indication that magnetosomes can endure high 
temperatures, which naturally occur during 
sediments diagenesis. In the iron biogeochemical 
fl ux context, Lin et al. (2014) showed that lacustrine 
MTB could provide an annual yield of 2×10 6  kg of 
magnetite. Following these estimates, Amor et al. 
(2020a) proposed that the ranges of MTB 
concentration in sediments were 10 5 –10 7  cells/cm 3  in 
freshwater, 10 3 –10 5  cells/cm 3  in seawater and 10 4 –
10 7  cells/cm 3  in estuaries. Amor et al. (2020a) 
presented calculations of the global mass of iron in 
environmental MTB populations (M MTB ). The ranges 
of total fl ux of iron processed by M MTB  were 1.5×10 5 –
4×10 7  kg/a for freshwater, 1×10 5 –3×10 7  kg/a for the 
ocean, and 0.3×10 5 –5×10 8  kg/a for estuaries. The 
most conservative estimations show that MTB are 
capable of incorporating ≈1%–500% of the mass of 
dissolved iron transported by the rivers to the oceans, 
aff ecting the biogeochemical iron cycle (Amor et al., 
2020a). Thus MTB contribution to the iron fl ux is 
signifi cant compared to the contribution of 
atmospheric dust and hydrothermalism (Fantle and 
DePaolo, 2004), which is 5×10 8  kg iron/a and 
3×10 8  kg iron/a, respectively. It is possible that MTB 
can act as a sink of iron in aquatic environments, 
avoiding the accumulation of dissolved iron (Chen 
et al., 2014), and possibly aff ecting other microbial 
community members. Recently, Yuan et al. (2020) 
presented the fi rst proof of magnetosome magnetite 
fossils in found in Fe-Mn crusts from the Pacifi c 
Ocean and South China Sea. This fi nding brought up 
a previously unappreciated source of iron removal in 
the deep sea (Yuan et al., 2020). Dependent on 
environmental conditions, magnetofossils can 
persist in the environment for over billions of years 
(Chang et al., 1989; Akai et al., 1997). To confi rm 
the actual contribution of magnetofossils in the iron 
biogeochemical cycle, the specifi c MTB fl ux of Fe-
Mn needs quantifi cation. 

 1.2 Iron availability in aquatic environments 

 Iron is an essential micronutrient for microbial 
organisms and communities to thrive in any 
environment. Bioavailability of iron is used as a 
bottom-up control on primary productivity in much of 
the modern surface ocean, making characterization of 
iron speciation of vital importance to understanding 
the carbon cycle and global climate (Martin et al., 
1989). Marine bacteria are known to thrive in an 
oligotrophic environment, and to survive, natural 
selection enforced those capable of acquiring iron due 
to specialized mechanisms. Many are known to 
produce siderophores, high-affi  nity iron-chelating 
compounds (Butler, 2005). This organic complexation 
of iron prevents it from precipitating and integrates it 
again on the water column (Kuma et al., 1996). 
Although the biosynthesis and uptake of siderophores 
are species-specifi c, some bacteria evolved to hijack 
other’s siderophores and scavenge the available iron. 
This competition behavior is possible due to 
xenosiderophores (Matzanke et al., 1997). 

 1.3 Phage in oceans 

 Phages are the most abundant entity on Earth, and 
their major reservoir is the oceans. In freshwater 
habitats, it has been estimated that viruses can 
overcome eukaryotic and bacterial populations up to 
10 6  and 10 3  times, respectively (Wetzel, 2001; 
Kavagutti et al., 2019). Metagenomic analysis of 
oceans samples around the globe showed the presence 
of 195 728 viral populations and 90% of them could 
not be taxonomically annotated (Gregory et al., 2019); 
see Dion et al. (2020) for detailed information 
regarding virus diversity in environments. Ocean 
waters comprise an average of 10 7 –10 8  phage particles 
per milliliter (Suttle, 2007). This abundance can 
decrease with depth and distance from shore. Marine 
sediments near the coast have the highest phage 
abundance, where 10 8 –10 9  phage particles per cubic 
centimeter can be found (Suttle, 2007). There are 
estimated to be 10 31  phage particles around the globe 
(Brüssow and Hendrix, 2002). Regarding phage 
distribution, viral abundance decreases further 
off shore and deeper in the water column (Suttle and 
Chan, 1994). These trends are also refl ected in the 
virus-bacteria ratio (VBR). Within any environment, 
the total viral abundance generally varies with the 
prokaryotic quantity and productivity (e.g., the 
concentration of chlorophyll  a ) (Cochlan et al., 1993). 
Many factors are responsible for interfering with viral 
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abundance in the water column. One particular abiotic 
factor that plays a crucial role in viral abundance is 
salinity. For example, VBR in the surface waters of 
the Pacifi c and Arctic Oceans are ≈40 and ≈10, 
respectively, while in freshwater lakes, the average 
VBR is less than 5 (Clasen et al., 2008). An interesting 
fact is that deep-sea waters from the Northern Atlantic 
Ocean are natural viral hotspots where VBR often 
exceeds 100 (Parada et al., 2007). In that way, viral 
abundance does not decrease in sediments and does 
not exhibit homogenous distribution patterns. Instead, 
its abundance is infl uenced by environmental factors, 
bacterial populations occurring at microbial hotspots, 
and the variation of host individual cells’ spatial 
scales (Danovaro et al., 2001). Phages are also 
catalysts for biogeochemical cycling, as they 
constitute a signifi cant reservoir of genetic diversity. 
One example is the viral shunt, which controls the 
carbon, nitrogen, and other nutrients fl ow from 
phytoplankton and bacteria, preventing those nutrients 
to migrate to higher trophic levels, thus accumulating 
in the primary production, which is majorly composed 
of digested or particulate organic matter (D-P-OM). 
The immediate result is an increase in carbon 
respiration, which leads to a decrease in the trophic 
transfer effi  ciency of nutrients and energy through the 
marine food web (Suttle, 2005). Finally, they are 
known for their capacity to transduce genetic 
information as a modality of horizontal gene transfer 
(HGT), which is one of the most relevant events that 
drive microbial diversity (Clokie et al., 2011). Several 
examples were discovered in the last years with the 
advance of viral metagenomics. Phages encode 
auxiliary metabolic genes (AMGs) which in oceans 
are responsible for a broad range of metabolic 
pathways such as: (i) antioxidation; (ⅱ) carbon 
metabolism; (ⅲ) cell defense; (ⅳ) nutrient cycling 
(e.g. nitrogen, phosphorus and sulfur); (ⅴ) fatty acid 
metabolism; (ⅵ) iron-sulfur clusters; (ⅶ) photosynthesis; 
(ⅷ) purine and pyrimidine metabolism; and (ⅸ) 
protein synthesis (Breitbart et al., 2018). 

 Bartual et al. (2010) demonstrated the presence of 
seven iron ions in the crystal structure of the 
bacteriophage T4 tail. The presence of iron ions in the 
gp37 tail fi ber proteins stabilizes the tail conformation 
and serves as a strategy to infect bacterial cells that 
intend to capture the iron. The gp37 tail fi ber protein 
competes to the binding site of the siderophore-bound 
iron receptor (Bartual et al., 2010). This process is a 
well-characterized protein-protein interaction for 
non-marine phage-bacteria relations (Braun, 2009). 

Another hijacking mechanism is the bacterial 
membrane piercing by a phage using an iron-loaded 
spike (Browning et al., 2012). This membrane-
attacking apex was described for P2 and phi2 phages. 
Based on these fi ndings, Bonnain et al. (2016) 
hypothesized the “Ferrojan Horse Hypothesis”, which 
states that iron content in the phage tail could be used 
as a hijacked system promoting a new pathway that 
leads to a viral infection. Considering the limitation 
of bioavailable iron in oceans and phage’s ocean 
abundance, the authors hypothesize that the phage 
hijack mechanisms could be of signifi cant importance 
in marine microbial ecology. Bonnain et al. (2016) 
estimate that phages could contain up to 7×10 -13  mol/L 
of iron, which is equivalent to as much as 70% of the 
colloidal fraction of organically complexed dissolved 
iron in the surface ocean. 

 Therefore, tailed phages that have iron-loaded 
spikes in their tail structure have high affi  nity for 
bacterial siderophore receptors on the cell membrane. 
This hypothesis suggests that this could be another 
mechanism for hijacking bacterial receptors thus 
initiating a new phage infection. Whether the infection 
outcome results in lytic or lysogenic cycle depends on 
intrinsic bacterial or extrinsic environmental factors 
(e.g. quorum sensing) (Erez et al., 2017). The 
mechanism then proposed by Bonnain et al. (2016) 
suggests that this mechanism is already well stablished 
for horizontal gene transfer in soils, but is not proven 
in oceans yet. Considering that MTB presents high 
demand and affi  nity for iron, as well as accumulate 
huge amount of this element, this process could 
possibly be relevant in oceans. However, the role of 
these phages in magnetotaxis evolution in the Bacteria 
domain needs further investigation. 

 2 DISCUSSION 
 Considering all aspects hence, we propose that the 

role of MTB in the iron cycle is broader than just 
capturing iron to form magnetosomes. In the light of 
the “Ferrojan Horse Hypothesis”, MTB infection by 
phages in the environment might be a frequent event, 
possibly playing a signifi cant role in making iron 
available for the local microbial community. Figure 1 
explores the possible routes that the phage course of 
infection might undergo in MTB. Once the phage 
adsorbed into the cell surface, it starts infection and 
hijacks cell’s enzymatic machinery to make copies of 
itself (Fig.1, 2 nd  step). One crucial point might be the 
nucleic acid packaging into the phage capsid (Fig.1, 
3 rd  step). During this stage of infection, three situations 
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can be foreseen: (i) phage genome can be correctly 
packed into the capsid; (ⅱ) a piece of the bacterial 
genome can be mispackaged into the capsid; or (ⅲ) 
biomineralization genes (BGs) can be mispackaged 
into the capsid. In all these scenarios, cell death would 
cause the release of magnetosomes (magnetite or 
greigite) and intracellular iron from the cell’s 

cytoplasm to the water column (Fig.1, 4 th  step). 
 In general, the relevance of phage’s role in the iron 

cycle has been underestimated in the literature, but 
new studies are beginning to bring up this issue. To 
our knowledge, MTB infection by phages has never 
been detailed analyzed. However, as a single MTB 
contains ≈0.5×10 -  6  ng of iron per cell (Amor  et   al ., 

Atmosphere

Aquatic environment

Iron release in environmentSymbol legend 

MTB

MTB w/ ferrosome

Ferrosome genes

Ferrosome

Magnetosome
Putative iron

fertilization

event

Phytoplankton bloom

Microbial community

modulation

Intracellular Fe

Biomineralization genes

Non-MTB MTB genome

Phage genome

Non-MTB genome

 Fig.1 Role of MTB and phages in aquatic environments 
  1 : phage pool in the water column containing viable viral particles;  2 : phage infecting a susceptible and permissive MTB (gold rod-shaped). During the course 
of infection bacteria will synthesize phage’s nucleic acid (orange), metabolic, and structure;  3 : phage’s components ready for self-assembly in cytoplasm. 
During phage infection the nucleic acid packing is extremely important. Three possible routes are demonstrated: (i) phage genome correctly packed into 
capsid (orange); (ⅱ) piece of bacterial DNA carried into capsid (dark green); and (ⅲ) piece of biomineralization genes (BGs) carried into phage capsid (light 
green);  4 : phage exit from cell can occur by: (i) lysis liberating a large pool of phages into the environment; and/or (ⅱ) constitutively release by the exocytic 
route liberating constant amounts of phage over time. In both situations magnetosomes and intracellular Fe can be released into the water column;  5 : phages 
exit the cell and may proceed to search another host;  6 : phage containing BGs infect a non magnetotactic bacteria (lilac). Copies of genetic material are 
replicated in cytoplasm using host enzymatic machinery. If phages lose an essential gene that promotes infection, they can become defective, thus BGs will 
remain in phage genome;  7 : phages can be packed with BGs (light green) or a piece of bacterial genome (blue);  8 : infection may undergo lysogenesis and BGs 
might be integrated in the non-MTB genome. During transcription and translation BGs might be able or not to code a complete magnetosome. The presence 
of the magnetosome into cell’s cytoplasm does not make it necessarily magnetotactic;  9 : cell’s rupture releases newly assembled phages and intracellular 
Fe. Intracellular Fe thus become available for other microorganisms;  10 : cell’s death leads to the release of magnetosomes and intracellular Fe;  11 : MTB 
(light red) with ferrosomes (red polygon) and magnetosomes. MTB contains ferrosome genes (red);  12 : upon cell’s death the cytoplasmatic content is release 
such as cytoplastic iron, magnetosomes, and ferrosomes. Asterisk: situations where putative iron fertilization-like events can be performed by MTB and 
non-MTB. MTB can release iron in the environment by cell natural death or due to lysis during a phage infection (4 th  step). Non-MTB could release iron in 
the environment due to cell lysis (10 th  step) or due to lysis during a phage infection (9 th  step). MTB with ferrosomes contains this additional organelle, which 
could be an addition of iron release in environment upon cell’s death (12 th  step). These events could release a large pool of cytoplasmic iron or magnetite/
greigite, thus promoting the iron fertilization-like phenomenon, which could lead to a local microbial community modulation. 
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2020a), cell death or lysis by phage infection can 
release a considerable amount of unmineralized iron 
in aquatic microenvironments, supposing a localized 
population of MTB. The outcome in this situation 
could represent a biogenic iron fertilization-like 
event, in which iron accumulated by MTB would be 
released back to the environment and be available for 
other bacteria. Iron fertilization is a well-known 
phenomenon to occur in high-nutrient, low-
chlorophyll areas that lead to phytoplankton blooms 
(Martin et al., 1994). Microbial productivity is 
enhanced within the fertilized area and a succession 
like the response of the microbial community upon 
the algal bloom is averted by highly eff ective grazing 
(Thiele et al., 2012). Globally, it was estimated that 
MTB promote a constant iron fl ux in aquatic 
environments (Amor et al., 2020a). Therefore, MTB 
population might directly regulate local microbial 
communities because of their exceptional ability to 
capture iron from the environment, which reduces 
this element’s availability, and indirectly regulates 
other populations, especially the growth of 
phototrophs if MTB susceptibility to phages is 
considered. This event is relevant in microbial 
community modulation, especially in oceans where 
iron is a limiting nutrient (Martin et al., 1994). 

 Another interesting outcome of MTB infection by 
phages is that it possibly allows the dissemination of 
BGs through horizontal gene transfers (Fig.1). When 
phage containing BGs infects a bacterium, two 
possible routes must be considered. The new phage 
components are synthesized and assembled (Fig.1, 7 th  
step) and then, through cell death or lysis, can release 
phage particles; or phage may undergo lysogenesis 
and have its genome integrated to bacterial 
chromosome or plasmid (Fig.1, 8 th  step). During the 
lysogenic pathway, BGs might be expressed to 
synthesize magnetosomes or similar structures, which 
might not be fully functional, contain crystallographic 
defects and do not necessarily make the cell 
magnetotactic. Another possibility could be the 
increment of BGs content and variability in an 
infected magnetotactic cell. Yet during activation of 
the phage lytic cycle would lead to cell death and a 
large pool of iron might be released (Fig.1, 10 th  step). 
Other aspect to be considered is the presence of 
ferrosomes in some MTBs (Grant and Komeili, 2020) 
(Fig.1, 11 th  step). MTB with ferrosomes could release 
an addition iron load in aquatic environments upon 
cell’s death contributing to the iron fertilization-like 
phenomenon (Fig.1, 12 th  step). In conclusion, this 

hypothesis might be one of the forces driving 
magnetotaxis evolution, yet further investigation is 
required. 

 3 PERSPECTIVES IN MTB AND PHAGE 
INTERACTIONS    

 To understand phage and MTB interactions, a few 
questions need addressing. The fi rst and most 
important is to know if all or which MTB is susceptible 
to phage infections and what is the outcome of that 
infection. Following that question, it is mandatory to 
understand the frequency of the infection events in 
MTB, and what guides the lysis-lysogeny decisions in 
this group of organisms. The frequency and the 
outcomes of those events could help answer the 
accurate role of phage impact in MTB populations 
and the magnetotaxis evolution. 

 Despite all those questions that need addressing, 
there are technical obstacles in executing them. For 
example, cultivating MTB is not an easy task, as 
many of them require specifi c oxygen, sulfur, and 
other chemical gradients (Bazylinski and Frankel, 
2004). These gradients are intrinsic within the water 
column, but hard to replicate in laboratory conditions. 
Specifi c nutrients for MTB growth are not fully 
known as all representatives from the phyla 
Nitrospirae and Omnitrophica have not been isolated 
yet (Lin et al., 2017). The isolation and decontami-
nation process is also laborious, as MTB have to be 
sorted from environmental contaminants. The process 
itself is composed of a magnetic concentration in a 
capillary known as “racetrack” and is responsible for 
the loss of many MTB morphotypes during the 
execution (Wolfe et al., 1987). 

 Another hindrance is phage isolation by plaque 
assay, because few MTB (e.g. species affi  liated to the 
genus  Magnetospirillum ) are capable of growing in 
solid media, which makes the natural process of 
phage isolation and characterization more diffi  cult. 
Magnetotactic cocci, the most abundant MTB 
morphotype in environmental samples, have few 
representatives isolated until this day and their 
cultivation is even more laborious (Liu et al., 2021). 
Thus, a series of complex techniques have to be 
established and adapted in order to properly study 
phages impact on MTB ecology and evolutions. 
These facts make this topic very challenging, yet 
capable of resolving important issues to fully 
understand the magnetotactic behavior and what 
shaped its evolution in Bacteria domain. 
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Abstract The magnetosome is an organelle consisting of a magnetic nanocrystal
within a biological membrane vesicle. Magnetosomes impart a magnetic moment to
the whole microorganism while it swims by flagellar propulsion, leading to align-
ment of the swimming trajectory to the Earth’s magnetic field lines. Thus, the main
physiological role of magnetosomes is magnetotaxis, which can be defined as a
magnetic-driven behavior working in concert with other sensory systems of the
microorganism in order to guide it to suitable microenvironments. Each magnetic
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nanocrystal in magnetosomes is a single-domain particle of magnetite (Fe3O4) or
greigite (Fe3S4), which is biomineralized through precisely controlled processes
leading to species-specific size, shape, and location within the cell. Several proteins
are involved in magnetosome biomineralization, which includes iron uptake, redox
conversion of iron, control on crystal size and shape, and arrangement of
magnetosomes in chains properly located within the cell. Magnetosomes occur in
microorganisms belonging to several groups scattered through the bacteria domain,
as well as in a few protists and microalgae. Biomineralization of magnetosomes is a
growing field of research, encompassing fields as diverse as biochemistry and
molecular biology, microbial ecology, sediment magnetization, materials science,
and biotechnology.

1 Introduction

Magnetotactic bacteria are identified by their passive response to magnetic fields,
i.e., they orient their swimming direction to the direction of the local magnetic field
lines. This behavior is due to magnetosomes, organelles composed of a magnetic
crystal enveloped by a biological membrane (Blakemore 1975). Magnetosomes
impart the whole cell a magnetic moment, which interacts with the local magnetic
field, generating a magnetic torque that align the cell magnetic moment with the local
magnetic field while the bacteria swim propelled by flagella (Klumpp and Faivre
2016). Mature magnetosomes contain either magnetite (Fe3O4) or greigite (Fe3S4)
crystals, both ferrimagnetic minerals (Frankel et al. 1979; Farina et al. 1990; Mann
et al. 1990; Pósfai et al. 1998a, b). These magnetic organelles are usually arranged in
chains or rows in the cytoplasm, with the magnetic moments aligned parallel to the
chain or row axes (Kasama et al. 2006a, b; Pósfai et al. 2006a). Figure 1 shows one
example of magnetotactic bacterium and its magnetite magnetosomes.

2 Magnetotaxis at a Glance

Magnetotactic bacteria are either microaerophiles or anaerobes thriving in the
chemocline of aquatic environments (Frankel et al. 1997; Frankel et al. 2006;
Abreu et al. 2007; Lefèvre et al. 2011a; Lefèvre et al. 2014; Keim et al. 2018).
The chemocline comprises gradients of O2 and other chemicals such as H2S, NO3

�,
NO2

�, NH4
+, and Fe2+, which are generated by the metabolic activities of several

distinct guilds of microorganisms in stagnant water or sediments. To form chemical
gradients, the rate of consumption must be higher than diffusion rates. In stratified
lakes and sediments, the chemical gradients comprising the chemocline form
roughly horizontal layers, parallel to the water or the sediment surfaces, respectively.
The chemocline is not static; it changes through space and time due to oxygen
production by photosynthesis following day/night cycles, bioturbation, and other
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factors (Nealson 1997; Brune et al. 2000; Fenchel 2002). In such environments,
magnetotaxis provides a vertical guideline to swimming microorganisms, facilitating
migration through the chemocline, and turning a tridimensional search for optimal
conditions into a unidimensional one—since most magnetotactic bacteria are
two-way swimmers, they can swim back and forth until finding their preferred
conditions within the chemocline (Frankel et al. 1997; Frankel et al. 2006; Lefèvre
et al. 2014; Keim et al. 2018). While the cell’s magnetic moment provides an axis for
swimming, sensory systems for other taxis, such as aero-, photo-, and chemotaxis,
drive the choice of the swimming direction (Frankel et al. 1997; Frankel et al. 2006;
Wenter et al. 2009; Almeida et al. 2013; Lefèvre et al. 2014; Keim et al. 2018).

3 Magnetosomes Are Tailored for Magnetotaxis

As mentioned above, magnetosomes contain magnetic nanoparticles of magnetite or
greigite. Their shape and size determine their magnetic properties. In bulk magnetic
materials, magnetic orientation is not evenly distributed throughout the whole
material but divided into regions with homogeneous magnetic moment orientations,
which mutually cancel each other. Those regions are known as magnetic domains

Fig. 1 Magnetotactic bacteria and the magnetosomes. (a) Typical cell of the alphaproteobacteria
Magnetovibrio blakemorei strain MV-1T showing a single chain of prismatic magnetite
magnetosomes (c; thick arrow) aligned along the cell’s major axis and a flagellum (f; thin arrow).
(b) Magnetosomes purified after cells lysis. Note the presence of the membrane, which is seen as a
translucent coating around each magnetosome (m; arrowhead). Transmission electron microscopy,
80 kV
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and show all the atomic magnetic spins parallel to each other, resulting in a greater
resultant magnetic moment. The division in magnetic domains is necessary to
decrease the magnetic energy of the bulk material. However, if the magnet size
decreases, the number of magnetic domains also decreases. Thus, there is a limit in
size for any given material to maintain a uniform and stable internal magnetization.
When that limit is reached, only one domain is found in the particle, and in this
condition the particle is known as a magnetic single domain (SD) (Bean and
Livingston 1959).

The size of SD nanoparticles is also limited at the small end size. Particles below a
limit size are known as superparamagnetic (SPM), and are recognized because the
magnetic moment flips constantly among the stable orientations in the crystalline
easy axes separated by the magnetocrystalline anisotropy energy barrier. The ther-
mal energy provides the energy for the magnetic moment to flip the barrier (Bean
and Livingston 1959). A SPM particle does not present a stable magnetic moment in
the absence of a magnetic field, in contrast to SD nanoparticles, which present a
stable magnetic moment.

The size range for SD particles depends on the magnetic material, the
magnetocrystalline anisotropy energy, and the shape anisotropy, which depends on
its geometrical shape (Butler and Banerjee 1975). For parallelepiped-shaped parti-
cles of magnetite, the range of length sizes for SD nanoparticles depends on the axial
ratio (width/length). For cubic particles (width ¼ length), the limits to be SD are
50 nm< length< 75 nm. If the axial ratio is 0.8, then 50 nm< length< 110 nm, and
if the axial ratio is 0.4, then 50 nm < length < 420 nm. There is a known diagram
that consists of the graph of the length versus the axial ratio to show if the magnetite
nanoparticles are in the SD region (Butler and Banerjee 1975).

Table 1 shows the values of length and axial ratio for several magnetotactic
bacteria, and Fig. 2 shows the corresponding diagram with those data. Most mag-
netite magnetosomes lie within the single magnetic domain range, suggesting that
their main function in the cell is magnetotaxis (Frankel et al. 1979; Dunin-
Borkowski et al. 1998; McCartney et al. 2001; Kasama et al. 2006a, b). It is common
to observe particles at the beginning or the end of magnetosome chains that are in the
size range for SPM magnetite (length < 50 nm). Probably those particles are still
growing to reach the SD size range and inherit the magnetic polarity from neighbor
crystals in the chain (Kirschvink 1992).

4 The Magnetosome as an Organelle

A recent definition of organelle defines “an organelle as a subcellular structure
containing a proteomically distinct interior and a defined boundary layer (whether
lipid membrane, lipid monolayer, proteinaceous or phase-defined) that affects cel-
lular physiology” (Greening and Lithgow 2020). According to this definition,
magnetosomes can be considered organelles, as (1) they are membrane-coated,
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(2) their content is distinct from the cytoplasm, and (3) they have at least one
physiological function (magnetotaxis).

Magnetosomes are the structural signature of magnetotactic bacteria and a few
magnetotactic protists (Fig. 1a). Magnetite crystals in the magnetosomes have many
features that differ them from magnetic nanocrystals produced by both chemical
processes (Vargas et al. 2018) and dissimilatory iron-reducing bacteria (Moskowitz
et al. 1989; Sparks et al. 1990). The strict genetic control over biomineralization in
magnetosomes allows the identification of relevant phylogenetic characteristics for
species description based on the shape, size, composition, and organization within
the cell (Table 2; Pósfai et al. 2013).

The lipid composition of the magnetosome and cytoplasmic membranes of
Magnetospirillum magneticum strain AMB-1 is remarkably similar, showing pre-
dominance of the unsaturated fatty acids C16:1 and C18:1 (Nakamura et al. 1991;

Table 1 Magnetite length and width. Data obtained from magnetosomes of diverse magnetotactic
bacteria. Axial ratio ¼ width/length

Microorganism Length (nm)
Width
(nm) Axial ratio References

IT-1 90.4 � 19.6 – 0.74 Araujo et al. (2016)

MWB-1 116 40 0.34 Lin et al. (2012)

ARB-1 82 � 23 49 � 15 0.59 Cox et al. (2002)

QHL 101 � 24 83 � 21 0.83 � 0.09 Pan et al. (2008)

MO-1 64 � 20 57 � 17 0.89 Lefèvre et al. (2009)

BMC disordered 102 � 20 60 � 9 0.6 Zhang et al. (2012)

BMC chains 125 � 32 99 � 25 0.8 Zhang et al. (2012)

GRS-1 54.6 � 4.8 - 0.85 Taoka et al. (2014)

M. magneticum 42 - 0.87 Devouard et al. (1998)

MV-1 48 - 0.68 Devouard et al. (1998)

MC-2 100 - 0.87 Devouard et al. (1998)

UR-1 77.4 � 11.8 46.2 � 7.9 0.64 � 0.09 Koziaeva et al. (2019)

MC-1 acetate grown 83 � 14 78 � 11 0.94 Bazylinski et al. (2013a)

MC-1 sulfide grown 72 � 11 70 � 13 0.97 Bazylinski et al. (2013a)

Antarctic UII two
chains

117 � 31 67 � 18 0.6 � 0.1 Abreu et al. (2016)

Antarctic UII four
chains

102 � 22 72 � 19 0.7 � 0.09 Abreu et al. (2016)

Antarctic UII
disorganized

83 � 13 46 � 7 0.6 � 0.06 Abreu et al. (2016)

Antarctic Machu
Picchu

121 � 29 59 � 15 0.5 � 0.08 Abreu et al. (2016)

Itaipu 3 120 70 0.56 Spring et al. (1998)

Itaipu 4 135 105 0.77 Spring et al. (1998)

Flagellated protist 276.6 � 61.3 52.7 � 5.1 0.2 � 0.04 Leão et al. (2020)

Algae 140 48 0.34 Torres de Araujo et al.
(1986)
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Tanaka et al. 2006). On the other hand, the magnetosome membrane is the site of
several proteins specific of magnetosomes, which participate in crucial steps of
magnetosome synthesis, such as nucleation and maturation of magnetosomes’
mineral core (Uebe and Schüler 2016). After magnetosome maturation, the
magnetosome membrane continues to envelop the magnetic crystal. At this stage,
the most relevant role of the magnetosome membrane is related to the organization
of these structures in one or multiple chain(s) within the cell, maintaining each
magnetosome in a defined position along a cytoskeleton-like filament (Komeili et al.
2006).

5 Minerals in the Magnetosomes

As afore mentioned, mature magnetosomes contain either magnetite (Fe3O4) or
greigite (Fe3S4) in their inorganic core (Frankel et al. 1979; Farina et al. 1990;
Mann et al. 1990; Kasama et al. 2006a; Pósfai et al. 2006a). Most magnetotactic
microorganisms in nature produce magnetite, as well as most cultivated strains.
Currently, a single cultivated bacterium produces both magnetite and greigite
(Lefèvre et al. 2011a; Descamps et al. 2017). Thus, there is a much larger body of
knowledge on magnetite biomineralization in magnetotactic bacteria as compared to
greigite.
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Fig. 2 Diagram of length versus width/length ratio of magnetite magnetosomes, containing the
data shown in Table 1. Most magnetosomes lie within the stable single magnetic domain range.
Arrows point to data from two magnetotactic eukaryotes, a ciliate (arrow at the left) and an algae
(arrow at the right). The lines separate the plot in regions corresponding to two magnetic domain
particles, single magnetic domain particles, or superparamagnetic (SPM) particles. The two inferior
lines mark two distinct time boundaries for the magnetic moment to flip the magnetocrystalline
energy barrier, i.e., the boundaries between permanently magnetic and superparamagnetic
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5.1 Precursor Phases for Magnetite in Magnetotactic
Bacteria

The magnetite magnetosome synthesis pathway is still not deeply understood. It
starts at the cytoplasmic membrane with the inward invagination to form a vesicle.
After that, with the availability of iron, nucleation and growth of the crystal begins
within the vesicle (Komeili et al. 2004; Komeili 2006; Tanaka et al. 2006). The
oxygen atoms within magnetite are derived from water instead of molecular O2

(Mandernack et al. 1999). Magnetotactic bacteria incorporate the iron from the
environment, by diffusion as Fe(II), and/or by energy-dependent mechanisms as
Fe(III). Interestingly, Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 seem to prefer Fe
(III), whereas Ms. magneticum AMB-1 prefer Fe(II) (Schüler and Baeuerlein 1996;
Schüler and Baeuerlein 1998; Amor et al. 2018). Several iron uptake systems are
found in magnetotactic bacteria, such as siderophores (Calugay et al. 2003), copper-
dependent iron uptake system (Dubbels et al. 2004), and ferrous iron transport
protein B gene (feoB1) (Rong et al. 2008). The iron incorporated remains stored
in Fe(III) form, establishing an iron pool in the periplasm and/or in cytoplasm, which
would be reduced to Fe2+ and transported toward magnetosomes (Amor et al. 2018).
Recently, it was detected a pool of noncrystalline Fe(II) species in the cytoplasm and

Table 2 Examples of correlation of magnetite magnetosome features, bacterial morphology, and
phylogenetic affiliation

Magnetosome
shape

Magnetosome
organization

Cellular
morphology

Phylogenetic
affiliation References

Cubo-
octahedra

Single chain Spirilla (MS-1, MSR-1,
AMB-1)
Alphaproteobacteria

Devouard et al.
(1998), Faivre et al.
(2008), Li et al.
(2009)

Elongated
octahedra

Single chain Cocci,
rod-shaped

(IT-1) Ca.
Etaproteobacteria
(SS-5)
Gammaproteobacteria

Lefèvre et al. (2012),
Morillo et al. (2014),
Araujo et al. (2016)

Prismatic
(truncated
hexa-octahe-
dra/octahedral
shape)

Single chain
Double chains

Vibrio,
cocci, ovoid

MC-1 Ca.
Etaproteobacteria,
(MV-1, MO-1)
Alphaproteobacteria,
(CLV-1)
Betaproteobacteria

Meldrum et al.
(1993a, b),
Devouard et al.
(1998), Clemett et al.
(2002), Lefèvre et al.
(2009), Zhang et al.
(2012), Bazylinski
et al. (2013b), Abreu
et al. (2018)

Anisotropic
(bullet, tooth,
arrowhead,
irregular
shape)

Multiple
chains
Single chain

Ovoid cells
Vibrio,
flagellated
protist

(LO-1, HSMV-1)
Nitrospirae, (RS-1)
Deltaproteobacteria
(SKK-01)
Omnitrophica

Pósfai et al. (2006b),
Lefèvre et al. (2010,
2011b), Kolinko
et al. (2012), Leão
et al. (2020)
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associated with magnetosomes in Ms. magneticum strain AMB-1 (Amor et al.
2020a). Werckmann et al. (2017) showed an iron pool inside magnetosomes, coating
the magnetite crystals, in four distinct species of magnetotactic bacteria. They
hypothesized that such pool could represent an iron source for magnetite biominer-
alization (Werckmann et al. 2017).

A series of studies suggested that ferrihydrite, hematite, or high-spin reduced iron
complexes could be magnetite precursors after iron transport through the cell outer
membrane (Frankel et al. 1979; Frankel et al. 1983; Faivre et al. 2007; Staniland
et al. 2007; Fdez-Gubieda et al. 2013; Nagard et al. 2019; Uebe et al. 2019).
Baumgartner and colleagues proposed a mechanism involving phase transforma-
tions from disordered phosphate-rich iron hydroxide into magnetite via oxidized iron
(oxyhydr)oxide intermediates (Fe2O3�nH2O). In this approach, a ferritin-like precur-
sor was localized outside the magnetosome vesicle, while the ferrihydrite-like
intermediate was found inside (Baumgartner et al. 2013). Thus, phases
corresponding to ferritin-like structures were evidenced inMagnetospirillum species
strains AMB-1, MSR-1, and MS-1 (Baumgartner et al. 2013; Fdez-Gubieda et al.
2013). However, a recent study using Mössbauer spectroscopy and a Ms.
gryphiswaldense strain MSR-1 mutant, with deletions in ferritin-like genes, pro-
posed that ferritin and ferritin-like proteins are not required for magnetosome
formation in this strain, being more related to oxidative stress resistance (Uebe
et al. 2019). In this approach, the mutant strain synthetized magnetite in the same
manner as the wild type. Therefore, this finding has raised a new discussion about the
biomineralization pathway in magnetotactic bacteria. It is important to point out that
most studies still focus on the genusMagnetospirillum as a biomineralization model.
The mutant specimens obtained by genetic system manipulation of the magnetosome
gene cluster are useful tools to understand the process. Nevertheless, the isolation,
cultivation, and genetic manipulation of magnetotactic bacteria belonging to other
taxa are essential to improve the knowledge on magnetosome biomineralization.

5.2 Morphology and Crystalline Habits of Magnetite
Magnetosomes

The habits or morphologies of magnetite crystals that occur in magnetosomes vary
significantly. However, it is widely accepted that the crystal shape is consistent for a
given bacterial species or strain (Bazylinski et al. 1994; Bazylinski and Frankel
2004). Three general crystal morphology classes have been reported for magnetite
magnetosomes. The first type is cubic or cubo-octahedral (Fig. 3a) (Balkwill et al.
1980; Mann et al. 1990). This is the simplest type of magnetosome crystal and shows
the isotropic cubic geometry characteristic of abiogenic magnetite. The second type
is elongated hexa- or octahedral, frequently labeled as “prismatic” (Fig. 3b). This is a
type of crystal that assumes the shape of truncated hexagonal prisms, and has been
reported in a variety of magnetotactic cells (Lins and Farina 1998; Kopp and
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Kirschvink 2008). The third type comprises more elongated crystals classified as
anisotropic, showing tooth, arrowhead, or bullet shapes, with the wider end usually
showing larger faces (Fig. 3c). Curved shapes are rather common (Taylor and Barry
2004; Lefèvre et al. 2011b).

The magnetite has a cubic face-centered, inverse-spinel crystalline structure
(spatial group Fd3m) (Palache et al. 1944; Faivre and Zuddas 2006). The idealized
morphologies of the magnetosomes are based on combinations of faces {100}
(of cube), {110} (of dodecahedron), and {111} (of octahedron), with all possible
distortions and elongations (Devouard et al. 1998; Pósfai et al. 2006a; Faivre and
Schüler 2008). Most elongated magnetite crystals show elongation direction parallel
to the [111] direction, which corresponds to the easy axis of magnetization (Mann
et al. 1984; Sparks et al. 1990; Taylor et al. 2001; Lins et al. 2005; Pósfai et al.
2006a). The exceptions are mainly the anisotropic crystals, which are elongated
along the [112] (Mann et al. 1987; Taylor et al. 2001), [100], (Taylor et al. 2001;
Lins et al. 2007; Lefèvre et al. 2011b), or [110] directions (Taylor and Barry 2004;
Lefèvre et al. 2011b).

Fig. 3 Conventional and high-resolution transmission electron microscopy images of three general
classes of crystal shapes and respective idealized models. (a) Chain of cubo-octahedral crystals. (b)
Elongated prismatic, hexa-, or octahedral crystals. (c) An example of anisotropic crystal. (d–f)
Idealized models for the crystals in (a), (b), and (c), respectively
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5.3 Defects and Twin Crystals in Magnetite Magnetosomes

The magnetite crystals in magnetosomes generally display high structural perfection
(Meldrum et al. 1993a, b; Bazylinski et al. 1994). However, some defects and twin
crystals are observed in both cultured and uncultured bacterial strains (Devouard
et al. 1998; Taylor et al. 2001; Zhang et al. 2017; Abreu et al. 2018). The frequency
of these crystalline defects varies from strain to strain, and the proportion of twins
appears to be significantly higher in some cells compared to others within the same
strain. Besides twinned crystals (Fig. 4), there are defects classified as stacking
faults, edge dislocations, irregular edges (Fig. 5), and subgrain boundaries (Taylor
et al. 2001; Moisescu et al. 2014).

Whereas in some morphotypes of magnetotactic bacteria about 1% of all mag-
netite crystals are twins, in others this value reaches approximately 70% (Pósfai et al.
2006a). These imperfections usually occur perpendicular to the chain axis, and the

Fig. 4 Transmission electron microscopy (TEM) and high-resolution TEM (HRTEM) images of
Magnetofaba australis strain IT-1 twin crystals. (a) Purified magnetosome chains displaying
several twins (arrowheads). (b–d) HRTEM images showing twin crystals in detail. The crystals
exhibit twin contact planes (arrowheads), all parallel to the (111) planes. Note reentrant angles at the
twinning planes (white arrowheads)
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twins are rotated by 180� around the [111] direction. Thus, they are not expected to
affect the crystal magnetic induction direction, since the magnetite easy axis of
magnetization is in the [111] direction (Dunlop and Özdemir 1997; Devouard et al.
1998). Other crystallographic defects, however, can reduce the particle’s magnetic
moment (Moisescu et al. 2014). It is unknown which physical or chemical param-
eters govern the formation of twinned crystals in magnetosomes. It is recognized that
culture media variations result in different proportions of defective crystals
(Moisescu et al. 2014). For example, increasing O2 concentrations led to enlarged
numbers of twin crystals inMs. magneticum AMB-1 (Li and Pan 2012). Changes in
some genes can increase twin crystals and defect frequency, for example, the
deletion of the mamZ in strain AMB-1 mutants promoted reduction in crystal size
and an increase in twinning frequency (Raschdorf et al. 2013).

Fig. 5 High-resolution transmission electron microscopy images of cubo-octahedral magnetite
from Magnetofaba australis strain IT-1 magnetosomes showing some crystalline defects. (a)
Crystal containing some edge dislocation failures (square). Insert shows the fast Fourier transform
(FFT) of the image. (b) Higher magnification of the area enclosed in the square in (a) showing in
detail some edge dislocation failures (arrows). (c) Crystal with irregular edges (black arrows) and
edge dislocation (square). Insert shows the FFT obtained from this image. (d) Higher magnification
of the area enclosed in the square in (c) showing one edge dislocation (arrow)
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5.4 Chemical Impurities in Magnetite Magnetosomes

In general, magnetite in magnetosomes presents a high chemical purity degree
(Amor et al. 2015), as compared to nonbiological natural magnetite, which usually
contain trace elements at concentrations>100 ppm, such as Al, Co, Cr, Cu, Ga, Mg,
Mn, Ni, Si, Sn, Ti, V, W, and Zn (Clark and Evans 1997; Boutroy et al. 2014). Such
chemical purity could indicate a high level of genetic control on magnetite biomin-
eralization in magnetosomes and has been suggested as a biomarker (Thomas-Keprta
et al. 2000; Amor et al. 2015). Careful analysis showed that, in fact, most elements
were at least 100 times less concentrated in magnetite produced byMs. magneticum
AMB-1 than in synthetic crystals. Only Sn and Mo were more concentrated in
magnetite magnetosomes than in synthetic magnetite, whereas Ba, Bi, Cd, Ce, Co,
Cr, Cu, La, Li, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, Y, and Zn were depleted in magnetosomes. Cs,
As, and Ca apparently behave similarly in both biogenic and abiogenic magnetites
(Amor et al. 2015).

Supplementation of culture media or microcosms where magnetotactic bacteria
grew led to magnetite magnetosomes containing around 1 atom% Co (Staniland
et al. 2008; Tanaka et al. 2012; Muñoz et al. 2020), Mn (Keim et al. 2009; Tanaka
et al. 2012; Prozorov et al. 2014; Marcano et al. 2020; Muñoz et al. 2020), or Zn
(Muñoz et al. 2020) in the crystalline structure of magnetite. Some metals, for
example, Ni, Ru, V, and Zn, were added to the culture media at concentrations
comparable to those of iron but were not incorporated into the Magnetospirillum
spp. magnetosome crystal lattice (Tanaka et al. 2012; Prozorov et al. 2014). On the
other hand, Sm and Cu were found in presumably amorphous phases associated with
magnetosome surfaces (Shimoshige et al. 2017; Muñoz et al. 2020). The thin layer of
amorphous Sm2O3 layer deposited on the surfaces of magnetosomes led to decrease
in saturation magnetization and increase in coercivity, even though the
magnetosome cores remained pure magnetite, as confirmed by the Verwey transition
temperature, which remained at about 100K (Shimoshige et al. 2017).

Depending on concentration, trace elements such as Co, La, Mn, Ni, Ti, and Zn
can change the magnetic properties of synthetic magnetite, including coercivity, the
saturation magnetization, and the Verwey transition temperature (Kakol et al. 1994;
Saravanan et al. 2002; Lelis et al. 2003; Zélis et al. 2013; Rayan et al. 2019). The
saturation magnetization is related to the magnetic moment of magnetosomes and,
consequently, to magnetotaxis efficiency. In Magnetospirillum spp. magnetosomes,
incorporation of Co and Mn to surface layers or the bulk crystal led to changes in
coercivity (Staniland et al. 2008; Tanaka et al. 2012; Marcano et al. 2020), whereas
Cu and Mn incorporated to the crystal lattice reduced the Verwey transition tem-
perature (Tanaka et al. 2012; Prozorov et al. 2014; Marcano et al. 2020), and both
Mn and Sm, either in the bulk crystal or in an surface phase, changed the saturation
magnetization (Prozorov et al. 2014; Shimoshige et al. 2017; Marcano et al. 2020).

At concentrations approaching those of iron in the growth media (in the μM/L
range), Co(II), Cu(II), Ni(II), and Zn(II) led to decreased cell growth and
magnetosome numbers per cell in Magnetospirillum spp. (Tanaka et al. 2012;
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Muñoz et al. 2020). Muñoz et al. (2020) showed that Ms. gryphiswaldense MSR-1
containing magnetosomes were more resistant to Co, Cu, Mn, Ni, and Zn as
compared to the same strain that did not produce magnetosomes due to the lack of
iron in the growth medium. In their experiments, only Co, Mn, and Zn were
incorporated into the crystalline core of magnetosomes, and in small amounts
relatively to other cellular structures, indicating that metal incorporation is not the
main pathway by which magnetosomes decrease metal toxicity (Muñoz et al. 2020).
Maybe metal toxicity increased due to the lack of iron in the growth medium of
bacteria without magnetosomes, leading to increased metal/Fe ratios and increased
transportation of these metals into the cytoplasm. Accordingly, Tanaka et al. (2012)
proposed that Co and Mn entered passively in the cells of Ms. magneticum AMB-1
and were inadvertently incorporated in the magnetosome magnetite core.

5.5 Greigite Magnetosomes

Greigite (Fe3S4) magnetosomes were described in the 1990s in magnetotactic
bacteria from marine environments, estuaries, salt marshes (Farina et al. 1990;
Mann et al. 1990; Heywood et al. 1990; Heywood et al. 1991), and, more recently,
freshwater (Lefèvre et al. 2011a; Wang et al. 2013). Until this moment, all known
greigite-producing microorganisms described are affiliated with the
Deltaproteobacteria class (DeLong et al. 1993; Abreu et al. 2007; Descamps et al.
2017), although genomic analysis indicates that some members of Latescibacteria
and Planctomycetes may synthetize greigite magnetosomes (Lin and Pan 2014; Lin
et al. 2017; Lin et al. 2018). Two general greigite-forming well-studied morphotypes
of magnetotactic microorganisms are described: the magnetotactic multicellular pro-
karyotes (MMPs) and rod-shaped bacteria (Pósfai et al. 1998a, b; Abreu et al. 2007;
Lefèvre et al. 2011a; Kolinko et al. 2014). Figure 6 shows some cells of an
uncultured MMP and their greigite magnetosomes displaying the characteristic
irregular morphologies and blotchy diffraction contrast previously described (Pósfai
et al. 1998a).

Greigite is ferrimagnetic and isostructural to magnetite. Currently, it is not known
if the greigite easy axis for magnetization is the [111] or the [100] crystallographic
direction (Muxworthy et al. 2013; Winklhofer et al. 2014). The size range of greigite
crystals from magnetotactic microorganisms lies within the theoretical single-
domain size range (Muxworthy et al. 2013). High-resolution images of the crystal-
line structure of several magnetosomes suggested that greigite crystals form through
a series of solid-state transformations, which converts sphalerite-type cubic FeS to
mackinawite (tetragonal FeS), and then to greigite (cubic Fe3S4). Despite the fact
that cubic FeS and mackinawite magnetosomes are not permanent magnets, they are
arranged in chains, and their long axis is aligned along the chain axis before they
become ferrimagnetic greigite, indicating strict biological control on both chain
arrangement and crystallographic alignment relative to the chain axis (Pósfai et al.
1998a, b).
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Fig. 6 Uncultured magnetotactic multicellular prokaryote (MMP) and its iron sulfide
magnetosomes. (a–b) Conventional transmission electron microscopy, whole mounts; (c–f) high-
resolution transmission electron microscopy. (a) Some cells showing magnetosomes (small dark
dots), flagella (bottom right), and lipid globules (translucent structures). (b) Isolated greigite
magnetosomes coated by amorphous layers. Note the irregular shapes, the rough borders, and the
blotchy appearance of the crystals. (c) Crystal with irregular edges. Insert shows the fast Fourier
transform (FFT) of the image. The square delimits the area enlarged in (d). (d) Higher magnification
of the area enclosed in the square in (c) showing in detail some irregular edges (black arrows). (e)
Crystal with irregular edges and stacking faults (square). Insert shows the FFT of the image. (f)
Higher magnification of the area in the square in (e) showing stacking faults (white arrows) and
irregular edge contour (black arrow). Note that the frequency of defects in greigite crystals is
noticeably higher than usually found in magnetite magnetosomes
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An iron-oxygen amorphous phase is frequently observed coating iron sulfide
magnetosomes (Farina et al. 1990; Lins and Farina 2001; Kasama et al. 2006b).
Kasama et al. (2006b) suggested that this Fe-O amorphous phase results from sample
oxidation, but we have observed them also in freshly prepared samples. Lins and
Farina (2001) proposed that this Fe-O amorphous phase could be a sink for excess
iron atoms resulting from solid-state transformation of mackinawite (FeS) to greigite
(Fe3S4). During transformation, part of the Fe(II) in mackinawite must be oxidized to
Fe(III), and, if the sulfur framework is maintained, some iron atoms must leave the
crystal lattice (Lins and Farina 2001).

Two habits of greigite magnetosomes have been identified: (1) equidimensional
cubo-octahedral and (2) cubic to parallelepipedal crystals elongated along the [100]
direction (Heywood et al. 1990; Heywood et al. 1991; Pósfai et al. 1998a). On the
other hand, Kasama et al. (2006b) found variable morphologies and no preferred
crystallographic orientation in the greigite crystals of magnetotactic rods. No pre-
ferred orientation relative to the chain axis was observed, and magnetosome chains
contained some apparently nonmagnetic, misaligned crystals. These rods probably
have less control over the crystal biomineralization and chain organization as
compared to microorganisms producing magnetite crystals (Kasama et al. 2006b).

High-resolution transmission electron microscopy (HRTEM) analysis identified
structural defects like stacking faults, dislocations, undefined faces, thickness vari-
ations, and planar defects along (222) planes, along with surface steps and irregu-
larities (Heywood et al. 1991; Pósfai et al. 1998a, b, 2006a; Kasama et al. 2006b).
Figure 6 shows greigite crystals containing irregular edges and stacking faults. The
defects in the crystalline core are assumed to be associated with the conversion of
mackinawite into greigite and would demonstrate the reduced biological control on
this step (Pósfai et al. 1998a, b, 2006a; Kasama et al. 2006b). Some greigite
magnetosomes appear to be formed by smaller crystals aggregated in the same
crystallographic orientation, as a single-crystal-like aggregate (Kasama et al.
2006b; Pósfai et al. 2006a), whereas spinel-type twins are not observed (Pósfai
et al. 2006a).

The chemical purity varies depending on the environment where the microorgan-
isms grew, with some magnetosome crystals showing up to �10 atom% Cu homo-
geneously distributed in the crystal lattice (Bazylinski et al. 1993; Pósfai et al.
1998a). The precursor phases mackinawite and cubic FeS were also shown to
contain Cu, indicating that Cu would be incorporated in the initial cubic FeS crystals
and maintained through the solid-state transformation series to mackinawite and
greigite (Pósfai et al. 1998a).

Some magnetotactic bacteria are also capable of synthesizing both greigite and
magnetite. In these cells, magnetite crystals are always anisotropic, arrowhead, or
bullet-shaped (Kasama et al. 2006b; Lins et al. 2007; Lefèvre et al. 2011a; Wang
et al. 2013; Descamps et al. 2017). An example of bacteria producing magnetosomes
of both greigite and magnetite is Desulfamplus magnetovallimortis strain BW-1, the
only greigite-producing strain of magnetotactic bacteria available in pure culture
(Lefèvre et al. 2011a; Descamps et al. 2017).
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6 Characterization of the Magnetic Properties
of Magnetosomes

To study the magnetic properties of magnetosomes, the use of magnetometry
techniques sensitive enough to detect the magnetization of magnetic nanoparticles
is common. Typical studies by magnetometry include the analysis of the curve of
magnetization, or magnetic moment, as a function of the magnetic field (Fig. 7). This
curve presents hysteresis behavior for single-domain magnetic nanoparticles or for
superparamagnetic nanoparticles in a blocked state. It can be considered as a
magnetic memory: in the initial state, the magnetization is almost zero for B ¼ 0;
the magnetization starts to grow with the magnetic field until it reaches a saturation
value (the saturation magnetization, MS). When the magnetic field decreases, the
magnetization does not follow the same path to return from saturation, and when
B ¼ 0, the magnetization gets a value different from zero (the remanence magneti-
zation, Mr). The curve continues to decrease for negative magnetic field values, and
the magnetization will be null for a specific magnetic field: the coercive magnetic
field (BC). All these parameters are indicated in Fig. 7.
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Fig. 7 Magnetic moment versus magnetic field curve showing hysteresis in a sample of
magnetosomes from Magnetovibrio blakemorei strain MV-1. They were obtained from old culture
samples supplied by Dr. Ulysses Lins in 2015. Magnetic nanoparticles were dried on Teflon tape,
and the magnetization curve was measured in a SQUID magnetometer (Quantum Design) at
ambient temperature. The saturation magnetization (MS), the remanence magnetization (Mr), and
the coercivity or coercive field (BC) are indicated in the figure. The units of the magnetic moment
are electromagnetic units (1 emu ¼ 10�3 A m2), and those of the magnetic field are oersted
(1 Oe ¼ 10�4 T)
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Another characteristic parameter is the remanent coercive field BCR. For ran-
domly oriented noninteracting single-domain particles with uniaxial anisotropy, it is
expected that Mr/MS� 0.5. Table 3 shows the values for Mr/MS and BCR/BC

published in the literature for several magnetotactic bacteria. Using those parame-
ters, the Day plot (Kumari et al. 2015) can be constructed to catalog the magnetic
material analyzed as magnetic stable single domains, pseudo-single domains, and
superparamagnetic or multi-domains. Figure 8 shows the Day plot for the values in
Table 3. It is interesting to observe that those magnetic parameters permit the
identification of magnetic single domains without the direct observation of the
magnetic nanoparticles.

In addition, it is possible to identify the presence of magnetite using magnetic
measurements due to a low-temperature phase transition known as the Verwey
transition at approximately 124 K (Bohra et al. 2019). The measurement of zero
field cooling (ZFC) and field cooling (FC) thermoremanence or magnetization
permits the identification of this transition. Table 3 shows the values of the temper-
ature of the Verwey transition in some samples of magnetotactic bacteria, and Fig. 9
shows an example of ZFC and FC magnetization. For magnetotactic bacteria and

Table 3 Magnetic parameters obtained from the magnetization versus magnetic field curves of
magnetosomes

Microorganism
strain Ms Mr Bc Bcr

Mr/
Ms

Bcr/
Bc Tv References

MSR-1 60 10 7.5 – 0.17 - - Han et al. (2008)

MSR-1 0.3 0.11 9.6 15.2 0.37 1.58 - Zhang and Pan (2018)

MS-1 0.9 - 23 - 0.5 - 97 Yiriletu and Iwasa
(2015)

M.g WT - - 16.9 18.9 0.54 1.12 102 Katzmann et al.
(2013)

A. mag - - 26.7 27.6 0.53 1.02 - Moskowitz et al.
(1988)

MV-1a - - - - 0.49 1.1 110 Moskowitz et al.
(1993)

MS-1 - - - - 0.44 1.1 101 Moskowitz et al.
(1993)

IT-1 - - 12.1 26.3 0.18 2.2 110 Personal
communication

MV-1b - - 25 33.3 0.38 1.3 95 Personal
communication

MYR-1 - - 54.5 61 0.59 1.12 100 Li et al. (2010)

AMB-1 - - 14.2 18.2 0.45 1.28 104 Li et al. (2009)

RS-1 fum 0.0176 - 46.7 - 0.44 - 86 Pósfai et al. (2006b)

RS-1 sulf 0.0363 - 35.8 - 0.34 - 86 Pósfai et al. (2006b)

MS ¼ saturation magnetization (Am2/kg);Mr ¼ remanence magnetization (Am2/kg); Bc ¼ coercive
field (mT); Bcr ¼ remanent coercive field (mT); TV ¼ Verwey temperature (K); data for
Magnetofaba australis strain IT-1 and Magnetovibrio blakemorei strain MV-1 (MV-1b) were
obtained by D.A.-A. using a SQUID magnetometer (Quantum Design)
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magnetosomes, the Verwey transition is at approximately 100 K, which is a different
value than that temperature measured for bulk magnetite. It has been proposed that a
Verwey transition at approximately 100 K is an indication of the presence of
magnetosomes in the measured samples (Pan et al. 2005).

Another feature that permits the identification of magnetosomes by magnetic
techniques is their organization in chains. Even when the cell envelope of the
magnetotactic microorganisms is lysed, the chain organization can be maintained
for long time periods. This organization can be observed as a unique feature in first-
order reversal curves (FORC) obtained from the hysteresis curves from
magnetosomes, and also in ferromagnetic resonance (FMR) spectra.

A FORC is obtained by saturating a sample in a field BSAT, then decreasing the
field until a reversal field BA, and finally sweeping the field back to BSAT in a series
of regular steps BB. This process is repeated for several values of BA producing
several FORCs and yielding the magnetization as a function of BA and BB: M(BA,
BB). The FORC distribution ρ(BA,BB) is defined as the mixed partial derivative ofM
(BA,BB), and a FORC diagram is a contour plot of ρ(BA,BB) mapped to a different set
of coordinates: BC ¼ (BB�BA)/2 and BU ¼ (BB + BA)/2, where BC is the distribution
of coercive fields, also called switching fields, and BU is the distribution of interac-
tion fields. Figure 10 shows a typical FORC diagram of magnetosome chains,
showing a narrow distribution in the vertical BU axis and elongation along the
horizontal BC axis and indicating single-domain particles in a chain arrangement

Fig. 8 Day plot (Mr/MS versus BCR/BC). Data for different magnetotactic bacteria were obtained in
the literature and compiled in Table 3. All points fell the SD region, except for one point in PSD
region. This point corresponds to data from Magnetofaba australis IT-1. As data were obtained
from old samples, the magnetosome chains may be disorganized, leading to magnetic PSD
behavior. SD single domain, SPM superparamagnetic, PSD pseudo-single domain, MD multi-
domain
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with weak interactions (Jovane et al. 2012; Katzmann et al. 2013; Zhang and Pan
2018). The mutant ΔmamJ of M. gryphiswaldense is not able to organize the
magnetosomes in chains, and they organize in clumps, producing a FORC diagram
different from that in Fig. 10, showing a region composed of two peaks symmetrical
in the BU axis that has been previously described in pseudo-single-domain PSD
magnetite particles (Katzmann et al. 2013).

Ferromagnetic resonance (FMR) is the application of the electron paramagnetic
resonance (EPR) technique on permanent magnetic materials. FMR spectroscopy
detects coupled spins of a magnetically ordered phase. In that case, the applied
magnetic field excites the precession of the total magnetic moment around a local
magnetic field. Eventually, the magnetization aligns to the magnetic field direction
because of the relaxation process. The resonance condition is fulfilled when the
frequency of the microwave radiation coincides with the precessional frequency, and
then the microwave power is absorbed by the magnetic material (Faivre et al. 2010).
The resonance condition can be written as

hf ¼ geffμB � BApp

Fig. 9 Zero field cooling (ZFC) and field cooling (FC) magnetization curves as a function of the
absolute temperature. Note the changes in the curves at about 100K. Magnetosomes were obtained
from an old sample of a culture ofMagnetofaba australis strain IT-1 supplied by Dr. Ulysses Lins in
2015. Magnetic nanoparticles were dried on Teflon tape, and the magnetization curves were
measured in a SQUID magnetometer (Quantum Design). For the ZFC curve, the samples were
cooled from 300 K to 5 K at zero magnetic field; at 5 K, a magnetic field of 100 Oe was applied, and
the magnetization was measured while the temperature increased up to 350 K. For the FC curve, the
sample was cooled in the presence of an applied magnetic field of 100 Oe
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where h is the Planck constant, f is the microwave radiation frequency, geff is the
effective splitting factor, μB is the Bohr magneton and BApp is the applied magnetic
field. Figure 11a shows a typical FMR spectrum. It is common to analyze the
derivative of the absorption spectrum. The parameters used to characterize the
FMR spectrum are geff, Bres, ΔB, and A (Figure 11a). Regarding the values of geff,
it is observed that geff � 2 is characteristic of superparamagnetic particles showing
narrow ΔB, geff > 2 is characteristic of magnetite samples with a dominant
magnetocrystalline anisotropy field, and geff < 2 is characteristic of samples with a
prevalent shape anisotropy field caused by the organization of the particles in chains
(Faivre et al. 2010). The values of parameter A are related to the magnetic anisot-
ropy: A¼ 1 corresponds to samples with no significant anisotropy, A> 1 is common
in magnetite at room temperature having a cubic negative magnetocrystalline anisot-
ropy, and A < 1 is related to elongated single-domain magnetite particles or to
magnetite particles aligned along their easy axes forming a dominant shape anisot-
ropy, where a positive uniaxial anisotropy can be observed (Faivre et al. 2010).
Figure 11b shows an example of an FMR spectrum for magnetosome chains from

Fig. 10 FORC diagram of magnetotactic bacteria samples collected from Lake Chiemsee, Ger-
many, composed mainly of wild-type cocci, the rodMagnetobacterium bavaricum, and a wild-type
magnetotactic vibrio. The FORC distribution is bimodal with a broad maximum centered at 42 mT
and a sharper peak toward theHc¼ 0 axis. The sharper peak is attributed to SPMmagnetosomes, as
they typically occur at the chain ends. Magnetization values are indicated in the color scale bar.
Figure reprinted from Earth and Planetary Science Letters Vol. 237, Pan Y, Petersen N,
Winklhofer M, et al. “Rock magnetic properties of uncultured magnetotactic bacteria”, Pages
311–325, Copyright 2005, with permission from Elsevier
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Ms. gryphiswaldense MSR-1. The high-field peak has the following parameters:
geff ¼ 1.89, Bres ¼ 372 mT, ΔB ¼ 167.4 mT, and A ¼ 0.41. The low-field peak is
related to the assembly of magnetosomes into chains with pronounced uniaxial
anisotropy. Magnetosome chains can be identified with FMR spectra similar to
those in Fig. 11b obtained from sediments and from different strains of
magnetotactic bacteria (Weiss et al. 2004; Kopp et al. 2006; Fischer et al. 2008).

All these techniques together (hysteresis curves, ZFC and FC thermoremanence,
FORC curves, FMR spectra) are powerful analytical tools to identify biogenic
magnetite nanoparticles organized in chains.
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Fig. 11 (a) Absorption spectrum (black line) and first derivative spectrum (blue line). The dashed
line defines the maximum resonance field (Bres). Parameters ΔB and A are defined in the figure. (b)
Typical first derivative FMR spectra of magnetosome chains (X band spectra with a microwave
frequency of 9.81 GHz). Magnetosomes were obtained from Magnetospirillum gryphiswaldense
MSR-1. The dashed red line indicates the calculated position of geff ¼ 2. The parameters calculated
from the spectrum are Bres¼ 371.8 mT, geff¼ 1.89,ΔB¼ 167.4 mT, and A¼ 0.41. Figure reprinted
from Biophysical Journal Vol. 99 (4), Faivre D, Fischer A, Garcia-Rubio I, et al. “Development of
cellular magnetic dipoles in magnetotactic bacteria”, Pages 1268–1273, Copyright 2010, with
permission from the Biophysical Society
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After death of magnetotactic bacteria, magnetosomes may be preserved in suit-
able environments, contributing to sedimentary magnetism. Magnetofossils (fossil
magnetosomes) have been identified in numerous sediments as important magnetic
carriers (Chang et al. 1989; Kopp et al. 2006; Kopp and Kirschvink 2008; Zhang and
Pan 2018). A study carried out by Mao et al. (2014), where the sedimentation
process was simulated in a micro environment with magnetotactic bacteria, showed
that natural remanence magnetization in sediments is mainly obtained from
magnetosome chains, with the sediment magnetization direction nearly parallel to
that of the ambient magnetic field and approximately 90% of the acquired magne-
tization being due to single-domain magnetite nanoparticles from bacterial origin.
The understanding of the ancient geomagnetic field through the study of sediment
magnetization is connected to our understanding of the biomineralization of mag-
netic nanoparticles by magnetotactic bacteria, which are the main providers of
magnetic material to natural sediments.

7 Genes and Proteins Associated with the Magnetosomes

Due to the strict genetic control over the magnetosome biomineralization in
magnetosomes, the inorganic portion of magnetosomes has very particular proper-
ties such as specific shape and a narrow size range for each bacterial species, high
chemical purity, and limited crystallographic defects (Matsuda et al. 1983; Mann
et al. 1984; Bazylinski et al. 1995; Amor et al. 2015). Controlling the particle size,
the magnetotactic microorganisms optimize the magnetic dipole moment of each
magnetosome (Bazylinski et al. 1995). Indeed, most crystals are 35–120 nm in
diameter, which corresponds to the size range for stable single magnetic domains,
meaning that they are permanently magnetic at room temperature (Butler and
Banerjee 1975; Moskowitz 1995; Albrecht et al. 2005). A few exceptions were
reported, consisting of large crystals that behave as monodomains when arranged in
chains, and as two- or multi-domains when the chain arrangement is lost (Spring
et al. 1998; McCartney et al. 2001; Lins et al. 2005).

Magnetotactic bacteria have specific genes for the induction and control of the
formation of magnetosomes. These genes are collectively known as mam
(MAgnetosome Membrane) and mms (Magnetosome Membrane Specific), which
are organized in groups clustered within the genomes of magnetotactic bacteria
(Jogler and Schüler 2009). These genes encode several specific proteins involved
in magnetosome biomineralization, some of which have been identified as being an
integral or peripheral part of the magnetosome membrane (Grünberg et al. 2004;
Tanaka et al. 2006; Scheffel et al. 2008; Murat et al. 2010; Quinlan et al. 2011). They
control the synthesis of magnetite particles by creating an environment that facili-
tates the nucleation and growth of immature crystals in a preferential orientation
(Bazylinski and Frankel 2004; Tanaka et al. 2006). Other genes called mtx
(MagneTotaXis-related proteins) and mad (Magnetosome-Associated
Deltaproteobacteria) are also involved in the biomineralization process. However,
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the mtx genes and some mam genes do not synthesize proteins that are part of the
membrane magnetosome, and little is known about the mad genes that are specific to
Deltaproteobacteria and Nitrospirae (Richter et al. 2007; Lefèvre et al. 2013a;
Rahn-Lee and Komeili 2013).

In the past decade, technological advances led to significant progress in analyzing
the molecular aspects of magnetosome biogenesis. Major advances in understanding
the role of magnetosome proteins were based on genetic manipulation experiments,
in which gene deletion revealed phenotypic changes in magnetosome synthesis
(Murat et al. 2010). In addition, location and structure of proteins are also key points
to understand their function in magnetosome formation. Various microscopy and
molecular techniques were often used to monitor protein localization and structure,
to visualize magnetosome membrane, size, morphology, and subcellular arrange-
ment of magnetic particles. There are currently just over 20 species of magnetotactic
bacteria in axenic culture. Despite this, the largest number of magnetosome protein
studies use Ms. gryphiswaldense strain MSR-1 and Ms. magneticum strain AMB-1
as models, restricting the understanding of the magnetosomes’ biogenesis process to
members of Alphaproteobacteria (Arakaki et al. 2016; Lang and Schüler 2008;
Lefèvre and Bazylinski 2013; McCausland and Komeili 2020; Murat et al. 2010).

Magnetosome biogenesis in magnetotactic bacteria is intrinsically related to the
Mam (magnetosome-associated membrane) and Mms (magnetic particle membrane-
specific) proteins, coded by mam and mms genes, respectively, which are clustered
in a chromosomal region called the genomic “Magnetosome Island” (MAI) (Uebe
and Schüler 2016). More recently, the term “MAI” has been gradually substituted by
“magnetosome gene clusters” (MGCs), because some magnetotactic bacteria do not
present a real genomic island harboring magnetosome biomineralization genes (Lin
et al. 2018). Ten genes (mamA,mamB,mamE,mamI,mamK,mamL,mamM, mamO,
mamP, and mamQ) are conserved in all magnetite producers. Nine of them seem to
be conserved in greigite producers, and only mamL is absent (Uebe and
Schüler 2016; Barber-Zucker and Zarivach 2017). In summary, the major operon
mamAB is conserved in almost all magnetotactic bacteria, and its genes have key
roles in magnetosome formation (Murat et al. 2010). There are other small operons,
for instance mamGFDC, mamXY, mms6, and feoAB in strains MSR-1 and AMB-1,
but they are not ubiquitous in magnetotactic bacteria (Uebe and Schüler 2016;
Barber-Zucker and Zarivach 2017).

To date, magnetotactic microorganisms have been described in Proteobacteria,
Nitrospirae, and Omnitrophica phyla (Lin et al. 2018). In addition, metagenomic
approaches suggest the existence of species of magnetotactic bacteria affiliated also
to the Ca. Latescibacteria and Planctomycetes phyla. Despite this large diversity, the
magnetosome biomineralization genes are unique, conserved, and shared among all
magnetotactic bacteria despite their large phylogenetical distance (Fig. 12).

The magnetosome biogenesis can be divided into four stages: (1) vesicle forma-
tion through invagination of the cell membrane; (2) protein sorting; (3) iron trans-
portation and biomineralization; and (4) alignment of magnetosomes in chains.
These stages do not necessarily occur in separate moments (Uebe and Schüler
2016). In terms of location, proteins involved in magnetosome formation are usually
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Fig. 12 Magnetosome gene organization in magnetosome gene clusters (MGCs) of cultivated
magnetotactic bacteria and metagenome-assembled genomes affiliated to the Proteobacteria,
Nitrospirae, Omnitrophica, Planctomycetes, and Ca. Latescibacteria phyla. Magnetotactic
proteobacteria are arranged according to their taxonomic classification. The mam genes are found
in all magnetotactic bacteria, whereas the others are restricted to specific taxa, as follows: (i) mms
genes, found in proteobacterial genomes (affiliated to the classes Alpha-, Delta-, Ca. Eta-, and
Zetaproteobacteria); (ii) man genes, observed in genomes affiliated to Nitrospirae phylum; and (iii)
mad genes, found in genomes affiliated to the Deltaproteobacteria class, and to the Nitrospirae and
Omnitrophica phyla. Other genes nonrelated to magnetosome biomineralization also make part
of MGCs
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classified as belonging to the cytoplasmic membrane (CT), magnetosome membrane
(MM), or transmembrane (TM) proteins, although many can be found in different
parts of the cell, depending on the biomineralization phase. Their functions are
related to vesicle formation from the cell inner membrane, iron trafficking, crystal
growth, maturation, and alignment of magnetosome chain. However, dual roles are
common, as well as redundant functions (one function performed by more than one
protein), making it challenging to describe which protein is essential or not for which
function (Amor et al. 2020b; Barber-Zucker et al. 2016; Uebe and Schüler 2016).

Among the genes responsible for the formation of magnetosomes, the mamAB
operon is preserved in all magnetotactic bacteria described so far and seems to be
crucial to magnetosome biomineralization. Some other operons are specific to
different taxa, such as the mamGFDC and mms6 operons, which are only found in
magnetotactic bacteria within the Alphaproteobacteria. Since this group of
magnetotactic bacteria produces cubo-octahedral or elongated prismatic magnetite
particles, it is tempting to associate the operons with these crystal morphologies. Size
and shape of magnetosome crystals seems to be controlled by the cumulative action
of the MamGFDC and Mms proteins in Ms. gryphiswaldense MSR-1, although
these proteins do not seem to be essential for magnetosome formation (Scheffel et al.
2008). When Mms5, Mms6, Mms7 (MamD), and Mms13 (MamC) were deleted in
Ms. magneticum AMB-1, the magnetite crystals produced were smaller and defec-
tive. This indicates that these proteins probably regulate the size and shape of
magnetite in later stages of crystallization and the maturation of magnetite crystals
(Arakaki et al. 2014; Uebe and Schüler 2016).

One of the most studied proteins involved in the biomineralization of magnetosomes
is MamC (also known as Mms13), which contains two helical transmembrane domains
connected by an α-helical loop oriented toward the magnetosome lumen. This loop has
structures responsible for a template effect that controls the nucleation and growth of
nanoparticles in vitro. Studies with mutants suggested that the connection between the
MamC magnetite-interaction loop structure and the charged surfaces of the protein is
crucial for magnetite binding, and thus for the size control of the magnetite
nanoparticles (Nudelman et al. 2016). Crystals formed by mutants deficient in either
mamC or the entire mamGFDC operon were significantly smaller and less regular with
respect to morphology and chain organization (Jogler and Schüler 2009).

MamD, also known as Mms7, contains a LG-repeat motif probably used to bind
other proteins, and is tightly attached to the magnetite crystal (Scheffel et al. 2008;
Arakaki et al. 2014). The deletion of the gene coding this protein leads to biomin-
eralization of small and elongated magnetite particles, suggesting a function in
crystal growth and maturation. Changes in the expression of Mms7 led the
magnetosome crystals to change the cubo-octahedral shape to dumbbell or spherical
shape (Arakaki et al. 2014), whereas the modulation of Mms7 expression allowed
the biomineralization of magnetite crystals with tunable sizes and morphologies
(Yamagishi et al. 2016). MamF is another protein associated with the control of
crystal size. It is a deeply embedded membrane protein, and, inMs. gryphiswaldense
MSR-1 mutants, magnetosome crystals were slightly smaller than in wild type,
indicating its role in size control (Scheffel et al. 2008).
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Other proteins, such as those encoded by mamP,mamR, mamS, and mamT genes,
are related to crystal size and shape (Murat et al. 2010). For example, in strain
AMB-1 mutants deficient in mamP, crystals were mostly small, “flake-like,”
suggesting that the MamP role in iron redox reactions is also important to control
size and shape (Jones et al. 2015; Siponen et al. 2013). Other proteins, like MmsF,
Mms5, MamR, and Mms6, seem to participate in crystal maturation (Murat et al.
2010; Lohsse et al. 2014; Rawlings et al. 2014; Arakaki et al. 2014). Indeed, when
the gene mamR was deleted in Ms. magneticum AMB-1, both size and number of
magnetosomes were reduced, suggesting a function in magnetite crystal maturation
(Murat et al. 2010).

Mms6 is a small acidic protein tightly associated with the surface of bacterial
magnetite in Ms. magneticum AMB-1 (Amemiya et al. 2007; Arakaki et al. 2010;
Staniland and Rawlings 2016). Molecular modelling suggests the existence of specific,
multiple sites for binding for ferrous ions in Mms6 (Staniland and Rawlings 2016). In
addition, its amphiphilic nature allows it to form aggregates through hydrophobic
interactions, forming micelles (Amemiya et al. 2007; Staniland and Rawlings 2016).
In vitro experiments showed that Mms6 mediate the formation of cubo-octahedral
magnetite crystals, leading to synthesis of uniform magnetic crystals through partial
oxidation of ferrous hydroxide (Amemiya et al. 2007; Arakaki et al. 2010). The ability
to self-assemble in micelles and to bind ferrous ions makes Mms6 of special interest
for synthetic production of biomimetic magnetite crystals (Amemiya et al. 2007;
Staniland and Rawlings 2016). In particular, the curvature of Mms6 micelle surfaces
would delimit the size of the crystals (Staniland and Rawlings 2016).

The alignment of the magnetosomes into one (or more) chain(s) leads to the sum of
the magnetic moments of individual particles. If magnetosome chains are attached to
the cell’s structural framework, they impart the whole cell a magnetic moment, turning
the cell itself into a magnetic dipole, which results in passive alignment of the bacteria
to the geomagnetic field. In the cultivated Magnetospirillum spp., magnetosome
chains are aligned along the long cell axis, based on the interaction of proteins present
in the magnetosome membrane (MamJ) with MamK, an actin-like protein that forms
dynamic filaments and is required for the magnetosome chain assembly and position-
ing along the cell long axis (Uebe and Schüler 2016). MamK has also a role in
organizing the magnetosome chains during cell division, such that equivalent numbers
of magnetosomes are distributed to the two daughter cells (Taoka et al. 2017).
Interestingly, MamJ is not conserved in all magnetotactic bacteria, suggesting that
there are other mechanisms for magnetosome chain alignment (Bennet et al. 2015).

In addition to the mam and mms genes, mad (magnetosome-associated
Deltaproteobacteria) and man (magnetosome specific to Nitrospirae) genes have
been described in magnetotactic bacteria affiliated to Deltaproteobacteria class or to
the Nitrospirae and Omnitrophica phyla. This suggests that these genes could be
associated with greigite and/or bullet-shaped magnetite magnetosome biominerali-
zation (Uebe and Schüler 2016). Studying the proteins involved in the production of
bullet shape and greigite magnetosomes has been a great challenge, due to the lack of
cultivated strains amenable to molecular manipulations. Despite the diversity
described for these organisms, magnetotactic bacteria are microorganisms whose
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cultivation is extremely difficult, especially concerning to greigite-producing micro-
organisms. Therefore, the use of different models that could clarify the role of
proteins only seen in Deltaproteobacteria and Nitrospirae has been delayed by the
difficulty of axenic cultivation and genetic manipulation.

Lohsse et al. (2016) showed that the enhanced expression of mamGFDC, mamAB,
mms6, and mamXY operons in Ms. gryphiswaldense strain MSR-1 led to increased
magnetosome size and number within the cell. This result is extremely interesting if
we consider large-scale production of magnetite nanoparticles for biotechnological
approaches. As previously mentioned, magnetosomes are structures that exhibit a
narrow size range and characteristic crystal morphology per taxon, which result in
stable magnetic single domains (are permanently magnetized at room temperature),
and show high chemical purity in standard conditions, but are amenable to doping with
Mn and other elements. These characteristics lead to a growing interest in biotechno-
logical applications. Drug delivery, enzyme immobilization, magnetic hyperthermia
and contrast enhancement of magnetic resonance imaging, cell separation, DNA
recovery or detection, and bioremediation are the most common examples of the
current studies in magnetosome application. Size, shape, and composition, especially
in medical applications, is of great importance (Kerans et al. 2018; Tanaka et al. 2016;
Vargas et al. 2018). Understanding the roles and mechanisms for defining and
controlling sizes and shapes can help in the production of “customized” magnetic
crystals with the magnetic properties tailored for each application (Peigneux et al.
2016). For this (and other reasons), studies on the diversity, biochemistry, and
physiology of magnetotactic bacteria are so essential, not only for the understanding
of this diverse group but also for the countless potential biotechnological advances.

Many other mam and mms genes are involved in the biomineralization process.
Here we presented a few studies that shed light on the molecular mechanism for
controlled biomineralization of magnetic nanocrystals in magnetotactic bacteria. For
detailed information about the genetics of magnetosome biomineralization, as well
as organization of magnetosomes in the cell and segregation of magnetosomes
during cell division, see Uebe and Schüler (2016).

8 Evolution of Magnetosome Biomineralization

Until recently, the evolution of biomineralization-related genes was completely
unknown. The development of DNA sequencing technologies allowed the genomic
characterization of both cultured and uncultured species. Initially only magnetite-
producing magnetotactic bacteria had their genomes sequenced (Jogler et al. 2009;
Schübbe et al. 2009), and genomic comparison of these magnetotactic
Alphaproteobacteria indicated that horizontal gene transfer played a relevant role
in the evolution of magnetite biomineralization (Jogler et al. 2009). However, the
genomic sequencing of both uncultured (Abreu et al. 2011) and cultured (Lefèvre
et al. 2013a; Lefèvre et al. 2013b) greigite-producing magnetotactic microorganisms
brought new insights about the evolution of magnetotactic bacteria.
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Nowadays, metagenomic approaches are turning the path of the evolution of
magnetosome biomineralization clearer (Lin et al. 2018). According to the recent
hypothesis of magnetotactic bacteria gene evolution, we can assume two possible
situations: one that the last common ancestor of magnetotactic microorganisms syn-
thesized magnetite magnetosomes and MGC duplication, divergence, loss, or horizon-
tal gene transfer brought up the current scenario of magnetosome biomineralization in
the Bacteria domain, or that the last common ancestor of all magnetotactic microor-
ganisms produced an unknown mineral and the same events resulted in the current
diversity of produced minerals and magnetosome biomineralizing species.

The scarce geological record does not favor any of these hypotheses. The oldest
fossil magnetosomes ever found are magnetite crystals 2 billion years old (Chang et al.
1989), when oxygenic photosynthesis was already in place and there were dissolved
oxygen in seawater, at least periodically and in certain places, along with anaerobic
environments in soils, sediments, and stagnant water (Planavsky et al. 2014).

9 Conclusions

Magnetosome biomineralization is very well-controlled by several proteins working
in concert to produce crystals with defined composition, size, shape, and position
within the cell. Such strict control results in unique magnetic properties enabling
several applications, ranging from sediment paleomagnetism to biotechnology.

Despite the complexity, magnetite biomineralization in magnetosomes is among
the best-known examples of biomineralization in prokaryotes. Many advances were
attained in the last years due to technical improvements, and much more can be done
with further technical advances, particularly in the cultivation of new strains of
microorganisms, the use of new molecular tools, and transmission electron micros-
copy techniques.
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PROCESSO PARA RECUPERAÇÃO DE MICROALGAS UTILIZANDO 

NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS DE ORIGEM BACTERIANA 

CAMPO DA INVENÇÃO 

[001]  A invenção pertence aos métodos de separação de 

microrganismos a partir de seus meios de cultivo e tem particular 

aplicação à concentração e purificação de microalgas. O método 

descrito visa propiciar uma maneira mais custo-efetiva de fornecer 

biomassa de microalgas oleaginosas para processos de produção de 

biocombustíveis. 

ANTECEDENTES DA INVENÇÃO 

[002]  Nos últimos anos vem sendo dado um destaque maior às 

microalgas devido à sua possível utilização como substituto 

sustentável para derivados de petróleo e produtos combustíveis. A 

tecnologia de produção de biocombustíveis avançados e demais 

bioprodutos a partir de microalgas se encaixa no contexto da 

transição para uma economia de baixo carbono, já eleita como 

estratégia nacional por países altamente desenvolvidos como Suécia 

e Suíça. 

[003]  No entanto, um dos maiores desafios sobre a utilização 

da biomassa de microalgas como matéria-prima para biocombustíveis 

e demais aplicações biotecnológicas é encontrar um meio econômico 

e eficaz para separação da biomassa de microalgas e utilização 

desta em aplicações comerciais. Para se utilizar a biomassa, 

inicialmente ela deve ser extraída do meio de cultura líquido e 

concentrada para que o seu processamento seja eficaz. 

[004]  Segundo a literatura a concentração de biomassa pode 

contribuir com 20 a 30% nos custos totais de um processo 

de produção de biocombustíveis, sendo o tempo total de separação 

um dos principais responsáveis pelo custo elevado das técnicas 

convencionais, como centrifugação, filtração e floculação. Além 

disso, o elevado custo para recuperação está associado ao tamanho 

reduzido das células e às baixas
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[005]  concentrações de biomassa que não permitem que métodos 

convencionais de separação, tais como filtração e centrifugação 

sejam usados, já que para tais condições são requeridas elevadas 

quantidades de energia. 

[006]  A expansão da produção de microalgas para obtenção de 

bioprodutos depende de uma série de fatores que possam viabilizar 

a economicidade dos processos envolvidos na obtenção de biomassa 

(“upstream”) e no seu refino (“downstream”). Um dos aspectos 

críticos para o atingimento da economicidade se destaca a etapa 

de coleta (separação). 

[007]  Na busca por uma maneira mais econômica e eficaz para 

realizar a coleta da biomassa de microalgas produzida, existe a 

necessidade de encontrar um processo de baixa energia e de tempo 

total reduzido. A sedimentação, mesmo após a floculação, é 

relativamente lenta, o que leva a longos tempos de processamento. 

Além disso, a maioria dos floculantes poliméricos ainda possuem 

um preço relativamente alto e uma eficiência limitada de remoção 

de sólidos suspensos. Diante disso, a utilização de nanopartículas 

magnéticas passou a ser explorada como alternativa ou suplemento 

à utilização de agentes coagulantes e floculantes convencionais. 

[008]  As principais vantagens de nanopartículas magnéticas 

são a alta área de superfície de materiais nanométricos, que levam 

a uma maior eficiência de remoção, a rápida separação dos sólidos 

adsorvidos através da aplicação de campo magnético e a 

reutilização, facilitada pela recuperação magnética do agente 

floculante. Entretanto, os elevados custos dos processos químicos 

de produção de nanopartículas magnéticas sintéticas e os impactos 

ambientais – relacionados principalmente ao revestimento das 

nanopartículas – são as principais limitações ao seu uso na 

remoção de sólidos suspensos.
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[009]  Por exemplo, Zhu et al. (2017) descrevem um método para 

recuperação de microalgas utilizando nanopartículas magnéticas de 

óxido de ferro (Fe3O4) ou óxido de ítrio com ferro (Y3Fe5O12) sem 

revestimento. Apesar das nanopartículas de Zhu et al. promoverem 

a recuperação de microalgas, o emprego de tais formas não 

revestidas não é sustentável. É sabido que nanopartículas 

sintéticas possuem menor vida útil em razão da ausência de 

revestimento (Klektoka et al., 2021). Somado a isso, em 

decorrência da degradação natural destas nanopartículas, há 

elevada liberação de cátions di- e tri- valentes de ferro. 

[0010] As nanopartículas magnéticas sintéticas são 

cristalograficamente imperfeitas com forma e faces pouco 

definidas, o que facilita sua oxidação, perda de propriedade 

magnética e dissolução do nanocristal. Diversos autores apontam a 

degradação/dissolução de nanopartículas de magnetita em soluções 

com pH ácido, condição necessária à separação das células (Ike e 

Duke, 2018). Tal liberação abrupta de ferro resulta em efeitos 

tóxicos às células alvos, o que pode prejudicar aplicações 

downstream durante o processamento que necessitem da célula viável 

ou sem extravasamento de conteúdo citoplasmático (Lei et al., 

2016). 

[0011] Ademais, o aumento do ferro em tanques de produção de 

microalgas tende a ocasionar o aumento da comunidade bacteriana, 

inclusive de patógenos, e relações de competição, o que seria um 

problema adicional em escala industrial por diminuir a 

produtividade (Fuentes et al., 2016; Xiao et al., 2021). 

[0012] Por sua vez, documento KR20140133311 revela um método 

para recuperação de microalgas utilizando nanopartículas 

magnéticas revestidas com quitosana. O revestimento com o 

polissacarídeo supostamente permite a 
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preservação da nanopartícula e sua reutilização em procedimentos 

seguidos. 

[0013] No entanto, o revestimento das nanopartículas com 

quitosana emprega Pluronic F-127 — um copolímero surfactante 

hidrofílico não iônico. Este é um composto com conhecida 

toxicidade para diversos organismos marinhos (Hering et al., 2020; 

Rahdar et al., 2020). O processo de revestimento de nanopartículas 

magnéticas com quitosana também faz o uso de tripolifosfato de 

sódio (STPP), um poluente aquático que não é removido por estações 

de tratamento de água e vai atuar na eutrofização de ecossistemas 

de água doce (Lu et al., 2014). 

[0014] Ademais, a quitosana é um polissacarídeo catiônico 

produzido a partir da desacetilação da quitina, um polissacarídeo 

presente no exoesqueleto de artrópodes e na parede celular de 

fungos. Apesar de ser um revestimento natural, ou seja, de baixo 

impacto ambiental, sua produção é custosa e, por isso, tem impacto 

deletério sobre a viabilidade econômica de processos de coleta de 

microalgas que fazem uso deste tipo de nanopartícula. 

[0015] A limitação dos floculantes já descritos em promover a 

coleta de microalgas marinhas em meios de alta salinidade 

(Vandamme et al., 2010; Roselet et al., 2017) assevera as questões 

de sustentabilidade e viabilidade econômica. Nestes casos é 

descrita a perda de eficiência do floculante ou o aumento 

demasiado de sua concentração (Lam et al., 2015) para que haja 

efeito de floculação das microalgas. 

[0016] Com a necessidade de otimização do processo de 

concentração de células para sua recuperação objetivando redução 

de custo e sustentabilidade dos bioprodutos derivados (p.ex. 

biocombustíveis, biofertilizantes ou biostimulantes), foi 

proposta a utilização de nanopartículas magnéticas de origem 

biológica (NMOBs). A presente invenção 



5/25 

descreve a utilização de nanopartículas magnéticas de origem 

biológica (NMOBs), que já possuem revestimento natural, o que 

reduz extraordinariamente o custo de produção, além de ser um 

processo verde sem a geração de resíduos tóxicos. 

[0017] A utilização de NMOBs promoveu a concentração e 

recuperação das células alvo em segundos nos experimentos de 

bancada, o que indica grande potencial para resolver o problema 

técnico relatado. 

[0018] As NMOBs apresentam-se, portanto, como uma ferramenta 

inovadora, uma vez que já possuem naturalmente uma membrana 

biológica, a qual pode atuar na interação mais eficiente entre 

nanopartícula e óleo, além de possuírem propriedades químicas e 

físicas que os tornam altamente estáveis. Além disso, são 

produzidos pelo crescimento de bactérias em fermentadores, sendo 

processos sustentáveis e de baixo custo comparativamente às 

nanopartículas magnéticas sintéticas com propriedades 

semelhantes. 

SUMÁRIO DA INVENÇÃO 

[0019] A invenção emprega nanopartículas magnéticas de origem 

bacteriana para aprimorar a recuperação de microalgas a partir de 

uma suspensão, seja uma cultura de células, uma suspensão de água 

salgada, uma suspensão de água doce ou um efluente. 

[0020] Em uma modalidade, a invenção prevê o uso de 

nanopartículas magnéticas de origem bacteriana (NMOBs) para 

recuperar microalgas presentes em uma suspensão. 

[0021] Em uma modalidade preferencial, o uso de NMOBs previsto 

pela invenção é para recuperação de microalgas a partir de uma 

suspensão com concentração de sal igual ou superior a 5 g/mL. 

[0022] Conforme a invenção, as microalgas podem ser 

selecionadas de Chlorella sp., Crypthecodinium sp., Cylindrotheca 

sp., Desmodesmus sp., Dunaliella sp., Isochrysis sp., 

Monoraphidium sp., Nannochloris sp., 



6/25 

Nannochloropsis, Neochloris sp., Nitzschia sp., Phaeodactylum 

sp., Porphyridium sp., Scenedesmus sp., Schizochytrium sp., 

Tetraselmis sp. ou quaisquer outros gêneros sabidamente úteis à 

produção de bio-óleos. 

[0023] Em outra modalidade, a invenção fornece um processo 

para recuperação de microalgas em uma suspensão utilizando NMOBs 

como agente floculante. O processo da invenção compreende protonar 

a superfície celular das microalgas, adicionar nanopartículas 

magnéticas de origem bacteriana à suspensão e aplicar uma carga 

magnética externa, assim promovendo a floculação das microalgas. 

[0024] Em um aspecto, o processo da invenção prevê que a 

suspensão de microalgas é selecionada de: uma cultura de 

microalgas, uma fonte de água salgada, uma fonte de água doce ou 

um efluente. 

[0025] Em outro aspecto, o processo da invenção prevê que a 

suspensão tem concentração de sal igual ou superior a 5 g/mL. 

[0026] Ainda, em um aspecto adicional, o dito processo prevê 

que a superfície celular das microalgas é protonada pela adição 

de um tampão ácido à suspensão. 

[0027] Em um outro aspecto, o processo compreende a adição de 

NMOBs à suspensão de microalgas em uma concentração entre 50 e 

100 μg/mL. 

[0028] Finalmente, conforme o processo da invenção, as 

microalgas podem ser selecionadas de Chlorella sp., 

Crypthecodinium sp., Cylindrotheca sp., Desmodesmus sp., 

Dunaliella sp., Isochrysis sp., Monoraphidium sp., Nannochloris 

sp., Nannochloropsis, Neochloris sp., Nitzschia sp., 

Phaeodactylum sp., Porphyridium sp., Scenedesmus sp., 

Schizochytrium sp., Tetraselmis sp. ou quaisquer outros gêneros 

sabidamente úteis à produção de bio-óleos. 

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS 
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[0029] A Figura 1 ilustra NMOBs octaédricas produzidas por Mf. 

australis cepa IT-1 (A) e NMOBs prismáticas produzidas por Mv. 

blakemorei cepa MV-1T (B). 

[0030] A Figura 2 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Scenedesmus sp. pela utilização de NMOBs octaédricas 

e aplicação de campo magnético externo. (A) Células no 

sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação 

de células em função do pH. 

[0031] A Figura 3 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Desmodesmus sp. pela utilização de NMOBs octaédricas 

e aplicação de campo magnético externo. (A) Células no 

sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação 

de células em função do pH. 

[0032] A Figura 4 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Monoraphidium sp. pela utilização de NMOBs 

octaédricas e aplicação de campo magnético externo. (A) Células 

no sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de 

recuperação de células em função do pH. 

[0033] A Figura 5 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Nannochloropsis sp. pela utilização de NMOBs 

octaédricas e aplicação de campo magnético externo. (A) Células 

no sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de 

recuperação de células em função do pH. 

[0034] A Figura 6 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Dunaliella sp. pela utilização de NMOBs octaédricas 

e aplicação de campo magnético externo. (A) Células no 

sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação 

de células em função do pH. 

[0035] A Figura 7 apresenta imagens obtidas por vídeos de 

cultura de Desmodesmus sp. contendo ou não NMOBs octaédricas antes 

da aplicação do campo magnético (A) e após a aplicação do campo 

magnético por 20 segundos (B). Note que a clarificação do 

sobrenadante do tubo contendo a cultura de células e NMOBs em (B) 

após a aplicação do campo magnético 
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em comparação com o controle (cultura sem adição de NMOBs). Em 

(B) é possível observar o acúmulo de células na parede do tubo 

próxima ao ímã no tubo contendo a cultura e NMOBs. O mesmo 

resultado foi observado para as outras culturas avaliadas, exceto 

Monoraphidium sp. 

[0036] A Figura 8 apresenta fotomicrografias derivadas de 

microscopia de contraste interferencial diferencial de culturas 

de Desmodesmus sp. submetidas a diferentes condições de pH e a 

NMOBs octaédricas (A-D). As condições controle (sem adição de 

NMOBs) estão representadas de (E-H). 

[0037] A Figura 9 apresenta fotomicrografias derivadas de 

microscopia de contraste interferencial diferencial de culturas 

de Scenedesmus sp. submetidas a diferentes condições de pH e a 

NMOBs octaédricas (A-D). As condições controle (sem adição de 

NMOBs) estão representadas de (E-H). 

[0038] A Figura 10 apresenta fotomicrografias derivadas de 

microscopia de contraste interferencial diferencial de culturas 

de Monoraphidium sp. submetidas a diferentes condições de pH e a 

NMOBs octaédricas (A-D). As condições controle (sem adição de 

NMOBs) estão representadas de (E-H). 

[0039] A Figura 11 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Scenedesmus sp. pela utilização de NMOBs prismáticas 

e aplicação de campo magnético externo. (A) Células no 

sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação 

de células em função do pH. 

[0040] A Figura 12 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Monoraphidium sp. pela utilização de NMOBs 

prismáticas e aplicação de campo magnético externo. (A) Células 

no sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de 

recuperação de células em função do pH. 

[0041] A Figura 13 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Scenedesmus sp. pela utilização de NPSs e aplicação 

de campo magnético externo. (A) Células no 
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sobrenadante após recuperação magnética. (B) Taxa de 

recuperação de células em função do pH. 

[0042] A Figura 14 resulta da Avaliação da concentração 

magnética de Desmodesmus sp. pela utilização de NPSs e aplicação 

de campo magnético externo. (A) Células no sobrenadante após 

recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação de células em 

função do pH. 

[0043] A Figura 15 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Nannochloropsis sp. pela utilização de NPSs e 

aplicação de campo magnético externo. (A) Células no sobrenadante 

após recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação de células em 

função do pH. 

[0044] A Figura 16 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Monoraphidium sp. pela utilização de NPSs e aplicação 

de campo magnético externo. (A) Células no sobrenadante após 

recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação de células em 

função do pH. 

[0045] A Figura 17 resulta da avaliação da concentração 

magnética de Dunaliella sp. pela utilização de NPSs e aplicação 

de campo magnético externo. (A) Células no sobrenadante após 

recuperação magnética. (B) Taxa de recuperação de células em 

função do pH. 

[0046] A Figura 18 ilustra o comportamento de uma cultura de 

Scenedesmus sp., contendo ou não NPSs, antes da aplicação do campo 

magnético (A) e após a aplicação do campo magnético por 20 segundos 

(B). Destaque-se que não há clarificação do sobrenadante do tubo 

contendo a cultura de células e NPSs em (B) após a aplicação do 

campo magnético em comparação com o controle. O mesmo resultado 

foi observado para as outras culturas avaliadas. 

[0047] A Figura 19 ilustra o comportamento de NPSs de 

magnetita. (A) Nanopartículas sintéticas obtidas por 

coprecipitação e utilizadas nos ensaios de coleta magnética título 

de comparação com a eficiência das NMOBs. (B) 
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Nanopartículas de magnetita sintética similares às utilizadas na 

referência D1 (Leon-Reyes et al., 2014). 

[0048] A Figura 20 demonstra a taxa de recuperação de 

microalgas do gênero Nannochloropsis. A. Taxa de recuperação 

estatisticamente significativa de 23,01 ± 4,94% e (***) 17,31 ± 

3,27% (**) em tampão citrato com pH 3,1 e 6,4, respectivamente. 

B. Taxa de recuperação estatisticamente significativa apenas em 

tampão citrato com pH 3,1 (**). C. Não houve recuperação 

estatisticamente significativa ao utilizar o floculante (4,30 ± 

1,81%) na condição de cultivo com pH 8,0. 

[0049] A Figura 21 mostra a superfície de resposta da taxa de 

recuperação de Nannochloropsis sp. utilizando NMOBs variando as 

condições de pH e concentração de NaCl. A., B. e C. Superfície de 

resposta projetada em três dimensões com valores de pH fixados 

nos níveis -1, 0 e 1 correspondentes a valores de pH de 3,1, 4,8 

e 6,4, respectivamente. Valores da concentração de NaCl foram 

fixados nos níveis -1, 0 e 1 que correspondem a 0, 20 e 40 g/L, 

respectivamente. D. Projeção em duas dimensões da superfície de 

resposta. São mostrados o ponto ótimo (cabeça de seta laranja), o 

ponto da acidificação da condição de cultivo com 40 g NaCl/L 

(cabeça de seta vermelha) e o ponto de acidificação na condição 

central da concentração de NaCl (20 g/L; cabeça de seta azul). 

[0050] A Figura 22 ilustra a coleta e separação magnética de 

microalgas do gênero Nannochloropsis. Ensaios realizados com 

células ressuspensas em tampão citrato com pH fixo em 3,1 e 

variações na condição de salinidade. O campo magnético foi gerado 

a partir do posicionamento de um ímã de neodímio-boro na lateral 

do tubo. A., B. e C. Ensaios em Nannochloropsis sp. após a 

concentração magnética da biomassa na parede do tubo próxima ao 

ímã. Foi possível observar resposta ao campo magnético gerado nas 

condições de 
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0, 20 e 40 g/L. Em cada imagem à esquerda está posicionado o tubo 

controle com a espécie de microalga sem adição de NMOBs e à direita 

está posicionada a condição de tratamento com a adição de NMOBs. 

DESCRIÇÃO DETALHADA DA INVENÇÃO 

[0051] A menos que especificado de maneira distinta, os termos 

usados ao longo deste relatório descritivo têm seus significados 

comuns na técnica, dentro do contexto da divulgação e no contexto 

específico em que cada termo é usado. Certos termos que são usados 

para descrever a divulgação são discutidos abaixo, ou em outro 

lugar na especificação, para fornecer orientação adicional ao 

profissional em relação à descrição da divulgação. As publicações 

aqui citadas e o material para o qual são citados são 

especificamente incorporados por referência em sua totalidade. 

[0052] Será apreciado que a mesma coisa pode ser dita de 

maneiras distintas. Consequentemente, linguagem alternativa e 

sinônimos podem ser usados para qualquer um ou mais dos termos 

aqui discutidos. Nenhum significado especial deve ser colocado 

sobre se um termo é elaborado ou discutido aqui. Sinônimos para 

certos termos são fornecidos, mas a exemplificação de alguns 

sinônimos não exclui o potencial uso de outros porventura não 

listados aqui. 

[0053] Conforme empregado nesta descrição, o termo 

nanopartícula denota estruturas ou partículas de matéria possuindo 

tamanho na escala nanométrica (nm). Portanto, no contexto da 

invenção uma nanopartícula, em geral, tem um tamanho de partícula 

médio inferior a 1000 nm, por exemplo, cerca de 1 nm, cerca, de 

10 nm, cerca de 100, nm, cerca de 250 nm, cerca de 500 nm, ou de 

500 a 999 nm. 

[0054] O termo “nanopartícula magnética”, no contexto desta 

invenção, denota uma nanopartícula possuindo propriedades 

magnéticas. As “nanopartículas magnéticas” 
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podem ser compostas de metais, ligas metálicas, sulfetos e/ou 

óxidos metálicos de um ou mais elementos metálicos, tais como, 

por exemplo, ferro, níquel, cobalto, manganês, bismuto, zinco, 

gadolínio, estrôncio, cobre, prata, ouro, zinco, cádmio, prata, 

alumínio ou outros reconhecidos pelo técnico no assunto. 

[0055] Uma nanopartícula magnética de origem biológica, também 

referida por NMOB ao longo desta descrição, diz respeito à 

estrutura formada pelo isolamento de magnetossomos, uma organela 

presente em bactérias magnetotáticas. Tais magnetossomos são 

cadeias de grânulos de óxidos ou sulfetos metálicos, geralmente 

de tamanho uniforme, perfilados nos citoplasmas das bactérias 

magnetotáticas. Na maioria das vezes, são constituídos por óxido 

de ferro (Fe3O4), conhecido por magnetita, ou sulfeto de ferro 

(Fe3S4), conhecido por greigita). São os magnetossomos que conferem 

a capacidade a bactérias magnetotáticas de se deslocarem em 

resposta a campos magnéticos. 

[0056] Diversos tipos de bactérias, incluindo cocos, bacilos, 

vibriões e espirilos possuem capacidade de realizar 

biomineralização – processo pelo qual são formados minerais que 

compõem os magnetossomos. Na natureza, magnetossomos podem ser de 

tamanhos que variam entre 35 e 250 nm e podem assumir formas 

distintas como, por exemplo, cubooctaédricos, prismáticos ou em 

forma de paralelepípedo. 

[0057] Uma das principais vantagens dos magnetossomos para 

processos de recuperação de microalgas é a membrana fosfolipídica 

que os envolve naturalmente, conferindo aos magnetossomos natural 

compatibilidade com sistemas biológicos. Em geral, o invólucro 

dos magnetossomos é composto por 98% de lipídeos e 2% de outros 

componentes, incluindo proteínas. A maior parte dos lipídeos, 

particularmente, fosfolipídeos (Yoshino et al., 2008).
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[0058] Magnetossomos podem ser obtidos de células selvagens 

bem como de células geneticamente modificadas para produzi-los 

artificialmente e/ou para sintetizar magnetossomos com 

funcionalidades introduzidas artificialmente (e.g. moléculas de 

vetorização como, por exemplo, anticorpos). Por exemplo, o 

documento US6251365B1 ensina o isolamento de magnetossomos da 

bactéria Magnetospirillum gryphiswaldense. Já Yoshino et al (2008) 

ensinam que uma bactéria Magnetospirillum magneticum da cepa AMB-

1 pode ser geneticamente manipulada para expressar proteínas 

quiméricas contendo um domínio de proteína A na membrana do 

magnetossomo, aprimorando o uso destes para recuperação de células 

opsonizadas com anticorpos. Outra possibilidade, conforme ensina 

US20100297022A1, é promover a expressão de magnetossomos 

artificialmente em células eucarióticas e delas extrair as 

nanopartículas magnéticas. 

[0059] No contexto desta invenção, o termo “microalga” 

representa um grupo de microrganismos unicelulares, autotróficos, 

procarióticos ou eucarióticos. Diversos gêneros de microrganismos 

se enquadram na classificação de microalga, como por exemplo, 

Chlorella sp., Crypthecodinium sp., Cylindrotheca sp., 

Desmodesmus sp., Dunaliella sp., Isochrysis sp., Monoraphidium 

sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis, Neochloris sp., Nitzschia 

sp., Phaeodactylum sp., Porphyridium sp., Scenedesmus sp., 

Schizochytrium sp., Tetraselmis sp. ou quaisquer outros gêneros 

sabidamente úteis à produção de bio-óleos. 

[0060] Microalgas podem ser cultivadas ou obtidas a partir de 

uma fonte natural. Por exemplo, microalgas podem ser cultivadas 

por técnicas conhecidas de um técnico no assunto, como aquelas 

divulgadas, ilustrativamente, em Yoshino et al (2008), US6251365B1 

e US20100297022A1, incorporados aqui por referência. Ainda, 

microalgas podem ser isoladas a partir de suspensões obtidas na 

natureza,
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tais como água do mar, fontes de água doce e/ou efluentes 

orgânicos. 

[0061] A invenção é particularmente aplicável ao isolamento 

de microalgas a partir de suspensões com alta salinidade. No 

contexto da presente invenção, a expressão “alta salinidade” e o 

termo análogo “hipersalina(o)” dizem respeito a soluções aquosas 

de qualquer natureza com concentração de sal (e.g., NaCl) igual 

ou maior a pelo menos 5 g/L, pelo menos 10 g/L, pelo menos 15 g/L, 

pelo menos 20 g/L, pelo menos 30 g/L ou pelo menos 40 g/L. 

[0062] Pela presente invenção, microalgas podem ser isoladas 

a partir de uma suspensão de maneira simples. Com o emprego das 

NMOBs, é possível isolar microalgas a partir de uma cultura com 

cerca de 80% de eficiência em um pequeno número de passos, a 

saber: (1) resolução de conflito de cargas, (2) incubação com 

nanopartículas magnéticas de origem biológica e (3) aplicação de 

campo magnético externo. 

[0063] Posto que a membrana lipídica que reveste as NMOBs 

tende a possuir carga líquida negativa, pode-se protonar a 

superfície das microalgas através da acidificação do meio com um 

tampão de caráter ácido como, por exemplo, tampão citrato para 

favorecer a interação eletrostática entre as microalgas e NMOBs. 

O pH do tampão pode ser fixado em pelo menos 3,0, pelo menos 4,0, 

pelo menos 5,0 ou pelo menos 6,0. 

[0064] Em seguida, as microalgas da cultura são incubadas com 

as NMOBs por um tempo que pode variar entre cerca de 1 e cerca de 

20 minutos. Nesta etapa, as NMOBs são adicionadas à cultura de 

microalgas a uma concentração que pode variar de acordo com o 

número de células de microalgas na cultura. Por exemplo, NMOBs 

podem ser adicionadas à cultura em quantidade suficiente para 

atingir uma concentração final de pelo menos 50 μg × mL-1, pelo 

menos 80 μg × mL-1 ou pelo menos 100 μg × mL-1.
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[0065] Finalmente, uma fonte de força magnética externa é 

aplicada sobre a cultura de microalgas incubadas com NMOBS, 

promovendo a floculação das microalgas e favorecendo então a sua 

separação do meio. A aplicação de campo magnético alternado em 

etapa posterior pode danificar a parede celular das microalgas e 

facilitar a extração de lipídeos destas. O processo de recuperação 

magnética pode ter sua eficiência aumentada pela associação à 

eletrofloculação.  

[0066] No contexto da presente invenção, o termo “floculação” 

e variantes dizem respeito ao processo pelo qual pequenas 

partículas presentes em uma suspensão se agregam, formando flocos. 

Tais flocos podem então ser recuperados por, por exemplo, 

decantação. O fenômeno de floculação pode ser induzido por um 

agente químico (e.g., floculante químico) ou físico (e.g., 

eletrofoculação). A presente invenção fornece um meio físico de 

promover a floculação de microalgas através do uso de NMOBs, que 

são responsivas à aplicação de uma força magnética externa. 

[0067] Posteriormente, as NMOBs podem ser recuperadas e 

separadas das microalgas por processo químico ou físico, 

garantindo alta concentração e pureza do material de interesse, e 

possibilidade de reuso das NMOBs, o que reduz custos e é uma 

característica de processos sustentáveis. 

[0068] A seguir, a invenção passa a ser ilustrada através de 

exemplos de concretizações, que não exaurem todas as 

possibilidades alcançáveis pelo conceito inventivo aqui descrito, 

mas representam todas as modalidades. Os exemplos adiante são 

apresentados de modo a fornecer ao técnico no assunto descrição 

completa de como são preparadas, avaliadas e empregadas as 

composições de clareamento dental desta invenção. Um técnico no 

assunto, à luz da presente divulgação, reconhecerá que muitas 

alterações podem ser feitas nas modalidades específicas que são 

divulgadas e ainda
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assim obter um resultado semelhante ou equivalente sem se afastar 

do espírito e do escopo da invenção. 

EXEMPLOS 

Exemplo 1 – Obtenção de nanopartículas magnéticas bacterianas 

Cultivo de bactérias magnetotáticas 

[0069] Nesta etapa foram utilizadas as bactérias 

magnetotáticas Magnetovibrio blakemorei, cepa MV-1T, e Magnetofaba 

australis, cepa IT-1. Volumes correspondentes a uma concentração 

final de 108 células∙mL-1 foram inoculados em um biorreator de 

bancada de 5 L (volume de trabalho de 2 L) (Minifors, Infors HT - 

Basileia, Suíça) contendo meio de crescimento fresco. Os 

parâmetros de cultura foram estabelecidos como se segue: pH 7,0 

(ajustado com 1,0 N NaOH ou HCl), velocidade de agitação de 100 

RPM, 28°C. Antes do inóculo a condição anaeróbica foi alcançada 

pela purga de nitrogênio (N2) estéril e em meio fresco até a 

leitura do sensor de O2 chegar a zero. Em seguida, o meio foi 

purgado com N2O por 15 min no caso de Magnetovibrio blakemorei 

cepa MV-1T e foi permitida a entrada de O2, sendo o mesmo mantido 

a 0,5% de para Magnetofaba australis cepa IT-1. Os cultivos foram 

realizados por 120 horas. 

Extração e purificação de nanopartículas magnéticas bacterianas 

(magnetossomos) 

[0070] Ao fim do período de crescimento em biorreator, as 

células foram coletadas por centrifugação a 6100 × g a 4 °C por 

15 min. Os pellets de células foram lavados e ressuspensos em 15 

mL de tampão Hepes (20 mM, pH 6,8). Em seguida, as células foram 

submetidas à lise por disrupção ultrassônica em sonicador de 

ponteiras (VCX500, Sonics, Newtown, EUA) na amplitude de 40%, 

frequência 20 kHz, em 60 ciclos de 30 s com intervalos de 30 s. 

Os NMOBs foram concentrados magneticamente por um ímã de neodímio-

boro fixado na parte externa do tubo por 12 h a 4 °C. Os cristais
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foram transferidos para tubos de polipropileno de 1,5 mL e 

ressuspensos em tampão Hepes (10 mM, pH 6,8) com NaCl (200 mM). 

Em seguidas os cristais foram lavados em banho de ultrassom 

(Branson 2200, Emerson, Rochester, EUA) por 4 ciclos de 30 min, 

com concentração magnética e troca do tampão a cada ciclo. 

Observação: as células podem ser recuperadas por uso do campo 

magnético, mas pela facilidade em laboratório foi feita a 

centrifugação. 

Caracterização das nanopartículas 

[0071] Células e NMOBs purificados foram adicionados  

sobre grades de cobre revestidas com filme-suporte de 

polivinilformal e carbono, sendo secas ao ar para observação 

em microscópio eletrônico de transmissão (FEI Morgagni, Hilsboro, 

EUA) operando a 80 kV em um aumento direto de 36.000 e 89.000 

vezes para cada caso, respectivamente. O número médio de NMOBs 

por célula é determinado pelo número médio de NMOBs em 30 células 

para cada ponto de amostragem. A massa de NMOBs extraídos foi 

quantificada pelo método descrito por Yoshino et al. (2008). 

Exemplo 2 – Recuperação magnética de microalgas 

[0072] Para os ensaios de coleta magnética de microalgas foram 

utilizadas as células: Scenedesmus sp., Monoraphidium sp., 

Desmodesmus sp., Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. e 

Dunaliella sp. As células foram cultivadas no meio de cultura 

estabelecido. Como estratégia de floculação para resolução do 

conflito entre cargas de superfície, a superfície das microalgas 

foi protonada utilizando: (i) tampão citrato preparado nas faixas 

de pH 3,1, 4,8 e 6,4; e (ii) tampão fosfato preparado em pH 7,2. 

As amostras foram preparadas em triplicata para cada condição e 

tipo celular. As amostras foram tratadas com NMOBs prismáticos e 

octaédricos na concentração final de 80 μg × mL-1 e incubadas 

durante 5 min. As amostras foram lidas em espectrofotômetro 

(Biospectro SP-22, Paraná, Brasil) para
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densidade óptica em 680 nm. Paralelamente a isso, as amostras 

também foram observadas em microscopia óptica em contraste 

interferencial diferencial. O mesmo experimento foi feito com 

nanopartículas magnéticas sintéticas produzidas pelo método de 

coprecipitação descrito por Santos e colaboradores (2018). 

[0073] Nos ensaios de coleta magnética de microalgas a 

utilização de NMOBs octaédricas (Figura 1A) promoveu a remoção de 

células no sobrenadante em culturas de Scenedesmus sp. (Figura 

2), Desmodesmus sp. (Figura 3), Monoraphidium sp. (Figura 4), 

Nannochloropsis sp. (Figura 5) e Dunaliella sp. (Figura 6). Em 

todos os casos a eficiência da taxa de recuperação de células foi 

diretamente relacionada à acidificação do meio, atingindo valores 

próximos a 70% de recuperação celular nos 5 minutos de aplicação 

de campo magnético externo. De fato, a aplicação de ímã por 20 

segundos e registro por vídeo (Figura 7) indica que o tempo de 

recuperação é bem inferior aos 5 minutos estabelecidos na 

metodologia. Exceções a essa taxa de recuperação foram encontrados 

para as espécies Dunaliella sp. (melhor taxa de recuperação 

próxima a 60%) e Monoraphidium sp. (melhor taxa de recuperação 

próxima a 12%). 

[0074] A observação da interação de NMOBs octaédricas com as 

células por microscopia óptica mostrou que a adição das 

nanopartículas magnéticas promove agregação das células com as 

mesmas (Figuras 8 e 9). Exceto por Monoraphidium sp. que parece 

excluir as NMOBs, aglomerando-as isoladamente (Figura 10), o que 

mostra que existe alguma característica físico-química desta 

célula que impede a interação com NMOBs. Não é descrito na 

literatura a razão exata de tal fenômeno. No entanto, um estudo e 

experimentação detalhada pode vir a resolver esta questão e 

possibilitar a utilização de NMOBs na coleta de Monoraphidium sp. 

Nos ensaios de coleta de microalgas utilizando NMOBs prismáticas 

(Figura 1B) foram
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utilizadas Scenedesmus sp. e Monoraphidium sp., uma vez que essas 

células apresentaram o melhor e pior resultado na avaliação 

anterior utilizando NMOBs octaédricos. NMOBs prismáticos 

promoveram a coleta de células em culturas de Scenedesmus sp. 

(Figura 11) e Monoraphidium sp. (Figura 12). A eficiência de 

recuperação de células através da aplicação de campo magnético 

foi superior no caso da cultura de Scenedesmus sp. (recuperação 

de 82,03 ± 6,55% em pH 3,1) como observado anteriormente 

utilizando NMOBs octaédricas. A eficiência da taxa de recuperação 

de células foi diretamente relacionada à acidificação do meio, 

atingindo valores próximos a 80% de recuperação celular em 5 

minutos de aplicação de campo magnético externo. Novamente foi 

observado que a aplicação de ímã por 20 segundos é suficiente para 

determinar a agregação de células visualmente. 

[0075] Quando nanopartículas magnéticas sintéticas foram 

utilizadas, taxas de recuperação inferiores à NMOBs octaédricas e 

prismáticas foram observadas para Scenedesmus sp. (Figura 13), 

Desmodesmus sp. (Figura 14), Monoraphidium sp. (Figura 15), 

Nannochloropsis sp. (Figura 16) e Dunaliella sp. (Figura 17). 

[0076] Contrariando os resultados de coleta de microalgas 

baseados em absorbância mostrado acima, a avaliação visual da 

recuperação de microalgas por nanopartículas sintéticas através 

da aplicação de campo magnético externo nos mostrou que não havia 

aglomeração de células, o que inviabiliza a coleta magnética 

(exemplificação com ensaio de coleta magnética de Scenedesmus sp.; 

Figura 18). Apesar de a Figura 18 ser a representação do 

experimento de coleta magnética com a cultura de Scenedesmus sp. 

submetida a recuperação magnética por nanopartículas sintéticas, 

o mesmo resultado, isto é, a ausência de aglomeração/concentração 

de células quando campo
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magnético foi aplicado, se repetiu nos experimentos com as outras 

culturas de células. 

[0077] É provável que devido ao fato de nanopartículas 

sintéticas não serem cristais com faces bem definidas e 

cristalograficamente perfeitos, estas nanopartículas magnéticas 

sintéticas estejam sendo dissolvidas no meio, o que causaria a 

liberação de grande quantidade de ferro e alterações celulares, 

inclusive a lise celular. Diversos autores apontam a dissolução 

de nanopartículas magnéticas sintéticas de magnetita em soluções 

com pH ácido, condição necessária à separação das células (Ike e 

Duke, 2018), o que gera danos celulares, inclusive extravasamento 

de conteúdo citoplasmático (Lei et al., 2016). 

[0078] No caso dos experimentos mostrados acima, nos quais a 

coleta magnética de microalgas é baseada na absorbância, há 

indicação de que a dissolução das nanopartículas magnéticas 

sintéticas causa a “falsa recuperação de células”. É importante 

salientar que as nanopartículas sintéticas utilizadas neste 

experimento são similares as utilizadas em KR20140133311 (Figura 

19). Assim, o desempenho de NMOBs se mostrou significativamente 

superior ao exibido por nanopartículas magnéticas sintéticas, pois 

NMOBs são estáveis e, de fato, promovem a aglomeração/concentração 

celular quando campo magnético externo (ímã) é aplicado. 

Exemplo 3 – Recuperação magnética de microalgas em meios 

hipersalinos 

[0079] Para demonstrar a capacidade de NMOBs promoverem a 

recuperação de microalgas a partir de meios com alta salinidade, 

avaliou-se a eficiência de coleta magnética de células 

Nannochloropsis sp. suspensas em meio com salinidade de 40 g/L, 

tendo como comparação a utilização de nanopartículas e de um 

floculante químico padrão. Diversos ensaios foram realizados para 

investigar o efeito de
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diferentes condições de salinidade e pH na eficiência das NMOBs. 

Estabelecimento de modelo matemático para determinação de 

condições de salinidade e pH 

[0080] Células Nannochloropsis sp. foram cultivadas em meio 

BG11 contendo 40 g/L de NaCl. Para o ensaio preliminar comparativo 

de coleta de microalgas por NMOBs, nanopartículas magnéticas 

sintéticas e floculante (composto mantido sob sigilo), a cultura 

foi utilizada diretamente no ensaio sendo acrescentada a mesma 

quantidade de NMOBs e nanopartículas para que a concentração final 

de 80 μg/mL fosse atingida. A concentração do floculante utilizado 

foi de 1:5 de amostra. O experimento foi realizado em pH 3,1 e 

6,4. Após a concentração magnética, no caso de utilização de NMOBs 

ou nanopartículas magnéticas sintéticas, e da espera de 

floculação, no caso da utilização do floculante, o sobrenadante 

foi transferido para novo tubo. Essas amostras foram lidas em 

espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Paraná, Brasil) na densidade 

óptica em 680 nm para determinação da taxa de recuperação das 

microalgas. As nanopartículas magnéticas sintéticas utilizadas 

foram produzidas pelo método de coprecipitação descrito por Santos 

e colaboradores (2018). A inferência estatística pelo teste de 

ANOVA de duas vias com pós-teste de comparações múltiplas de Sidak 

foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 8.0 

(GraphPad, EUA). 

[0081] Para o planejamento experimental no qual diferentes 

condições de salinidade e pH foram testadas, as algas obtidas na 

cultura em meio BG11, como descrito acima, foram coletadas e 

centrifugadas a 3.000 rpm a 24 °C por 10 minutos em microtubos de 

polipropileno de 1,5 mL. As células foram ressuspensas em soluções 

tampão citrato em diferentes salinidades, conforme delineado em 

planejamento experimental. O planejamento experimental realizado 

foi do
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tipo Box-Benkhen para duas variáveis, i.e., pH e salinidade 

(indiretamente pela concentração de NaCl presente no meio), em 3 

níveis para cada variável. 

[0082] As faixas de pH foram os valores de 3,1, 4,8 e 6,4, 

relativas aos níveis -1, 0 e +1. As faixas de salinidade, 

indiretamente conferida pela adição de NaCl no meio, foram de 0, 

20 e 40 g/L, relativas aos níveis -1, 0 e +1, respectivamente, 

para Nannochloropsis sp. O desenho do planejamento, geração da 

matriz do modelo, cálculo dos coeficientes e plotagem dos 

resultados foram realizadas utilizando o software Microsoft Excel 

2016 (Microsoft, EUA). O planejamento obedeceu ao modelo descrito 

abaixo: 

𝑦 =  𝑏0 +  𝑏1𝑥1 + 𝑏2𝑥2 + 𝑏12𝑥1𝑥2  + 𝑏11𝑥1
2 + 𝑏22𝑥2

2 

[0083] Após a ressuspensão das células em cada condição 

prevista no planejamento do tipo Box-Benkhen, foi adicionado 

suspensão de NMOBs prismáticas extraídas de Mv. blakemorei cepa 

MV-1T na concentração final de 80 μg/mL. A taxa de eficiência da 

recuperação das células foi calculada a partir da diferença entre 

o sobrenadante do material concentrado magneticamente e a condição 

controle sem separação magnética. A diferença entre cada leitura 

considerando a etapa de concentração foi de 5 min. A densidade 

óptica (OD) das suspensões foram lidas em espectrofotômetro 

(Biospectro SP-22, Brasil) em comprimento de onda de 680 nm. A 

conversão da OD 680 nm em densidade celular, i.e., células/mL, 

foi obtida após prévia correlação estabelecida pelo grupo de 

pesquisa. 

[0084] Foi realizado ensaio de coleta e separação magnética 

no qual as NMOBs foram desafiadas frente a nanopartículas de 

magnetita sintética e ao floculante, mantido sob sigilo, utilizado 

na etapa de recuperação da biomassa (Figura 20). Na condição de 

cultivo hipersalina de 40 g/L de NaCl e com pH 3,1 ou 6,4, as 

NMOBs apresentaram taxa de recuperação estatisticamente 

significativa de 23,01
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± 4,94% e (***) 17,31 ± 3,27% (**), respectivamente (Figura 20A). 

nanopartículas sintéticas obtiveram taxa de recuperação 

estatisticamente significativa de 6,22 ± 2,88% (**) em pH 3,1 

(Figura 20B). Não houve recuperação estatisticamente 

significativa ao utilizar o floculante (4,30 ± 1,81%), na condição 

de cultivo com pH 8,0 (Figura 20C). 

[0085] Recuperação de Nannochloropsis sp. em variadas 

condições de salinidade e pH 

[0086] Conforme descrito anteriormente, foram plotadas as 

superfícies de resposta conforme o modelo descrito em diferentes 

rotações a fim de facilitar a visualização e interpretação (Figura 

21). Após o cálculo dos coeficientes, foi previsto o modelo a 

seguir para Nannochloropsis sp.: 

𝑦 =  39,12 − 14,09𝑥1 − 1,19𝑥2 + 4,11𝑥1𝑥2  +  11,59𝑥1
2 − 8,92𝑥2

2 

[0087] Nas superfícies de resposta plotadas conforme o modelo 

descrito em diferentes rotações a fim de facilitar a visualização 

e interpretação foi possível observar o ponto ótimo (Figura 2; 

cabeça de seta laranja), ponto da condição de cultivo (Figura 21; 

cabeça de seta vermelha) e ponto intermediário quanto ao ajuste 

de pH e salinidade (Figura 21; cabeça de seta azul). O ponto 

ótimo, conforme previamente descrito nessa NI, foi atingido no pH 

3,1 e sem adição de NaCl ao meio de cultura (Figura 2; cabeça de 

seta laranja) correspondendo à recuperação de 59,52%. O ponto da 

condição de cultivo (Figura 2; cabeça de seta vermelha), i.e., 

NaCl a 40 g/L, obteve recuperação de 52,08%, correspondendo a uma 

queda pouco significativa ao consideramos as condições do 

processo. Além disso, ponto intermediário da salinidade do cultivo 

(Figura 21; cabeça de seta vermelha), i.e., NaCl a 20 g/L, obteve 

recuperação de 64,93%, correspondendo a um aumento ligeiramente 

superior ao esperado para o ponto ótimo, previamente descrito. 

Portanto, foi novamente possível observar que houve recuperação 

da célula nas condições mais
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próximas possíveis da etapa de coleta em tanques e raceways de 

cultivo de microalgas, adicionando as etapas de acidificação do 

meio e coleta e separação magnética pela adição de NMOBs. 

[0088] Por fim, após a coletada dos dados para geração da 

superfície de resposta, foi registrada a concentração magnética 

do material (Figura 22). Foi posicionado um ímã de neodímio-boro 

e a biomassa de microalgas floculada pelas NMOBs foi concentrada 

na lateral do tubo em resposta ao campo magnético gerado. Foi 

possível observar a resposta ao campo em todas as condições de 

salinidade propostas. 

[0089] Após a realização do planejamento experimental e o 

desafio de NMOBs frente a nanopartículas de magnetita sintética e 

ao floculante foi possível observar que as NMOBs descritas no 

presente trabalho possuem capacidade de coletar magneticamente e 

atuar na separação magnética de espécies de microalgas em 

condições hipersalinas. A utilização de nanopartículas no desafio 

mostrou que são ineficientes no processo de coleta de células nas 

condições de alta salinidade, bem como o floculante químico. A 

observação visual da coleta magnética como mostrado na Figura 22 

para NMOBs não foi vista no desafio com nanopartículas sintéticas. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Uso de nanopartículas magnéticas de origem bacteriana, 

caracterizado pelo fato de ser para recuperar microalgas presentes 

em uma suspensão. 

2. Uso, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que a suspensão de microalgas é selecionada de: uma cultura 

de microalgas, uma fonte de água salgada, uma fonte de água doce 

ou um efluente. 

3. Uso, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, caracterizado 

pelo fato de que a suspensão tem concentração de sal igual ou 

superior a 5 g/mL. 

4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 3, 

caracterizado pelo fato de que as microalgas podem ser 

selecionadas de Chlorella sp., Crypthecodinium sp., Cylindrotheca 

sp., Desmodesmus sp., Dunaliella sp., Isochrysis sp., 

Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis, Neochloris 

sp., Nitzschia sp., Phaeodactylum sp., Porphyridium sp., 

Scenedesmus sp., Schizochytrium sp., Tetraselmis sp. ou quaisquer 

outros gêneros sabidamente úteis à produção de bio-óleos. 

5. Processo para recuperação de microalgas em uma suspensão, 

caracterizado pelo fato de que compreende protonar a superfície 

celular das microalgas, adicionar nanopartículas magnéticas de 

origem bacteriana à suspensão e aplicar uma carga magnética 

externa, assim promovendo a floculação das microalgas. 

6. Processo, de acordo com a reivindicação 5, caracterizado 

pelo fato de que a suspensão de microalgas é selecionada de: uma 

cultura de microalgas, uma fonte de água salgada, uma fonte de 

água doce ou um efluente. 

7. Processo, de acordo com a reivindicação 5 ou 6, caracterizado 

pelo fato de que a suspensão tem concentração de sal igual ou 

superior a 5 g/mL.
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8. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicações 5 a 

7, caracterizado pelo fato de que a superfície celular das 

microalgas é protonada pela adição de um tampão ácido à suspensão. 

9. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicações 5 a 

8, caracterizado pelo fato de que as NMOBs são adicionadas em uma 

concentração entre 50 e 100 μg/mL. 

10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicações 5 a 

9, caracterizado pelo fato de que as microalgas podem ser 

selecionadas de Chlorella sp., Crypthecodinium sp., Cylindrotheca 

sp., Desmodesmus sp., Dunaliella sp., Isochrysis sp., 

Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis, Neochloris 

sp., Nitzschia sp., Phaeodactylum sp., Porphyridium sp., 

Scenedesmus sp., Schizochytrium sp., Tetraselmis sp. ou quaisquer 

outros gêneros sabidamente úteis à produção de bio-óleos.
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RESUMO 

PROCESSO PARA RECUPERAÇÃO DE MICROALGAS UTILIZANDO 

NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS DE ORIGEM BACTERIANA 

A invenção se enquadra nos métodos de separação de microrganismos 

a partir de seus meios de cultivo e visa solucionar a baixa 

eficiência e o alto impacto ambiental de processos para 

recuperação de microalgas produtoras de óleos. Com esta 

finalidade, a invenção prevê a aplicação de nanopartículas 

magnéticas de origem bacteriana (NMOBs) em processos para 

isolamento de microalgas a partir de uma cultura de células ou de 

uma suspensão de água salgada, água doce ou de um efluente. As 

NMOBs são particularmente capazes de recuperar microalgas a partir 

de suspensões hipersalinas, favorecendo o emprego de microalgas 

marinhas na produção de óleos com potencial aplicação em processos 

de produção de bio-óleos e biocombustíveis. Além do uso das NMOBs, 

a invenção prevê também um processo para recuperação de microalgas 

tendo por base a adição de NMOBs à suspensão de microalgas e 

posterior aplicação de força magnética externa. A presente 

invenção permite recuperar cerca de 80% das microalgas em uma 

suspensão e segue funcional em meios hipersalinos, quando outras 

nanopartículas magnéticas e floculantes químicos perdem função.
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Drugs and nanoformulations for the management of Leishmania infection: a patent 
and literature review (2015-2022)
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ABSTRACT
Introduction: Leishmaniasis is an important disease caused by parasites of the Leishmania. Due to the 
urgent need for financial incentives and research and development of new anti-Leishmania, a point that 
stands out is the creation of patents that comprise drugs and nanoformulations in treating the disease.
Areas covered: Information on individual patents and patent families containing potential drugs and 
nanoformulations were obtained by searching the Orbit software (QUESTEL SAS, France) using the following 
terms: Leishmania; treatment; nanoparticle*; drug×. The data obtained ranged from 2015 to 2022.
Expert opinion: Meglumine antimoniate is a pentavalent antimonial widely used in the classic treat
ment of leishmaniasis. It is part of the classic treatment recommended by WHO, being the first-choice 
drug globally about 75 years ago. Thus, the need to introduce new anti-Leishmania therapies into 
clinical medicine is evident since cases of resistance to monotherapy and multitherapy have increased 
greatly. Associated with this, the search for patents that are good candidates in treating this disease 
assues interest in investments of financial resources and raises a ray of hope for safe, effective, and low- 
cost therapies to become licensed for the treatment of leishmaniasis.
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1. Introduction

Leishmaniasis is classified as a vector-borne Neglected Tropical 
Disease (NTD) [1]. This disease is caused by Leishmania protozoa 
and transmitted to mammals by the bite of a phlebotomine sand 
fly. It is the second most relevant parasitic disease, surpassed only 
by malaria. According to the World Health Organization, about 
one billion people are at risk of infection worldwide [2]. However, 
besides the efforts toward reducing the disease’s burden, there is 
no universal treatment in endemic areas and no human vaccine 
approved for prevention worldwide [3].

About twenty species of the genus Leishmania can cause leish
maniasis [4]. The disease shows three different clinical manifesta
tions: visceral leishmaniasis (VL), cutaneous leishmaniasis (CL), and 
mucocutaneous leishmaniasis (MCL). VL, also known as kala-azar, is 
the most lethal of the three forms if left untreated [5]. Furthermore, 
the increase in coinfection cases with human immunodeficiency 
virus (HIV) represents a significant challenge in treating VL [6]. The 
infection by HIV promotes intense immunosuppression, resistance 
to the recommended treatment, and, unfortunately, the patient’s 
death [6]. Systemic effects of the VL are characterized by fever, 
weight loss, anemia, and hepatosplenomegaly [7]. VL patients may 
develop chronic leishmaniasis called post-kala-azar dermal leish
maniasis (PKDL), mainly in East Africa and India. The clinical man
ifestation includes macular, papular, or nodular rash. Patients with 
PKDL are considered reservoirs of Leishmania [7].

CL is the form of leishmaniasis diagnosed more fre
quently [2,8]. Ten countries were responsible for 85% of 

new CL cases in 2020: Afghanistan, Algeria, Brazil, 
Colombia, Iraq, Libya, Pakistan, Peru, the Syrian Arab 
Republic, and Tunisia [2]. The clinical manifestation of CL 
includes skin lesions that progressively ulcerate [9]. Usually, 
the lesions self-cure within a few months [10]. However, CL 
lesions may cause severe disfiguration, skin malformation, 
and even life-lasting disabilities [11].

MCL affects mucous membranes, leading to the partial and 
complete destruction of the nose, mouth, and throat mucosae. 
MCL consequences may include severe respiratory obstruction, 
damage to the nasal cartilage and vocal cords, and tooth loss 
[12,13]. According to WHO, over 90% of MCL cases occur in 
Bolivia, Brazil, Peru, and Ethiopia [2]. In addition, human migration 
and globalization have rapidly increased infections in non- 
endemic countries [14].

Leishmania parasites have two distinct evolutionary forms [15]. 
A motile form in the insect vector is the promastigote form. The 
immobile and intracellular amastigote form is present in the verte
brate host, proliferating in macrophages, specifically within pha
golysosomes [16]. An environment rich in certain amino acids is 
the ideal place for maintaining the metabolism of amastigotes, 
favoring their growth and escape from the host’s immune sys
tem [16].

In the genus Leishmania, as well as in trypanosomatids, 
a particular organelle deserves prominence. These protozoans 
have a single mitochondrion in their internal cellular structure. 
Furthermore, alterations in mitochondrial membrane potential 
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occur, i.e., depolarization, hindering the production of ATP, 
leading to the parasite’s death [17].

The prevention of the disease’s transmission consists of vector 
control, case finding diagnosis, and treatment of the patients [18]. 
The success of treating leishmaniasis depends on multiple factors, 
such as the disease’s clinical manifestation, concomitant patholo
gies, or infections. Or the parasite species and geographic location 
[19,20]. Associated with these factors, the patient’s nutrition, 
immunity, drug metabolism, and dropout during treatment are 
fundamental for disease evolution [21–23].

The immune response promoted by Leishmania infection is 
highly complex. It depends on the intrinsic factors of the parasite 
species involved in the disease and on the characteristics of the 
host. The presence of TH1 and TH2 cells marks the cellular immune 
response involved in chronic infection. A TH1 profile response 
formed by the presence of CD4+ and CD8+ T cells producing 
INF-γ characterizes a protective reaction against the evolution of 
disease by the parasites [24]. Although long neglected, the invol
vement of B cells in forming immunity against leishmaniasis as 
they are likely intimately involved in modulating the immune 
response against Leishmania [25].

Therefore, this review aims to review the drugs available for 
the treatment of leishmaniasis as well as to perform a global 
search on patents published from 2015 to 2022 related to 
drugs and nanoformulations used in Leishmania infections.

2. Licensed drugs for the treatment of leishmaniasis

Currently, a limited number of drugs are available for leishma
niasis treatment [26,27]. Antimonials pentavalent, amphoter
icin B, pentamidine, paromomycin, and miltefosine are drugs 
licensed for chemotherapy to CL and VL (Figure 1, Table 1) 
[27]. These drugs follow a division into first-choice, second- 
choice, and alternative drugs or treatments. Although the 
WHO recommends dosage and duration of therapy, the clin
ical conduct and adaptation of chemotherapy regimens are 
made on the epidemiological conditions, type of leishmania
sis, comorbidities, and management of health programs in 
each geographic area (Table 1) [20]. The first-choice drugs 
include meglumine antimoniate (Glucantime) (Figure 1), used 

in Brazil (Table 2), a pentavalent antimonial, and the second- 
choice drug, represented by amphotericin B deoxycholate or 
liposomal amphotericin B (AmBisome). Second-choice drugs 
are required when treatment failure with first-choice is 
detected. Amphotericin B (Figure 1) is also indicated in the 
treatment of pregnant women [28]. Miltefosine (Figure 1) is 
the first oral drug used globally against leishmaniasis but 
shows inconsistent results depending on geographic region 
[29]. Besides, miltefosine is a teratogenic drug and is not 
recommended for women of childbearing age unless effective 
contraception is being used. In addition, pentamidine 
(Figure 1) and paromomycin (Figure 1) can be used in combi
nation therapy schemes and treatment failure with other 
therapies [30,31]. Table 2 shows the chemotherapy regimens 
adopted by the Ministry of Health in Brazil.

The success of treating VL or CL depends on multiple 
factors. Patient adherence until the end of therapy, nutritional 
status, immunity, and comorbidities are the most important 
criteria [32]. For example, micronutrients such as vitamin 
D levels are essential in healing and inflammation [33]. Other 
factors like the high cost of treatment, serious side effects, and 
the emergence of resistant strains worldwide are also note
worthy [34]. Therefore, the development of new drugs and 
intelligent nanoformulations to deliver drugs and reduce the 
dose, treatment time, and route of administration, which are 
effective, safe, and low-cost, contribute to the ideal drug 
model against Leishmania infection.

2.1. Pentavalent antimonials

Pentavalent antimonials embrace sodium stibogluconate and 
meglumine antimoniate (Sb5+). In Brazil, meglumine antimoni
ate is the pentavalent antimonial distributed free of charge by 
the health ministry to treat infected individuals. These drugs 
have been used in treating leishmaniasis for over 70 years and 
remain the principal drug available. As the primary proposed 
mechanism of action, these drugs are known to act as pro
drugs. After administration of the drug, the Sb5+ form is 
reduced to Sb3+, with Sb3+ coordinating with cysteine in 
glutathione and trypanothione [35]. The chemotherapy with 
meglumine antimoniate is realized via intravenous administra
tion and under hospitalization of the patient since daily mon
itorization is necessary. Cardiotoxicity [36], nephrotoxicity [37], 
neurotoxicity [38], and hepatotoxicity [39] need to be evalu
ated throughout the treatment. The usual dose is shown in 
Tables 1 and 2.

2.2. Amphotericin B and formulations of lipidic

Amphotericin B is a polyene initially employed as an antifun
gal agent and is commercially available as deoxycholate 
(DAmB) or liposomal forms [40]. It is recommended as a first- 
choice drug in pregnant infected women [41]. This polyene 
binds to ergosterol from the Leishmania membrane, thus 
forming pores in the cellular membrane, leading to apoptosis 
[42]. Consequently, amphotericin B can cause severe and irre
versible nephrotoxicity [43].

The liposomal formulation shows minor side effects, and the 
nephrotoxicity is rather temporary because this formulation is 

Article highlights

● Most of the patents found used metallic, or lipid nanoparticles in 
formulation with antileishmanial drugs;

● Gold nanoparticles showed promising results in vitro and in vivo with 
no signs of aggregation, good stability, and storage half-life;

● The highest number of nanoparticle formulations to treat leishma
niasis was deposited by Indian inventors in the Indian Patent Office;

● Most nanoparticles relied on polyene therapy, i.e., Amphotericin B, 
with minor approaches regarding meglumine antimoniate and nat
ural product extracts with antileishmanial activity;

● Regarding Amphotericin B nanoformulations, many inventions aim to 
target both fungal and leishmanial pathological conditions based on 
the same drug mechanism of action, thus, developing a versatile 
nanotool;

● The highest number of invented nanoformulations were deposited in 
2016 and 2021 by India, Germany and US research institutes’ and 
universities.
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better tolerated. The usual dose of amphotericin B is parenteral 
administered (Table 1).

2.3. Miltefosine

Miltefosine is an alkyl phospholipid (hexadecylphosphocho
line) administrated orally to VL and TL [44,45]. More recently, 
it was registered for its antileishmanial effect in treating VL in 
2002 in India [46]. Two years later, it was registered for VL in 
Germany, including immunosuppressed individuals [47]. In 
Brazil, administering miltefosine orally in dogs for four weeks 
exhibited promising results in VL therapy [48]. This drug pro
motes apoptosis in Leishmania, affecting mitochondrial mem
brane potential [49]. Miltefosine is contraindicated for 
pregnant women as it causes teratogenic effects [50]. The 
dose recommended can be observed in table 1

2.4. Pentamidine

Pentamidine is an aromatic diamine that enters into promasti
gote forms via polyamine and arginine transporters. This drug 
accumulates in the parasite’s mitochondrion and causes inhibi
tion of the topoisomerase II [51]. The toxicity is promoted by poor 
accumulation within the mitochondrion, necessitating a high 
dose to achieve the accumulation ideal for killing the parasites. 
Pentamidine probably shares polyamine carrier systems in 
Leishmania [52]. In addition to renal toxicity, pancreatic toxicity 

and the onset of insulin-dependent diabetes have been observed 
[53]. The dose is administered via the parenteral route (Table 1).

2.5. Paromomycin

Paromomycin is an aminoglycosidic antibiotic used to treat 
leishmaniasis. It also has activity against Gram-negative and 
Gram-positive bacteria, mycobacteria, and Cestoda [54,55]. 
Paromomycin was licensed in India in 2007 for the treatment 
of LV and showed equal efficacy compared with amphotericin 
B [56]. The main side effects observed are nephrotoxicity and 
ototoxicity [57]. The drug inhibits protein synthesis due to 
linkage into the parasite’s ribosomal RNA [58]. Recently, 
African and Indian patients were enrolled in a clinical trial, 
and the kinetics of paromomycin were evaluated [59]. The 
recommendation is shown in Table 1.

3. Combination therapies

The combination of classical drugs in treating leishmaniasis is 
an alternative to achieve success in chemotherapy and patient 
compliance. Generally, combining different licensed drugs is 
associated with the emergence of strains resistant to the 
recommended monotherapy [60]. On the other hand, the 
combination of therapies can contribute to new protocols 
that reduce the total concentration of individual drugs and 

Figure 1. Chemical structures of the classical drugs available for the treatment of leishmaniasis: (i) amphotericin B, a polyene; (ii) miltefosine, an alkyl phospholipid; 
(iii) meglumine antimoniate, a trivalent antimonial; (iv) paromomycin, an aminoglycoside; and (v) pentamidine, an aromatic diamidine.
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treatment duration. Moreover, by reducing the treatment time 
and dose of the drugs proportionally, there will be a reduction 
in the cost of treating the disease.

The use of pentoxifylline (PTX) in combination with first 
or second-choice drugs has been an alternative to alleviate 
the adverse effects caused by chemotherapy. Pentoxifylline 
acts by suppressing gene transcription of the cytokine TNF-α 
and decreasing leukocyte migration and adhesion, working 
as an immunomodulator [61]. As the increased production of 
TNF-α is associated with MCL pathology, an improvement in 
response to treatment is expected. Lessa et al., 2001] evalu
ated the efficiency of the combination of pentoxifylline with 
pentavalent antimonial [62]. A total of 10 treatment- 

refractory patients received the combination therapy, and 9 
out of 10 patients fulfilled the criteria of success and cure of 
the disease. TNF-α levels after treatment proved to be eight 
times lower than at the beginning of treatment. Interestingly, 
the ability of renal protection promoted using pentoxifylline 
and nephrotoxic drugs was evaluated [63]. Although success 
was detected in the treatment of MCL, no benefits were 
found from the combination of pentoxifylline in the treat
ment of CL [64–66].

A combination of miltefosine with amphotericin B or par
omomycin has been shown to improve the in vivo efficacy of 
miltefosine [67]. The effectiveness of the combination of 
paromomycin and pentavalent antimony has also been 

Table 1. Therapeutic scheme of treatment recommended globally by the World Health Organization.

WHO recommended treatment

Drug Species
Disease 

form Age

Treatment regimen

Dose Therapeutical scheme Administration route

Liposomal 
amphotericin B

L. donovani VL _ 3–5 mg/kg 3–5 days (Bangladesh, Bhutan, India 
and Nepal); 

6–10 days (East Africa)

Infusion

L. donovani VL _ 10 mg/kg Single dose Infusion
L. infantum VL _ 3–5 mg/kg/day 3–6 days Infusion

_ PKDL _ 2.5 mg/kg/day 20 days Infusion
L. braziliensis CL _ 2–3 mg/kg/day 20–40 mg/kg total dose Infusion

All species MCL _ 2–3 mg/kg/day Daily, total dose of 40–60 mg/kg Infusion
Amphotericin 

B deoxycholate
L. donovani VL _ 0,75–1.0 mg/kg/day Daily or on alternate days for 15–20 

doses
Infusion

L. infantum VL _ 0,75–1.0 mg/kg/day Daily or on alternate days for 20–30 
doses

Infusion

_ PKDL _ 1 mg/kd/day 60–80 doses, over 4 months Infusion
L. braziliensis CL _ 0.7 mg/kg/day 25–30 doses Infusion

All species MCL _ 0.7–1 mg/kg/day 25–45 doses Infusion
Miltefosine L. donovani VL 2–11 years 2.5 mg/kg 28 days Oral

L. donovani VL ≥12 years 50 mg/kg 
(< 25 kg body weight)

28 days Oral

L. donovani VL 100 mg/kg 
(25–50 kg body 

weight)

29 days Oral

L. donovani VL 150 mg/kg 
(> 50 kg body weight)

30 days Oral

_ PKDL As above
L. guyanensis 
L. mexicana 

L. panamensis

CL _ 2.5 mg/kg/day 28 days Oral

Paromomycin L. donovani VL _ 15 mg/kg/day 21 days Intramuscular
Pentavalent 

antimonials
L. donovani VL _ 20 mg Sb5+/kg/day 30 days Intramuscular or 

intravenous
L. infantum VL 20 mg Sb5+/kg/day 28 days Intramuscular or 

intravenous
_ PKDL _ 20 mg Sb5+/kg/day 30–60 days Intramuscular or 

intravenous
L. infantum 

L. major 
L. tropica

CL _ 20 mg Sb5+/kg/day 10–20 days Intramuscular or 
intravenous

L. aethiopica 
L. infantum 

L. major 
All species for New 

World

CL _ 1–5 mL/session (1–5 
sessions)

3–7 days Intralesional

L. amazonensis 
L. braziliensis 
L. guyanensis 
L. panamensis 

L. peruviana 
L. venezuelensis

CL _ 20 mg Sb5+/kg/day 20 days Intramuscular or 
intravenous

All species MCL _ 20 mg/kg/day 30 days Intramuscular or 
intravenous

Pentamidine L. guyanensis 
L. panamensis

CL _ 4 mg salt/kg/dose 3 doses on alternate days Intramuscular or brief 
infusions
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evaluated in clinical trials. This combination of drugs gener
ated more than 90% efficacy in the patients who received the 
treatment [68].

It is noteworthy in this section to show the in vivo study in the 
model of murine visceral leishmaniasis using the combination of 
amphotericin B and paromomycin encapsulated with a lipid 
nanoparticle [69]. The in vivo toxicity tests showed that the 
nanoparticle presented less toxicity when compared to the non- 
encapsulated amphotericin b. Likewise, a greater reduction in 
the parasitic load was observed in animals treated with the 
combination of drugs formulated with the nanoparticle [69], 
indicating the potential use of this nanoformulation in the future.

4. Molecular targets

According to advances in the complete genome sequencing of 
Leishmania species searching for new molecular targets in the 
parasite is a hot point in developing new anti-Leishmania drugs. 
Enzymes are attractive molecular targets since they participate 
in metabolic pathways essential to the parasite’s survival and 
thus ensure its survival in the vertebrate host. Therefore, DNA 
topoisomerases from Leishmania assume an essential study 
target for designing new drugs capable of causing enzymatic 
inhibition [70]. Topoisomerases are involved in fundamental 
stages of the parasite’s life cycle and in the parasite DNA 
replication and transcription processes [71]. Parasites of the 
genus Leishmania have a specific structure called kinetoplast 
formed by circular DNA called kDNA, whose duplication under
goes the action of specific topoisomerases, making these excel
lent molecular targets [72].

In Leishmania, the cytoplasmic membrane has ergosterol 
as a constituent, while the cytoplasmic membrane of mam
mals has cholesterol as the principal constituent [73]. The 
enzyme squalene synthase participates in the biosynthesis 

of ergosterol, therefore being a target enzyme that deserves 
attention. Wadanambi and colleagues recently demon
strated the inhibitory activity of seven phytochemicals that 
bind to the active site of the squalene synthase of 
Leishmania donovani and, consequently, promote enzymatic 
inhibition. Ergosterol biosynthesis is already a target used 
by amphotericin B, which corroborates the use of this path
way as a potential therapeutic target [74]. Another peculiar 
metabolic target in Leishmania is the thiol redox, in which 
the trypanothione reductase system participates in the 
parasite’s redox homeostasis. The increase in reactive oxy
gen species consequently breaks this redox homeostasis 
causing cellular damage [75].

Polyamines play a fundamental role in cell growth and 
differentiation. Arginine is an amino acid necessary for 
Leishmania and host metabolism [76]. Arginase is an enzyme 
responsible for the cleavage of arginine, producing ornithine 
and urea. In Leishmania, arginase is one of the relevant enzymes 
in the polyamine biosynthesis pathway, which is responsible for 
converting arginine into ornithine [77]. In the Leishmania glyco
some, arginase is also involved in trypanothione biosynthesis. 
Da Silva and colleagues demonstrated fundamental arginase 
activity in L. amazonensis, confirming arginase as an essential 
molecular target [78]. This study showed that Leishmania 
mutants for arginase decreased the power of infection in vitro. 
By the way, any other critical metabolic marks are under inves
tigation. We will not extend our discussion on this issue so as 
not to deviate from the topic.

5. Drug resistance

Chemotherapy against leishmaniasis is the principal way to 
combat the disease. Therefore, failures in treatment are 

Table 2. Therapeutic scheme of treatment in Brazil (Brazilian Health Ministry, 2014; 2017).

Brazilian Health Ministry recommended treatment

Drug
Disease 

form

Treatment regimen

Dose Therapeutical scheme Administration route

Liposomal 
amphotericin B

VL 1–1.5 mg/kg/day 21 days Intravenous
CL 2–5 mg/kg/day Total dose of 25–40 mg/kg Intravenous

MCL 3–5 mg/kg/day Total dose of 30–40 mg/kg Intravenous
Amphotericin 

B deoxycholate
VL 1 mg/kg/day Doses on alternate days. Total dose of 3 mg for adults and 

15–25 mg/kg for children
Slow intravenous infusion (4–6 h)

CL 0.7–1.0 mg/kg/day 
(50 mg maximum daily 

dose)

Total dose of 20–40 mg/kg Intravenous slow infusion (4–6 h)

MCL 0.7–1.0 mg/kg/day, on 
alternate days 

(50 mg maximum daily 
dose)

Total dose of 25–40 mg/kg Intravenous

Pentoxifylline* CL 400 mg pill 
(3× times/day)

30 days Oral

Pentavalent 
antimonials

VL 20 mg Sb5+/kg/day 20–40 doses Intramuscular or intravenous
CL 10–20 mg Sb5+/kg/day _ Intramuscular or intravenous
CL 5 mL/session 1–3 session, 15 days interval between each session Intralesional

MCL 10–20 mg Sb5+/kg/day 30 days Intramuscular or intravenous
Pentamidine VL 4 mg/kg/day 15 doses on alternate days 

(Total dose of 2 g)
Slow intravenous infusion (1–2 h) or 

intramuscular
CL 3–4 mg/kg/day 3–10 doses on alternate days Slow intravenous infusion (1–2 h) or 

intramuscular
MCL 3–4 mg/kg/day 7–10 doses on alternate days Slow intravenous infusion (1–2 h) or 

intramuscular

*Used in association with pentavalent antimonials, not indicated as an isolated therapy. 
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incredibly worrying. One of the worst scenarios of resistance 
to antileishmanial drugs is found in India, where a high num
ber of cases of VL, almost 100%, are resistant to treatment 
with pentavalent antimonials [79]. These absurd levels of 
resistance to pentavalent antimonials are probably related to 
the expression of ABC-type transporters close to the parasite’s 
flagellar pocket [80]. It is also worth mentioning the important 
role of aquaglyceroporins [81] and high levels of trypa
nothione and tryparedoxin peroxidase in clinical isolates [82]. 
Due to the long duration of the treatment and the high 
toxicity, the patient gives up the treatment and does not 
complete the necessary cycle for the success of the treatment. 
This also contributes to the emergence of treatment failures 
and drug resistance.

When the use of meglumine antimoniate is not indicated, 
the best alternative is amphotericin B. However, the emer
gence of resistance has become a concern because there are 
few options for replacing chemotherapy. For instance, 
L-asparaginase has a role in cases of amphotericin 
B resistance. The use of L-asparaginase inhibitors in the pre
sence of L. donovani parasites has been shown to alter the 
viability of the parasites [83]. L-asparaginase from L. donovani 
may protect parasites against the mechanism of action of 
amphotericin B, thus causing treatment failures [83]. The com
bination of conventional drugs has shown success in several 
cases, being a successful strategy in many scenarios [84–87].

The cases of a strain resistant to drugs are a global problem 
[88]. A significant obstacle present in the treatment of leish
maniasis is the access of the drug to the parasites, which, in 
mammals, are found in amastigote forms within the phagoly
sosome of macrophages [89]. On the other hand, thiol meta
bolism has been suggested to be an essential player in 
developing resistance found in Leishmania. Thus, thiol levels 
are altered in resistant strains [90].

However, it is essential to inform that failures in the treat
ment with the combination of drugs have been experimentally 
demonstrated in the L. donovani model [91]. The following 
combinations of classic or available drugs were used: ampho
tericin B and miltefosine, amphotericin B and paromomycin, 
amphotericin B and trivalent antimonials, miltefosine and par
omomycin, and trivalent antimonials and paromomycin [91].

Pentamidine also showed cases of resistance. In L. donovani, 
pentamidine resistance is associated with mitochondrial 
changes and reduced intracellular drug accumulation [92].

6. Nanotechnology and nanoparticles

Nanotechnology is the study and application of nanoscale 
particles, especially those under 100 nm [93]. In this size 
range, the particles have unique physical and chemical proper
ties that contribute to their application in several areas, such 
as biomedicine [94,95]. Nanoparticles (NPs) can be grouped 
according to their chemical properties: metals, oxides, and 
polymers [96]. The possibility to control the nanoparticle 
size, surface properties, location, and drug release of the 
functionalized nanoparticle makes the use of nanoparticles 
for drug delivery attractive in the nanomedicine field [97]. 
Therefore, drug-containing nanoparticles can improve the 

pharmacokinetics and pharmacodynamics of this drug and 
reduce the dose and duration of treatment.

For instance, applications that use polymeric nanoparti
cles, such as polymersomes, dendrimers, polymer micelles, 
and nanospheres, have strict control of particle characteris
tics and can have their surface easily modified regarding 
molecule or enzyme functionalization and charge alteration. 
However, they tend to exhibit some traits of particle aggre
gation and toxicity, which need to be overcome. On the 
other hand, inorganic nanoparticles, such as silica, iron oxi
des and gold NPs, and quantum dots, possess unique elec
trical, magnetic, and optical properties. They also have a wide 
variation regarding their size, structure organization, and 
particle geometry, which can be optimized depending on 
each occasion, making them well suited for theranostic appli
cations. Nevertheless, some issues related to particle toxicity 
must be addressed. At last, lipid-based NPs such as lipo
somes, lipid NPs and nanoemulsions present formulation 
simplicity and high bioavailability despite presenting low 
encapsulation efficiency [98]

Over the last decade, we have observed accelerated develop
ment in nanotechnology in patents involved in nanotechnology. 
To overcome challenges regarding anti-Leishmania drugs, nano
technological solutions have grown as an option to create new 
therapeutic approaches, especially nanocarriers in drug delivery 
systems. Nanoparticles have a significant advantage in biomedi
cal applications because their size allows their interaction with 
single targets. They possess similar dimensions to biomolecules, 
viruses, and cell targets, such as organelles [99,100]. This tech
nology brings innovation, improving the bioavailability of drugs, 
reducing toxicity, and enhancing the effectiveness of treatments. 
Therefore, nanotechnology offers promising tools for treating 
infectious diseases, including NTDs [101–103].

Nanoparticles can be functionalized with antileishmanial 
drugs using devices such as electrostatic forces or binding to 
functional groups exposed on the nanoparticle’s surface [104]. 
Gold nanoparticles have been very successful in the applica
tion for the delivery of antiparasitic drugs [105]. These nano
particles are easily synthesized and functionalized.

Nanocarriers have become an innovation in treating leish
maniasis because they have specific physical-chemical and 
structural properties that promote drug delivery where the 
intracellular amastigotes are found, i.e., the phagolysosome. 
In this way, in treating VL, for example, the drug can be 
directed to macrophages belonging to the liver, spleen, and 
bone marrow, which are the organs affected by VL during its 
evolution in the patient [106].

Success has been observed in applying lipid and polymeric 
nanoparticles in treating VL [107]. In contrast, nanoparticles 
composed of metals in treating CL have achieved good results 
[108]. Therefore, we can conclude that different constitutions of 
nanoparticles are indicated for different forms of leishmaniasis. 
These results can be explained by the need for nanoparticles to 
reach the internal organs of the sick patient while in the treat
ment of CL; the external wounds on the patient’s skin end up 
becoming a site for local topical application [109–111].

Curcumin is classified as an immunomodulator with leish
manicidal properties already described in the literature [112]. 
The construction of a nanoparticle with curcumin called 
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‘nanocurcumin’ was evaluated in the model of visceral leish
maniasis in hamsters infected by L. donovani and proved to be 
an excellent candidate for therapy against leishmaniasis [113]. 
At the same time, other nanoformulations using curcumin 
have been tested. Nanoliposomal curcumin was evaluated 
against L. major and showed significant effects against pro
mastigotes in vitro [114].

Due to their enormous surface area and tiny size, one of the 
significant challenges of in vivo and commercial nanoparticle 
applications is to avoid nanoparticle aggregation [115–117].

The encapsulation of amphotericin B in a lipid nanoparticle 
composed of carboxymethyl chitosan showed promising 
results in terms of safety, biocompatibility, and safety in treat
ing leishmaniasis [118]. An improvement in the bioavailability 
of amphotericin was demonstrated using the nanoparticle, 
which led to success in reducing the parasite load in the 
liver. In addition, the safety of using the nanoformulation 
orally was demonstrated [118].

7. Protein corona: a challenge to overcome in 
nanoparticle formulations

The protein corona is a decisive component when controlling 
the biological activity of NPs in vivo assays, as it is described as 
a biomolecular shell that forms and surrounds those particles 
while interacting with biological fluids due to the adherence 
of host proteins on the NPs surface (e.g., blood) [119]. Many 
physicochemical parameters influence protein corona forma
tion in NPs, such as hydrophobicity, size, morphology, surface 
charge, presence of ligands, and interactions with medium 
composition, pH, and exposure time [120].

Concerning NP-host interactions, protein corona affects 
mainly biodistribution and half-life. Strategies to enhance NP 
half-life are in development, such as coating with PEG polox
amer and dextran [121–123]. For instance, for PEGylated NPs, 
increasing the molecular weight of PEG is shown to inhibit 
protein corona formation [124]. Thus, the kinetic evaluation of 
this physiological process has been studied regarding its phar
macokinetics, toxicity, and novel cellular interactions. An impor
tant aspect is the differentiation between ‘hard’ (HC) and ‘soft’ 
corona (SC) proteins. For instance, HC proteins comprise pro
teins with high binding affinity yet possessing a low dissocia
tion rate, as they remain solidly bound within NP, while SC 
proteins bind with less affinity, being constantly replaced 
[125]. Some issues still need addressing, such as whether SC 
proteins are different from HC and if there is a role for SC 
proteins in determining specific cellular interactions.

Thus, strictly controlling nanoparticles’ shell and surface prop
erties are crucial to propose drug-delivery and release mechan
isms related to in vivo models that could be safely applied in 
human therapeutics. Despite a long way to go, nanoformulations 
are gaining strong scientific support for their use in nanomedi
cine as different nanocarrier platforms could be adaptable 
between different pathological conditions, such as the develop
ment of the drug, gene therapy, and vaccinal delivery systems. In 
addition, reproducibility issues in methodological approaches to 
determine the interactions between HC and SC still need better 
sharpening to accelerate the technology implementation in safe, 
stable, and durable conditions.

8. Patents include drugs and nanoformulations for 
leishmaniasis

Information on individual patents and patent families contain
ing potential drugs and nanoformulations were obtained by 
searching the Orbit software (QUESTEL SAS, France) using the 
following terms: Leishmania; treatment; nanoparticle*; drug×. 
The data obtained ranged from 2015 to 2022, as it comprised 
11 patent families and 19 patent documents (Figure 2).

Table 3 summarizes all patents and patent families found 
within this search [126–140]. These data reflect that approxi
mately 2 (2.25) patents and one patent family (FamPat; 
1.25), related to this topic are deposited per year around 
global patent offices. India, with private research institutes, 
is the highest depositing country within the Indian Patent 
Office, with 4 patent families from 2015 to 2018 comprised 
of lipidic nanoformulations, on the majority (Figure 3). On 
those lipidic NPs, the aim was to load amphotericin B and 
natural product extracts in order to assess antileishmanial 
activity. On the other hand, inventors from Max Planck 
Institute (Germany) deposited two in the European Patent 
Office and World Intellectual Property Organization (WIPO), 
under PCT agreement, regarding technologies based on 
amphotericin B loaded gold nanoparticles stabilized with 
thio-hexoses or -pentoses. An interesting feature is that 

Figure 2. Flowchart of patent search. The following terms were searched on 
Orbit software: Leishmania, treatment, nanoparticle*, drug*. Only patents 
deposited from 2015 to 2022 were included in this search. After manual 
curation, the final count of patents and patent families (FamPat) were 19 and 
11, respectively.
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most NP formulations target fungal and leishmanial infec
tions, as some drugs (e.g., polyenes) are used as therapy for 
both. Regarding loaded molecules on NP, 9 relied on 
Amphotericin B as 3 relied on natural product extracts, 
and one based on meglumine antimoniate. So far, no 
patent was deposited in 2022 regarding nanoformulations 
with antileishmanial activity.

For instance, a polymeric nanoparticle was developed in 
patent WO2015177820 deposited under the PCT agreement, as 
a vehicle for compounds containing antimony and/or antimo
nials, such as meglumine antimoniate [126]. The nanoparticle 
capsule was made of polylactic acid polymer (PLA), and the 
active principle was trapped in its aqueous core. There was an 
encapsulation efficiency of 70% of 10 mg of meglumine 

Table 3. Patent Search in the Orbit software. Patents recovered from 2015 to 2022 belonged to six countries: Italy, India, France, Brazil, US and Germany.

Publication 
number Publication year

Inventors’ 
country Deposit office Nanoparticle Reference

WO2015/177820 2015 Italy World Intellectual 
Property 
Organization

PLA nanoparticles loaded with antimonials or compounds containing 
antimony

[127]

IN2015DE01450 2016 India Indian Patent Office Lipid conjugates of hydrophilic or amphiphilic drugs nanoformulations [128]
IN2015DE00125 
WO2016113763

2016 
2016

India Indian Patent Office 
World Intellectual 

Property 
Organization

Polymeric nanoparticles loaded with compounds belonging to the series of 
(2Z,2‘Z)-3,3’-(alkane-1,2-diylbis(azanediyl))bis(6-hydroxy-1-aryl/fluoreny1- 
hex-2-en-1-one)

[129] 
[130]

US10172947 
US20160243243

2019 
2016

France United States Patent 
and Trademark 
Office

Hydrophobized chitosan nanoparticles with antiparasitic and antifungal 
agents

[131] 
[132]

BR102013017881 
BR102013017881 
BR102013017881

2020 
2016 
2016

Brazil Instituto Nacional da 
Propriedade 
Intelectual

Chondroitin and chitosan nanoparticles loaded with antileishmanial drugs [133]

BR102014031328 
BR102014031328 
BR102014031328

2021 
2016 
2016

Brazil Instituto Nacional da 
Propriedade 
Intelectual

Hemicellulose nanoparticles with essential oils [134]

IN279598 2017 India Indian Patent Office Solid lipid nanoparticles loaded with amphotericin B [135]
US10174072 
US20170305959

2019 
2017

USA United States Patent 
and Trademark 
Office

Liposomal nanoparticles loaded with antileishmanial sterol compounds [136] 
[137]

IN201611009768 2018 India Indian Patent Office Chitosan-cholesterol nanocarrier loaded with amphotericin B [138]
US20210330598 2021 USA United States Patent 

and Trademark 
Office

Amphotericin B Loaded Pegylated Lipid Nanoparticles [139]

WO2021/116475 
EP3834848

2021 
2021

Germany World Intellectual 
Property 
Organization 

European Patent 
Office

Gold nanoparticles stabilized with thiohexoses or thiopentoses conjugated to 
amphotericin B

[140] 
[141]

Figure 3. Chord diagram of patents with nanoparticles with antileishmanial activity from 2016 to 2021. a. Nanoparticle patents’ family sorted by country and year 
from 2015 to 2022. The most-depositing country is India, in their national patent office. b. Nanoparticle patent’s family sorted by country and nanoparticle 
composition. The majority of the inventions rely on lipidic nanoparticles, followed by polysaccharide shell NPs, gold, and polyacetic acid NPs.
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antimoniate used for the formulation. Under these conditions, 
the nanoparticle had an average diameter of approximately 309  
nm and great uniformity. The Sb release pattern consisted of 
a fast release of approximately 50% of the active principle in the 
first 4 hours at 37°C. Then, a slow and gradual release was 
observed in the following hours until reaching almost 100% 
release at 24 hours of follow-up [126].

PLA nanoparticles loaded with the equivalent of 10 µM of 
pentavalent antimony reached optimal interaction with 
J774A.1 macrophage after 2 hours of incubation, maintaining 
the same level of interaction for 12 hours. After 24 hours, there 
was a decline in the interaction. This observed result is prob
ably due to the cells’ metabolization of PLA nanoparticles. 
Furthermore, when observing the accumulation of the active 
principle into macrophage cells, it was shown that cells trea
ted with nanoformulation presented over 10 times more accu
mulation of Sb than the non-encapsulated drug. In addition, it 
was observed that the nanocapsules were internalized and 
accumulated into the cell’s cytoplasm [126].

Toxicity assays on macrophages infected with L. tropica 
exhibited a reduction in the amount of pentavalent antimonial 
needed and an increase in effectiveness compared to meglu
mine antimoniate. In addition, an in vivo study of nanoformu
lation biodistribution demonstrated its ability to reduce the 
accumulation of the active principle in the kidneys and heart 
while increasing its bioavailability in the bloodstream com
pared to the free drug. This result is a positive aspect that 
can lead to a decrease in drug toxicity to these organs [126].

In sum, the invention described a biodegradable and biocom
patible PLA polymeric capsule where pentavalent antimonials 
are carried and concentrated within infected macrophages. 
When biodegraded, the active principle will be released inside 
the cell [126]. Such a mechanism increases the intracellular bioa
vailability of the drug, reducing its side effects.

Patent EP3834848 by the Max Planck Institute describes gold 
nanoparticles stabilized with thiohexoses or thiopentoses functio
nalized with amphotericin B [140]. The nanoformulation was more 
effective against extra- and intracellular forms of L. major and 
L. mexicana than unconjugated amphotericin B. In addition to 
Leishmania, the nanoparticle is promising against infections 
caused by Cryptococcus sp. The particle had a size range of 5–12  
nm diameter and a hydrodynamic radius of 20 nm. Toxicity assess
ment of the nanoformulation showed they were less toxic to red 
blood cells and macrophages than free amphotericin B. Hemolysis 
occurred only at high concentrations of 64 µg/ml, while free 
amphotericin B showed toxicity at 12.5 µg/ml. In J774.1 macro
phages, the nanoformulation did not indicate toxicity to cells up to 
16 µg/mL, while the free drug was toxic at 4 µg/mL [140].

In addition, the invention also allows the dispersibility of 
amphotericin B in water since the free molecule is poorly water- 
soluble. The nanoformulation with gold nanoparticles stabilized 
with thiohexose or thiopentose was stable for over 6 months when 
stored between 4–8°C, demonstrating no signs of aggregation or 
significant loss of the antimicrobial activity of amphotericin B [140].

Regarding patent IN2015DE00125, deposited by All India 
Institute of Medical Sciences (AIIMS), inventors developed 
a nanocarrier (NC) system based on cholesterol-maleic anhydride 
and combining this complex with the chitosan backbone to pro
duce chitosan-cholesterol complex and loading it with 

Amphotericin B [128]. The NC system yielded NPs from 180 to 
250 nm with a loading efficiency of 52 ± 5.3 to 75 ± 3.5%. Manose- 
coating was performed to target macrophages. NC was effectively 
internalized at 30 minutes in J774 A.1 lineage and is colocalized 
with parasitophorous vacuoles harboring the L. donovani bodies 
(LD-bodies). Macropinocytosis was the preferable route for NC 
uptake, and the nanoformulation reduced the number of LD- 
bodies per macrophage in addition to providing a lower IC50 

than liposomal amphotericin B formulation [128]. The NC system 
is a promising therapy as it has proven to be effective in animal 
models by different administration routes (e.g., oral, parenteral, 
injection, transdermal, transmucosal, or inhalation).

Despite being promising in treating leishmaniasis, there are few 
patented nanoparticles to treat this disease compared with pub
lished scientific articles. In a brief search on the Web of Science 
platform, using the same terms and period of time from the patent 
search on Orbit platform, 148 articles were found (Figure 4). This 
difference between research articles and patent publications is not 
exclusive to the application in leishmaniasis but is a trend observed 
in the entire nanotechnology area. Perhaps, the difficulty in patent
ing nanotechnology products is due to the difficulty in standardiz
ing the definition of nanotechnology for patent claims [141]. The 
lack of a standardized definition of what nanoparticles are 
increases the risk of a patent being invalidated due to how nano
technology can have different interpretations [141]. In addition, 
patent agencies face challenges because of the multi-disciplinarity 
of nanotechnology-based products and inventions. In addition, 
another factor that might influence this research on the patents 
gap is the very different nature of scientific articles and patents. 
Scientific articles have structures that are much easier to find since 
their aim is to communicate a new finding. On the other hand, 
patents are generally more difficult to search. They often require 
a paid search engine and search refinement depending on the 
topic (e.g., usage of IPC classification codes instead of keywords). In 
addition, patents are frequently written in a way to generate the 
broadest legal protection, which may hinder proper research [142].

9. Conclusions

NTD, such as leishmaniasis in its three major clinical manifesta
tions — i.e., VL, CL, and MCL – has unique challenges to be dealt 
with related to human health, such as interventions for control, 

Figure 4. Comparison between articles, patents and patent families (FamPat) in 
the same time period (2015–2022). Patent research was made in the Orbit 
software, while articles research was made in the Web of Science platform. The 
terms searched were: Leishmania; treatment; nanoparticle*; drug*. Data 
obtained was: 148 scientific articles, 19 patents and 11 patent families (FamPat).
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prevention, diagnosis, and treatment. However, NTDs, which affect 
mainly poor and developing countries, do not attract substantial 
financial investments that aim for new therapy strategies. Chiefly, 
because it is a high-investment and low-return market, thus, result
ing in a finite number of chemotherapeutics available. In this 
context, chemotherapy of leishmaniasis sometimes is unsatisfac
tory related to drug resistance, short half-life, and toxic side effects. 
Hence, in this field, NPs development is designed to overcome 
conventional therapeutics, which transpasses the biological bar
riers at systemic, microenvironmental, or at cellular levels. The 
progress of NPs usage in nanomedicine is related to their unique 
delivery capabilities, thus, resulting in exponential growth in the 
last decades of new nanoformulations and nanotools. However, 
this trend does not reflect the number of deposited and conceded 
inventions in the last eight years as we search for nanodelivery 
systems for leishmaniasis therapeutics. As we observed, approxi
mately two patent documents and one patent family are annually 
deposited if we consider the NP approach to the problem. Hence, 
once again, leishmaniasis therapeutics’ development does not 
follow the global trend that demands new solutions for well- 
established pathologies. On this matter, there is still a long way 
to go through when it comes to alleviating or eradicating out
comes of leishmaniasis in developing countries. Nevertheless, 
nanotechnology emerges as an innovative and potential tool to 
address the challenge of developing therapeutic advances in 
NTDs, such as leishmaniasis.

10. Expert opinion

Leishmaniasis is a neglected tropical disease that presents more 
than 1 billion individuals at risk of contracting the disease. The 
treatment of leishmaniasis shows highly toxic drugs with a high 
cost, besides a restricted number of drugs available that need 
hospitalization and monitorization of clinical parameters daily. 
The emergence of resistance to monotherapy or the combination 
of therapies has been increasingly reported. Therefore, the need 
for new drugs, new treatment options is necessary, and innovation 
is urgent. On this matter, the use of nanocarriers systems is 
a potent ally to create new approaches for existing drugs and 
even for new therapeutic compounds.

Leishmaniasis presents different clinical manifestations 
depending on the species of parasite that infects the vertebrate 
host. The disease can be divided into tegumentary leishmaniasis 
(cutaneous and mucocutaneous) and visceral leishmaniasis, which 
can be fatal if not treated correctly. The visceral form mainly affects 
the spleen, liver, and bone marrow. While the tegumentary form of 
the disease presents superficial lesions, topical formulations can 
help the treatment, although treatment with classic drugs is also 
recommended. In this case, as wound closure is the main objective, 
inserting locally acting formulations could accelerate the patient’s 
healing time.

An essential feature is that drugs for treating leishmaniasis must 
have sufficient lipophilicity to cross the barrier between the cell’s 
cytoplasmic membrane and the phagolysosome membrane. This 
characteristic could be produced in intelligent nanoformulations 
directed to the place of need for the action of the drug. Literature 
shows us that success was achieved with nanoformulations that 
use nanoparticles with metallic, polymeric and lipid composition 

once they have the size, surface area, and ability to cross the 
barriers imposed by the infection. For instance, lipid-based NPs 
display some advantages in this set of applications, such as higher 
bioavailability and facilitating formulation manufacturing. 
Inorganic and polymeric NPs, on the other hand, are more prone 
to aggregation and exhibit toxicity features that need to be over
come. In this scenario, patenting drugs or nanoformulations is 
a vital alternative to attract investments.

During our search on the Orbit platform, 803 patents were 
found, although after screening and applying our exclusion 
criteria, we only worked with 19 patents published from 2015 
to 2022. Within the selected patents, Brazil, France, Germany, 
India, Italy and US were the depositing countries. India was the 
top depositing country in this date range, with 4 patent 
families published in their national patent office.

In Brazil, the number of patents has increased in recent 
years, although less than other countries. The effort for this 
change of scenario is mostly caused by Brazilian Federal 
Universities and Institutes of Research, where most patents 
are produced. Our Universities and Institutes, such as 
Universidade Federal do Rio de Janeiro and Instituto Oswaldo 
Cruz, tirelessly encourage their students to apply for patents 
on new drugs and nanoformulations that show promising 
in vitro and in vivo results for clinical trials.

In the near future, indeed, an even more significant number of 
patents may be observed in our country, and also worldwide, with 
a focus on nanoformulations capable of helping to reduce treat
ment time as well as the emergence of cases of resistance, reduc
tion of toxic effects, and, consequently, the cost of treatment. 
Nevertheless, it is still necessary to narrow the gap between scien
tific research and the actual market. Patented works are more 
easily targeted by pharmaceutical industries, and, thus, are more 
likely to become end-user products in the future. The patent 
protection of these novel nanotechnology may open the way to 
pharmaceutical industries and consequently, to new and efficient 
approaches for leishmaniasis treatment.
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Extended Abstract 
Magnetotactic bacteria (MTB) are a diverse group of aquatics, flagellated Gram-negative prokaryotes that biomineralize 

magnetosomes [1]. These structures are ferrimagnetic nanocrystals composed of magnetite (Fe3O4) or greigite (Fe3S4) 
surrounded by a biological membrane. Magnetosomes are diverse in shape and size and usually aligned in chains along 
within the cell. These structures allow bacteria to align themselves along the geomagnetic field. This passive alignment 
associated with MTB active swimming through flagellar propulsion is a behavior called magnetotaxis [2]. Magnetosomes 
are single-magnetic domains, therefore permanently magnetized. Furthermore, they are chemically pure, crystallographically 
perfect, biocompatible, and temperature resistant, which are valuable properties in biotechnological applications, 
distinguishing them from most chemically synthesized magnetic nanoparticles [3]. The natural enveloping membrane is 
beneficial because it adds colloidal stability to the magnetosome and anchorage sites for functionalizing molecules, including 
enzymes, genes, antibodies, binding proteins, drugs, and many others. The protein content of the magnetosome's membrane 
seems to be species-specific, even though the crystals may have similar morphologies. Therefore, it is crucial to stimulate 
research regarding this topic so that we can understand and direct the best functionalization methods. 

Magnetosomes can be extracted from the cell and magnetically purified to be used as an eco-friendly and low-cost 
nanotool [4]. Their applications have been described in different areas, such as cell separation, drug delivery, DNA and food 
analysis, enzyme immobilization, bioremediation, contrast enhancement of magnetic resonance imaging, and magnetic 
hyperthermia [5]. In this meta-analysis review, we aim to gather updated information on the applications of magnetosomes 
in nanotechnology to understand the relationship among the MTB species, the morphology of magnetosomes, and their areas 
of application. Hence, a meta-analysis considering the synthetic magnetite nanoparticles and magnetosomes in 
nanotechnological application is still in progress. The database chosen was Web Of Science and an advanced research code 
will be written. We expect to find the synthesis methodology of synthetic nanoparticles to be more laborious and high-costing 
than the magnetosome production, since it usually requires high temperature and a coating step, besides generating chemical 
waste. Magnetosomes, on the other hand, are an eco-friendly nanotool that already has a biological membrane, which reduces 
the process cost and time. 

Articles regarding MTB date from 1975, but it was not until 1990 that magnetosome's biotechnological application was 
explored. We observed that magnetosome applications cover approximately 10% of articles published about MTB 
throughout the years, showing that it is still a vast and unexplored topic. The main MTB used in studies synthesizes 
cuboctahedral magnetosomes belonging to the Magnetospirillum genus, which are strains MSR-1, AMB-1, and MS-1. 
Nonetheless, recent reports indicate efficient use of the prismatic magnetosomes of Magnetovibrio blakemorei strain MV-1T 
in magnetic hyperthermia [6] and demonstrated that they display high binding efficiency regarding drug functionalization 
[4]. Authors have developed a nanoformulation with Amphotericin B, exploring unique properties related to these 
magnetosomes' surface chemistry and surface area [4]. 
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In alignment with the global demand for new approaches to treat antibiotic resistant infections, we have been exploring 
the potential of magnetosome based antimicrobial formulations. By pre-treating magnetosomes with the cationic polymer, 
poly-L-lysine, the β-lactam antibiotic, ampicillin, and the β-lactamase inhibitor, clavulanate were successfully bound to 
prismatic magnetosomes. For 100 µg of magnetosomes, mean capture capacities were 15,6 ± 3,37 µg and 21,2 ± 4,16 µg for 
ampicillin and clavulanate, respectively. In microdilution assays against a susceptible strain of Staphylococcus aureus the 
developed nanoformulation had a significantly higher effect on disrupting cell growth compared to the antibiotic alone in the 
same concentrations. In future research, the antimicrobial potential of the nanoformulation will be evaluated under the 
application of magnetic hyperthermia. 

Even though magnetosomes’ applications were explored in several areas, magnetic hyperthermia and drug delivery are 
the most studied topic, especially in cancer treatment, which covers 57.14% of publications. Thus, magnetosomes from 
strains AMB-1 and MSR-1 are the most used in these cases, which may be due to their well-established culture and optimised 
yield. Nevertheless, reports have also shown magnetosomes' potential in bioremediation. In this scenario, a wide variety of 
magnetosomes and their applications are still undiscovered, opening a great field of possibilities in Nanobiotechnology. 
Hopefully, the meta-analysis proposed here will indicate approaches in which magnetosomes could be efficiently applied. 
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PROCESSO DE PRODUÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS 

BIOGÊNICAS E USO DAS MESMAS 

CAMPO DE APLICAÇÃO 

[0001] A presente invenção se aplica à área da 

nanotecnologia e biotecnologia, voltando-se para o uso em 

áreas laboratoriais, industriais e ambientais, e revela um 

processo de produção de nanopartículas magnéticas biogênicas 

e os seus usos, em voga, na descoloração de corantes têxteis 

da classe azo.  

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

[0002] A poluição causada por corantes presentes em 

efluentes industriais é um importante problema do ponto de 

vista socioambiental. De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), 17 a 20% da poluição industrial da água provém 

da etapa de tingimentos de material têxtil. Estima-se, que 

cerca de 80% dos corantes utilizados pelas indústrias têxteis 

são da classe azo e que 10 a 15% dos corantes são perdidos 

para o efluente. Este tipo de poluição é de alta importância 

para o Brasil, uma vez que nele está instalado o quarto maior 

parque têxtil produtivo do mundo, com uma produção média 

anual de 1,3 milhão de toneladas de tecidos. 

[0003] Esse setor é, ainda, um forte segmento produtivo 

do Estado do Rio de Janeiro, contando com aproximadamente 

330 indústrias instaladas. O despejo do efluentes dessas 

indústrias em corpos d’água pode afetar a atividade 

fotossintética de microrganismos e plantas, pois bloqueia a 

penetração da luz solar, reduzindo assim a quantidade de 
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oxigênio dissolvido disponível para os organismos aquáticos. 

Além de reduzir a disponibilidade de oxigênio no corpo d’água 

receptor, os corantes da classe azo podem se reduzir no 

ambiente em aminas aromáticas, que apresentam propriedades 

cancerígenas e podem desencadear uma série de efeitos 

deletérios à saúde humana como dermatites, alergias, náusea, 

hemorragia, ulcerações de mucosas e na pele e, em casos mais 

graves, atingem o sistema reprodutivo, renal, fígado, 

cérebro e sistema nervoso central. 

[0004] Devido à sua natureza química, a maioria dos 

corantes é de baixa biodegradabilidade, permanecendo no meio 

ambiente por longos períodos, podendo persistir por mais de 

50 anos. Por esse motivo, tecnologias de tratamento de 

efluentes têm sido aprimoradas para melhorar a remediação 

desse tipo específico de poluente. Os métodos físico-

químicos como coagulação, adsorção à carbono ativado, 

coaglutinação, osmose reversa, oxidação avançada, 

ozonização, degradação fotoquímica, reação de Fenton, 

oxidação eletroquímica, filtração, fotocatálise, catálise 

química apresentam resultados promissores em termos de 

desempenho, porém do ponto de vista econômico e ambiental 

sua aplicação é um desafio, porque podem produzir lodo com 

resíduos de aminas, formam poluição secundária e ainda podem 

não degradar completamente os corantes.  

[0005] Frente ao exposto, os métodos de degradação dos 

corantes através de técnicas biológicas e enzimáticas surgem 

como alternativas mais eficientes e acessíveis. A degradação 
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microbiana é o método mais viável economicamente, porém nem 

sempre os microrganismos são capazes de prosperar nas 

condições do efluente, mas suas enzimas podem ser produzidas 

em condições controladas e aplicadas diretamente no 

efluente. A utilização de enzimas microbianas pode ser 

otimizada através da sua imobilização, que permite sua 

recuperação e reutilização por vários ciclos de degradação. 

Lacases, azoredutases, lignina peroxidases e manganês 

peroxidases são as enzimas amplamente estudadas na 

descoloração de corantes devido as suas amplas gamas de 

substratos e excelentes eficiências catalíticas. 

Nanopartículas magnéticas são ferramentas conhecidas para 

imobilização enzimática, porém nanopartículas magnéticas de 

origem biológica (NMOBs) como suporte para oxiredutases 

aplicadas à degradação de corantes é uma novidade. As NMOBs 

são obtidas através de processo sustentável e possuem baixo 

custo quando comparadas às nanopartículas magnéticas 

sintéticas de características semelhantes. O emprego de 

enzimas microbianas imobilizadas em suportes magnéticos vem 

sendo explorado intensamente devido à facilidade de 

recuperação dos biocatalisadores para reutilização em vários 

ciclos de degradação.  

[0006] As principais vantagens da utilização de NMOBs 

contendo enzimas é que (i) NMOBs são mais sustentáveis e 

menos onerosas quando comparados com nanopartículas 

magnéticas sintéticas e possuem uma estabilidade maior em 

relação à degradação; (ii) a utilização de enzimas aderidas 
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a um suporte magnético permite que estas sejam reaproveitadas 

por vários ciclos; (iii) NMOBs são nanopartículas magnéticas 

de características químicas únicas por apresentarem membrana 

lipídica e proteínas associadas que por si podem apresentar 

atividade descorante. Essa membrana também atua como região 

de captura de moléculas de interesse, como as enzimas 

descorantes de interesse nesta invenção. Além disso, a 

perfeição estrutural do núcleo magnético das NMOBs garante 

sua alta estabilidade frente a condições variadas. 

[0007] Por uma questão de custo e falta de novas 

alternativas técnicas que apresentem bom custo-benefício 

para o tratamento biológico de águas residuais, atualmente 

se utilizam lagoas aeradas, tanques de percolação e reatores 

de membrana contendo micro-organismos ao invés das suas 

enzimas. O tratamento biológico gera lodo, que precisa passar 

por tratamento posterior. A utilização de enzimas reduz a 

formação desse lodo e permite trabalhar em faixas de 

condições de pH e temperatura mais ampliados, entretanto seu 

custo ainda é proibitivo para aplicação em estações de 

tratamentos. A possibilidade de reaproveitamento com 

recuperação magnética simples dessas enzimas reduz seu custo 

a longo prazo e torna a tecnologia competitiva e aplicável 

para este fim. Lacases e peroxidases são comercialmente 

produzidas para aplicações na indústria farmacêutica, 

alimentícia e para deslignificação de celulose na produção 

de papel.  
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[0008] Embora ainda não haja uma nanopartícula magnética 

sintética comercial com estas enzimas, há trabalhos que 

descrevem sua utilização e produção para tratamento de 

corantes, entretanto, tal tecnologia utiliza nanopartículas 

de óxido de ferro sintético, por vezes depositados sobre 

óxido de grafeno. Tais nanopartículas tem um tempo de uso 

limitado e requerem procedimentos adicionais para aquisição 

de grupos funcionais para imobilização das enzimas.  

[0009] Assim, com o intuito de solucionar os problemas 

apresentados anteriormente, a presente invenção utiliza 

nanopartículas magnéticas de origem biogênica (NMOBs), mais 

sustentáveis, estáveis e inovadoras. A estabilidade garante 

a possibilidade de reutilização e eficiência das 

nanoferramentas, o que difere essencialmente das tecnologias 

estudadas. Assim, é apresentado um processo de descoloração 

de efluentes baseado em um produto inovador totalmente de 

base biológica. 

ESTADO DA TÉCNICA 

[0010] O documento BR1020200158317 descreve um processo 

de produção contínua e em larga escala de magnetossomos 

através do cultivo de bactérias magnetotáticas Magnetovibrio 

blakemorei cepa MV-1T em biorreator. Este processo em larga 

escala possui maior produtividade de magnetossomos, com 

baixo custo e características físico-químicas controladas, 

tornando viável a sua aplicação. A otimização do cultivo de 

Mv. blakemorei cepa MV-1 T em biorreator é vantajosa, pois 

seus magnetossomos prismáticos apresentam uma superfície 
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disponível maior que a dos magnetossomos cuboctaédricos do 

gênero Magnetospirillum. Adicionalmente, o invento promove 

uma produção estável de magnetossomos por períodos mais 

extensos de cultivo, sendo uma das vantagens da invenção 

frente as outras técnicas existentes do mercado. As 

aplicações dos magnetossomos incluem o carreamento e 

liberação de fármacos, hipertermia induzida magneticamente, 

separação de células e biomoléculas e imobilização de 

enzimas. 

[0011] No entanto, o documento acima difere da presente 

invenção, quanto ao ponto defendido. Nesse sentido, o 

documento BR1020200158317 caracteriza o processo de produção 

de NMOBs que são obtidas a partir do cultivo da bactéria 

magnetotática (BM) Mv. blakemorei cepa MV-1T ao passo que a 

presente invenção emprega tais partículas, anteriormente 

produzidas e purificadas, em um processo de produção de 

nanoferramenta magnética, oferecendo uma funcionalidade 

inexistente na patente BR1020200158317 e um processo de 

descoloração da classe de corantes azo através do uso da 

nanoferramenta desenvolvida. Portanto, o documento acima 

prioriza a caracterização do processo de cultivo bacteriano 

e a purificação de seus metabólitos (i.e., NMOBs) ao passo 

que a presente invenção discorre sobre a aplicação destas 

nanopartículas. Na presente invenção, esta classe de 

nanopartículas é funcionalizada com extrato enzimático 

extracelular bruto produzido por Bacillus sp.  
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[0012] A dissertação intitulada “Imobilização de Lacase 

em Partículas Magnéticas Recobertas com Quitosana para 

Aplicação na Degradação de Corantes Têxteis” aponta que a 

capacidade de oxidação de uma grande variedade de substratos 

e a autonomia relativa das lacases frente a outras enzimas 

têm atraído grande interesse no desenvolvimento de 

tecnologias para aplicações na área industrial e ambiental 

como um catalisador verde. A baixa estabilidade e o elevado 

custo de produção são os principais fatores que limitam o 

uso de enzimas em processos de tratamento de efluentes. Desta 

forma, o principal objetivo do trabalho foi sintetizar um 

suporte magnético, recobrir com quitosana e imobilizar a 

enzima lacase, a fim de aplicar o biocatalisador imobilizado 

na degradação de corantes sintéticos presentes em efluentes 

têxteis. Foram utilizadas duas lacases para o estudo, uma de 

Marasmiellus palmivorus (bruta e purificada) e outra de 

Trametes versicolor (comercial). As proteínas do extrato 

bruto enzimático produzido pelo fungo M. palmivorus foram 

concentradas e a lacase foi imobilizada em partículas de 

magnetita sintetizadas pelo método de co-precipitação e 

recobertas com quitosana por gelificação ionotrópica. O 

suporte foi funcionalizado com glutaraldeído e caracterizado 

por VSM, método de BET, MEV e FTIR. A maior atividade da 

lacase bruta imobilizada de M. palmivorus foi obtida com 25 

mg proteína.g suporte seco-1 e 90 mM de glutaraldeído e foi 

de 139,84 U.g suporte seco-1, com eficiência de 48,74% e 

rendimento acima de 99%; enquanto que para a lacase 
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purificada imobilizada de M. palmivorus obteve-se 268,40 U.g 

suporte seco-1 com 15 mg proteína.g suporte seco-1 e o 

rendimento e eficiência foram de 98,02% e 27,15%, 

respectivamente. Para a lacase comercial imobilizada, a 

maior atividade foi alcançada com 571 mg proteína.g suporte 

seco-1 e foi de 74,92 U.g suporte seco-1, com eficiência de 

45,30% e rendimento de 97,58%. O pH ótimo da lacase bruta 

solúvel e imobilizada foi de 5,5 e a temperatura ótima variou 

entre 40–50ºC para a forma solúvel e entre 25–35ºC para a 

forma imobilizada. Já para a enzima comercial, o pH ótimo 

foi em 4 e a temperatura ótima variou de 30–40ºC para a 

enzima solúvel, e foi de 25ºC para a enzima imobilizada. A 

imobilização aumentou a estabilidade térmica de ambas as 

enzimas, entretanto as formas solúvel e imobilizada da lacase 

bruta perderam atividade quando armazenadas em tampão a 4ºC. 

Por fim, a reação de descoloração do alaranjado de metila 

com o uso de 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazole-6-ácido 

sulfônico) (ABTS) como mediador, possibilitou 30 ciclos de 

reuso com percentual de descoloração acima de 60%.  

[0013] O pedido de patente CN113073095 ensina o uso de 

enzimas imobilizadas por partículas magnéticas para 

descoloração de corantes, com objetivo de despoluição de 

efluentes, onde a enzima utilizada é a lacase e a partícula 

magnética é a ferrita de zinco (ZnFe2O4), produzida a partir 

da adição de poliol e polietilenoglicol a uma fonte de ferro, 

uma fonte de zinco e acetato de sódio, levados a alta 

temperatura, seguido de lavagem e separação das 
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nanopartículas, as quais são levadas para reagir com agente 

de acoplamento de silano para ficarem aminadas. 

Posteriormente, as partículas magnéticas aminadas são 

tratadas por um reagente bifuncional para então serem usadas 

na imobilização da lacase. As enzimas imobilizadas do 

documento citado são eficazes na degradação de corantes 

trifenilmetano, corantes azo e antraquinona.  

[0014] Todavia, os processos descritos pela dissertação 

acima e pelo documento CN113073095 diferem em inúmeros 

aspectos da presente invenção, mas principalmente por 

utilizar uma NP magnética sintética, a qual é produzida in 

vitro através de uma reação química, com revestimento 

adicional de quitosana e silano, respectivamente. Dessa 

forma, o processo de revestimento das NPs magnéticas com 

quitosana faz o uso de tripolifosfato de sódio (STPP), um 

poluente aquático que não é removido por estações de 

tratamento de água e contribui para eutrofização de 

ecossistemas aquáticos. Também é necessário considerar o 

custo do revestimento artificial de NPs sintéticas com 

quitosana bem como o impacto ambiental gerado por esta. A 

quitosana é um polissacarídeo catiônico produzido a partir 

da desacetilação da quitina, um polissacarídeo presente no 

exoesqueleto de artrópodes e na parede celular de fungos, 

sua síntese ocorre devido à alcalinização da quitina sob 

altas temperaturas, semelhante ao processo de 

funcionalização das NPs sintéticas com aminosilano, conforme 

aponta CN113073095. A quitosana vem sendo amplamente 
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utilizada em ensaios de adsorção de nanopartículas a outras 

moléculas ou células, conforme descrito em inúmeros 

trabalhos e na dissertação acima. Ao contrário da presente 

invenção, em que o processo de descoloração de corantes azo 

e posterior separação magnética das NMOBs, descrito, não há 

utilização de qualquer reagente tóxico ou recalcitrante no 

ambiente para a obtenção de uma nanopartícula funcional, uma 

vez que o processo de imobilização da NMOBs pode ser feito 

por adsorção, o que torna o processo atrativo sob o ponto de 

vista industrial pela inexistência de etapas de tratamento 

de efluentes, o que deve desonerar, dispensar e/ou facilitar 

o licenciamento ambiental. Ressalta-se que a invenção 

descrita aqui é de base totalmente biológica, diferentemente 

dos documentos supracitados. 

[0015] Ademais, é necessário avaliar o encarecimento dos 

processos que usam NPs sintéticas quando se faz necessário 

seu revestimento artificial. Embora não tenham sido 

encontrados valores diretamente associados ao custo do 

processo utilizando NPs revestidas com quitosana há outros 

exemplos que permitem a comparação em relação às NMOBs. A 

título de exemplo, o custo (US$) por kg de NP sintética é 

estimado em: (i) revestimento com PEG, 32 mil dólares; (ii) 

revestimento grupamento amino, 40 mil; e (iii) revestimento 

com ácido carboxílico, 100 mil dólares (Augusto et al., 

2020). O custo de venda de NMOBs, por sua vez, varia entre 

10 a 11 mil dólares a depender da metodologia de cultivo, 

isto é, caso seja optado por batelada alimentada ou cultivo 
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contínuo. Sobre o revestimento com quitosana, sabe-se que 

esta é solúvel em pH ácido, o que é uma desvantagem para a 

versatilidade do processo de floculação descrito em D1 e 

recuperação das NPs sintéticas para reuso. A utilização de 

NPs sensíveis a fatores físicos e químicos pode inviabilizar 

a característica cíclica do processo descrito em 

BR1020200158317 e tornar o processo de floculação mais 

custoso e muito menos sustentável. Reforçando, mais uma vez, 

a viabilidade econômica e originalidade da presente 

invenção. 

[0016] Em relação ainda à dissertação e ao documento 

CN113073095, ambos utilizam NPs sintéticas, diferindo em 

relação à natureza sustentável da presente invenção. Outro 

fator a ser considerado é a viabilidade das aplicações 

downstream à separação magnética das NMOBs após o processo 

de descoloração de corantes, como processo integrado ao 

tratamento de efluentes. É sabido que NPs sintéticas possuem 

menor vida útil em razão da ausência de revestimento. Somado 

a isso, em decorrência da degradação natural destas NPs, há 

elevada liberação de cátions di- e tri- valentes de ferro. 

Diversos autores apontam a degradação de NPs de magnetita em 

soluções com pH ácido. Além disso, mesmo em pH ácido NMOBs 

não são dissolvidos e assim não liberam ferro no meio, sendo 

considerados estruturas persistentes no ambiente e 

ambientalmente seguras. Por exemplo, fósseis de nano 

partículas magnéticas de origem biológica permanecem em 

sedimentos de ambientes marinhos, por milhares de anos, sem 
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a dissolução do ferro presente no núcleo mineral destas NPs. 

O processo de recuperação enzimática proposto se torna menos 

custoso devido ao fato de as NMOBs serem reutilizáveis, uma 

vez que as propriedades magnéticas são constantes. 

[0017] Dentro do contexto da aplicação de NPs em 

tratamentos de efluentes, tal qual descreve a presente 

invenção, a liberação abrupta de ferro durante esse processo 

pode resultar em eventos de eutrofização indesejáveis após 

o tratamento do rejeito. Nesse sentido, a aplicação de NMOBs 

no lugar de NPs sintéticas de magnetita torna-se mais 

vantajosa não só pela capacidade de reaproveitamento das 

NMOBs após a separação magnética, uma vez que a partícula 

não é dissolvida, como também por evitar impactos ambientais 

indesejáveis, como florações de cianobactérias produtoras de 

neurotoxinas, como a Mycrocistis sp. que produz 

microcistina. 

[0018] O documento WO2017077114 revela o preparo de 

bactérias magnetotáticas geneticamente modificadas para 

realizar a produção de metalóforos, bem como a extração de 

magnetossomos de tais bactérias, que podem ter diversas 

aplicações, como uso no tratamento antitumoral, recuperação 

de metais e biorremediação. A biorremediação revelada no 

documento consiste na retirada de metais pesados através de 

permeases produzidas pelas bactérias.  

[0019] Conforme apontado, a biorremediação descrita em 

WO2017077114 consiste na retirada de metais pesados (i.e., 

cobalto, níquel) através de permeases (i.e., estafilopina e 
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pseudopalina) produzidas pelas bactérias S. aureus e P. 

aeruginosa, cujos genes foram clonados em plasmídeo pBBR1-

MCS2, inseridos na bactéria magnetotática Ms. 

gryphiswaldense cepa MSR-1 para expressão fusionada junto às 

proteínas MamF e MamR. Logo, os microrganismos são 

modificados geneticamente para a produção de enzimas 

permeases, cuja intenção é retirar metais pesados do meio 

ambiente e não degradar corantes, conforme ensina a presente 

invenção. Dessa forma, a natureza de confecção das NMOBs é 

essencialmente diferente, além de que, na presente invenção, 

é investigada a ação das oxirredutases das classes 

azoredutase, lacase, lignina peroxidase e manganês 

peroxidase, uma vez que estas demonstram atividade tanto no 

sobrenadante de cultura quanto no extrato intracelular. 

[0020]  Portanto, cabe ressaltar que ambas estratégias, 

embora diferentes, são válidas e aplicam-se a cenários 

diferentes, onde: (i) a primeira, descrita em WO2017077114, 

busca a remoção de metais como níquel e cobalto a partir da 

expressão de permeases fusionadas a proteínas da membrana do 

magnetossomo; (ii) enquanto que a presente invenção busca a 

descoloração de azo corantes a partir do extrato enzimático 

obtido do sobrenadante de cultivo de bactéria do gênero 

Bacillus sp. e imobilizado em NMOBs cuboctaédricas 

funcionalizadas, extraídas previamente de Ms. magneticum 

cepa AMB-1.NMOBs produzidas por outras bactérias 

magnetotáticas poderiam ser utilizadas no processo de 

imobilização, tais como: Magnetovibrio blakemorei cepa MV-
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1T, Desulfovibrio magneticus cepa RS-1, Magnetospirillum 

magneticum cepa MGT-1, Magnetospirillum magneticum cepa RSS-

1, Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-

1, Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-

1, Magnetospirillum sp. cepa ME-1, Magnetovibrio blakemorei 

cepa MV-2, Magnetospira thiophila cepa MMS-1, Magnetococcus 

marinus cepa MC-1 e Magnetofaba australis cepa IT-1 e 

combinações entre as mesmas. 

SUMÁRIO DA INVENÇÃO 

[0021] A poluição causada por corantes presentes em 

efluentes industriais é um importante problema do ponto de 

vista socioambiental. Este tipo de poluição é de alta 

importância para o Brasil, uma vez que nele está instalado 

o quarto maior parque têxtil produtivo do mundo. Devido à sua 

natureza química, a maioria dos corantes é de baixa 

biodegradabilidade, permanecendo no meio ambiente por longos 

períodos, por mais de 50 anos. Por esse motivo, tecnologias 

de tratamento de efluentes têm sido aprimoradas para melhorar 

a remediação desse tipo específico de poluente. 

[0022] Em vista desse contexto, a presente invenção 

revela o processo de obtenção de uma nanoferramenta composta 

por nanopartículas magnéticas de origem biogênicas (NMOBs) 

e enzimas de Bacillus sp. cepa C7.1, mais sustentáveis, 

estáveis e inovadoras. A estabilidade garante a 

possibilidade de reutilização e eficiência das 

nanoferramentas, o que difere essencialmente das tecnologias 

atuais. Assim é apresentado também o seu uso em processos de 
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descoloração de efluentes baseado em um produto inovador 

totalmente de base biológica. 

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS 

[0023] A presente invenção poderá ser mais bem 

compreendida através da breve descrição das figuras a seguir: 

A Figura 1A ilustra os magnetossomos da bactéria 

magnetotática Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 antes 

e a Figura 1B, após a funcionalização e imobilização 

enzimática. 

A Figura 2 ilustra a porcentagem de descoloração do corante 

laranja de metila por nanopartículas magnéticas de origem 

biológica (NMOBs). 

DESCRIÇÃO DETALHADA DA INVENÇÃO 

[0024] A invenção poderá ser mais bem compreendida 

através da seguinte descrição detalhada, em consonância com 

as figuras em anexo. 

[0025] A presente invenção descreve o processo de 

obtenção e o uso de nanopartículas magnéticas biogênicas 

(NMOBs) enzimáticas na aplicação da descoloração de corantes 

azo em efluentes. NMOBs enzimáticos são feitos a partir da 

imobilização de extrato enzimático de Bacillus sp. C7.1, 

definido pela SEQ ID NO: 1; Trametes versicolor, definido 

pela SEQ ID NO: 2; Aspergillus oryzae, definido pela SEQ ID 

NO: 3; Pleurotus ostreatus, definido pela SEQ ID NO: 4; 

Pseudomonas aeruginosa cepa OS4, definido pela SEQ ID NO: 5; 

Ganoderma lucidum IBL-05, definido pela SEQ ID NO: 6; 

Pleurotus eryngii, definido pela SEQ ID NO: 7; Halomonas 
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alkaliantartica, definido pela SEQ ID NO: 8; Bacillus 

velezensis, definido pela SEQ ID NO: 9; Exiguobacterium sp. 

RD3, definido pela SEQ ID NO: 10; Shewanella oneidensis MR-

1, definido pela SEQ ID NO: 11; Bacillus odysseyi, definido 

pela SEQ ID NO: 12; Morganella morganii, definido pela SEQ 

ID NO: 13; Galactomyces geotrichum, definido pela SEQ ID NO: 

14; Brevibacillus laterosporus, definido pela SEQ ID NO: 15; 

Sphingobacterium sp. AT, definido pela SEQ ID NO: 16; 

Enterococcus faecalis, definido pela SEQ ID NO: 17; 

Acinetobacter calcoaceticus, definido pela SEQ ID NO: 18; 

sendo preferencialmente Bacillus sp. C7.1, contendo lacases, 

lignina peroxidases (LiP), azoredutase, manganês peroxidases 

(MnP), peroxidase híbrida, que carrega as atividades 

catalíticas de MnP e LiP (versatile peroxidase), peroxidase 

de rábano (horseradish peroxidase - HPR), monoxidase, 

polifenol oxidase e tirosinase, em especial, lacases, 

lignina peroxidases, azoredutase e manganês peroxidases. 

[0026] O processo de produção das nanopartículas 

magnéticas biogênicas (NMOBs) enzimáticas compreende as 

etapas de: 

(a) Cultivar as bactérias produtoras de 

nanopartículas magnéticas biogênicas (NMOBs) 

enzimáticas; 

(b) Recuperar as bactérias produtoras de NMOBs 

para a extração dessas NMOBs; 

(c) Obter os extratos enzimáticos; 
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(d) Imobilizar as enzimas nos suportes sintéticos 

e de origem biológica; 

(d1) Imobilizar por ligação covalente; 

(d2) Imobilizar por adsorção. 

[0027]  Na etapa (a) é realizado um cultivo em biorreator 

de volume operacional de 2 L com meio de cultivo e condições 

operacionais descritas por Heyen e Schuler (2003). O meio 

utilizado contém (por L de água deionizada) 0,1 g de KH2PO4, 

0,15 g de MgSO4·7H2O, 2,38 g de Hepes, 0,34 g de NaNO3, 0,1 

g de extrato de levedura, 3 g de peptona de soja, 1 mL de 

mistura de elementos traço aditivada com EDTA, 27 mM de L-

lactato de potássio e 100 µM de citrato férrico. Durante o 

cultivo em biorreator, o pH do meio é controlado em 7,0 ± 

0,1 pela adição de 1 M de HCl ou 1 M NaOH via bombas 

peristálticas. A concentração de oxigênio na fase líquida é 

continuamente medida usando uma sonda de oxigênio, de forma 

a garantir a anaerobiose. 

[0028] Na etapa (b), após o cultivo celular, as bactérias 

são recuperadas por centrifugação por 10 minutos a 7000 rpm 

e suspensas em 20 mM de tampão Hepes para extração das NMOBs 

por sonicação, em amplitude de 40% e frequência de 20 kHz 

por 15 minutos. Após a sonicação, os cristais são 

concentrados utilizando um ímã de neodímio durante 12 horas 

sob refrigeração entre 4°C a 8°C. O sobrenadante é 

substituído por tampão 10 mM de Hepes contendo 200 mM de 

NaCl para lavagem dos magnetossomos em sonicador de bancada, 

com 4 ciclos de lavagens de 30 minutos cada, com intervalos 
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de 12 h. Em seguida, as NMOBs são suspensas e mantidas em 

solução tampão, como 10 mM de Tris-HCl, 0,1 M de PBS, ou 

Hepes, sendo preferencialmente 10 mM de tampão Hepes. 

[0029] Na etapa (c) para a obtenção do extrato enzimático 

bruto, 400 μl da suspensão estoque de Bacillus sp. C7.1 é 

transferido para o meio Luria Bertani (LB – 10 g/l de 

triptona, 5 g/l de extrato de levedura, 10 g/l NaCl) e 

mantido sob agitação de 120 rpm a 28ºC por 48 h para obtenção 

de massa celular. As células são recuperadas por 

centrifugação, suspendidas em salina estéril e a densidade 

celular é medida em espectrofotômetro a 600 nm. O equivalente 

a 0,3 de Densidade Ótica (DO) por ml é transferido para o 

meio de produção enzimática, contendo 7,5 g/l de Na2HPO4.7H2O, 

7,13 g/l de NaH2PO4.H2O, 1 g/l de NH4Cl, 0,5 g/l de NaCl, 2 

g/l de extrato de levedura, 1 g/l de glicose, acrescido com 

lactato de sódio a 20 mM e 2,5 mg/l de laranja de metila e 

incubado a 28ºC por 48 h. Para a obtenção do extrato 

enzimático extracelular, as células são separadas por 

centrifugação e o sobrenadante submetido à precipitação das 

proteínas através da adição de sulfato de amônio até 72% e 

mantidas sob refrigeração a 4ºC por até 48 h. O precipitado 

é recuperado por centrifugação, suspendido em tampão fosfato 

50 mM, com pH 7,2 e dialisado em saco de diálise de 9000 Da 

contra 10x o volume do saco de diálise com tampão fosfato 50 

mM, com pH 7,2 por 4 vezes durante 1 hora cada.  

[0030] O extrato enzimático bruto dialisado é então 

concentrado por liofilização e armazenado a -20º C. Para a 



19/25 

 

quantificação da concentração de proteínas no extrato 

enzimático, é utilizado o método de Lowry com soro albumina 

bovina como padrão proteico. Para tal, é diluído 20 μL das 

amostras em 180 μL de água deionizada, seguida da adição de 

uma solução alcalina contendo carbonato de sódio e cobre; 

incubação por 10 minutos; adição do reagente Folin-

Ciocalteau diluído e incubação por 30 minutos. A curva padrão 

é construída utilizando albumina sérica bovina (BSA) em 

diferentes concentrações. Após o período de reação, as 

amostras são analisadas em espectrofotômetro a 617 nm.  

[0031] Ensaios de cinética enzimática para detecção de 

azoredutase, lacase, lignina peroxidase e manganês 

peroxidase são realizados no extrato enzimático bruto após 

a concentração de proteínas, com o objetivo de verificar a 

manutenção da atividade enzimática e a preservação e 

qualidade das enzimas após a purificação parcial por 

precipitação e diálise.      

[0032] Todos os ensaios enzimáticos são realizados em 

triplicata. Mais de 50% da atividade das enzimas se mantem, 

mesmo após precipitação, diálise e liofilização.  

[0033] Na etapa (d) para imobilização das enzimas nos 

suportes sintéticos e de origem biológica, emprega-se os 

métodos de ligação covalente (d1) e por adsorção (d2):  

(d1) A imobilização através de ligação covalente é 

realizada em suportes NMOBs funcionalizados, segundo Jacob 

e Suthindhiran (2021). Para a funcionalização das NMOBs de 

AMB-1, o equivalente a 3,13 μg de NMOBs é adicionado à uma 
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solução de 1 ml de glutaraldeído (GA) em concentração final 

2,5% e mantida em agitação por 150 minutos, seguida de 

precipitação magnética e lavagem com água deionizada. A      

nanopartícula magnética biológica funcionalizada com 

glutaraldeído, por meio de ligação covalente, (NMOB@GA) é 

armazenada em 50 mM de tampão fosfato a 4ºC. Para a 

imobilização das enzimas, é adicionando às NMOB@GAs a mesma 

quantidade em μg do extrato enzimático. A mistura reacional 

é mantida sob agitação de 170 rpm durante 4 h em banho de 

gelo. As NMOBs ativadas por glutaraldeído contendo as enzimas 

imobilizadas são precipitadas magneticamente e lavadas 1 vez 

com o mesmo tampão utilizado na reação e armazenadas neste 

mesmo tampão sob refrigeração.  

(d2) A imobilização por adsorção baseia-se em Vishnu et 

al. (2017), como descrito a seguir. A mobilização por 

adsorção consiste na adição de NMOBs e extrato enzimático na 

mesma proporção (1/1) em 50 mM de tampão fosfato, com pH 7,2 

em banho de gelo e submetidos a agitação orbital de 170 rpm 

durante 4h, gerando NMOB@EE. As nanopartículas magnéticas 

biológicas com enzimas adsorvidas (NMOB@EE) são lavadas com 

50 mM de tampão fosfato, com pH 7,2 e armazenadas no mesmo 

tampão sob refrigeração. Durante esse processo as enzimas 

lacase lignina peroxidase e manganês peroxidasse são 

imobilizadas nas nanopartículas magnéticas. 

[0034] As nanopartículas são observadas por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) antes (Figura 2A) e após 

(Figura 2B) a imobilização enzimática. As micrografias 
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obtidas das NMOBs (nanopartículas puras) e NMOBs@GA@EE 

(nanopartículas com enzimas ligadas covalentemente a elas) 

mostram que há a formação de uma camada amorfa sobre as 

NMOBs, aumentando seu diâmetro e dificultando a observação 

das suas formas geométricas bem definidas, sugerindo a 

ligação das proteínas presentes no extrato enzimático bruto 

à superfície das NMOBs. Através da quantificação da 

concentração de proteínas na mistura de reação de 

imobilização, é observado que 33% das proteínas presentes no 

extrato enzimático bruto aderem às NMOBs através da técnica 

de adsorção e 54% através da técnica de ligação covalente. 

[0035] Após, são realizados ensaios de descoloração do 

corante azo Laranja de Metila (LM) com objetivo de verificar 

a capacidade de degradação do corante pela nanopartícula 

magnética-enzimática. 

Exemplos 

Exemplo 1: Ensaio da atividade da azoredutase 

[0036] O ensaio da atividade da azoredutase foi realizado 

com objetivo de detectar a presença da enzima azoredutase 

antes e após a concentração de proteínas nas nanopartículas 

magnéticas. 

[0037] Para o ensaio da azoredutase foram adaptados os 

trabalhos de Liu et al. (2017) e Zimmerman et al. (1982) 

utilizando laranja de metila (LM) como substrato de reação 

e NADH como cofator, de modo que uma mistura de reação (0,2 

ml) contendo tampão fosfato, 3 μl de solução estoque de 

laranja de metila (1mg/ml), 10 μl de extrato enzimático e 50 
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μL de NADH 0,35 mM (adicionado imediatamente antes do início 

da leitura) é levada ao espectrofotômetro configurado 

previamente no modo cinética, onde a absorbância no 

comprimento de onda de 455 nm é acompanhada durante 5 

minutos. Nos brancos, o extrato enzimático foi substituído 

por tampão. A remoção do corante foi calculada a partir de 

uma curva padrão de laranja de metila e uma unidade 

enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para catalisar 1 μmol do corante por minuto. A 

leitura foi realizada no modo cinética, no comprimento de 

onda de 455 nm por 5 minutos. A redução do corante foi 

calculada a partir de uma curva padrão de laranja de metila 

e uma unidade enzimática (U) foi definida como a quantidade 

de enzima necessária para catalisar 1μmol do corante por 

minuto.  

Exemplo 2: Ensaio da atividade de lacase 

[0038] Com o objetivo de verificar a presença de atividade 

da enzima lacase no extrato enzimático utilizado, foi 

realizado o ensaio de atividade de lacase de acordo com os 

protocolos descritos por Lu et al. (2012) e Martins et al. 

(2002), descrito a seguir. Em um microtubo, foram adicionados 

158 μl de tampão citrato-fosfato 0,1M (pH 5), 34 μl de ABTS 

(2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) 1mM e 8 

μl de extrato enzimático. Nos brancos (controles reacionais) 

o extrato enzimático foi substituído por tampão. Após a 

adição de todos os componentes da reação, a solução foi 

levada a um espectrofotômetro para leitura em modo cinético 
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a 420 nm por 5 minutos, com leituras a cada 60 segundos. Uma 

unidade de atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima requerida para oxidar 1μM de ABTS, 

considerando seu coeficiente de extinção molar como ε420 = 

36.000 M-1 .cm-1. 

Exemplo 3: Ensaio da atividade de lignina peroxidase 

[0039] O teste da atividade de lignina peroxidase foi 

realizado com o objetivo de detectar a presença de lignina 

peroxidase e foi determinado pelo aumento da absorbância 

devido a oxidação de álcool veratrílico a veratraldeído na 

presença de peróxido de hidrogênio, monitorada a 310 nm (ε310 

= 9.300 M-1.cm-1) por 5 minutos, conforme protocolo adaptado 

de Arora e Gill (2001) e Vishnu et al (2017). Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima 

requerida para oxidar 1 μM do substrato.  

Exemplo 4: Ensaio da atividade de manganês peroxidase 

[0040] O ensaio da atividade de manganês peroxidase foi 

realizado com objetivo de detectar a presença de manganês 

peroxidase nos extratos enzimáticos e processado de acordo 

com a metodologia descrita por Heinfling et al. (1998), 

Martinez et al. (1996) e Mizuno et al. (2009) que se baseia 

na oxidação de duas moléculas de 2,6-dimetoxifenol (DMP) 

formando uma molécula de coerulignona (3,3',5,5'-

tetrametoxi-p, p'-difenoquinona), reação mensurada por 

espectrofotometria a 469 nm. Uma unidade de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima requerida 

para oxidar 1μM do substrato. 
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[0041] Para realizar o ensaio, foi feito o seguinte: em 

uma reação de volume 200 μl, adicionou-se 100 μl de tampão 

tartarato de sódio 100 mM (pH 4,5), 20 μl de solução 10 mM 

de 2,6-dimetoxifenol (DMP), 20 μl de solução 10 mM de sulfato 

de manganês, 40 μl do extrato enzimático, e 20 μl de H2O2 

imediatamente antes da leitura. Nos brancos não foi 

adicionada a solução de sulfato de manganês. O coeficiente 

de extinção molar considerado para o cálculo da atividade 

foi 27.500 M-1.cm-1. 

Exemplo 5: Ensaio de remoção de laranja de metila (LM) 

[0042] Os ensaios de remoção de LM foram realizados com 

o objetivo de avaliar a eficiências de remoção do corante 

pelas NMOBs (nanopartículas puras) pelas NMOBs@GA@EE 

(nanopartículas com enzimas ligadas covalentemente a elas) 

e pelas NMOBs@EE (nanopartículas com enzimas adsorvidas), 

consistindo na análise de descoloração do corante por 

espectrofotometria. O presente ensaio serve como parâmetro 

para avaliar se após a imobilização há maior descoloração do 

corante quando comparado ao extrato enzimático bruto.  

[0043] Para tal, foi adicionando 2 μg de NMOBs contendo 

enzimas imobilizadas por adsorção ou NMOBs puras ou enzima 

livre à uma solução de 1 ml de tampão fosfato 50 mM pH 7,2 

e laranja de metila em concentração final de 15 μg/ml. 

[0044] A presente invenção foi revelada neste relatório 

descritivo em termos de sua modalidade preferida. 

Entretanto, outras modificações e variações são possíveis a 
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partir da presente descrição, estando ainda inseridas no 

escopo da invenção aqui revelada.



1/5 

 

 

REIVINDICAÇÕES 

1. Processo de produção de nanopartículas magnéticas 

biogênicas CARACTERIZADO por compreender as etapas de:  

(a) Cultivar as bactérias produtoras de 

nanopartículas magnéticas biogênicas (NMOBs) 

enzimáticas; 

(b) Recuperar as bactérias produtoras de NMOBs 

para a extração dessas NMOBs; 

(c) Obter os extratos enzimáticos; 

(d) Imobilizar as enzimas nos suportes sintéticos 

e de origem biológica, em que as enzimas podem ser 

imobilizadas:  

(d1) por ligação covalente; ou 

(d2) por adsorção. 

2. Processo, de acordo com a reivindicação 1, 

CARACTERIZADO pelo fato de que as NMOBs enzimáticas são 

feitas a partir da imobilização de extrato enzimático de 

Bacillus sp. C7.1, definido pela SEQ ID NO: 1; Trametes 

versicolor, definido pela SEQ ID NO: 2; Aspergillus oryzae, 

definido pela SEQ ID NO: 3; Pleurotus ostreatus, definido 

pela SEQ ID NO: 4; Pseudomonas aeruginosa cepa OS4, definido 

pela SEQ ID NO: 5; Ganoderma lucidum IBL-05, definido pela 

SEQ ID NO: 6; Pleurotus eryngii, definido pela SEQ ID NO: 7; 

Halomonas alkaliantartica, definido pela SEQ ID NO: 8; 

Bacillus velezensis, definido pela SEQ ID NO: 9; 

Exiguobacterium sp. RD3, definido pela SEQ ID NO: 10; 
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Shewanella oneidensis MR-1, definido pela SEQ ID NO: 11; 

Bacillus odysseyi, definido pela SEQ ID NO: 12; Morganella 

morganii, definido pela SEQ ID NO: 13; Galactomyces 

geotrichum, definido pela SEQ ID NO: 14; Brevibacillus 

laterosporus, definido pela SEQ ID NO: 15; Sphingobacterium 

sp. AT, definido pela SEQ ID NO: 16; Enterococcus faecalis, 

definido pela SEQ ID NO: 17; Acinetobacter calcoaceticus, 

definido pela SEQ ID NO: 18; sendo preferencialmente Bacillus 

sp. C7.1. 

3. Processo, de acordo com a reivindicação 1, pelo 

fato de que na etapa (a) é realizado um cultivo em biorreator 

de volume operacional de 2 L com meio de cultivo contendo 

0,1 g de KH2PO4, 0,15 g de MgSO4·7H2O, 2,38 g de Hepes, 0,34 

g de NaNO3, 0,1 g de extrato de levedura, 3 g de peptona de 

soja, 1 mL de mistura de elementos traço aditivada com EDTA, 

27 mM de L-lactato de potássio e 100 µM de citrato férrico, 

com pH do meio em 7,0 ± 0,1 pela adição de 1 M de HCl ou 1 

M de NaOH via bombas peristálticas, e a concentração de 

oxigênio na fase líquida é continuamente medida usando uma 

sonda de oxigênio, de forma a garantir a anaerobiose. 

4. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, 

CARACTERIZADO pelo fato de que na etapa (b) as bactérias são 

recuperadas, após o cultivo celular, por centrifugação por 

10 minutos a 7000 rpm e suspensas em 20 mM de tampão Hepes 

para extração das NMOBs por sonicação em amplitude de 40% e 

frequência de 20 kHz por 15 minutos.  
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5. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1, 2 ou 4, CARACTERIZADO pelo fato de que na 

etapa (b), após a sonicação, os cristais são concentrados 

utilizando um ímã de neodímio durante 12 horas sob 

refrigeração entre 4°C a 8°C, com o sobrenadante sendo 

substituído por 10 mM de tampão Hepes contendo 200 mM de 

NaCl para lavagem dos magnetossomos em sonicador de bancada, 

com 4 ciclos de lavagens de 30 minutos cada, com intervalos 

de 12 h, e em seguida as NMOBs são suspensas e mantidas em 

solução tampão, com 10 mM de Tris-HCl, 0,1 M de PBS, ou 

Hepes, sendo preferencialmente o tampão 10 mM de Hepes. 

6. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, 

CARACTERIZADO pelo fato de que na etapa (c) o extrato 

enzimático bruto é obtido com a suspensão de 400 μl de 

estoque enzimático, transferido para o meio Luria Bertani, 

contendo 10 g/l de triptona, 5 g/l de extrato de levedura, 

10 g/l NaCl e mantido sob agitação de 120 rpm a 28ºC por 48 

h para obtenção de massa celular, sendo as células 

recuperadas por centrifugação, suspendidas em salina estéril 

e a densidade celular é medida em espectrofotômetro a 600 nm 

para equivalência de 0,3 de Densidade Ótica (DO) por ml. 

7.  Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1, 2 ou 6, CARACTERIZADO pelo fato de que na 

etapa (c) as células recuperadas são transferidas para o 

meio de produção enzimática, contendo 7,5 g/l de Na2HPO4.7H2O, 

7,13 g/l de NaH2PO4.H2O, 1 g/l de NH4Cl, 0,5 g/l de NaCl, 2 

g/l de extrato de levedura, 1 g/l de glicose, acrescido com 
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lactato de sódio a 20 mM e 2,5 mg/l de laranja de metila, e 

incubadas a 28ºC por 48 h.  

8. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1, 2, 6 ou 7,  CARACTERIZADO pelo fato de que 

na etapa (c) as células são separadas por centrifugação para 

obtenção do extrato enzimático e o sobrenadante é submetido 

à precipitação das proteínas através da adição de sulfato de 

amônio até 72% e mantidas sob refrigeração a 4ºC por até 48 

h, e em seguida o precipitado é recuperado por centrifugação, 

suspendido em tampão fosfato 50 mM, com pH 7,2 e dialisado 

em saco de diálise de 9000 Da contra 10x o volume do saco de 

diálise com 50 mM de tampão fosfato, com pH 7,2 por 4 vezes 

durante 1 hora cada.  

9. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1, 2, 6, 7 ou 8, CARACTERIZADO pelo fato de 

que na etapa (c) o extrato enzimático bruto dialisado é 

concentrado por liofilização e armazenado a -20ºC e a 

quantificação da concentração de proteínas é realizado pelo 

método de Lowry com soro albumina bovina como padrão 

proteico, seguida de análise enzimática.  

10. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, 

CARACTERIZADO pelo fato de que na etapa (d) ocorre a 

imobilização das enzimas nos suportes sintéticos e de origem 

biológica pelos métodos de ligação covalente (d1) ou por 

adsorção (d2). 

11. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 10, 

CARACTERIZADO pelo fato de que na etapa (d1) a imobilização 
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é realizada através de ligação covalente, com a adição de 

3,13 μg de NMOBs à uma solução de 1 ml de glutaraldeído (GA) 

em concentração final 2,5% e mantida em agitação por 150 

minutos, seguida de precipitação magnética e lavagem com 

água deionizada e armazenada em 50 mM de tampão fosfato a 

4ºC, gerando NMOB@GAs, e é adicionando às NMOB@GAs a mesma 

quantidade em μg do extrato enzimático (1/1) e mantidos sob 

agitação de 170 rpm durante 4 h em banho de gelo e 

precipitadas magneticamente e lavadas 1 vez com o mesmo 

tampão utilizado na reação e armazenadas neste tampão sob 

refrigeração. 

12. Processo, de acordo com a reivindicação 1 ou 10, 

CARACTERIZADO pelo fato de que na etapa (d2) é realizada a 

mobilização por adsorção, com adição de NMOBs e extrato 

enzimático na mesma proporção (1/1) em 50 mM de tampão 

fosfato, com pH 7,2 em banho de gelo e submetidos a agitação 

orbital de 170 rpm durante 4 h, gerando NMOB@EE, que são 

lavadas com 50 mM de tampão fosfato, com pH 7,2 e armazenadas 

no mesmo tampão sob refrigeração. 

13. Uso de nanopartículas magnéticas biogênicas 

CARACTERIZADO por serem para uso em processos de descoloração 

de corantes em efluentes, compreendendo a descoloração de 

azo corantes. 
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Figura 2 
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RESUMO 

PROCESSO DE PRODUÇÃO DE NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS 

BIOGÊNICAS E USO DAS MESMAS 

A presente invenção se aplica à área da nanotecnologia 

e biotecnologia, voltando-se para o uso em áreas 

laboratoriais e ambientais. A poluição causada por corantes 

presentes em efluentes industriais é um importante problema 

do ponto de vista socioambiental. Este tipo de poluição é de 

alta importância para o Brasil, uma vez que nele está 

instalado o quarto maior parque têxtil produtivo do mundo. 

Devido à sua natureza química, a maioria dos corantes é de 

baixa biodegradabilidade, permanecendo no meio ambiente por 

longos períodos, por mais de 50 anos. Por esse motivo, 

tecnologias de tratamento de efluentes têm sido aprimoradas 

para melhorar a remediação desse tipo específico de poluente. 

Em vista desse contexto, a presente invenção revela o 

processo de obtenção de nanopartículas magnéticas de origem 

biogênica (NMOBs), mais sustentáveis, estáveis e inovadoras. 

A estabilidade garante a possibilidade de reutilização e 

eficiência das nanoferramentas, o que difere essencialmente 

das tecnologias atuais. Assim, é apresentado também o seu 

uso em processos de descoloração de efluentes baseado em um 

produto inovador totalmente de base biológica. 
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Abstract: Magnetotactic bacteria are the main microbial source of biogenic magnetic

nanoparticles (BMs). The structure of BMs comprises an iron mineral core and an external

biological membrane, which is made up of phospholipids and proteins dedicated to the

biosynthesis of these nanostructures. Because BM proteins are diverse in biochemical function,

BM might display intrinsic activities yet to be explored in nanobiotechnology. Thus, the present

work aims at the application of non-modified BMs extracted from the marine magnetotactic

vibrio Magnetovibrio blakemorei strain MV-1T for the decolorization of methyl blue (MB) dye.

The experiments were carried out in the presence and absence of hydrogen peroxide (H2O2)

and the degradation kinetics was evaluated, as well as BM reusability. At a concentration of 80

mg/L, BMs at were able to degrade 90% of MB within 5 min in the absence of H2O2. In the

presence of H2O2, the removal achieved in the first 1 min was over 80%. Kinetic studies

revealed a first-order degradation kinetics without H2O2 and a second-order kinetics with H2O2.

BM performance is optimal at neutral pH and removal of BM membrane caused dye degrading

activity to cease. BMs can be recovered and reused for, at least, 4 cycles while retaining an

activity over 75% in the presence of H2O2. Despite a slightly lower activity, their reusability is

also possible at the absence of H2O2. Taken together, these findings uncover the use of BMs as

naturally-derived and recoverable nanocatalyst for dye wastewater treatment. Moreover, their

possible use without highly oxidizing H2O2 further support BM potential in environmental

remediation.

Keywords: magnetic nanoparticles, dye degradation, magnetosomes, magnetotactic bacteria

1.Introduction

Since the patenting of production and large-scale commercialization of mauveine by William

Perkin in 1857, synthetic dyes have been in use in different industries, making it a billion-dollar

market worldwide (Hagan & Poulin, 2021; Zanoni & Yanamaka, 2016). Despite its market value,

estimates are that 20-50% of dyes used in textile industries are discharged in wastewater while

approximately 70% of those in hair coloring are flushed into sewage (Zanoni & Yanamaka,

2016).

Because traditional treatment processes remove only a fraction of dyes in wastewaters,

receptive waterbodies remain vulnerable to impacts related to these substances (Cardoso et

al., 2016). An evident impact of dyes in the environment is the absorption of sun light and

inhibition of photosynthesis by plants and microorganisms (Cai et al., 2020; Pereira & Alves,

2012). Further impacts are linked to their chemical nature, which makes dyes poorly

biodegradable and with a complex toxicity profiles to aquatic organisms (Cai et al., 2020; Lellis

et al., 2019).

To reduce ecotoxicity, new technologies have been developed for the treatment of high-dye

content wastewaters (Katheresan et al., 2018). Some of the advanced dye removal methods



include biocatalysis, photooxidation, and electrochemical processes (Choi, 2021; Katheresan et

al., 2018). More recently, the use of nanobased technologies, especially magnetic

nanoparticles (MNPs), have been intensely explored for decolorization and detoxication of dyes

(Mondal et al., 2020).

Magnetic nanoparticles have been used in dye removal as supports for immobilized enzymes

(Darwesh et al., 2019) as heterogeneous catalysts in Fenton or Fenton-like reactions (Zhiqiang

Wang et al., 2014; Weng et al., 2013) and as sorption agents (Zhenxing Wang et al., 2015). The

use of magnetic nanotools is advantageous because they can be easily recovery by magnetic

collection. The recoverability might cheapen dye treatment processes as removal agent can

reused multiple times.

Biosynthesized magnetic nanoparticles (BMs) are promising for application in dye removal with

additional environmental benefits as their manufacture dispenses the use of potentially toxic

chemicals (Vargas et al., 2018). The main microbial route for BMs synthesis is biomineralization

by magnetotactic bacteria (Vargas et al., 2018). BMs are composed of a mineral iron core

(magnetite - Fe3O4 or greigite - Fe3S4), which is surrounded by a biological membrane. The

biological control of the synthesis gives these nanoparticles properties superior to those of

artificial nanoparticles, such as controlled size and shape, chemical purity and unique magnetic

domain per particle (Correa et al., 2020). Nevertheless, although frequently applied for

biomedical purposes, BMs are still underexplored in environmental applications.

In the present work, we have applied non-modified BMs extracted from the marine

magnetotactic vibrio Magnetovibrio blakemorei strain MV-1T for the decolorization of methyl

blue (MB) dye. The experiments were carried out in the presence and absence of hydrogen

peroxide (H2O2) and the degradation kinetics was evaluated, as well as BM reusability.

2. Methodology

2.1. Bacterial culture

A large-scale cultivation of M. blakemorei strain MV-1T was carried out in a 5-L bioreactor (3 L

working volume) using culture media and conditions (28°C, 192 h) as in Silva et al, 2013 for

obtaining prismatic BMs. An additional culture of Magnetospirillum gryphiswaldense strain

MSR-1 (DMS 6361) was performed in the same bioreactor (30 °C, 80 h) with medium and

operational settings described as in Heyen & Schüler, 2003.

2.2. Bacterial cell lysis and BM extraction

After bioreactor cultivations, MTB cells were harvested by centrifugation at 5,700 x g for 30

min at 4 °C and lysed by ultrasonic disruption following the method of Cypriano et al., 2019.

BMs were concentrated from magnetic cell lysate with a boron-neodymium permanent

magnet (1.5 cm h x 2.5 cm ⌀) and washed repeatedly with 20 mM HEPES buffer until total

removal of debris as observed under electron microscope.

2.3. BM membrane removal

Membranes from M. blakemorei strain MV-1T BMs were removed using a protocol adapted

from Yoshino et al., 2008. Membrane proteins were removed by treating 1 mg BMs with a

boiling alkaline detergent solution (1% w/v sodium dodecylsulfate, pH 9) for 30 min.

Afterwards, BMs were repeatedly washed with MilliQ with in-between magnetic collections

until no foam formation were observed. Phospholipids were then removed with a



chloroform-methanol (1:1 v/v) solution with occasional stirring for 2 h. The BM-solvent

suspension was stored overnight at 4 °C. Finally, BMs were magnetically collected and washed

with MilliQ water.

2.4. Preparation of sMNPs

Synthetic iron-oxide nanoparticles were prepared by a co-precipitation method as described by

Santos et al., 2018.

2.5. Transmission electron microscopy

All tested magnetic nanoparticles were examined under transmission electron microscopy

(TEM) using a FEI Morgagni apparatus (FEI Company, Hillsboro, OR, USA) operated at 80 kV. The

integrity of BMs mineral core and membrane were evaluated. Changes in membrane thickness

were measured using ImageJ (NIH, USA) image analysis software.

2.6. Dye removal assays

The removal of MB from aqueous solution by BMs extracted from M. blakemorei strain MV-1T

(unless otherwise stated) was investigated in kinetic experiments (10 min) by examining the

disappearance of color in solution during 10 min. Ultra-violet-visible (UV-Vis) spectra of MB in

solution were obtained by scanning spectrophotometry (UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japan) in

225-700 nm wavelength range. Discoloration kinetics were measured spectrophotometrically

at 600 nm wavelength at samples collected at 0-, 1-, 2-, 3-, 4-, 5- and 10-min intervals.

Experiments were performed using a 15 mg/L MB solution, which was prepared using MilliQ

water. The first batch of experiment, removal was carried out with different BM concentrations

(20, 40 and 80 μg/L), and no H2O2 was added. The second raw of experiments was carried with

the BM concentration with the best removal profile with the addition of 0, 18 and 36 mM H2O2

from a 10% stock solution. Control experiments were also run in absence of BMs to record the

MB removal by H2O2. A third batch of experiments were performed with varying pHs from 7.0

to 4.8 and 8.2 using both BM and H2O2-optimized concentrations. pHs were adjusted by adding

0.1 M NaOH or 0.1 M HCl. Membrane-removed BMs were then used in additional experiments

in the presence and absence of H2O2 in optimized BM concentration and medium pH.

Two comparative experiments, one using BMs from M. gryphiswaldense MSR-1 and another

with synthetic MNPs (sMNPs), were run using optimized conditions. All experiments were

carried out in duplicates.

2.7. Reusability and iron leaching

After each degradation experiment, BMs were magnetically concentrated, washed with

distilled water and reused in new degradation reactions. The separated supernatants were

used in quantification of iron to investigate possible iron ions leaching from tested

nanoparticles. Soluble iron determination was done by colorimetric ferrozine method (Viollier

et al., 2000).

2.8. Molecular modeling of BM membrane proteins

Amino acid sequences from Mam and Mms proteins of Mv. blakemorei strain MV-1 were

retrieved from NCBI Nucleotide and Protein databases (Mizrachi et al., 2007). Molecular

modeling was performed into the SWISS-MODEL platform (Guex et al., 2009) using reference

sequences from PDB (Burley et al., 2017) or constructed by AlphaFold DB v2 (Ruff et al., 2021)



computing global model quality estimate (GMQE) and predicted local distance difference test

(pLDDT) quality parameters, and prediction of transmembrane insertion. Electrostatic surface

potential was calculated in the APBS server using the PARSE forcefield set at pH 7.2 (Unni et al.,

2021). Surface hydrophobicity was assessed using the transmembrane tendency (tt) scale

(Zhao & London, 2009). Molecular visualization was performed using UCSF Chimera and

PyMOL tools (DeLano, 2002; Pettersen et al., 2004). The solvent-accessible surface (SAS) with

relative surface accessibility (RSA) and absolute surface accessibility (ASA) was predicted using

NetSurfP 3.0 webserver (Høie et al., 2022) and UCSF Chimera, as well as flexibility metric of

probability of disorder (Pdisorder) per residue.

2.9. Molecular docking and energy binding score

Methyl blue dye molecular structure was retrieved from PubChem (Kim et al., 2016). Molecular

docking was performed on AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010). BM membrane molecular

models were set as receptors, methyl blue as ligand, and the interaction box on the

cytoplasmic side of BM proteins, excluding the mangetossomal lumen side. Docking results

were ranked by lowest energy score function result and proximal RMSD (<2.0). The

intermolecular interaction network was obtained using BIOVIA Discovery Studio (Baroroh et al.,

2023) and the PLIP platform (Salentin et al., 2015) and displayed within the 5 Å threshold

distance within the ligand.

3. Results and discussion

3.1. Dye chemical profile

MB is a synthetic dye widely used for histological and botanical staining and in colorization of

stationery, detergents, and personal care products (Clariant, 2013; Sabnis, 2010). Its structure

possesses both aniline and triarylmethane moieties (Figure 1A), which are linked to

considerable aquatic ecotoxicity (Bhunia et al., 2003; Chen et al., 2019). Two prominent peaks

are visible in MB UV-Vis spectrum (Figure 1B): a sharper one – assigned peak a – ranging from

290-310 nm, relative to aniline (NIST, 2018), and a broader one – peak b – in 580-620 nm,

which is due to its highly conjugated organic structure (Figure 1A).

3.2. Influence of BM concentration on MB removal

In the first group of experiments, we tested different BM concentrations for the degradation of

15 mg/L MB in the absence of H2O2 (Figure 2A). Among the tested concentrations (20, 40 and

80 mg/L), the greatest concentration led to the fastest degradation, with over 90% of MB being

degraded within 5 min. Thus, reaction kinetics is directly proportional to the nanoparticle

concentration. Both 40 and 80 mg/L were capable of virtually total removal of MB within 10

min (Figure 2A).

3.3. Influence of hydrogen peroxide

In the second set of experiment, the influence of H2O2 of MB degradation rate was investigated

(Figure 2B). Using BMs with and without 36 mM H2O2 led approximately to the same removal

rate within 5 min. Nevertheless, in the presence of H2O2, the removal achieved in the first 1

min was over 80%, while this value was ~20% lower for the reaction using solely BM. This

finding indicates BMs may act as a catalyst by accelerating MB degradation by H2O2. However,



the use of BM in the absence of H2O2 may have a greener character because it avoids a toxic,

oxidizing reagent that can be potentially hazardous itself.

3.4. Influence of reaction pH

All the results described to this point were obtained using a medium pH of 7.0. The third set of

experiments was performed to evaluate the influence of different pHs on the MB removal

kinetics using 80 mg/L BM and 36 mM H2O2 (Figure 2C). When pH was set at 4.8, there was a

reduction in the initial removal rate: only 38% of MB was removed at 1 min and 64% at 2 min.

This is an important reduction in removal ability from pH 7.0, which led to approximately 90%

degradation at 2 min. The decrease in removal activity was more dramatic when the pH was

8.2. In that case, only a 30% removal was achieved in 10 min. The highest activity in neutral pH

is an indication that the degradation mechanism is a biological catalysis rather than Fenton’s

oxidation. This hypothesis is in tandem with the work of Darwesh et al., 2019, which that

demonstrated that an MNP-immobilized peroxidase has its peak textile-dye-degrading activity

at a pH 6 and approximately 90% active in a pH 7. In that work, a substantial reduction of the

activity is also observed pHs over 7.5 and under 5.5, which further corroborates our

hypothesis. On the other hand, Fenton reactions rely on the iron-catalyzed formation of

reactive oxygen species like hydroxyls radicals (OH∙) (Pignatello et al., 2006). Fenton’s reactions,

which commonly applies magnetic nanoparticles, are favored and accelerated in acidic media

(Jung et al., 2009) while BM-mediated degradation is optimal at neutrality.

3.5. Effect of membrane removal

To the fourth set of experiments, BMs were subject to membrane removal to investigate the

effect of the external coating on their activity in the presence and absence of H2O2. In the

absence of H2O2, little MB degradation was observed and 82% of MB remained in medium after

10 min (Figure 2D). The dramatic decline in MB removal performance is a strong evidence that

most catalytic activity is performed by membrane components, probably anchored proteins.

This finding also reinforces a non-Fenton mechanism underlying MB degradation. Due to

crystallographic precision of BM magnetite core, iron atoms are orderly confined within the

mineral structure and might not be available to perform Fenton’s oxidations. Intriguingly, even

in the presence of H2O2 at the same concentration of the previous experiments (36 mM), the

degradation of MB was significantly hindered when bare BMs were used. This is probably

because of H2O2 decomposition into H2O and O2, but not OH∙ radicals, as observed for other

heterogeneous catalysts with ordered crystalline surfaces.

These findings further support the importance of BM membrane to biotechnological

applications. The phospholipid portion of the biological membrane causes a negative external

charge and, thus provides BMs aqueous suspensions with colloidal stability (Vargas et al.,

2018). Proteins, whose functions in biomineralization process include iron uptake, crystal

nucleation and growth and pH and redox control, are also components of BM membrane

(Correa et al., 2020). These intrinsic BM protein functions could be explored for real-world

applications. As described in earlier studies, some of these proteins could be acting as natural

catalysts for MB degradation by oxidation. BMs extracted from M. gryphiswaldense strain

MSR-1 (Guo et al., 2012) and Magnetospirillum magneticum strain AMB-1 (Li et al., 2015) have

already been assigned peroxidase-like activity linked to BMs. MSR-1 BMs also displayed a more

intense activity when applied with its original membrane than after membrane removal (Guo

et al., 2012).

3.6. Kinetic profile



From the experiments using 80 mg/L BM, 36 mM H2O2 and a combination of both, we used the

variation of MB concentrations along reaction time to calculate the kinetic law of the reactions,

as well as the rate constants (k). Linear regressions were performed with ln[MB] (for first order

kinetics) and 1/[MB] (for second order kinetics) versus time (Figure 3). The angular coefficients

correspond to k (k1 for 1st order and k2 for 2nd order) and R² values were used to evaluate the

fitness of removal data to each kinetic model (either 1st or 2nd order). Results for rate constants

and kinetic modelling are on table 1. While removal with BM only resulted in a first order

kinetics, the other two treatments are second order. When both BM and H2O2 were employed,

k2 equaled to 0.242 L.mg-1.min-1, which is about 4 times that of H2O2 only. These results suggest

that, when used alongside, BMs accelerates the degradation of MB by H2O2. However, the

degradation of MB by BM only probably occurs through an intrinsic mechanism, with is

complemental to the catalysis.

Linear regression analysis of kinetic data also allowed us to compare the removal efficiencies of

prismatic BMs from M. blakemorei strain MV-1T, with integer and removed membrane, with

those of cubooctahedral BMs from M. gryphiswaldense strain MSR-1 and sMNPs (Table 2). All

nanoparticles displayed a second-order kinetics, with MV-1T BMs displaying the highest activity

among them. Nevertheless, cubooctahedral BMs from MSR-1 also showed a superior activity

compared to sMNPs. This result coincides with previous work (Guo et al., 2012) in which

degrading activity of MSR-1 BMs was more similar to that of peroxidase than to synthetic

nanoparticles. Dye-degrading activities found for BMs are among the highest among

nanoparticles claiming a green synthetic route (Table 3). In a MB adsorption process using

mussel-inspired MNPs, Wang and coauthors reached up to 95% removal rate. Nevertheless, the

highest performance was reached at a pH = 4, which requires acidification during

decolorization. Considering a second-order kinetics, dye-removing activity of BMs still seems

significantly higher than that of mussel-inspired MNPs (Table 3). Hence, the efficient

decolorizing character along with a sustainable bioproduction provide BMs with a high

competitiveness due to the increased environmental performance.

Furthermore, iron leaching from nanoparticles to the reaction media was measured. Significant

iron leaching (4% of Fe mass) was only detected using sMNPs (Table 2). This result indicates

that membranes surrounding MV-1T and MSR-1 BMs also act as a protective layer against iron

mobilization from Fe3O4 core.

3.7. Reusability

Following MB degradation experiments with and without H2O2, BMs were recovered through

magnetic collection and their reusability was tested. The results (Figure 4) indicate BMs can be

recovered and reused for, at least, 4 cycles while maintaining an activity over 75% that of the

first use in the presence of H2O2. In the absence of H2O2, the reduction in activity after the first

use was more pronounced. Nevertheless, over 40% activity was retained for three reuse cycles.

In environmental applications, such reusability is a major advantage of biogenic nanomagnets.

Costs and resource utilization for production of novel BMs, as well as disposal volumes of used

nanoparticles, are significantly reduced. In comparison with an MNP-immobilized peroxidase,

which could be reused in up to 100 cycles (Darwesh et al. 2019), BMs seemed less resilient to

sequential reutilizations. However, the reported tests were performed against azo-dyes, whose

chemical degradability is different from triarylmethanes like MB. Despite a better reuse

characteristic, MNP-immobilized peroxidase takes about 6 h to achieve a complete

decolorization.



Membrane integrity, which is important to maintain BM activity between reuse cycles, was

investigated by BM observation and membrane measurement under transmission electron

microscopy (Figure 5). In the experiments with H2O2, membrane thickness was virtually

preserved from first to third utilization (Figure 5A-C, Table 4) while a significantly (Table S1)

shrinking (Figure 5C, Table S1) was observed after the fourth reuse cycle. The 23-% reduction in

the mean membrane thickness is related to a 57-% decrease in dye degradation activity (Figure

4 and Table 4), evidencing that membrane disruption hinder BM catalytic activity. Moreover,

Figure 4D evidences the accumulation of a nebulous substance between BMs after 4th reuse.

This observation might suggest the accumulation of MB degradation products and detachment

of BM membrane components. A significantly reduction (77%) in BM activity is also observed

when reuse is performed in the absence of H2O2. However, as measured by microscopy (Figure

S1), the observed decrease in membrane thickness was only 6.7%. On the other hand, material

accumulation, presumably degradation products, onto the surface of BMs (Figure S1) might

prevent the contact between BM surface proteins and soluble dye, thus hindering BM

degradation. It might be suggested that, in the presence of H2O2, MB degradation products are

further decomposed by peroxidation while they accumulate in the absence of the oxidative

agent.

3.8. Possible reaction mechanism

UV-Vis spectrometry analyses of treated dye samples were also performed to investigate

spectral changes arising from dye degradation after treatments. The characteristic blue

chromophore peak b decreases in magnitude in all treatments, but the sharpest reduction

(98%) occurs with BMs and H2O2 treatment, which is in good agreement with

spectrophotometric experiment results (Figure 1B). The peak b also shows 27% reduction with

H2O2 and 68% with BMs. Conversely, the sharp peak a, relative to aniline, increased after all

treatments but that using solely H2O2. The observed increase in the peak a could be associated

to an accumulation of degradation MB products, like aniline, and, thus, further supports a

predominantly degradative mechanism of MB removal by BMs. This suggestion is further

supported by the fact the highest peak, 13% higher than raw dye, is formed in the presence of

BMs only. The slightly lower peaks in the treatments with H2O2 (with and without BMs) an

indication of unspecific oxidation of both MB and its BM-formed degradation products by

peroxidation.

3.9. In silico structural basis of methyl blue interaction with magnetosome membrane proteins

After homology modeling M. blakemorei strain MV-1T BMs, the best protein-ligand interaction

profile was achieved in the MamZ model with -9.6 kcal⋅mol-1 binding score and overall mean

score was -8.1 ± 0.7 kcal⋅mol-1 with predicted BM transmembrane proteins (Sup Table S2; Fig.

6). A robust molecular model of MamZ was obtained, with a mean pLDDT = 81.53 ± 12.95 and

GMQE = 0.82 (Sup. Fig. 2A-. Mean Pdisorder = 0.05 ± 0.15 is dictated by loop-flexible regions faced

to the cytoplasm and magnetosome lumen and rigid transmembrane helixes, and mean RSA =

28.22 ± 21.06%, indicating that most buried residues (<0.25) are within MFS (α1-α16 ) and FRS

(α17-α22) channels located in transmembrane helixes. No Ramachandran outliers were

detected (97.77% favored) with MolProbity = 0.91, and only 4 rotamer outliers (i.e., I47, L65,

W529, and 594) (Sup. Fig. 2). The MamZ binding pocket is found within the cytoplasmic side of

ferric-reduction superfamily (FRS) domain with a positive electrostatic surface potential,

possibly due to protonation states of the R486, H572, R499, and R483 residues. Surface

hydrophobicity is provided by W568, I575, and F618 residues. The binding pocket SAS is

represented by mean RSA of 22.98 ± 20.50 % and ASA of 31.65 ± 28.66 Å2, with 5 buried and 3



solvent-exposed residues (i.e., R483, F618, and T621), representing a partially solvent-exposed

pocket with a robust mean pLDDT = 84.13 ± 8.62 and well organized (Pdisorder = 1.38 ± 1.52 ⋅

10-3). The intermolecular network interaction between MamZ and methyl blue is described by:

(i) 5 H-bonds from S479, R573 (2), F618, and T621 residues within sulfonate groups and anilinic

nitrogen from dye; (ii) 3 hydrophobic interactions from Cγ of R573, Cβ of H572, and Cδ of I575

residues within dye’s aromatic rings; (iii) 1 pi-pi interaction (π-π; T-shaped) with W568 and 2

pi-cation (π-cation) with imidalozic nitrogen from H572 and terminal aminic nitrogen from

R483 residues; and (iv) 1 salt bridge between a sulfonate group and guanidino group of R483

(Sup. Video 1). Thus, we hypothesize that interactions with the three solvent-exposed residues

(i.e., ., 2 H-bonds within carbonyl from F618 backbone and hydroxyl of lateral chain from T621,

1 salt bridge and 1 π-cation with guanidino group of lateral chain of R483) are essential for the

first stabilization of the methyl blue dye in the docking site, in order for the whole

intermolecular network to occur. Additionally, dye degradation does not occur when BM’s

membrane is removed (Figure 2), and activity diminishes in accordance with particle reusability

(Figure 4). Together, these data suggest that the BM degradation is not Fenton related and

possibly the phenom is associated with a membrane component, possibly being the

magnetosome proteins such as MamZ or other high-score methyl blue-docked proteins as weel

as the MamZ activity might diminish due to saturation of dye degradation or steric-hindrance

due to byproducts accumulation on BM surface (Sup. Table 2).

4. Conclusion

In this paper, we have explored intrinsic protein-mediated activities of BMs for decolorization

of MB, an industrially important dye. BMs were capable of removing MB in the presence and

absence of H2O2 and, despite commonplace for other MNPs, removal mechanism is different

from a Fenton’s catalysis. The sustainable characteristic of BM production by magnetotactic

bacteria-based bioprocesses, added to a highly efficient removal and reusability prompt BMs

for use as a green nanocatalyst in wastewater decolorization. Further research is needed to

assess BMs in the degradation of other pollutants, including other dyes, and examine the

toxicity of degradation products. Finally, due to the complexity of BMs proteome, there could

be other natural activities of BM without surface functionalization still to be explored in

environmental remediation.
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Table 1. Rate constants obtained from linear regression analysis of the dye removal data by M.

blakemorei strain MV-1T BMs in different conditions. Results in bold indicate best fit to the

corresponding kinetic law.

Treatment First order Second order

k1 (min-1) R² k2 (L.mg-1.min-1) R²

BM 0.3583 0.9686 0.0726 0.9042

H2O2 0.2955 0.7620 0.0565 0.9203

BM + H2O2 0.5185 0.7836 0.242 0.9869

Table 2. Comparison between rate constants obtained from linear regression analysis of the

dye removal data from experiments using M. blakemorei strain MV-1T BMs, M.

gryphiswaldense strain MSR-1 BMs and synthetic MNPs. Results in bold indicate best fit to the

corresponding kinetic law.

First order Second order Iron leaching

k1 (min-1) R² k2 (L.mg-1.min-1) R² % (m/m)

MV-1 0.5185 0.7836 0.242 0.9869 0,2083

MSR-1 0.7800 0.9652 0.081 0.9852 0,182263

MNP 0.1950 0.9634 0.021 0.9903 4,27015

Table 3. Comparison between kinetic data from the present work and results available in the

literature. For this comparison, only MNPs claiming a green synthetic route were considered.

Nanoparticle dye
Removal

mechanism

Reaction

order
k additional results reference

Green tea-stabilized

iron oxide NPs

methylene blue
Fenton-like

catalysis

Second 0.0039 L.mg-1.min-1

> 99% removal within

6 h

Shahwan

et al.,

2011methyl orange First 0,019 min-1

Green tea

γ-Fe2O3/Fe3O4 NPs
malachite green

Direct

degradation
First 0.057 min-1 96% removal within

60 min

Weng et

al., 2013

Eucalyptus tereticornis

iron-polyphenol NPs

acid black 194
Fenton-like

catalysis
First ~0.017 min-1 100% removal within

200 min

Wang et

al., 2014

Melaleuca nesophila

iron-polyphenol NPs

Rosemarinus officinalis

iron-polyphenol NPs



Mussel-inspired

Fe3O4-PDA/PEI NPs
methyl blue

Adsorption
Pseudo-secon

d

0.0034 L.mg-1.min-1 >95% removal in 5

min Wang et

al., 2015
bengal rose 0.052 L.mg-1.min-1 > 90% activity after

10 cycles

Humic acid-stabilized

Fe3O4 NPs
malachite green Adsorption Pseudo-first 0.02811 min-1 Abate et

al., 2020

NP = nanoparticles; PDA = poly-dopamine; PEI = polyethylenimine; k = rate constant

Table 4. Average activity (% in relation to first use) and mean values (nm) of membrane

thickness of BM after each reuse cycle in the presence of H2O2.

Reuse cycle

Raw 1st 2nd 3rd 4th

Activity 100 87.76 78.97 81.31 43.46

sd - 1.43 1.98 3.97 11.24

Thickness 7,215 7,428 7,414 7,307 5,54

sd 1,225 2,709 1,917 1,749 1,281

n 225 399 446 333 292

Figure 1. Chemical structure of MB dye (A), showing aniline (encircled in purple dashed line)

and triarylmethane (central, encircled in green dotted line). UV-Vis spectrum of raw and

treated MB (B) indicating typical absorption peaks a, at 300 nm, and b at 600 nm. Treatment

agents are BM solely, H2O2 solely and a mixture of both.

Figure 2. Kinetics of dye concentration along 10-min treatments. Effects of BM concentration

(A) in absence of H2O2, H2O2 concentration (B) in the presence and absence of BM, pH (C) and

BM membrane removal (D) are plotted.

Figure 3. Linear regression plots for first (A-C) and second (D-F) order kinetics. These plots were

used to determine kinetics parameters of MB removal by 80 mg/L BMs (A and D), 36 mM H2O2

(B and E) and both (C and F). Note that time considered here was only 5 min because, in most

cases, MB concentration at later times were zero.

Figure 4. Relative activity retention of BMs after four reuse cycles in removal of MB in

concentrations of 0 and 36 mM H2O2.



Figure 5. Transmission electron microscopy of BMs after first to fourth (A-D, respectively) reuse

cycles. Arrows indicate BM membranes. * indicates a nebulous substance, presumably

degradation products, accumulated between BMs after four cycles.

Figure 6. In silico structural basis of aniline blue interaction with MamZ protein in M.

blakemorei strain MV-1T BMs. Surface mapping of electrostatic potential (A), transmembrane

hydrophobicity tendency (B) and relative solvent accessible area (RSA) (C) with 0.25

buried-residue threshold. Binding pocket (<5Å) within the network of intermolecular

interactions comprising hydrogen bonds, salt bridges and hydrophobic interactions (D).

Figure 1.

Figure 2.



Figure 3.
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Figure S1. Transmission electron microscopy of BMs after four reuse cycles in the absence of

H2O2. Arrows indicate BM membranes. * indicates a nebulous substance, presumably

degradation products, accumulated between BMs after four cycles.



Figure S2. MamZ molecular model based on amino acid sequence. MFS and FRS domains.

Model confidence based on predicted local distance difference test (pLDDT) provided by

AlphaFold DB v2 (B). Model quality assessed by Ramachandran plot with phi-psi angles (C) and

pLDDT with probability of disorder (Pdisorder) per residue (D) and relative solvent-accessible

area (RSA) based on exposed and buried residues.



Figure S3. Network of intermolecular interactions of the methyl blue dye with interaction site

in MamZ. The interaction site is described by the interactions: (i) 5 H-bonds of residues S479,

F618, T621, and R573 (2)with the sulfonate groups and the anilinic nitrogen of the dye; (ii) 3

hydrophobic interactions residues R573, H572, and I575; (iii) 1 pi-pi (π-π; T-shaped) interaction
with W568 and 2 pi-cation (π-cation) interactions with the imidazolic nitrogen of H572 and the

terminal aminic nitrogen of R483; and (iv) 1 salt bridge with sulfonate and R483 groups (A, B, C,

and D).

Table S1. Adjusted P values in nonparametric, posthoc multiple-comparison tests (MCTs)

between membrane thicknesses of BMNs after each reuse cycle in the presence of H2O2.

Dunns's MCT

1st cycle 0,6586

2nd cycle >0,9999 0,1047

3rd cycle >0,9999 0,9735 >0,9999

4th cycle <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Raw 1st cycle 2nd cycle 3rd cycle

Dunnett's MCT (considering raw BMNs as control group)

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle 4th cycle

Raw 0,445 0,4886 0,938 <0,0001



Table S2. Methyl blue docking score in M. blakemorei strain MV-1T BMs proteins

Receptor Binding score (kcal/mol)

MamZ -9.6

MamY -9.1

MamH -9.0

MamB -8.8

MamO -8.6

MamC -8.5

MamN -8.5

MamM -8.4

MamA -8.2

MamP -8.2

MamS -8.1

MamK -7.9

MamX -7.8

MamL -7.7

MamQ -7.7

MmsF -7.4

MamD -7.1

MamR -6.7

MamI -6.6
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Anaerobic digestion has been widely applied for waste treatment, renewable energy generation and biofertilizer 
production. The biogas potential in Brazil is sizable, but the state of Rio de Janeiro is largely dependent on fossil 
fuels, and there is a lack of biogas potential assessments in the state. Thus, this study evaluated biomethane, 
electricity and biofertilizer potentials in the region. Three different scenarios of biomass supply were considered 
for four major biowaste streams: sewage sludge; cattle manure; sugarcane processing waste; and food waste. 
Biomethane generation from the assessed sources could reach 0.6–1.3 billion Nm3 year− 1, corresponding to 
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1,768–3,961 GWh year− 1 of electricity and 1.6–3.3 million Mg year− 1 of biofertilizer. Cattle manure was 
responsible for 73–84% of the projected biomethane production, presenting an opportunity to reduce the sig
nificant emissions from livestock farming. The estimated biofertilizer production could meet the demands of the 
state, and the produced electricity could offset up to 10% of the demand. The gas grid could facilitate the dis
tribution of upgraded biomethane, and 10–22% of the natural gas demand could be met. The findings of this 
work highlight the high potential for biogas generation in Rio de Janeiro, which is up to seven times larger than 
the current production.   

1. Introduction 

To meet the rise in energy consumption and the Sustainable Devel
opment Goals of the United Nations 2030 Agenda (SDG), a significant 
effort should be made to increase renewable energy production. Bio
based residues have been increasingly used to produce fuels, electricity 
and heat worldwide, increasing the valorization of organic wastes and 
demonstrating the concept of a circular biobased economy [1]. The 
conversion of biowaste into valuable products such as biogas and bio
fertilizers via anaerobic digestion (AD) represents a strategic circular 
biotechnology contributing to the offset of a fossil fuel-based economy. 
AD is applied to several organic substrates, e.g., animal manure, 
agricultural-based residues, food waste, and sewage sludge, to produce 
biogas, which is mainly composed of methane (CH4) and carbon dioxide 
(CO2) [2]. 

Biogas can be directly converted into energy and heat or upgraded to 
biomethane and injected into a natural gas grid, providing a renewable 
and clean energy source [3]. Furthermore, the residue from AD pro
cesses, called digestate, is commonly applied as biofertilizer, since it is 
usually rich in several nutrients, including nitrogen, potassium, and 
phosphorus [4,5]. Biofertilizers can reduce the use of NPK mineral fer
tilizers by 50%, resulting in better conditions for plant growth and 
decreased energy consumption [6,7]. Therefore, it is imperative that 
countries with agricultural production and low mineral fertilizer pro
duction, such as Brazil, implement sustainable solutions to ensure the 
supply of nutrients necessary for agriculture. 

Denmark, Sweden and Germany are examples of European countries 
that successfully apply AD processes for waste treatment and energy 
generation, with strategic investments and policies that encourage 
biogas production and use [8,9]. In 2020, 18 billion m3 of biogas was 

produced in Europe, and the aim is to reach 35 billion m3 by 2030 [10]. 
Although developing countries have large potential for the imple
mentation of biogas solutions, they have a much lower biogas produc
tion rate, which is only 2.35 billion m3 year− 1 in Brazil, for example 
[11]. 

During the 21st Conference of the Parties (COP 21) of the United 
Nations Framework Convention on Climate Change (UNFCCC), held in 
2015, Brazil presented its Intended Nationally Determined Contribution 
to reduce greenhouse gas (GHG) emissions by 43% until 2030 compared 
to 2005 levels [12]. The state of Rio de Janeiro (RJ) has the third largest 
population in Brazil, with over 17 million inhabitants living in a densely 
populated area [13], and accounts for 10% of the Brazilian gross do
mestic product [14]. Although it is one of the most developed states in 
Brazil, RJ relies heavily on nonrenewable fossil-based energy sources 
[15]. Furthermore, it exhibits high discharges of urban sewage [16] and 
biomass from rural areas [17], in addition to organic urban waste 
landfilling [18], which are important sources of soil, air and water 
degradation. 

Therefore, the aim of this study is to assess the potential for bio
methane and biofertilizer production associated with electrical power 
generation from major biowaste sources in RJ. Considering the lack of 
similar assessments in the region, this work could contribute to the 
promotion of biogas technology as a sustainable pathway to replace the 
current predominant fossil fuel-based economy and as a model for 
developing countries. 

2. Material and methods 

2.1. Study design and data compilation 

Biogas potential was estimated for the five regions of RJ: Rio de 
Janeiro (RJA), Volta Redonda-Barra Mansa (VRB), Petrópolis (PET), 
Campos dos Goytacazes (CAM), and Macaé-Rio das Ostras-Cabo Frio 
(MRC). RJA is the most populous region; it is highly urbanized and 
houses the state’s capital. CAM is the largest region, characterized by 
significant livestock and agricultural production, which is also seen to a 
lesser extent in PET. VRB also has some livestock production, while MRC 
is responsible for 13% of the state’s crop production. 

Based on their availability in RJ, four sources of biowaste were 
considered for AD: sewage sludge (SS), cattle manure, sugarcane pro
cessing waste, and food waste (FW). FW and SS are two major waste 
streams in highly populated and urban areas [19], which is the case for 
RJ [13]. Nearly 500 million m3 year− 1 of sewage is treated in the 371 
treatment plants in RJ [20,21]. Although agricultural production in the 
state is less expressive than in other areas of Brazil, the sugarcane pro
duction of 2.4 million Mg year− 1 comprises almost 61% of the crop 
production in RJ [22]. With 2.6 million animals [23], cattle are the 
largest livestock source in the state and represents the largest contri
bution of RJ to Brazilian animal production [24]. 

A dataset was compiled from trusted public and private sources, as 
specified in the following sections. Three scenarios for potential biogas 
production were considered: minimum, medium and maximum, defined 
by different assumptions of substrate availability (Table 1). As a pro
spective approach to support the implementation of AD in developing 
countries, the potential for biomethane, electricity and biofertilizer 
production in the different regions of RJ was estimated by applying 
conversion values from the literature for each available biowaste 

Abbreviations 

AD Anaerobic Digestion 
ANP National Agency for Petroleum, Natural Gas and 

Biofuels 
CAM Campos dos Goytacazes 
COD Chemical Oxygen Demand 
CHP Combined Heat and Power 
DM Dry Mass 
FW Food Waste 
GHG Greenhouse Gases 
LPG Liquefied Petroleum Gas 
MRC Macaé-Rio das Ostras-Cabo Frio 
MSW Municipal Solid Waste 
OFMSW Organic Fraction of Municipal Solid Waste 
PET Petrópolis 
RJA Rio de Janeiro 
SS Sewage Sludge 
RJ State of Rio de Janeiro 
VS Volatile Solids 
VRB Volta Redonda-Barra Mansa  
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(Table 2). 

2.2. Waste and biomethane production estimation 

2.2.1. Sewage sludge 
The data on the amount of collected and treated sewage were ob

tained from the Water and Sewage Services Diagnosis of 2019, released 
by the Brazilian National System of Information on Water and Sanitation 
[20]. The minimum and medium potential scenarios considered only 
treated sewage for the estimation of SS availability for biogas produc
tion, while the maximum potential was based on all collected sewage. 
The biomethane production potential was calculated assuming a solid 
sludge generation of 350 g m− 3 of treated sewage [25], a volatile solids 
(VS) content of 77.5% of dry mass (DM) [26] and an average bio
methane yield for a mixture of primary and secondary sludge of 249.3 
Nm3 Mg− 1 VS [27–29]. 

2.2.2. Cattle manure 
The amount of cattle manure was estimated based on the total 

number of cows in RJ [23] and the percentage of feedlot beef cattle was 
obtained from the agricultural census [36]. The scenarios for the esti
mation of biogas and biofertilizer potential were designed according to 
the ease of manure collection, with the minimum potential scenario 
considering only feedlot cattle and the maximum potential scenario 
taking manure from all cattle into account. Manure production, VS 
content and biomethane yield were estimated according to Mito et al. 
[30]. For beef and dairy cattle, the daily manure production per animal 
was 43.9 and 93.7 L d− 1, the VS content was 80.19 and 68.59 g L− 1, and 
the biomethane yield was 230 and 210 Nm3 Mg− 1 VS, respectively. For 
biofertilizer estimation, DM was calculated considering a VS/DM con
tent of 83.7% and 85.3% in beef and dairy manure, respectively [37]. 

2.2.3. Sugarcane processing waste 
Quantification of sugarcane processing waste was conducted based 

on the ethanol production in the 2021/2022 harvesting season, ac
cording to the National Supply Company [33] or the ethanol production 
capacities of plants in RJ, as obtained from the National Agency for 
Petroleum, Natural Gas and Biofuels (ANP) database for biofuel pro
ducers [38]. The minimum potential scenario considered the ethanol 
production in RJ, while the medium and maximum scenarios considered 
50% and 100% of the ethanol plants capacities, respectively. An average 
vinasse production of 13 L L− 1 

ethanol [31] and an ethanol production of 
72.4 L Mg− 1

sugarcane [33] were considered. The amounts of sugarcane 
straw and filter cake were 140 kg Mg− 1

sugarcane and 35 kg Mg− 1 
sugarcane, 

respectively [34]. While all vinasse and filter cake generated were 
considered for AD, only 50% of the sugarcane straw was assumed to be 
available, as half of it is usually left in the field [39,40]. The chemical 
oxygen demand (COD), DM and VS contents of sugarcane processing 

Table 1 
Minimum, medium and maximum scenarios considered for the estimation of the 
biogas potential in the state of Rio de Janeiro.  

Biowaste Scenario 

Minimum Medium Maximum 

Sewage 
sludge 

Sludge from 50% of 
treated sewage 

Sludge from 100% 
of treated sewage 

Sludge from 100% 
of collected 
sewage 

Cattle manure Dairy cattle and 
feedlot beef cattle 
manure 

Dairy cattle and 
50% beef cattle 
manure 

Dairy cattle and 
100% of beef cattle 
manure 

Sugarcane 
processing 
waste 

Waste from ethanol 
production 
(2021–2022 harvest 
season) 

Waste from 
operation with 
50% capacity in 
ethanol plants 

Waste from 
operation with 
100% capacity in 
ethanol plants 

Food waste 25% of the generated 
food waste 

50% of the 
generated food 
waste 

100% of the 
generated food 
waste  

Table 2 
Equations used to calculate the biomethane potential of different biowaste 
sources.  

Equations Variables 

(1) SSt =
SG × Sewage

106  
• SSt : sewage sludge (Mg DM year− 1)  
• SG: solid sludge generation (350 g DM 

m− 3) [25]  
• Sewage: volume of sewage (m3 year− 1) 

[20] 
(2) BMPSS = SSt × SSVS × YSS  • BMPSS: sewage sludge biomethane 

potential (Nm3 year− 1)  
• SSVS: sewage sludge volatile solids (77.5% 

DM) [26]  
• YSS: sewage sludge biomethane yield 

(249.3 Nm3 Mg− 1 VS) [27–29] 
(3) BMPDairy =

MDairy × VSDairy

106 × YDairy ×

365  

• BMPDairy: dairy cattle manure biomethane 
potential (Nm3 year− 1)  

• MDairy: dairy cattle daily manure 
production (93.7 L d− 1) [30]  

• VSDairy: dairy manure VS content (68.59 g 
L− 1)  

• YDairy: dairy cattle manure biomethane 
yield (210 Nm3 Mg− 1 VS) [30] 

(4) BMPBeef =
MBeef × VSBeef

106 ×

YBeef × 365  

• BMPBeef : beef cattle manure biomethane 
potential (Nm3 year− 1)  

• MBeef : beef cattle daily manure production 
(43.9 L d− 1) [30]  

• VSBeef : cattle manure VS content (80.19 g 
L− 1)  

• YBeef : beef cattle manure biomethane yield 
(230 Nm3 Mg− 1 VS) [30] 

(5) BMPCM = BMPDairy +

BMPBeef  

• BMPCM: cattle manure biomethane 
potential (Nm3 year− 1) 

(6) BMPVin = E× SPVin ×

CODVin

1000
× YVin  

• BMPVin: sugarcane vinasse biomethane 
potential (Nm3 year− 1)  

• E: ethanol production (m3 year− 1)  
• SPVin: vinasse specific production (13 m3 

m− 3
ethanol) [31]  

• CODVin: sugarcane vinasse COD (27.25 g 
L− 1) [32]  

• YVin: vinasse biomethane yield (274 Nm3 

Mg− 1 COD) [32] 
(7) SC =

E
SPE

× 1000  • SC: sugarcane used for ethanol production 
(Mg year− 1)  

• SPE: ethanol specific production (72.4 L 
Mg− 1

sugarcane) [33] 
(8) 

BMPStr/FC =
SC × SPStr/FC

1000
×

YStr/FC  

• BMPStr/FC: sugarcane straw or filter cake 
biomethane potential (Nm3 year− 1)  

• SPStr/FC: sugarcane straw or filter cake 
specific production yield (140 kg 
Mg− 1

sugarcane and 35 kg Mg− 1
sugarcane, 

respectively) [34]  
• YStr/FC: sugarcane straw or filter cake 

biomethane yield (129 Nm3 Mg− 1 and 54 
Nm3 Mg− 1, respectively) [32] 

(9) BMPSW = BMPVinasse +

BMPStr

2
+ BMPFC  

• BMPSW: sugarcane processing waste 
biomethane potential (Nm3 year− 1) 

(10) MSWt = 365×
∑

i
MSWi ×

Popi  

• MSWt : Municipal solid waste (Mg year− 1)  
• MSWi: per capita municipal solid waste 

generation of each municipality (Mg 
inhab− 1 d− 1) [25]  

• Popi: population of each municipality [13, 
25] 

(11) FW = MSWt × %OFMSW×

%FW  
• FW: food waste (Mg year− 1)  
• %OFMSW: organic fraction of municipal 

solid waste (53%) [25]  
• %FW: food waste fraction of OFMSW 

(73%) [35] 
(12) BMPFW = FW× VSFW × YFW  • BMPFW: food waste biomethane potential 

(Nm3 year− 1)  
• VSFW: food waste volatile solids content 

(%) [35] 
•YFW: food waste biomethane yield (341 Nm3 

Mg− 1VS) [35]  
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wastes were estimated according to Janke et al. [32]. The biomethane 
potentials for vinasse, straw and filter cake were 274 Nm3 Mg− 1

COD, 129 
Nm3 Mg− 1 and 54 Nm3 Mg− 1, respectively [32]. 

2.2.4. Food waste 
FW generation was estimated based on municipal solid waste (MSW) 

production, with 53% of the total MSW produced annually considered as 
the organic fraction of MSW (OFMSW) [25], while FW content was 
assumed to be 73% of OFMSW [35]. MSW production was based on the 
population [13] and per capita MSW generation index of the munici
palities, provided by the State’s Solid Waste Plan [25]. The minimum 
and medium potential scenarios considered that 25% and 50% of MSW 
would be destined for AD, which are the mid- and long-term goals of 
energy recovery from waste in the state [25]. The maximum scenario 
estimated the biogas potential from 100% of the FW generated in RJ. A 
biomethane potential of 341 Nm3 CH4 Mg− 1 VS was considered for FW, 
assuming that all components of the OFMSW contribute equally to the 
mass of VS, so the average DM and VS contents for FW are 229.5 kg 
Mg− 1 and 200.5 kg Mg− 1, respectively [35]. 

2.3. Biofertilizer potential 

The potential for biofertilizer production (in DM) from the digestate 
generated in the biogas process of each biowaste stream considered in 
this study was calculated according to Eq. (13) [41]. The estimated DM 
and VS contents of the different biomasses were obtained from previous 
studies, as detailed in Sections 2.2.1-2.2.5 [26,30,37,32,35]. 

Biofertilizer = DM–VS + 0.4 × VS (13)  

where DM is the dry mass and VS is the volatile solids of the biowaste 
(Mg). 

2.4. Electricity production from biomethane 

The potential electricity generation from the biomethane produced 
from each biowaste source was calculated using Eq. (14). 

P = VCH4 × LHV × η (14)  

where P is the potential electricity generated from biomethane (kWh 
year− 1), VCH4 is the volume of biomethane produced (Nm3 year− 1), LHV 
is the lower heating value of methane (9.97 kWh Nm− 3 CH4) and η is the 
engine’s conversion efficiency (30%) [35]. 

2.5. Greenhouse gases avoided emissions 

The avoidance of GHG emissions by the implementation of AD to 
generate electricity and biomethane was calculated based on the emis
sions from conventional energy sources that would be replaced [35]. Net 
electricity generation from AD was calculated considering the difference 
between electricity produced from biomethane and electricity 
consumed in the AD process, which was 67.9 kWh Mg− 1 DM of waste 
[42]. Avoided emissions were then calculated considering the net elec
tricity generation and the current emissions of the Brazilian electricity 
mix (78.8 kg CO2eq MWh− 1) [43]. For biomethane application as vehicle 
fuel, only the replacement of fossil fuels by biomethane in passenger cars 
was considered for the estimation of avoided emissions. Emission factors 
for gasoline and natural gas of 164 and 124 g CO2eq km− 1, respectively 
[44], and a biomethane consumption yield of 2.02 km Nm− 3 [35] were 
applied in the calculations. 

3. Results and discussion 

A total annual production of up to 1324 million Nm3 of CH4, 3961 
GWh of electricity and 3.3 million Mg of biofertilizer could be obtained 
in RJ with the implementation of AD for treating the biowaste streams 

assessed in this study (Table 3). The total potential from the medium and 
maximum scenarios was approximately 1.5 and 2.2 times higher than 
that from the minimum scenario. Cattle manure had by far the highest 
potential, being responsible for 73–84% of the total projected bio
methane and electricity production and 78–87% of the biofertilizer 
production, while sewage sludge had the lowest potential (3–5%). Brazil 
is one of the largest cattle producers in the world; therefore, cattle 
manure management and its AD potential are important in the country 
[45]. 

3.1. Biomethane potential 

Even the lowest estimated biomethane potential of 591 million Nm3 

year− 1 is considerably larger than the current biogas production in RJ of 
327 million m3 year− 1 [11]. Assuming a CH4 content in biogas of 60% 
[46,47], the biomethane potentials calculated in the minimum and 
maximum scenarios were, respectively, 3.0 and 6.7 times larger than the 
current methane production in RJ. Among the different regions of RJ, 
the estimated potentials were much higher than the current production, 
except in RJA (Fig. 1). In this region, which is responsible for 88% of the 
state’s biogas production, the minimum potential did not surpass the 
current production. This may be due to an underestimation of the po
tential in the minimum scenario, in addition to the presence of biogas 
production from industrial residues in RJA [11], which were not 
considered in this study. Furthermore, it is noteworthy that the region 
with the largest potential, CAM, is also the one with the least amount of 
biogas currently produced, since most of the production in the state 
comes from MSW and sewage treatment and is concentrated in the 
metropolitan area of the capital [11]. 

The geographical distribution of biomethane potential in RJ was 
different among the biowaste streams (Fig. 2). This is directly related to 
the different biowaste generation rates across the regions of the state 
(Table S1). 

SS production from treatment plants in RJ was estimated to be 
174,641 Mg DM year− 1, resulting in a potential biomethane production 
of 17–54 million Nm3 year− 1. RJA contains more than 3/4 of the total 
state population and presents by far the largest potential (83%) for 
biomethane production (Fig. 2A). Although it has the third largest 
population, VRB has the lowest methane potential (2% of the SS po
tential) in the minimum and medium scenarios, as less than 30% of the 
sludge is treated; in the maximum scenario, which considers the po
tential production if all collected sewage was treated, the contribution of 
this region increased to 5%. Conversely, the MRC region has one of the 
highest collected sewage treatment indices (85.8%), being responsible 
for a potential biomethane production of 2.5 million Nm3 year− 1 in the 
medium scenario. 

Table 3 
Potential biomethane, electricity and biofertilizer production from different 
biowaste sources in the state of Rio de Janeiro.   

Scenario Biomethane 
(106 Nm3 

year− 1) 

Electricity 
(GWh 
year− 1) 

Biofertilizer 
(103 Mg 
year− 1) 

Sewage 
sludge 

Minimum 16.9 50.5 46.7 
Medium 33.7 100.9 93.4 
Maximum 54.2 162.2 150.1 

Cattle manure Minimum 498.0 1489.6 1356.8 
Medium 733.6 2194.2 1966.0 
Maximum 972.6 2909.1 2584.0 

Sugarcane 
processing 
waste 

Minimum 30.6 91.5 74.3 
Medium 57.5 171.8 139.6 
Maximum 114.9 343.7 279.2 

Food waste Minimum 45.6 136.5 72.9 
Medium 91.3 272.9 145.8 
Maximum 182.5 545.9 291.5 

Total Minimum 591.1 1768.1 1550.7 
Medium 916.1 2739.8 2344.8 
Maximum 1324.3 3960.9 3304.8  
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When sludge from all collected sewage was considered (maximum 
scenario), the biomethane potential from SS increased by 61% in com
parison with the scenario in which only sludge from treated sewage was 
considered for biogas production (medium scenario). Moreover, the 
potential for biomethane production from sewage that is neither 
collected nor treated also exists. In RJ, only 64% of the population has 
access to sanitation, 63% of the collected sewage is treated [20], and the 
development of sewage collection and treatment infrastructure would 
be needed for AD. The possibility for biogas production could become an 
additional motivation to develop more extensive sanitation programs. 

According to the State’s Solid Waste Plan [25], the generated sludge 
is placed in sanitary landfills throughout RJ. Therefore, the application 
of AD to treat this waste would allow for the recycling of nutrients and a 

reduction in operating costs due to energy generation. 
There are 2.6 million cattle heads in RJ, with 1.6 million beef cattle 

and 1.0 million dairy cattle. As most of the cattle in the state come from 
CAM, this region has the highest potential for biomethane production 
(42%) from cattle manure (Fig. 2B). The other regions each account for 
9%–20 % of the potential CH4 generation, with the lowest potential in 
RJA, a highly urbanized area. 

The cattle industry is responsible for 80% of the emissions from 
agricultural activities in RJ, with manure management alone contrib
uting to the emission of 232 Gg CO2eq in 2015 [48]. Worldwide, less than 
9% of the generated manure is treated, with most of it being left in the 
fields [49]. According to the World Biogas Association, livestock manure 
is one of the main sources of energy generation through AD [50] and is 

Fig. 1. Comparison of estimated biomethane potential with current production [11] considering a methane content of 60% in biogas. CAM: Campos dos Goytacazes; 
MRC: Macaé-Rio das Ostras-Cabo Frio; PET: Petrópolis; RJA: Rio de Janeiro; VRB: Volta Redonda-Barra Mansa. 

Fig. 2. Potential production of biomethane (million Nm3 year− 1) in the medium scenario from sewage sludge (A), cattle manure (B), sugarcane processing waste (C), 
and food waste (D) in the regions of the state of Rio de Janeiro. RJA: Rio de Janeiro; VRB: Volta Redonda-Barra Mansa; PET: Petrópolis; CAM: Campos dos Goy
tacazes. MRC: Macaé-Rio das Ostras-Cabo Frio. 
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expected to play a crucial role in most countries in future years, 
achieving up to 1900 million Nm3 of methane every day [51]. Even if 
livestock farming is not the main economic activity of a region, this 
study shows that biogas production from livestock residues could be of 
extremely high value. Legislation to enforce and encourage manure 
treatment via AD and to stimulate its energetic use are needed to realize 
the global potential for biogas generation from manure [50]. 

Cattle for milk production are usually placed in a confined space 
twice a day; therefore, a significant amount of manure could be 
concentrated in these locations, which facilitates manure management. 
On the other hand, beef cattle are more dispersed, which makes manure 
management more difficult and expensive. As a result, 64% of dairy 
manure is treated in some way, while only 1% of beef cattle manure is 
adequately managed [49]. In RJ, most of the cattle production farms 
have relatively small pasture areas (<20 ha), especially in RJA, where 
57% of the establishments have less than 10 ha of pasture, which could 
facilitate manure management [36]. There is a need to encourage the 
appropriate management of manure, especially that from beef cattle, to 
achieve a more sustainable production process. 

Family farming is the basis for the cattle industry in RJ [22], with the 
average number of heads per producer being between 74 (PET) and 142 
(VRB) [36]. Solutions for small producers depend on collaboration 
among farmers, who must gather enough raw material to enable biogas 
production. Most local milk producers are associated with cooperatives, 
and more than 65% of them use collective cooling tanks [52]. This in
dicates an existing relationship among farmers that could facilitate the 
development of joint AD facilities to collectively treat wastes and allow 
for an increase in scale. Another possibility is the establishment of 
centralized AD facilities near large producers, which would allow for 
high-capacity biogas plants, decreasing specific capital and operational 
costs of production [53]. 

There are four large sugar-ethanol processing plants in RJ, three of 
which are in CAM and one in MRC [38]. Altogether, they have the ca
pacity to produce 1270 m3

ethanol d− 1, which would generate 6 million m3 

year− 1 of vinasse, 896 thousand Mg year− 1 of straw (with only half being 
considered for AD), and 224 thousand Mg year− 1 of filter cake. This 
capacity is much higher than the actual ethanol production, which was 
reported to be only 123,400 m3

ethanol year− 1 in the 2021/2022 harvest 
season. The biomethane potential would increase 276% if the full ca
pacity was utilized (maximum scenario) in comparison to the current 
ethanol production (minimum scenario), presenting the potential to 
improve both bioethanol and biogas production in RJ. CAM is respon
sible for 79% of the biomethane production potential (Fig. 2C). 

Vinasse and filter cake are generally used as fertilizers, but this 
practice might affect soil structure and cause contamination, saliniza
tion and acidification of soil, and surface and groundwaters [54,55]. 
Therefore, AD of these wastes could help to reduce the environmental 
impacts of ethanol production and allow for the recovery of energy and 
nutrients. However, low pH, low C:N ratio, and macro- and micro
nutrient deficiency [56] could hamper biogas production from vinasse. 
Vinasse also contains high concentrations of sulfur, leading to the for
mation of H2S, which can impair biogas production and decrease biogas 
quality, requiring a desulfurization step [56]. 

RJA, where the state capital is located, has the highest population 
density [13] and per capita MSW generation index in the state (1.19 kg 
inhabitant− 1 d− 1) [25] and thus has the highest potential for bio
methane production from the AD of FW (82%) (Fig. 2D). 

Source-segregated organic waste is preferable for AD since it facili
tates reactor maintenance and digestate processing, allowing the 
digestate to meet the criteria needed to be used in food production [57]. 
In RJ, there is no collection of source-separated organic waste, but some 
municipalities have specific legislation [25] for the separate collection 
of organic residues from large waste generators, such as restaurants and 
supermarkets. 

Although this residue is usually disposed in sanitary landfills, which 
wastes opportunities for resource recovery and energy generation, 

organic waste from large generators is currently being used in a pilot 
plant in Rio de Janeiro City for the production of biomethane [35]. 
According to the National Solid Residue Plan [58], this is the only fa
cility in RJ where AD technology is applied to OFMSW, of which 73% is 
FW [35], and the facility can treat up to 30 Mg d− 1, producing 1000 Nm3 

d− 1 of biomethane. This plant also produces digestate, which is used by 
the municipality in reforestation programs [59]. However, the treatment 
capacity of this facility corresponds to only 0.4% of the FW production 
in RJ, showing the need for the implementation of policies to increase 
sustainable organic waste management. 

Solid waste management measures in Brazil are focused on elimi
nating improper waste disposal, so the implementation of source- 
segregation could be difficult, requiring a change in societal behavior 
and the enforcement and promotion of new public policies. Thus, post- 
separation technologies would be essential at present for separating FW 
from MSW. 

3.2. Application of biogas to offset electricity and fossil-fuel demands in 
the state of Rio de Janeiro 

The produced biogas could be used as a substitute for cooking gas. 
The application of biogas from small-scale plants for cooking has envi
ronmental, economic, and social benefits for rural and low-income areas 
[60,61]. This could help offset the effects of the rising liquefied petro
leum gas (LPG) prices in RJ. In 2020, 3.2 million tons of LPG were used 
in the whole Southeast region of Brazil [62], which is equivalent to 
nearly 41,464 GWh [63], which could be offset by 14–32% by the en
ergetic potential of methane estimated in this study. 

RJ already has a natural gas distribution grid connecting its five 
regions, covering almost 60% of the municipalities (Fig. 3), that could be 
used for biomethane distribution. RJA has several municipalities con
nected to the grid, while CAM, which has the highest biomethane po
tential, has only one. However, the only two current biogas facilities that 
produce biomethane in the state do not inject it into the gas grid; 
instead, they sell it directly to the final consumer (e.g., gas stations and 
industrial clients) [46], which can be attributed to inconsistencies in the 
legislation for biomethane distribution (Section 3.5). 

The produced biomethane could be easily distributed to households 
and businesses connected to the natural gas distribution grid. According 
to the natural gas distributor in RJ, Naturgy, 16.6 million m3 of gas is 
distributed every day, which would be equivalent to a demand of nearly 
6.1 billion m3 every year [64,65]. The estimated biomethane production 
could provide between 10 and 22% of this demand, reducing de
pendency on fossil fuels and improving the contribution of renewable 
energy sources in the state. Biomethane is commonly applied in the 
vehicle fuel sector in countries such as Sweden [8]. Although the 
number of vehicles that use biomethane in RJ is quite low (286), more 
than 1.3 million vehicles run on natural gas (Fig. S1), highlighting an 
enormous market for biomethane. Almost 3.4 million m3 day− 1 of nat
ural gas is commercially used as vehicle fuel [64,65], and all this de
mand could be supplied by biogas production from the sources selected 
in this study. The development of biogas solutions in the state could 
encourage a shift in vehicle fuel consumption, along with government 
policies and incentives for the production and use of renewable energy. 

Despite economic advantages, the initial investments into biogas 
upgrading can be costly [66], and the produced biomethane would have 
to be competitive with natural gas. Alternatively, biogas could be used 
for heat and electricity production in a CHP system. The electricity could 
help supply the biogas plant and waste-generating activities (e.g., farms, 
sugar-ethanol plants, and wastewater treatment systems). For example, 
sewage treatment plants that use activated sludge systems have very 
high electricity demands associated with the aeration of reactors, and 
the integration of CHP is the most accepted option to increase energy 
recovery [67]. In RJ, the total electricity consumption in sewage systems 
is approximately 107 GWh year− 1 [20], of which 47% could be supplied 
by electricity generation from biogas from SS in the more conservative 
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scenario. With the expansion of sewage treatment and the AD of sewage 
sludge (maximum potential scenario), all electricity could be provided 
by biogas, and profits could be obtained from selling the excess energy. 

If the electricity is not used within the biogas plant, it could be 
distributed locally. A total of 39,244 GWh was consumed in RJ in 2019 
[68]; thus, the electricity potential estimated from all streams consid
ered in our study could offset 5–10% of the electricity from the power 
grid. Heat is also generated within the system, which could be utilized in 
other parts of the process, such as during pretreatment or for heating 
reactors. 

3.3. Digestate utilization: achieving a circular economy 

Digestate can help neutralize acid soils, since its pH usually ranges 
from 7 to 8.5, and enhance soil fertility, both as a source of nutrients 
[69] and by improving soil cation exchange capacity, which is crucial for 
RJ low fertility soils. It can also be used as a substrate for plant beds, 
especially for Atlantic Forest trees in RJ [70]. In summary, digestates 
from suitable feedstocks could act as secondary nutrient sources, pro
moting a circular biobased economy. 

CAM has the highest potential for biofertilizer production from AD of 

Fig. 3. Gas distribution in the state of Rio de Janeiro [64,65]. Compressed Natural Gas (CNG).  

Table 4 
Biofertilizer and nutrient production from digestate and demand in each region of the state of Rio de Janeiro. CAM: Campos dos Goytacazes; MRC: Macaé-Rio das 
Ostras-Cabo Frio; PET: Petrópolis; RJA: Rio de Janeiro; VRB: Volta Redonda-Barra Mansa.  

Region Scenario Biofertilizer (Mg year− 1) N (Mg year− 1) P (Mg year− 1) K (Mg year− 1) 

CAM Minimum 648,331 29,160 7,923 41,299 
Medium 947,999 41,580 11,297 60,582 
Maximum 1,314,190 54,696 14,841 84,604 

MRC Minimum 148,853 6,633 1,861 9,237 
Medium 271,945 12,091 3,404 16,832 
Maximum 413,827 17,691 4,941 25,811 

PET Minimum 304,847 14,918 4,096 18,968 
Medium 415,815 20,354 5,613 25,741 
Maximum 531,559 26,015 7,215 32,658 

RJA Minimum 238,257 11,947 4,052 10,840 
Medium 407,069 20,498 7,181 17,313 
Maximum 643,417 31,907 11,314 25,760 

VRB Minimum 210,423 10,283 2,822 13,071 
Medium 301,928 14,750 4,063 18,662 
Maximum 401,849 19,691 5,510 24,445 

Total Minimum 1,550,711 72,941 20,754 93,416 
Medium 2,344,756 109,274 31,557 139,130 
Maximum 3,304,842 150,000 43,820 193,279 

RJ Demanda - 52,802 8,976b 5,280b 7,920b  

a Source: NPCT [72]. 
b Considering the N–P–K composition of the southeast region of Brazil (17-10-15%). 
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the studied biowastes, with more than twice the potential of any other 
region, while MRC has the lowest potential (Table 4). The produced 
biofertilizer can be used in agricultural production, since CAM is 
responsible for 61% of the state’s production, mainly related to sugar
cane [22]. Alternatively, the biofertilizer could be used for the cultiva
tion of soybean and other grains, which has been encouraged and 
identified as one alternative to occupy the areas that were previously 
used by sugarcane in the North and Northwest of Rio de Janeiro [71]. 

The biofertilizer production projected in this study could surpass the 
fertilizer demand in RJ, of 52,802 Mg year− 1 [72], providing at least 8, 4 
and 12 times the amount of N, P and K needed, respectively. In the 
maximum potential scenario, the application of AD to treat the studied 
wastes could provide up to 17, 8 and 24 times the needed N, P and K, 
respectively. The replacement of mineral fertilizers for biofertilizers 
usually results in a reduction in GHG emissions and energy consumption 
in fertilizer production, reducing the use of fossil fuels [7,73]. 

Digestate characteristics vary widely with feedstock. Digestate from 
FW has the highest nitrogen (N) content, while that from SS has the 
highest phosphorus (P) concentration, and those from cattle manure and 
sugarcane waste have the highest potassium (K) content (Table S2). 
Biosolids produced from sewage treatment stations in RJ after AD and 
drying are suitable for agricultural application, complying with the legal 
quality requirements [70,74], but sludge is landfilled due to the absence 
of a state sludge recycling program [25,70]. Cattle manure and 
OFMSW-based digestates can have pathogens, impurities and contami
nants, which negatively affect digestate processing and the possibility of 
land application [57,75,76]. 

Furthermore, for farmland application, the land should be located 
near the biogas plant, and for land that is farther away, volume reduc
tion and digestate treatment must be considered to reduce trans
portation costs [5,57]. For longer distances, ammonia stripping can 
result in cost reduction, and if a CHP system is used, excess heat can be 
used to increase stripping efficiency [5]. Additionally, pelletization of 
the end-product may improve its fertilization properties, reduce trans
portation costs and facilitate land application [75]. 

Since the calculated digestate potential is much higher than the 
fertilizer demand in RJ, alternative uses in addition to soil application 
should be considered. For example, co-combustion of digestate can be 
performed for power generation [57]. Thermal conversion technologies 
such as combustion, pyrolysis and gasification are usually applied for 
energy recovery from digestate while also producing biochar, which 
could be utilized as a soil amendment [75]. Gasification is commercially 
available for urban digestates, and several operating plants exist in the 
United States [75]. The produced gas could be used either in pretreat
ment steps, to heat the reactor or in the digestate drying process. 

3.4. Avoided greenhouse gas emissions 

Brazil has one of the most sustainable energy matrices mainly due to 
the contribution of sugarcane biomass (19%) and hydropower (13%), 
with 48% of the energy produced coming from renewable sources 
(Fig. S2A) in 2020, in comparison with 14% in the world [77]. However, 
in 2016 (the latest available data), RJ was strongly dependent on 
nonrenewable sources for energy (88%) and electricity (78%) produc
tion [15] (Fig. S2). 

Studies have noted that the energy produced from biogas contributes 
to lower GHG emissions compared to fossil fuels [78,79]; therefore, the 
implementation of AD technology can help improve the energetic status 
of RJ. Emissions of up to 439 thousand Mg CO2eq could be avoided if 
gasoline was replaced by the estimated biomethane produced from the 
studied biowaste streams as vehicle fuel. A total of 332 thousand Mg 
CO2eq would be avoided if natural gas was replaced. In this study, only 
passenger vehicles were considered, and further opportunities for GHG 
reduction exist if biomethane was used in heavy transportation. 

If biogas is used to generate electricity, the emission of 275 thousand 
Mg CO2eq could be avoided based on the Brazilian electricity mix. If the 

RJ electricity mix were to be considered, this impact would be even 
higher due to the higher dependency of the state on nonrenewable 
sources (Fig. S2B). However, it is important to emphasize that anaerobic 
digester energy and GHG emissions can differ depending on the input 
substrates and end-use applications [80], which could change the value 
of the calculated avoided emissions. 

Due to its higher biomethane potential, CAM is the region that could 
have the largest avoided GHG emissions, with 104, 167 and 126 thou
sand Mg CO2eq avoided when biomethane is used to substitute elec
tricity, gasoline, and natural gas, respectively (Fig. S3). Conversely, the 
MRC region has the lowest reduction potential, with less than 54 
thousand Mg CO2eq avoided for these applications. RJA, which is the 
most urbanized region, could achieve up to 99 thousand Mg CO2eq 
avoided. 

3.5. Current legal framework 

In Brazil, in addition to legislation regulating biogas production and 
its subsequent commercialization and consumption, there are also pol
icies to encourage or enforce the use of renewable energy sources 
(Table S3). One of the most important policies in the biogas scenario is 
the National Biofuels Policy (RenovaBio - law 13,576/2017). It aims to 
promote the increase of biofuel contribution in the energy matrix, with 
an emphasis on energy security and efficiency, predictability in the fuel 
market and reduction of GHG emissions at all stages. 

The Brazilian Electricity Regulatory Agency (ANEEL) provides tax 
reductions for power plants that use biodigestion (Normative Resolution 
77/2004) and allows that the energy generated from renewable sources 
to be used by producers or be distributed in the local electricity grid 
(Normative Resolution 482/2012). Additionally, ANP sets standards for 
quality control and specifications for biomethane destined for vehicular 
use and use in residential, industrial, and commercial installations to be 
sold throughout Brazil (Normative Resolution 685/2017, Resolution 
08/2015). This allowed the first authorization for commercialization of 
biomethane from landfills in the state (ANP Dispatch 1,084/2017). 

In RJ, there is also a legal framework that could influence the 
development of the biogas sector, with the aim being to increase energy 
generation from renewable sources (Decree 41,318/2008, Law 5,690/ 
2010, Resolution 65/2012, Law 6,361/2012, Decree 46,476/2018). 
However, many of the goals have not yet been executed or evaluated. 
The State Policy of Renewable Gas should be highlighted, as it encour
ages the production and consumption of biomethane in RJ and states 
that gas distributors must replace 10 % natural gas with biomethane 
when available. However, it also establishes a maximum price for bio
methane sale to natural gas distribution companies, which is often not 
advantageous for biomethane producers, who currently choose to sell 
biomethane directly to the final consumer. 

Despite the number of policies in place that encourage the produc
tion and use of renewable energy, few are focused on biogas and other 
AD products. This clearly indicates that a governmental agenda focused 
on legal, political, and regulatory challenges is necessary to allow for the 
development of AD technology in Brazil [81]. 

3.6. Challenges for biogas production in the state of Rio de Janeiro and 
comparison with other regions 

Despite the importance of RJ to the national economy, the state has 
only 10 (out of 755) biogas plants under operation, that are responsible 
for approximately 17% of the biogas in Brazil [47]. Our estimates, 
however, indicate that RJ alone could approach the current biogas 
production of the entire Southeast region (1.42 billion Nm3) [47]. This 
region, which comprises RJ, São Paulo, Minas Gerais and Espírito Santo, 
is responsible for 60% of the current national production, with São Paulo 
being the largest regional and national producer. Despite the fact that 
84% of the biogas plants in the Southeast region belong to the agricul
tural and livestock sectors, and the enormous biogas potential of cattle 
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manure in RJ, no biogas plant in the state currently treats these feed
stocks. A previous assessment of the biomethane potential in the state of 
São Paulo [82], estimated a potential production of 2,992 million m3 

year− 1, which is 3.5 times higher than the estimated potential in our 
maximum scenario. This difference was expected, since São Paulo has a 
much larger population and more expressive agricultural activity [13, 
24,83]. Similar to our findings, the estimation was significantly higher 
than the current biogas production in the state. 

In spite of all this potential, hindrances to expansion are manifold. 
They include a low level of knowledge about biogas and the use of 
cheaper and less technologically challenging options (e.g., composting), 
a mismatch in funding opportunities and financial requirements for 
biogas projects, poor interactions among actors, and high variability in 
geography and types of feedstocks, which collide with a highly 
centralized policy development, and the lack of a national biogas agenda 
[84–86]. Many of the specific barriers for biogas development noted in 
the present study, such as poor collection and segregation of waste, long 
digestate transportation distances, and lack of political support are also 
present in other Latin American and developing countries [87]. 

We compared our estimates with some recently published bio
methane potential data from the world’s leading producers of sugarcane 
and cattle manure and/or upper middle-income level countries with 
considerable agriculture production. Large variation in biomethane 
potential between regions or states is, for instance, also observed in 
India, China, Thailand and Turkey [88–91]. In our study, the largest 
potential comes from CAM mostly due to a combined potential of cattle 
manure and sugarcane processing waste (Figs. 1 and 2) with estimates 
that are comparable to those from regions with low to moderate po
tentials from animal and agricultural residues in Turkey (52–472 million 
Nm3 year− 1) [90], India (150–600 million Nm3 year− 1) [88]; Thailand 
(<819 million Nm3 year− 1) [91] or in the Hubei Province in China 
(<494 million Nm3 year− 1) [89]. Although Brazil is the world’s largest 
producer of sugarcane and one of the largest cattle producers, produc
tion in RJ is not as expressive. For instance, while the Southeast region is 
responsible for 63% of the sugarcane produced in Brazil, the contribu
tion of RJ is only 0.3% [33]. 

The International Energy Agency [92] reported the potential for 
biogas generation throughout the world. While Europe generates more 
than twice the biogas of China, which is the second largest producer, 
Asia, Central and South America have much higher potential than 
Europe. Successful biogas production has been shaped by the applica
tion of policies and incentives to realize existing potential. Therefore, 
developing countries located in Asia, and in Central and South America 
have much scope for increasing biogas production, if adequately sup
ported. Accordingly, assessing the potential in these regions is the first 
step to promote a discussion of the development of AD. 

Regarding biogas end utilization, almost two-thirds of the global 
biogas generated in 2018 was used for electricity and heat generation, 
with only a small share upgraded to biomethane [92]. One reason for 
this is a gap between natural gas and biomethane prices in Central and 
South America. Biomethane production from landfill gas upgrading is 
typically the least expensive option. 

Northern Europe has the largest proportion of renewable energy 
within Europe, with most of it coming from bioenergy generation [93], 
and can be used as an example of successful implementation of bio
energy. In Germany, which is the largest biogas producer in the region, 
92% of biogas comes from agricultural plants [93]. This highlights that 
the development of biogas solutions in rural areas may be an important 
driving force in establishing a strong biogas sector. The benefits go 
beyond bioenergy and biofuel production, and the abatement of GHG 
emissions, with clear positive outcomes regarding employment and 
development of rural areas and an increase in energy security [93,94]. 

4. Conclusion 

This study showed substantial potential for biogas generation from 

different biowastes in RJ, especially via AD of cattle manure, which was 
the substrate with the highest estimated potential. Potential biomethane 
generation from the assessed biowaste streams was at least three and up 
to seven times greater than the current production in RJ and would be 
able to considerably offset the cooking gas, natural gas, or electricity 
demands of the state. The presence of a gas distribution grid throughout 
the state could be an important factor promoting the utilization of the 
produced biomethane as a substitute for natural gas. Furthermore, the 
biofertilizer potential would be enough to supply the nutrient demand 
for agriculture in the state, even in the most conservative scenario, and 
the digestate could be valorized in other ways. To date, the existing legal 
framework does not consider the specificities of the biogas industry, and 
policy implementation needs to be improved. 
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2019. http://www.emater.rj.gov.br/images/municipios2019.htm. (Accessed 20 
October 2020). 

[23] EMATER-RIO, Bovinocultura, Pecuária de Leite/Corte, 2019. 
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