UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10O GRANDE

ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE
ALIMENTOS

DINAMICA DO FOSFORO EM CULTIVO HETEROTROFICO E PRODUCAO DE
COMPOSTOS CELULARES POR CIANOBACTERIA INTEGRADO A
BIORREFINARIAS AGROINDUSTRIAIS

Juliana Guerra Vieira

Orientadora: Prof2. Dr2. Maria Isabel Queiroz

R10 GRANDE, RS
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE

ESCOLA DE QUI’IN\/IICA E ALIMENTOS A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE
ALIMENTOS

DINAMICA DO FOSFORO EM CULTIVO HETEROTROFICO E PRODUCAO
DE COMPOSTOS CELULARES POR CIANOBACTERIA INTEGRADO A
BIORREFINARIAS AGROINDUSTRIAIS

Juliana Guerra Vieira

Quimica Ambiental

Tese apresentada como requisito para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos

Orientadora: Prof2. Dr2. Maria Isabel Queiroz

R10 GRANDE, RS
2015



V658d  Vietra, Juliana Guerra.
Dindmica do fosforo em cultivo heterotréfico e producio de compostos
celulares por cianobactéria integrado a biorrefinarias agroindustriais /
Juliana Guerra Vieira. — 2015.
122 £

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande — FURG,
Programa de Pés-graduagio em Engenhana e Ciéncia de Alimentos, Rio
Grande/RS, 2015.

Ornentadora: Dr*. Maria Isabel Queiroz.

1. Laticinio 2. Fosforo 3. Biorrefinaria 4. Aphanorhece 5. Cultivos
heterotréficos 6. Nutrientes I. Queiroz. Maria Isabel IT. Titulo.

CDU 637.13

Catalogacdo na Fonte: Bibliotecario Me. Jodo Paulo Borges da Silveira CRB 10/2130



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus por me proporcionar a oportunidade de viver.

A minha orientadora Profa. Maria Isabel Queiroz que transformou nimeros em uma
tese. Nunca vou ter palavras para agradecer 0 quanto cresci como pessoa e COmo
profissional nestes seis anos que convivemos. Obrigada por ter sido a mae, amiga, irma,
parceira, professora, orientadora, educadora e principalmente por SEMPRE ter
acreditado em mim, quando eu mesma j& nao acreditava. Espero que estes sejam 0s

primeiros seis anos de todos que ainda virdo, pois gostaria de manter a convivéncia.

A minha mée Sonia Guerra, meu AMOR maior! Minha maior incentivadora, torcedora,
financiadora e f& nimero um. Agradeco todos os sacrificios e dificuldades enfrentadas
para me proporcionar tudo de melhor até hoje. Espero poder Ihe dar tudo em dobro em
um futuro proximo. Gostaria que todos tivessem a oportunidade de ter uma mae tao

dedicada, amorosa e carinhosa como a minha.

Ao meu marido Juliart Ferreira Gongalves, amor da minha vida! Obrigada pelo amor,
carinho, paciéncia, dedicacdo e auxilio nas noites e finais de semana que passamos no
laboratdrio. Ao teu lado descobri que entre o sonho e a realidade, existe um espaco
chamado felicidade, e para que a minha felicidade se torne realidade, preciso estar ao
teu lado. Te amo para SEMPRE.

A minha irmd de coracdo Marcia Mota Clasen presente em todos os momentos da
minha vida! Tu és meu porto seguro. A pessoa mais admiravel que conheco, exemplo
de ser humano. Obrigada por gostar de mim e acreditar que posso ser uma pessoa
melhor apesar de todos os meus defeitos. Te amo para SEMPRE.

A minha amigona Juliana Latorres por toda a ajuda prestada no periodo que fomos do
mesmo laboratorio, aos conselhos e longas conversas. Tenho certeza que o teu sucesso é
inevitavel, pois sabes equilibrar a razdo e a emocdo. Es um exemplo de pessoa e de

profissional. Obrigada por fazer parte da minha vida.

A minha amiga Fabiane Cristina Petry minha “dupla”. Aprendi muito contigo nestes
anos de convivéncia. Es uma 6tima pessoa e excelente profissional. Tenho muito

orgulho de ti. Obrigada por tudo.



A amiga Liziane Garcia pela amizade, carinho, atencdo e acolhida durante estes seis

anos que nos conhecemos.

A amiga Adriana G. da Silva Manetti pelos ensinamentos e treinamento no cultivo da
Aphanothece microscopica Négeli. Por SEMPRE ser prestativa e pronta para auxiliar

todos que chegavam no laboratdrio.

A amiga Nivia Streit por ensinar que para alguém ganhar outro tem que perder. Tenho
certeza que ganhei uma amiga ao longo destes seis anos de convivéncia e espero que

realizes todos os teus sonhos, pois €s uma pessoa especial.
A Marina Mitterer-Daltoé pela convivéncia agradavel e exemplo de profissional.

A Nédia Carbonera pela ajuda prestada no decorrer do doutorado e pelo carinho

esponténeo sempre dedicado a mim e a todos 0s que estavam ao seu redor.
A Larine pela ajuda prestada no laboratorio e troca de ensinamentos.

Aos Professores do programa de pos-graduacdo Eliana, Janaina, Jaqueline, Marta,
Milton, Suzana, Leonor, Carlos André, Pinto, Ana Maria, pelos conhecimentos

adquiridos.

Aos professores Milton L. P. Espirito Santo, Professora Eliana Furlong e a técnica Jesus
por gentilmente emprestar seus equipamentos e dependéncias, bem como pela

cooperacéo e atencdo na realizacao deste trabalho.

Aos coordenadores do curso de p6s-graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos

Luiz Antbnio de Almeida Pinto e Myriam de las Mercedes Salas-Mellado.

A secretéria da pds-graduacdo Islanda, pela amizade e disponibilidade em atender a

tudo que foi necessario da parte da pos-graduacdo para a elaboracdo desta tese.

A secretaria da escola Iraci pela amizade, eficiéncia e dedicacdo na execucao de tudo

que foi solicitado durante os seis anos de convivéncia.

Aos técnicos da escola Josiane Cardoso Ferreira e Murilo Vitoria da Silva pela

disponibilidade, simpatia e profissionalismo.



A Anne Administradora da escola pelos servigos prestados de forma rapida e eficaz na

mudanca do Laboratdrio de Biotecnologia do campus cidade para 0 campus carreiros.

A técnica Sergiane e ao Laboratério LACOM por sempre estar a disposi¢do para ajudar

nas analises cromatograficas executadas nesta tese.

Aos técnicos da parte elétrica e hidraulica por SEMPRE executarem com rapidez e
eficiéncia fazendo com que o Laboratdrio de Biotecnologia sempre funcionasse a todo

vapor.

Ao técnico Danilo, por sempre estar disposto a ajudar no conserto e manutencdo dos
equipamentos do Laboratorio de Biotecnologia e também pela confeccdo da camara de

cultivo autotrofo utilizada nesta tese.

Aos membros da banca examinadora, Adriana Gongalves da Silva Manetti, Eliana
Badiale Furlong, Eduardo Jacob Lopes, Leila Queiroz Zepka e Leonor Almeida de

Souza Soares pela disponibilidade de tempo e por tererem aceitado o convite.

A Universidade Federal do Rio Grande pela formagc&o profissional.

A Cooperativa Sul-Riograndense Laticinios Ltda-COSULATI, por estarem sempre

dispostos a nos ajudar nas coletas de efluente.
Ao CNPg/CAPES, pelo apoio financeiro.

Agradeco a todos aqueles que de alguma forma contribuiram, direta ou indiretamente,

para a realizacdo deste trabalho.



“Cada pessoa que passa em nossa vida passa sozinha,

E porque cada pessoa € Unica e nenhuma substitui a outral

Cada pessoa que passa em nossa vida passa sozinha e ndo nos deixa s
Porque deixa um pouco de si e leva um pouquinho de nés.

Essa é a mais bela responsabilidade da vida

E a prova de que as pessoas ndo se encontram por acaso. ”

Charles Chaplin

“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito.

N&o sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes. ”

Marthin Luther King



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt bbbttt b ettt ettt e e en s i
SUMARIO ...ttt v
LISTA DE TABELAS ...ttt bbbt et e vii
LISTADE FIGURAS ...ttt sttt b bbb e viii
NOMENCLATURA E SIMBOLOGIA ...ttt e ix
RESUMO ...t bbb bbbt bt b et b e 2
ABSTRARCT .ttt bbb bbbt e b et b b e e Rt e bt st e e bt s b et e bt et e b et b e b e 3
LINTRODUGAO. ...t es ettt 4
2 OBUIETIVOS ...t bttt b e e b e 6
2.1 ODJELIVO GEIAL ... 6
2.2 ODbjJetivoSs ESPECITICOS ....eouiiiieiiiie et 6
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ooeieeeeeeeeeeeeevee et 8
3.1 CIANODACTEITA ...t 8
3.2 Efluente de TatiCINIOS .......c.oveiiiieee s 11
3.3 PIOTEINAS. ...ttt ettt ettt ettt ne e 14
3.4 CaArDOIAIALOS ...t bbbt 17
3.5 [ o[ TSSOSO UR VTS TSTRPTPPRPN 19
351 Metabolismo de ACIAOS GraX0S ........coeireriririreieesie e 21
3.6 FOSTOTO ...t bbb et et 24
3.7 BIOITETINAITA. ...t 30
4 MATERIAL E METODOS ..ottt es e 33
4.1 Micro-organismo e condigOes de CreSCIMENTO.........ccuerververireririeieeee e 33
4.2 AQUA TESTAUANIA .......coocvovecveeeiceeeee ettt 35
4.3 Reator NEterotrOfiCO ........coviieeieee s 35
4.4 EXPEIIMENTOS ...t bbb b b 36
441 PriIMEITA BTAPA .. eeiteieiitiite ettt bbbttt ettt b e enes 37
4.4.1.1 Delineamento EXPErimental ...........ccoooiiiiiiiiiiiiie s 37
4.4.1.2 Eficiéncia de remogdo de nutrientes e crescimento celular ..o, 38
4.4.1.3 Avaliacdo da Cinética de CreSCIMENTO .........ooveiririeiee et 38
4.4.1.4 Avaliacdo da cinética de remocao de NULHENTES .........cccovrviirereine e 39
4415 Determinagdo das razdes C/N € N/P ..o 39
A4.4.2  SEOUNAA BTAPA .. .ovieitiitieieei ettt bbbttt bbb 39
A4.4.2.1 EXPEIIMENTOS ....viviititiitieieeseeieet ettt sttt sttt sa bbb bttt e st e e et et et e be et e ebeenes 39
4.4.2.2 Avaliacdo das fragdes de fOSFOro ..o 40
4.4.2.2.1 FracOes fosforadas na fase lQuida.........ccoceiveiiiiiiiiii e 40
4.4.2.2.2 FragOes fosforadas na fase SOIAA...........cccvevrieieieie i 41
A4.4.3  TEICEITA BLAPA ... veeteeiiieitie ettt ettt e s e et e e e b e e s bt e et e e s teeebeesaeearbeesraeaneeas 41
G T A o d 1= ] 4101 (0O PUPPRRTROP 42
4.4.3.2 CaracterizaGao da BIOMASSA ........ccoueiirriiiiiiie i e 42

4.4.3.2.1 Determinagao de PrOteINA .....cververieie i ens 42



4.4.3.2.2 Determinacao de CarbOIdratos.........ciuerveeieiieireiesiese et 42

4.4.3.2.3 Determinacao de HPIQIOS ......civeiieeieieeie et 42
4.4.3.2.4 Determinacao A€ CINZAS .......cccveiureieiiesieeiesiesieesiesreeste e e ee e esseaseesteeteanaesneeneenee e 43
4.4.3.2.5 Determinacao do perfil de ACId0S graXoS........cccvevuvriereerieiiie s 43
4.4.3.2.5.1Extracdo da gordura da DiOMaSsSa .........cccueieeiieeieiiesie e 43
4.4.3.2.5.2Esterificacdo d0S ACIAOS graX0S.....ccuerveeueiieiireiesriesieesieeeesieeseesreesreessessaesreesseenee e 43
4.4.3.2.5.31dentificacdo dos metil ésteres de ACidOS QraXoS.........ccvevvevverieiiesieenieeieseesie e 43
4.4.3.2.5.4Quantificacdo dos metil ésteres dos aCidOS QraX0S..........ccevverrereeseerieereeseesieaeenns 44
4.4.3.2.6 Manipulacao da temperatura de reacao bioldgica...........ccccvvvevviieieeie e 44
4.4.3.2.7 Avaliacdo dos resultados do planejamento experimental ............c.cccovvevviieveerieennnn, 45
4.4.3.2.8 Definicdo de um reator heterotrofico descontinuo visando avaliar a perspectiva de
implementacdo de uma biorrefinaria microalgal .............cccoveriiiiiiiiiii e 45
4.4.3.2.9 Avaliagdo estatistica doS resSultados...........ccoeirirriiieience e 46
5 RESULTADOS E DISCUSSAO........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee s e 46
6 CONCLUSAD ....ovtiiiiieisiie sttt 90

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooovieeeeeeeeveeeeeeeeseeese s 92



LISTA DE TABELAS
Tabela 1.Matriz do planejamento experimental com seus valores reais em mg.L™' e

COTITICAUOS ... 37
Tabela 2.Matriz do planejamento experimental com seus valores reais e codificados................ 45
Tabela 3.Caracterizacdo do efluente da industria de 1atiCinios. ... 47
Tabela 4.Avaliagdo da Cinética de CreSCIMENTO. ...........cooviveieieieiee s 52
Tabela 5.Valores de p obtidos a partir da analise de variancia para eficiéncias de remocdo (E)
de nutrientes, produtividade (PX) € INtErACOES ..........cccovuivriiiiiiiicieieeeiese s 53
Tabela 6.Remocdo de nutrientes para as diferentes concentragdes iniciais de fosforo e
TEMPErALUraS & CUITIVO. .....ceiiiiiiiiiiee e 54
Tabela 7.Caracterizacdo do efluente da industria de 1atiCinios. ... 59
Tabela 8.Eficiéncia de remoc¢do das fracbes de fosforo em sistema heterotréfico para um
periodo experimental de 24 M. 60

Tabela 9.VariacGes das concentracGes de fosforo total, fosforo dissolvido total e fésforo total
suspenso na fase liquida do reator heterotréfico e de fosforo total na fase sélida em 8 horas de

CUITIVIO. oo 63
Tabela 10.Concentracao de fdésforo reativo na fase liquida do reator heterotrofico, e teores de
fésforo reativo e fosforo total na biomassa seca e intersticial ..o, 65
Tabela 11.Concentracdo de fdsforo reativo na fase liquida do reator autotrofico, e teores de
fosforo reativo e fosforo total na biomassa seca e INtersticial ... 65
Tabela 12.Estimativa de custo para tratar o fosforo oriundo do efluente da industria de
TREICTNIO. oo 68
Tabela 13.Caracterizacao do efluente da industria de 1aticinio. ..........ccc.cccovevveiviiinciiccicciececis 69
Tabela 14.ConcentracBes de proteinas, carboidratos, lipidios e cinzas em biomassas de
Aphanothece microscopica Négeli extraidas em diferentes fases de crescimento. ...................... 69
Tabela 15.Porcentagens em &cidos graxos saturados, insaturados e razbes AGPI/AGS em
biomassas de Aphanothece microscopica NAGEII. ... 77
Tabela 16.Anélise dos efeitos para a resposta producdo de lipidios por Aphanothece
MICFOSCOPICA NAGEIT. ... 79
Tabela 17.Analise de variancia para o ajuste do modelo polinomial, segundo o planejamento
EXPErMENTAL ULTHZATO. ... 81
Tabela 18.Discriminacéo e detalhamento do biorreator heterotrdfico ..., 86

Tabela 19.Estimativa de producdo de fosforo por Aphanothece microscopica Nageli a partir
da geracdo anual de efluentes pela Companhia Sul Rio Grandense de laticinios, Pelotas RS.. 89



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.ReatOr QUOIIOTICO. ........c.ccviiciecicece s 34
Figura 2. Reator NEterotrOfiCO.........cccciiiiiiiicieceece s 36
Figura 3.Crescimento celular e variagdo do pH com o tempo de cultivo para diferentes
CONCENLIaChEs e FOSTALO. .........cccivviiciccic s 50

Figura 4.Avaliacdo comparativa das remocdes de fosfato, nitrogénio total e matéria organica
do efluente de laticinio por Aphanothece microscopica Négeli, em funcdo das concentracbes
de fosfato e temperatura de CreSCIMENTO. ...........ccivviveieieeee s 56

Figura 5. Variacdo das fracdes de fosforo com o tempo de cultivo, em sistema heterotrofico. 61
Figura6.Curva de crescimento da Aphanothece microscopica Nageli desenvolvida no

efluente da industria de laticinio nas condigBes eXperimentais. ... 64
Figura 7.Variacdo das taxas de consumo das fracdes de fosforo com as concentracfes na fase
liquida do reator NEterotrOfiCO. ..........cc.cocviiiiiecce s 66
Figura 8.Variacdo da concentracdo de nutrientes e de biomassa com o tempo de cultivo. ....... 72
Figura 9.Perfil de &cidos graxos da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli,
desenvolvida no efluente de 1aticinio @ 20°C. ... 74
Figura 10.Avaliacdo do teor de lipidios em funcdo do tempo e da temperatura de reacéo........ 80
Figura 11.Superficie de resposta para producdo de lipidios por Aphanothece microscopica
NAGEIT. oo 81
Figura 12.Comparacdo entre a composicao de acidos graxos em cultivo heterotrofico a 10°C e
200 . e 82

Figura 13.Proposta de uma plataforma de biorrefinaria microalgal, a partir da cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli desenvolvida no efluente de laticinio.............cccccoccoveveiecnnnee. 87



NOMENCLATURA E SIMBOLOGIA

APHA: American Public Health Association
ANOVA: analise de variancia

BG-11: Brau-Grunow Medium

AGPI: &cidos graxos polinsaturados

AGS: acidos graxos saturados

Cf: concentragdo final (mg.L™)

Co: concentragdo inicial (mg.L™)

C/N: razéo entre carbono e nitrogénio

Cron: Concentacdo no tempo de detencéo hidraulica (mg.L™))
CV: coeficiente de variagéo

DQO: demanda quimica de oxigénio (mg.L™)
EPA: Environmental Protection Agency Report
E: eficiéncia de remocéo (%)

F: fonte de variacdo para 95 % de confianca
Fcac: F calculado

Frap: F tabelado

K: constante de velocidade (h™)

GL: graus de liberdade

MQ: média quadréatica

N/P: Razéo entre nitrogénio e fésforo
N-NH,*: Nitrogénio amoniacal (mg.L™)
N-NTK: Nitrogénio Total Kjeldahl (mg.L™)
p: probabilidade de diferenca entre médias
P,: produtividade (mg.L*h™)

pH: potencial hidrogeni6nico

PTR: fosforo total reativo (mg.L™)

PDR: fésforo dissolvido reativo (mg.L™)

PSR: fosforo suspenso reativo (mg.L™)



PTHA: fosforo total por hirdlise &cida
PDHA: fosforo dissolvidol por hirolise acida
PSHA: fosforo suspenso por hir6lise acida
POT: fésforo organico total

POD: fésforo organico dissolvido (mg.L™)
POS: fosforo organico suspenso (mg.L™)
PT: fosforo total (mg.L™)

PDT: fésforo dissolvido total (mg.L™)

PST: fosforo suspenso total (mg.L™)

PDRI: fésforo dissolvido reativo intersticial (mg.L™)
PTI: fésforo total intersticial (mg.L™)
P-PO,: f6sforo dissolvido reativo (mg.L™)
PVC: cloreto de polivinila

Px: produtividade de biomassa (mg.L*h™)
Q: vazéo do efluente (m®)

q: taxa de consumo (mg P.h™.mgX)

R: coeficiente de correlacdo

R?: coeficiente de determinacdo

SQ: soma dos quadrados

tiog: duracéo da fase logaritmica (h)

tg: tempo de geragéo (h)

TDH: tempo de detencdo hidraulica (h)

T: temperatura (°C)

ton: tonelada

V: volume do reator (m®)

VVM: volume de ar por volume de meio por minuto (m* m™ min™)

Yxs: fator de conversdo de substrato em célula ou carboidrato extracelular (mg biomassa/mg
S)

X: concentracdo celular final (mg.L™)



Xo: concentracdo celular inicial (mg.L™)

Xmax: concentracéo celular maxima (mg.L™)

Limax: Maxima velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h™)
AX: variagdo da concentragdo final e inicial (mg.L™)

At: variagdo entre o tempo final e inicial (h)

Amax: cOmprimento de onda maximo



RESUMO

O objetivo desta tese foi avaliar a dindmica do fosforo em cultivo heterotréfico e
producdo de compostos celulares por Aphanothece microscopica Né&geli visando avaliar
a perspectiva de implementacdo de uma biorrefinaria microalgal. Desta forma, foi
avaliado o comportamento do micro-organismo em estudo no cultivo heterotrofico,
utilizando como meio de cultivo o efluente de laticinios. O trabalho foi desenvolvido
em 3 etapas. Em um primeiro momento foi avaliada a influéncia da temperatura (20 e
30°C) e os valores maximos e minimos de nutrientes, em especial do fésforo dissolvido
reativo (PDR), disponiveis no efluente de laticinio, na remocdo de nutrientes. Os
resultados demonstraram que a concentracdo inicial de fosforo dissolvido e a
temperatura exerceram influéncia no crescimento celular e na eficiéncia de remogéo de
nutrientes. Em termos de otimizacdo de processo 0s cultivos conduzidos a 20°C e
maiores concentragbes de PDR (5,5 mg.L™) no efluente de laticinio, foram os mais
eficientes na conversdo de poluentes em biomassa e remocdo de nutrientes. A segunda
etapa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar a dindmica de distribuicdo de fosforo
na fase liquida e sélida do reator heterotrofico, quando o efluente de laticinio foi tratado
pela Aphanothece microscopica Négeli, a 20°C e nas maximas concentracdes de fosforo
dissolvido encontradas no efluente. Foi demonstrado que as formas fosforadas na fase
liguida do reator se caracterizam pela predominancia da fracdo dissolvida em
comparacdo a particulada e por apresentar como fracdo predominante a de fdsforo
orgénico. No que se refere a fase solida, ficou demonstrado que a Aphanothece
microscopica Néageli, quando cultivada heterotroficamente apresenta 3,8 vezes mais
fésforo que o requerido para o crescimento celular. Ficando demonstrado ainda que a
remocao biologica de fésforo por Aphanothece microscopica Nageli pode resultar em
substanciais aportes financeiros para as estacbes de tratamento de efluentes. Uma
terceira etapa foi desenvolvida, a qual teve como objetivo avaliar a estimativa de
producdo de compostos celulares por Aphanothece microscopica Né&geli, a partir do
efluente de laticinio, bem como o efeito da reducdo de temperatura de cultivo no teor de
lipidios , no momento em que é obtida a maxima concentracdo deste componente
celular, nas condi¢bes otimizadas.Foi obtido na fase logaritmica de crescimento,
concentracOes de 41,8 % de proteinas, carboidratos 28,5 %, lipidios 10,4 % e minerais
10,8 %. O maior teor de lipidio registrado a 20°C correspondeu a biomassa analisada na
fase logaritmica.Com a reducdo da temperatura para 5°C por um periodo de 30 h é
possivel obter concentracbes de lipidios 2,4 vezes superior ao registrado na fase
logaritmica a 20 °C. No entanto, ndo foram indicadas diferengas significativas (p<0,05)
em funcdo da temperatura entre as concentracdes de lipidios obtidas para a biomassa a
10°C em 40 h. O perfil de acidos graxos da biomassa gerada a 20°C, apresentou como
acidos graxos majoritarios, os acidos graxos: palmitico, oléico, vy-linolénico,
palmitoleico e estedrico, resultando um aumento na concentracdo de acidos graxos
saturados as espensa dos insaturados, quando a temperatura € reduzida. Em paralelo,um
reator heterotréfico descontinuo foi definido, ficando demonstrado que a extrapolagédo
da operacdo em batelada para continua requer um biorreator heterotr6fico com volume
(til de trabalho de 240,51 m®, permitindo tratar 950 m® diarios de efluente, gerando 11,8
kg.d™ de biomassa Gtil para producdo de compostos celulares por Aphanothece
microscopica Né&geli, visando a simultdnea remoc¢do de matéria organica, nitrogénio
total e fdsforo total, gerando insumos que podem suportar a implementacdo de uma
biorrefinaria microalgal.

Palavras-chave: Aphanothece; Nutrientes; Fosforo; Cultivos heterotroficos; Lipidios,
Acidos graxos, Reator, Biorrefinaria.



ABSTRACT

The objective of the work was to evaluate the phosphorus dynamics in heterotrophic
cultivation, as well as the production of cellular compounds by Aphanothece
microscopica Nageli. This was performed to assess the possibility of a microalgal
biorefinery implementation. Therefore, the behavior of the microorganism in
heterotrophic cultivation was evaluated using dairy effluent as culture medium. The
work was accomplished in three steps. Firstly, the influence of temperature (20 and
30°C) as well as the available maximum and minimum values of nutrients, especially
reactive dissolved phosphorus (RDP), in the nutrients removal was assayed. The results
demonstrated that the initial concentration of dissolved phosphorus and temperature
exerted influence on cellular growth as well as in the nutrient removal efficiency.
Regarding to the process optimization, cultivations conducted at 20°C and higher
concentrations of RDP (5.5 mg.L™) in dairy effluent were the more efficient on
pollutant conversion into biomass and nutrients removal. In the second step, the
phosphorus distribution dynamics in the liquid and solid phases of the heterotrophic
reactor of the dairy effluent treated by Aphanothece microscopica Négeli was evaluated
at 20°C and maximum dissolved phosphorus concentration found in the effluent. The
results demonstrated that the phosphorous forms in the reactor liquid phase were
characterized by the predominance of the dissolved fraction compared to the particulate
one. Moreover, the predominant form was related to the organic phosphorus. Regarding
to the solid phase, Aphanothece microscopica Nageli cultivated heterotrophically
presents around 3.8 folds more phosphorus than the necessary for cell growth.
Additionally, the biological phosphorus removal by Aphanothece microscopica
Négelican result in substantial financial contribution for effluent treatment plants. The
third step consisted in evaluate the estimation of cell compounds production from the
dairy effluent by Aphanothece microscopica Né&geli. Furthermore, the effect of
temperature reduction on lipid contents of the cultivation at the exact moment when the
maximum contents of such component were achieved, at the optimal conditions were
also investigated. In the logarithmic growth phase, 41.8 % of protein, 28.5 % of
carbohydrates, 10.4% of lipids and 10.8 % of minerals were obtained. The highest lipid
content at 20°C was registered for the biomass analyzed in the logarithmic phase. The
temperature reduction to 5°C for 30 h enabled the achievement of lipid contents 2.4
folds higher than those registered for the logarithmic phase at 20°C. Moreover,
significant differences (p<0.05) were not observed for lipid concentration in the biomass
produced at 10°C for 40 h, when 2.1 to 2.3 increases were obtained. The more abundant
fatty acids of the biomass generated at 20°C were palmitic, oleic, y-linolenic,
palmitoleic and stearic. The temperature reduction resulted in an increment in the
concentration of saturated fatty acids and concomitant decrease in the unsaturated fatty
acid contents. In parallel, a discontinuous heterotrophic reactor was defined, and we
demonstrated that the extrapolation of the discontinuous to continuous operation
requires a heterotrophic reactor with an nominal working volume of 240.51 m°.
Therefore, 950 m® of effluent could be treated per day, generating 11.8 kg.d* of
biomass, which could be applied to the production of several cell components by
Aphanothece microscopica Né&geli. Thereby, simultaneous removal of organic matter,
total nitrogen and total phosphorus could be achieved, generating input that could
support the implementation of a microalgal biorefinery.

Keywords: Aphanothece; Biorefinery; Fatty acids; Heterotrophic cultivation; Lipids;
Nutrients; Phosphorus; Reactor.



1 INTRODUCAO

O cultivo de cianobactérias vem sendo utilizado de formas extremamente
versateis, como para producdo de alimentos, fertilizantes, quimica fina e ja ha algumas
décadas como importante avanco no que se refere ao tratamento de aguas residuaria (De
la NOUE et al., 1992; GONZALES et al., 1997; BASTOS et al; 2004; JACOB-LOPES
etal., 2006; HARUM et al., 2010; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA, 2011).

O tratamento de efluentes a partir de microalgas caracteriza-se por trazer
consigo, inumeras vantagens, fazendo-se salientar o fato de ndo gerar poluigédo
adicional, quando a biomassa € separada (De la NOUE, 1992), bem como a
possibilidade de utilizacdo desta biomassa gerada a partir dos nutrientes oriundos do
efluente, para diferentes fins biotecnol6gicos,associada a caracteristicas de algumas
linhagens desenvolverem-se heterotroficamente, na auséncia de luz (ARDELEAN;
ZARNEA, 1998; TAM;WONG, 2000; BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al.,
2007; ZEPKA et al., 2008; SILVA-MANETTI et al., 2011; VIEIRA et al.,, 2012a
QUEIROZ et al., 2013; BASTOS et al., 2014; MARONEZE et al., 2014).

A abordagem do crescimento heterotrofico traz como principal vantagem a
relacdo custo beneficio, a relativa simplicidade de operacdo e manutencgdo diaria, assim
como a possibilidade de obter alta densidade celular possibilitando sua aplicacdo em
escala industrial (CHEN, 1996; LEE; KIM, 2001; GRAVER HOLT; ERIKSEN, 2007;
PEREZ-GARCIA, 2011). Dentre os nutrientes contemplados pelos efluentes
agroindustriais, o fésforo apesar de possuir elevado potencial poluidor esta entre os
elementos quimicos listados como essenciais para 0 crescimento celular, cujos
requisitos variam consideravelmente, entre as espécies de microalgas (SHELEF;
SHOEDER, 1980). Assim, o fosforo é um elemento de elevada demanda bioldgica o
que o torna limitante na natureza (HANNON et al., 2010; ELSER, 2012). Por outro
lado, as microalgas que exigem baixa demanda de fosforo, sdo as preferidas para os
processos de biorrefinarias, uma vez que baixa exigéncia deste elemento para o
crescimento microalgal pode refletir em reducdo de custo para o cultivo em massa
(ROONARAIN; CINZA; SYM, 2013).

As elevadas concentragOes de fosforo em aguas residuarias é uma das principais
causas de eutrofizacdo dos corpos hidricos receptores, havendo em virtude disto, uma

crescente preocupacdo com o gerenciamento de cargas de fosforo dos efluentes



industriais. Além dos aspectos de contencdo ambiental, é estrategicamente desejavel,
que os processos de tratamento permitam a recuperacdo e o reuso deste elemento de
consideravel demanda biologica. Neste sentido, sistemas de tratamento de efluentes,
focado no desenvolvimento sustentivel, tém sido desenvolvidos extensivamente,
visando a reciclagem e valoragdo dos compostos poluentes onde estdo inseridos 0s
sistemas de tratamento com microalgas (XIN; HONG-VING; KE; YIN-XUE; 2010;
QUEIROZ et al., 2013; BEEVI et al., 2014; MARONEZE et al., 2014).

A industria de laticinio gera de 10 a 11 L de efluente por litro de leite processado
(BRIAO, 2007; VOURCH et al., 2008; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Os
efluentes das inddstrias de laticinios diferem largamente tanto em quantidade como em
qualidade dependendo dos tipos de produtos processados, 0s quais irdo apresentar
caracteristicas muito distintas destes produtos, sdo manufaturados separadamente
fazendo com que a carga poluente apresente mudancas ao longo do periodo de producéo
(JANCZUKOWICZ et al., 2000; SARKAR et al., 2006; BRIAO; TAVARES, 2007;
MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; CHEN; LIU, 2012). Os processos de tratamento
de 4aguas residudrias, que utilizam microalgas e cianobactérias em condicdes
heterotroficas tém sido considerados alternativas potenciais para eliminagdo de matéria
organica nitrogénio e fésforo de efluentes industriais (QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA
et al., 2008; HORNES et al., 2010; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2010;
VIEIRA et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013).

Nos Ultimos anos tem crescido notadamente o interesse pelo tratamento de agua
residuaria por microalgas e cianobactérias, com foco ndo s6 na solugdo de crises
energéticas, como na aplicacdo de formas renovaveis de biocombustiveis, como também
no desenvolvimento de novas tecnologias que proporcione a utilizacdo de biomoléculas
(XIN et al., 2010; PIGNOET et al.,, 2013; BASTOS et al., 2014). No entanto, o
aproveitamento de compostos celulares sé serd economicamente viavel, se a totalidade
das fragbes microalgais forem valorizadas em uma estratégia de biorrefinaria
(PIGNOLET et al., 2013).

O conceito de biorrefinaria é andlogo a refinaria de petroleo, em que varios
produtos e combustiveis sdo produzidos a partir do petréleo fossil (SLEGERS et al.,
2013; VANTHOOR-KOOPMAANS et al; 2013). Como processo totalmente integrado
e multifuncional, biorrefinaria aplica uma gama diversificada de matérias primas de

forma sustentdvel e simultaneamente gerar um espectro de diferentes produtos



intermediérios e finais, incluindo alimentos, races, produtos farmacologicos e
combustiveis (UGWU; OGBONNA; TANAKA; 2013; ZHU, 2013).

A cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli, tem sido amplamente
estudada, quanto ao desempenho da remocéo de nutrientes de efluentes agroindustriais,
em especial o fésforo, bem como quanto a producdo de compostos celulares (QUEIROZ
et al., 2001; QUEIROZ et al., 2004; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al., 2010; QUEIROZ et al.,
2011; VIEIRA et al., 2012a; VIEIRA et al.,, 2012b; QUEIROZ et al., 2013;
MARONEZE et al., 2014; BASTOS et al., 2014; JACOB-LOPES et al., 2014).

Em face disto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de remocgédo de
nutrientes do efluente da industria de laticinio por Aphanothece microscopica i Nageli
em especial o fésforo, bem como a aplicacdo da biomassa gerada para analise da

perspectiva de implementacdo de uma biorrefinaria microalgal.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a dinamica do foésforo em cultivo heterotrofico e producéo de compostos
celulares por Aphanothece microscopica Né&geli utilizando o efluente de laticinio,

visando avaliar a perspectiva de implementagdo de uma biorrefinaria microalgal.
2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o efluente da industria de lacticinio;

2. Caracterizar o fosforo total presente no efluente de laticinio quanto as diferentes
fragdes;

3. Avaliar o efeito das minimas e maximas concentracdes de nutrientes, em especial o
fosforo dissolvido reativo, na remocao de nutrientes, bem como o efeito da temperatura
de cultivo;

4. Avaliar a dindmica de distribuicdo de fosforo na fase liquida e sélida do reator
heterotrofico, nas condic¢des de concentracdo de fosforo dissolvido reativo e temperatura
otimizadas;

5. Avaliar a producgdo de compostos celulares por Aphanothece microscopica Nageli,

nas condicdes otimizadas;



6. Avaliar o perfil lipidico da Aphanothece microscopica Néageli desenvolvida em meio
autotrdfico e heterotréfico;

7. Avaliar o efeito da reducdo da temperatura de cultivo na producdo de lipidios;

8. Avaliar o efeito da reducdo de temperatura, no perfil de acidos graxos da biomassa
gerada;

9. Definir um reator heterotréfico descontinuo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cianobactéria

Cianobactérias sdo organismos cosmopolitas, procariotos, Gran-negativos, de
metabolismo preferencial fotoautotrofico os quais realizam fotossintese com producao
de oxigenio como 0s vegetais superiores, podendo assumir formas uni, multicelulares
ou filamentosas (LEE, 2008; HERRERO, 2010). Genericamente estes micro-
organismos sdao também denominados microalgas , que podem ser definidas como seres
unicelulares capazes de converter a energia solar em energia quimica, via fotossintese
(BRENNAN; OWEND, 2010; HARUN et al., 2010; CHEN et al.,2011; SINGH et al.,
2011; ALPRYADARSHANI; RATH, 2012). Vivem em ambientes marinhos ou de
aguas doce, incluindo dois tipos de estrutura celular:procaridtica e eucaridtica. As
cianobactérias e a divisdo Procheorophyta representam os procariotos (HOEK, 1995).

Estes micro-organismos sdao 0s mais importante grupo autotréfico, quer sob o
ponto de vista filigenético ou autotrofico (KNOOL, 2008; KOMAREK, 2014).

O termo cianobactéria é atribuido a estrutura procaridtica bacteriana Gran-
negativa, como também a sua composicdo de pigmentos fotossintéticos. A composicao
pigmentar destes micro-organismos é variavel, no entanto se caracterizando por
apresentar clorofila a e ficobiliproteinas em especial a ficocianina (Amax 610-620 nm)
por ser um pigmento azul, além de conter ficoeritrina (Amax 540-570 nm), com
coloracdo rosa/vermelho e aloficocianina (xmax 650-655nm), coloracdo verde/azulada, os
quais representam as maiores concentragdes em pigmentos destes micro-organismos
(RICHA et al., 2011; KUMAREC, 2014). Algumas espécies podem conter também
clorofilab (CASTENHOLS, 2007).

A composicdo pigmentar das cianobactérias € constituida, por clorofila a e
pigmentos acessorios, que sao os carotenoides e as ficobiliproteinas. A maior parte da
energia utilizada na fotossintese é absorvida pelos pigmentos acessorios, uma vez que a
clorofila a absorve a energia luminosa em uma limitada regido do espectro solar. A
energia de excitacdo é, entdo, trnsferida para os centros de reacdo, localizados na
membrana fotossintética (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004; YEN et al., 2013).

A clorofila a, € em grande parte, obtida através de fontes vegetais. Entretanto
existe um crescente interesse na producdo biotecnologica de fontes de corantes néo

vegetais. Nesse sentido, o uso de cianobactérias para a producdo de corantes, possui



diversas vantagens, quando comparados as fontes vegetais, incluindo a possibilidade de
cultivo continuo, a rapida multiplicacdo dos micro-organismos, além do alto contetdo
de pigmentos presentes na biomassa (RANGEL-YAGUI et al., 2004). A maioria das
algas cultivadas sob condicdes étimas, apresentam aproximadamente 4 % do peso total
em base seca deste pigmento (HARUN et al., 2010).

As ficobiliproteinas apresentam potencial para serem empregadas como corantes
naturais, mas um aumento do numero de investigacfes tém demonstrado que também
podem ser promotoras da saude, e ampla gama de aplicacGes farmacéuticas. Além disso,
as ficobiliproteinas sdo amplamente utilizadas na inddstria e laboratorios clinicos ou de
investigacdo imunoldgica. Na verdade, as suas propriedades (elevado coeficientes
molares de absorbancia, alto rendimento quantico de fluorescéncia, grande
deslocamento de Stokes e alta fotoestabilidade) torna-os muito poderosos e reagentes
fluorescentes altamente sensiveis. Eles podem servir como marcadores para 0S
anticorpos, receptores e outras moléculas biolégicas em um classificador de células
ativadas por fluorescéncia e que sdo usados em experiéncias de imunomarcacdo e
microscopia de fluorescéncia ou de diagndstico (SPOLAORE et al., 2006).

Lee (2008), classificou as cianobactérias em trés diferentes ordens:
Oscillatoriales, Nostocales e Chroococcales. A ordem Oscillatoriales apresentam
cianobactérias organizadas em filamentos sem heterocistos, que sdo diferenciacOes
celulares que conferem a propriedade de fixacdo de nitrogénio pelo micro-organismo
(RASTOGI; SINHA, 2009). Nesta ordem, encontra-se um dos géneros mais estudados,
a Spirulina. As Nostocales caracterizadas por apresentarem heterocistos, podendo ser
citado como exemplo o género Anabaena. As cianobactéerias pertencentes a ordem
Chroococcales sdo micro-organismos unicelulares de vida livre, podendo ocorrer em
colbnias envoltas por membranas mucilaginosas. A Aphanothece microscopica Nageli,
é um exemplar desta ordem que vem sendo estudado visando associar o tratamento de
efluentes agroindustriais e producdo de compostos celulares sob escopo de uma
biorrefinaria. Este  micro-organismo € uma Chroococcales da familia
Synechococcaeceae e subfamilia Aphanotecoidease (ANAGNOSTIDIS; KOMARE,
1998; BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Esta espécie, independente do metabolismo
fotoautotrofico € capaz de crescer em condicOes heterotroficas, em completa auséncia
de luz, utilizando substratos organicos como fonte de carbono (QUEIROZ et al., 2004,
QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; BASTOS et al., 2010; SILVA-MANETTI
etal, 2011; VIEIRA et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013).



10

A aplicacdo deste modelo metabdlico, passivel de proporcionar o crescimento
microalgal, tendo como fonte de carbono a matéria organica, e auséncia de luz, vem
sendo estudado, no sentido de associar o tratamento de efluentes industriais a producédo
de compostos de interesse comerciais (KAMM; KAM, 2004; WILLIAMS; LAURENS,
2010; ORCHAD et al., 2011; RODSRUD et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013). Assim,
varios trabalhos direcionados ao estudo do crescimento da espécie Aphanothece
microscopica Nageli em efluentes agroindustrias vém sendo desenvolvidos, visando,
principalmente, a aplicacdo da biomassa gerada na dieta alimentar, buscando com isto,
caracterizar este micro-organismo quanto ao seu valor nutricional e viabilidade de
utilizacdo como alimento,bem como em paralelo o reiso de 4gua no ambito de uma
biorrefinaria (QUEIROZ et al., 1998; QUEIROZ; KOETZ; TREPTOW, 2001,
QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006; QUEIROZ
etal., 2007; ZEPKA et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al., 2010; ZEPKA et
al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; QUEIROZ et al., 2013).

Um dos maiores problemas que tem sido enfrentado quando se pensa na
implementacdo de biorrefinarias microalgais é a separacdo da biomassa gerada do
efluente tratado ou meio de cultivo utilizado (GRIMA et al., 2003 MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011). A maioria das espécies possui a densidade especifica
ligeiramente maior do que a agua, o que torna a sua separacdo dificil. Em adicdo muitas
tem uma carga elétrica fortemente negativa na superficie, o que as mantem dispersas. O
uso de coagulantes/floculantes permitem a separacdo por sedimentacdo ou floculagéo,
sendo um dos processos mais utilizados pela industria (HARUN et al., 2010). Nos
processos de separacdo destacam-se ainda,os taninos, que apresentam a propriedade de
atuarem em sistemas de particulas coloidais, neutralizando cargas e formando pontes,
entre estas particulas, proporcionando a formacéo de flocos e consequente sedimentagédo
(GRAHAN et al., 2008). Estes compostos, apresentam alta afinidade por proteinas e
outras macromoléculas como carboidratos (BELTRAN-HEREDIA et al., 2010;
SANCHES-MARTINS, 2012). Neste sentido Silva-Manetti et al. (2001), avaliaram o
potencial de reuso da agua residuaria da industria processadora de pescado, a partir do
cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Néageli, bem como o processo de
separacdo da biomassa. Estes autores verificaram que a associacdo do tratamento
bioldgico e quimico é uma importante estratégia, quando se pensa em reuso de aguas,
considerando o uso de coagulantes, como cloreto de ferro e a propriedade de eficiéncia

de remoc&o de matéria organica e nutrientes por este micro-organismo e em paralelo a
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separacdo da biomassa. Nesta linha de trabalho Silva-Manetti et al., (2013), estudaram
ainda a separacdo da biomassa de Aphanothece microscopica Né&geli, quando esta
desenvolvida no efluente da industria de laticinio a partir da utilizacdo de cloreto de
ferro seguido de Tanfloc, indicando que concentracdes de 300 mg.L™ de cloreto de ferro
a pH 6 e 300 mg.L™? de Tanfloc a pH 7, resultando ainda, eficiencias de remocéo de
DQO, turbidez e solidos suspensos na ordem de de 91 %, 96 % e 96 %,
respectivamente. No que se refere a remocdo de nutrientes pelo micro-organismo em
estudo este tema tem sido bastante aprofundado em uma série de artigos, que envolvem
a remocao de matéria organica, nitrogénio e fosforo de efluentes industriais (QUEIROZ
et al., 2002, BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006, ZEPKA et al., 2007,
HORNE et al., 2010; BASTOS et al., 2010; VIEIRA et al., 2012a; VIEIRA et al.,
2012b; QUEIROZ et al., 2013).

Em se tratando do efluente de laticinio a remoc¢édo de fésforo por Aphanothece
microscopica Ndgeli, bem como a cinética de crescimento deste micro-organismo
quando cultivado nesta agua residuaria, vem sendo estudada sob o ponto de vista do
efeito da temperatura de cultivo em biorreatores heterotroficos (VIEIRA et al., 2012a;
VIEIRA et al., 2012D).

Como suporte para implementagdo de uma biorrefinaria microalgal a partir do
efluente de laticinio e do micro-organismo em analise é importante salientar o trabalho
de Silva-Manetti (2011), que demonstrou potencial de producdo de carboidratos
extracelulares, sob manipulacdo das condicdes de cultivo, bem como o de Streit (2014),
que avaliou a dinamica de nitrogénio em cultivo heterotréfico a partir do efluente de
laticinio, sob escopo de uma biorrefinaria, enfatizando a producdo de pigmentos e de

aminoacidos essenciais.
3.2 Efluente de Laticinios

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de leite. Sua producdo em 2013 foi
de aproximadamente 35 milhdes de litros de leite, atras apenas da india e dos Estados
Unidos. A producdo brasileira, que em 2003 era de 22,2 bilhoes de litros, cresceu 57 %
na ultima decada. Os aumentos da produtividade e do rebanho ordenhado auxiliaram
esse crescimento. De acordo com o IBGE, em 1980 a producao média no Brasil era de
676 litros/vaca/ano passando para 1.381 litros/vaca/ano em 2011. Mesmo com o

significativo aumento, a produtividade brasileira ainda e muito baixa em comparacao a
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grandes produtores mundiais, como 0s Estados Unidos, que chegam a produzir em
media 9.590 litros/vaca/ano (FAO). O Brasil também se destaca na producao mundial
de leite em po e queijos. Minas Gerais é 0 maior produtor de leite do Brasil, com 27,6 %
da producdo nacional (IBGE, 2012), destacando-se 0os municipios de Patos de Minas,
Ibia, Unai, Patrocinio e Coromandel.

No passado as industrias do ramo de laticinios tinham a atencdo somente para a
producdo e o lucro. Porém, devido a sua importancia no setor econémico brasileiro e o
consequente surgimento de legislacbes ambientais especificas, surgiu a necessidade de
buscarem novas tecnologias, principalmente visando ao aproveitamento de residuos
antes considerados despreziveis, e que, por isso, eram descartados no meio ambiente
(CASTRO, 2007; EMBRAPA, 2010).

O setor de laticinios, constitui, importante parcela da industria alimenticia no
mundo inteiro e sua contribuicdo em termos de aguas poluidoras, é significativa e vem
crescendo por conta da demanda de leite e dos produtos derivados (KUSHWAHA et al.,
2010).

O aumento da populacdo e da industrializacdo nos paises em desenvolvimento
como a India, geram grande quantidade de efluentes que devem ser tratados antes de
serem descarregadas em corpos de &gua naturais. Industria de laticinios € onipresente
em todo o mundo, mas seus processos de fabricacdo variam enormemente. Assim, este
setor gera grande volume de &guas residuais e sua polui¢do é essencialmente organica
(BRIAO; TAVARES, 2007). Indstria de laticinios gera cerca de 0,2 a 10 L de efluente
por litro de leite processado (VOURCH et al., 2008 ).

Na maioria dos casos, esses efluentes ndo sdo tratados com o objetivo de
remover nutrientes, visto que os tratamentos convencionais eliminam apenas matéria
carbonada, contribuindo assim com elevadas concentracGes de fésforo e compostos
nitrogenados (CHIMENOS et al., 2006; IRDEMEZ et al., 2006; GOLDER et al., 2006)
acelerando o processo de eutrofizacdo em seus corpos receptores, em funcdo de suas
elevadas taxas de DBO e DQO (BEEVI; SUKUMARAN, 2014).

As industrias de laticinios sdo intensivas no consumo de agua, necessitando de
direcionamento de producdo mais limpa, que melhore o balanco hidrico e recupere os
nutrientes tratados, uma vez que podem gerar cerca de 0,2 a 10 L de efluente por litro de
leite processado (VOURCH et al.,, 2008; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). A
medida que a agua é utilizada nas diferentes linhas de processamento, vai incorporando

varias substancias, fazendo com que as caracteristicas desta agua sejam alteradas,
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tornando-se um efluente, variando a qualidade do efluente de laticinio, em fungdo dos
produtos industrializados, capacidade de producdo, lay-out industrial, técnicas de
higienizacdo das instalacbes e qualidade do leite industrializado (MARKOU,;
GEORGAKAKIS, 2011). Isso resulta em uma &gua residuaria constituida por
expressivas concentragdes em matéria organica biodegradavel a base de lactose, 6leos,
gorduras, proteinas, nitrogénio, fosforo, acuUcar, nutrientes dissolvidos e solidos
suspensos (SARKAR et al., 2006; VOUCH et al., 2008; BANU et al., 2008;
FARIZOGLU; UZUNER, 2011; CHEN; LIU, 2012).

Munavalli e Saler (2009) reportam que cerca de 2 % do total de leite processado
é desperdicado no sistema de esgotos. Este leite se mistura com as aguas produzidas na
partida, na lavagem de vérias unidades de processamento, bem como com a agua gerada
durante a limpeza de pisos e operac¢do do dia-a-dia das outras plantas.

As técnicas de tratamento para estes efluentes, geralmente estdo associadas aos
processos tradicionais que combinam tratamento fisico ou fisico-quimico com
tratamento bioldgico. No entanto, a moderada eficiéncia destes tratamentos para a
remocdo de compostos eutrofizantes,bem como as desvantagens especificas de cada
tratamento levam & busca de sistemas que atendam as necessidades crescentes da
qualidade do efluente tratado (SARKAR et al., 2006; VOURCH et al., 2008). Desta
maneira,as opcles para o tratamento ou recuperacdo do efluente de laticinio, envolvem
inimeras e diferentes alternativas, muitas delas onerosas e complexas, mas de qualquer
forma, é um fator determinante ndo sé para o ambiente, como também para fins de
reciclagem de &gua para uso em processos industriais (HAMDANI et al., 2005) visando
reducéo de custos na planta de operacgéo.

Os métodos convencionais de tratamento de efluentes lacteos incluem a
reciclagem direta e reaproveitamento de componentes de residuos, por exemplo, a
utilizacdo de soro de queijo para alimentacdo de animais, remocao de seus componentes
utilizando processos de tratamento bioldgico como descrito Perle et al., (1995). Entre
outras técnicas, podem ser utilizados processos de precipitacdo quimica, osmose reversa
e ultrafiltracdo, sendo estes pouco incorporados no processo de tratamento por
possuirem custos elevados de implantacdo e manutencdo (HARIDAS et al., 2005).

A associacdo de microalgas e cianobactérias ao tratamento convencional de
efluentes, com intuito de reuso de agua e producdo de compostos celulares, é destacada
em uma gama de trabalho, com importantes resultado (SARKAR et al., 2006;
BELTRAN-HEREDIA, 2010; VIEIRA et al., 2012a; VIEIRA et al., 2012b; ZHU et al.,
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2013; BEEVI; SUKUMARAN, 2014). Assim,0s processos que utilizam estes micro-
organismos sdo largamente aplicados para remocdo de substancias organicas e
inorganicas (SANCHO; CASTILLO; YOUSFI, 1997) pois atuam como agentes
purificadores de alta eficiéncia, uma vez que utilizam os nutrientes presentes na
composicao do efluente para o seu desenvolvimento (SANCHO; CASTILLO; YOUSFI;
1999), sendo capazes de transformar residuos em matérias-primas com alto valor
agregado. Em face disto, vem sendo proposto o tratamento de aguas residuarias por
cianobactérias, motivado pelo metabolismo heterotrofico destes micro-organismos com
o consumo de moléculas orgénicas e nutrientes inorgénicos no escuro (ARDELEAN;
ZARNEA, 1998; TAM; WONG, 2000; JACOB-LOPES et al., 2006; ZEPKA et al.,
2007; HORNE et al., 2010; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; QUEIROZ et al.,
2013). Neste contexto, os efluentes agroindustriais e as cianobactérias passam a
representar altissimo potencial biotecnoldgico, na obtencdo de inimeros produtos, tais
como farmacos, biopigmentos, enzimas, antioxidantes, exopolissacarideos, além de
diversos nutrientes, como minerais, lipidios, carboidratos e proteinas(CEPOI et al.;
2009; ANUPAMA-RAVINDRA, 2000; ZEPKA et al., 2007; HORNE et al.,2010;
MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; QUEIROZ et al., 2013; STREIT, 2014).

3.3 Proteinas

As proteinas sdao macromoléculas compostostas por diferentes aminoéacidos,
sendo sua qualidade nutricional determinada basicamente pelo conteddo, proporcéo e
disponibilidade dos mesmos. A maior parte dos dados publicados na literatura sobre as
concentragfes de proteinas de algas baseiam-se em estimativas da chamada proteina
bruta, comumente usada na avaliacdo alimentacdo humana e animal. Este valor é obido
por hidrélise da biomassa e estimativa do nitrogénio total. As microalgas e
cianobactérias constituem uma fonte alternativa de proteina apresentando como maior
constituinte estrutural as proteinas, desempenhando importante papel na biorrefinaria
algal (BECKER, 2007; WILLIAMS; LAURENS, 2010).

A analise quimica de proteinas tendo como fonte cianobactérias, tem
demonstrado conter todos amino&cidos essenciais em condi¢des adquadas para consumo
humano ou para animais, quando comparados com alguns itens alimentares béasicos e
tendo como padrédo de referencia a recomendacdo da OMS/FAO, com exececdo dos
aminoacidos que contem enxofre (PINOTTI; SEGATO, 1991; OMS/FAO, 1995,
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ALOMAR; FUCHSLOCHER; STOCKBRAND, 1999; ANUPAMA; RAVINDRA,
2000; BECKER, 2004; BECKER, 2007).

A producdo de proteina unicelular utilizando residuos como substrato fornece
uma fonte economicamente viavel de proteinas para uso em racdo animal ou da
transformacdo de produtos para o consumo humano, como muitas vezes atende
necessidades dietéticas para a proteina. Muitos micro-organismos tém sido utilizados
para converter varios substratos e produtos residuais industriais em biomassa (KUHAD
et al., 1997; VOLTOLINA et al., 2005 JACOB-LOPES et al., 2007; JACOB-LOPES et
al., 2010; ZEPKA et al., 2010; BASTOS et al., 2014).

A utilizagdo de proteinas unicelulares como ingrediente de alimentos esta
condicionada a funcionalidade de seus constituintes. Neste sentido, a caracterizacdo da
fracdo protéica, é um fator relevante no desenvolvimento de ingredientes protéicos a
serem utilizados nas formulagdes de alimentos (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000;
CHNAKIS, 2001; GHI-GUERRERO et al.,, 2004). A cianobactéria Aphanothece
microscopica Négeli quanto as suas propriedades funcionais foi caracterizada por Jacob
Lopes et al., 2006 por apresentar maximos de 48,6 e 3,16 mL.g™ para solubilidade
protéica e capacidade emulsificante, respectivamente.

A utilizacdo de cianobactérias como uma fonte de proteina de célula Gnica tem
certas vantagens sobre a utilizacdo de outros micro-organismos devido ao seu rapido
crescimento, com elevado teor de proteina, a proteina de qualidade (GRIMA et al.,
2003).

De acordo com Avila-Leon et al., (2012), a cianobactéria Arthropira platensis é
considerada uma fonte alternativa de proteina muito promissora, a ser utilizada como
suplemento alimentar ou aditivo. Sua biomassa contém, em média, 50 % em peso seco,
e tem sido destacada por apresentar elevada qualidade nutricional. Este autores
reportam, para este micro-organismo, valores de utilizacdo liquida de proteina, valor
biolégico e coeficiente de eficiéncia proteica na ordem de 83,9 %, 65,0 % e 2,10,
respectivamente (DILLON; PHAN, 1993). No entanto, estes valores podem variar, entre
outros fatores, com a espécie, 0 meio de cultivo e a temperatura de secagem da
biomassa. Zepka et al., (2010) encontraram valores superiores aos registrados para a
Arthropira platensis, quando avaliaram a biomassa da cianobactéria Aphanothece
microscopica Négeli, desenvolvida no efluente da parboilizagdo do arroz, na auséncia

de luz e seca 60°C. Sdo reportados valores de 95,0 %, 73,3 % e 2,40 para 0s parametros
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nutricionais utilizacdo liquida de proteina, valor bioldgico e coeficiente de eficiéncia
proteica, respectivamente.

A fracdo protéica de cianobactérias tem sido caracterizada por eletroforese
indicando intervalos de peso moleculares que caracterizam sua fracdo proteica.
Ventakaraman et al., (1992) encontraram para a Spirulina intervalos de peso
moleculares de 14,3 a 66,0 KDa. A Aphanothece microcopica Nageli teve o perfil
eletroforético das proteinas que compoem a sua biomassa, quando cultivada no efluente
da parboilizacdo do arroz, distribuidas em uma faixa de peso molecular entre 15,0 e
62,5 KDa. FracOes protéicas eletroforeticas foram tambem encontradas para Chondrus
crispus, Palmaria palmata e Porphyra umbicalis utilizadas na alimentagdo humana,
também obtiveram perfis semelhantes ao da Aphanothece microscopica Nageli
(ROUXEL et al., 2001).

Os teores de proteina na cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli
desidrata a diferentes temperaturas e cultivada no efluente da parboilizagdo do arroz
foram avaliados por Zepka et al., (2008), com registros de minimos e maximos na
ordem de 41,3 % e 49,3 %. Estes resultados foram muito proximos aos obtidos por
Streit (2014), para este micro-organismo.

Jacob-Lopes (2006), determinaram o teor de proteina e caracterizaram 0s
aminoacidos da Aphanothece sp desidratada cultivada no efluente da parboiliza¢do do
arroz. O perfil de aminoacidos essenciais comparativamente com os padrées da FAO
demonstrou deficiéncia apenas quanto aos sulfurosos e lisina. Os autores sugerem que a
baixa concentracdo de lisina possa estar associada ao processo de desidratacdo ao qual
foram submetidas as amostras, uma vez que dependendo da temperatura a lisina poderia
complexar-se com acucares livres ou com a parede celular. O padrdo de aminoacidos
essenciais descritos, com as devidas variacdes em funcdo dos meios de cultivos sdo
constatados para diferentes perfis aminoacidicos deste micro-organismo, quer
desenvolvido no meio ambiente (QUEIROZ et al., 1998), cultivada no efluente da
parboilizacdo do arroz (ZEPKA et al., 2007), cultivada no efluente da industria de
pescado (QUEIROZ et al., 2013), cultivada em meio sintético (BG11) ou, no efluente
de laticinio (STREIT, 2014). Embora a concentracdo de aminoacidos possa se tornar
amplamente variavel, independente da espécie, guardam, no entanto, caracteristicas no
que se refere a predominancia de alguns aminoacidos, como acido glutamico e aspartico
(ROMANO, 2000; DANESI et al., 2004; QUEIROZ et al., 2013). Estes aminoacidos

compoem o perfil da cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli, quer
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desenvolvida no meio ambiente (QUEIROZ et al., 1998), desenvolvida no efluente da
parboilizacdo do arroz (ZEPKA et al., 2008), em meio sintético BG11 e efluente de
laticinio (STREIT, 2014).

A composi¢do quimica da biomassa microalgal € altamente influenciada pelo
meio de cultivo (ZEPKA et al., 2008; LAI et al., 2011; DEVI et al., 2012). Tem sido
reportado que a disponibilidade de nitrogénio favorece a sintese e o acumulo de
proteinas enquanto em baixas concentracbes deste nutriente 0s micro-organismos
tendem a acumular carboidratos (PEREIRA-GARCIA et al., 2011; LAI et al., 2011,
DEVletal., 2012).

3.4 Carboidratos

A producdo de carboidratos serve a dois propdsitos principais para as
microalgas; eles agem como componentes estruturais nas paredes celulares, e como
componentes de armazenamento no interior da célula. Os carboidratos, como compostos
de armazenamento, fornecem a energia necessaria para os processos metabélicos dos
organismos e permitir, se necessario, sobrevivéncia temporaria em ambientes escuros
(GEIDER; LA ROCHE, 2002; CORVO; BEARDALL, 2004). Em geral, os compostos
de armazenamento, tais como proteinas, lipidos e carboidratos, permitem que as
microalgas ajustem o seu crescimento as mudancas ambientais (KROMKAMP, 1987).
Os carboidratos sdo uma categoria ampla que engloba acucares (monossacarideos) e
seus polimeros (di-, oligo-, e polissacaridos). Os carboidratos mais abundantes sdo
glicose, ramnose, xilose e manose. A biomassa de microalgas carece de hemicelulose e
lignina, e algumas espécies carecem também de celulose ou eles ndo tém paredes
celulares (MUSSGNUG et al., 2010). Esta estrutura é composta principalmente por
longas cadeias polimerizadas de agUcares simples ou aminados, expressos por acetil
glicosamina e 4cido acetil muramico (BOROWITZA et al., 1994).

Os carboidratos de microalgas séo facilmente digeridos (BABADZHANOV et
al., 2004; CARRIERI et al., 2010), fato este que leva a biomassa microalgal a ser uma
boa escolha como tecnologia de conversdo visando eliminar ou restringir a necessidade
de pré-tratamento em comparagdo com o processo convencional (JOHN et al., 2011).

O conteudo de carboidratos nas microalgas depende da espécie, do cultivo e das
condi¢des ambientais. Varias espécies de microalgas, tais como Porphyridium cruentum
(40 - 57 %), Spirogyra sp. (33 — 64 %), tém um alto teor de carboidratos (HARUN et
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al.,, 2010). Zepka et al., (2008), avaliaram o perfil bioquimico da cianobactéria
Aphanothece microscopica Né&geli, desenvolvida no efluente da parboilizagdo do arroz
registrando concentracbes de 13,4 % a 17,7 %, demonstrando o potencial de producao
de carboidratos deste micro-organismo. Os carboidratos de microalgas pode ser
utilizado por vérias tecnologias de conversdo de biomassa para a producdo de
biocombustiveis (MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012). No
entanto,para a producao de biocombustiveis ser otimizada, o alto teor de carboidratos
tem que ser combinada com a capacidade da espécie de microalgas em produzir
biomassa. Portanto, as espécies de microalgas conhecido por possuiem altas taxas de
crescimento podem ter suas condic¢des de cultivo manipuladas para a producéo de altos
teores de carboidratos.

Os fatores ambientais mais relatados, que afetam o teor de carboidratos, sdo:
limitacdo de nutrientes/ estresse salino, a intensidade da luz e temperatura. Além disso,
a escolha do metabolismo (autotrofico, heterotréfico, e mixotrofico) pode afetar a
composicdo da biomassa. A capacidade de preservacdo das cianobactérias reflete a
estabilidade intrinseca do seu polissacarideo extracelular (EPS) e a habilidade deste de
ligar-se a metais pesados assim como resistir a degradagdo (HELM et al., 2000).

Cianobactérias como a Nostoc muscorum e Tolypothrix tenuis sdo capazes de
produzir enzimas extracelulares que decompdem residuos organicos. Elas também sdo
usadas como inoculantes em solos para aumentar o contetdo de polissacarideos e a
atividade microbiana dos mesmos. Tanto a biomassa dessas cianobactérias quanto seus
EPS, quando inoculados no solo, aumentaram a atividade de varias enzimas
extracelulares presentes neste. Dessa forma, o que se tem é a utilizacdo de EPS como
inoculante para solo com o objetivo de aumentar a atividade de exoenzimas. Estas, por
sua vez, ttm como finalidade decompor residuos organicos, 0 que provoca um aumento
final da fertilidade (DE CAIRE et al., 2000).

Muitas cianobactérias, em condicdes adversas, sdo capazes de sintetizar um
envoltério mucilaginoso, ou formarem cdapsulas, que sao estruturas compactas
associadas a superficie celular, bem como liberarem no meio, polissacarideos que
constituem estas estruturas, durante o crescimento celular. Estes compostos sédo
facilmente recuperados do meio e, em fungdo de suas propriedades fisico-quimicas
apresentam grandes perspectivas de aplicagcdo industrial, quer na &rea téxtil,

farmacéutica ou de alimentos, bem como agentes de despolui¢cdo (DONOT et al., 2012).
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Silva-Manetti 2012, ressalta que a cianobactéria Aphanothece microscopica
Né&geli apresenta grande tendéncia a producdo de carboidratos extracelulares quando
este micro-organismo é cultivado no efluente de laticinio. Este autor observou que com
uma producdo anual de 460 t.ano™ de carboidratos totais, 74 % correspondem aos
carboidratos extracelulares e 27 % da parede celular, podendo estes serem facilmente
recuperados e utilizados pela industria farmacéutica, cosmética e alimenticia como
estabilizantes, emulsificantes e espessantes (DE PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998).
Além das propriedades nutricionais e biotecnoldgicas, certos polissacarideos oriundos
de cianobactérias apresentam propriedades biomédicas, pois estimulam sistemas de
reparo do DNA (FALQUET, 1997) e possuem propriedades imuno-estimuladoras e
imunoreguladoras (EVETS, 1994), podendo inibir varios tipos de tumores e virus (DE
PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998). Apesar do referido potencial, poucas empresas
fazem o uso dos EPS no momento atual, estando a maioria das pesquisas em fase de
desenvolvimento. De qualquer forma, no que tange a produgdo de compostos celulares,
através da manipulacdo de fatores de crescimento inimeros trabalhos tem sido focado
na otimizacdo destes fatores visando favorecer o aumento de producdo, como por
exemplo atravéz de estresse nutricional promovendo o aumento de componentes
celulares de reserva como carboidratos e lipidios (CHEN et al., 2011; SIAUT et al.,
2011).

3.5 Lipidios

Os micro-organismos como fungos, bactérias, microalgas e cianobactérias tem
sido utilizado na alimentacdo humana durante séculos .Nas ultimas décadas, novos
processos de Engenharia Bioguimica estdo sendo utilizados na producdo de alimentos
destinados ao consumo humano. Alguns produtos obtidos a partir destas técnicas, tem
sido designados como proteinas unicelulares, que se referem as células desidratadas de
determinados micro-organismos utilizados como alimento ou aditivos. Além disso,0s
carboidratos, vitaminas, sais minerais e lipidios estdo inclusos no termo proteina celular
(ANUPAMA; RAVINDRA, 2000).

A fragdo lipidica das microalgas podem conter quantidades significantes de
constituintes de composicdo semelhantes a 6leos vegetais. O potencial de aplicagédo da
fracdo lipidica extraida destes micro-organismos, é muito amplo, podendo ser utilizados

na extracdo de &cidos graxos essenciais para alimentacdo humana e para industria de
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manufatura de surfactantes e cosméticos (BOROWITZA; BOROWITZA, 1988). De
acordo com estes autores os compostos lipidicos que geralmente constituem as
cianobactérias sao ésteres de glicerol e acidos graxos com cadeias entre 14 e 24 atomos
de carbono, apresentando entre eles 25 a 60 % de liga¢des insaturadas.

As cianobactérias contém quantidades significantes de lipideos e algumas s&o
ricas em &cidos graxos essenciais como os &cidos linoleico (18:2a 6) e y-linolénico
(18:32 3) (LI; WATANABE, 2001). Nos seres humanos, o y-linolénico é sintetizado a
partir do acido linoleico proveniente da dieta, mas fontes extras desse acido graxo sao
necessarias para compensar a deficiéncia da sintese, induzida por doengas ou
envelhecimento (DUBACQ); QUOC, 1993).

Queiroz et al., (2007), obtiveram para a cianobactéria Aphanothece
microscopica Néageli cultivada no efluente da parboilizacdo e desidratada a diferentes
temperaturas, teores de lipidios que variaram de 7,2 a 7,9 %. Os autores reportam para o
perfil lipidico deste micro-organismo uma predomindncia em &cidos graxos
polinsaturados, com destaque para o acido graxo y-linolénico. Zepka et al., (2010),
avaliaram as caracteristicas nutricionais deste micro-organismo. Foi observado, que 0s
niveis de colesterol total em ratos alimentados com esta cianobactéria mostrou-se
significativamente menor que o registrado para o plasma de ratos alimentados com dieta
padrdo, sujerindo o uso desta cianobactéria como fonte potencial de proteina unicelular.
Os baixos niveis de colesterol, foram atribuidos a composi¢do em acidos graxos destes
micro-organismos.

A cianobactéria Spirulina platensis é considerada uma fonte potencial do y-
linolénico, o qual representa cerca de 20 % do total de acidos graxos presentes (COHEN
et al., 1987; DESHNIUM et al., 2000). Algumas espécies de cianobactérias possuem
grandes quantidades (25 a 60 % do total) de &cidos graxos poli-insaturados (HOLTON;
BLECKER, 1970; KENYON et al., 1972; SINGH et al., 2002).

As cianobactérias sintetizam lipideos sob condi¢des ambientais adequadas,
sendo uma excelente fonte de matéria-prima para a producdo de biodiesel (DENG et al.,
2009) podendo ser ainda utilizadas como alimento e farmacos. A quantidade de dleo
produzido pela microalga varia conforme a composi¢do bioquimica da microalga e
espéecie, e também esta relacionada ao tipo de cultivo utilizado. Por exemplo, as
microalgas Tetraselmis suecicae, Botryococcus braunii, possuem diferentes
concentragOes de lipidios, 15 e 75 %, respectivamente (KHAN et al., 2009). Diversos

fatores podem influenciar a producéo de lipidios e acidos graxos por cianobactérias,
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como a intensidade luminosa, a temperatura e 0s nutrientes adicionados. Dentre 0s
nutrientes que podem influenciar a producéo de lipidios e &cidos graxos, estdo as fontes
de nitrogénio e de enxofre, as quais s@o utilizadas pelas cianobactérias na sintese de
aminoacidos e &cidos graxos. Piorreck et al., (1984) verificaram que cianobactérias
cultivadas em baixas concentracdes de nitrogénio tiveram seu contetdo lipidico
incrementado sem, no entanto, alterar o perfil lipidico e de acidos graxos. Muradyan et
al., (2004) constataram que a concentracdo em acidos graxos triplicou com aumento da
concentracdo de 2 a 10 % de CO, nos cultivos de Dunaliella salina.

As microalgas constituem uma fonte alternativa potencial na obtencao de &cidos
graxos essenciais, sendo estes precursores de uma grande variedade de metabdlitos
bioativos, que estdo envolvidos em diversas func@es fisioldgicas no organismo humano.
O consumo de ®-3 obtido de microalgas é benéfico para o desenvolvimento neural,
além de prevenir problemas coronarios, cancro, hipertensdo, diabetes, fibrose cistica,
artrites, asma, esquizofrenia e depressdo. As microalgas marinhas sdo capazes de
sintetizar o acido graxo eicosapentaenoico (EPA, C20:5). Este &cido graxo €
considerado importante no desenvolvimento do tecido cerebral e na funcéo visual
(COSTA; SOUZA-SOARES; FERREIRA, 2013).

3.5.1 Metabolismo de acidos graxos

As microalgas vém sendo cultivadas visando a obtencdo de biocompostos, como
os acidos graxos poli-insaturados. A maior parte das algas, fungos, bactérias, insetos e
alguns invertebrados possuem as dessaturases e elongases exigidas para a sintese de
varios acidos graxos poli-insaturados (CHIOU et al., 2001). Plantas e animais
superiores tém deficiéncias das enzimas necessarias e, raramente, apresentam acidos
graxos poli-insaturados acima de 18 carbonos (GILL; VALIVETY, 1997).

A sintese dos &cidos graxos ocorre no citosol dos organismos, mas nos vegetais
fotossintéticos e microalgas ela ocorre no estroma do cloroplasto. Todos 0s sistemas
bioldgicos, incluindo os micro-organismos, insetos, plantas superiores e animais, sao
capazes de fazer a “sintese de acidos graxos, partindo do acetato formando uma cadeia
curta de acidos graxos, com o acido oléico (C18:1n9). A biossintese tem inicio com a
carboxilacdo de acetil CoA para formar acetato ou piruvato pela acdo de enzimas
glicoliticas. Entdo, a acetil CoA é convertida a malonil CoA, sendo esta reagédo

catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase, a qual € utilizada a fim de direcionar a
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reacdo de condensacdo para estender os grupos acil a &cido esteéarico (C18:0) e uma
dessaturase forma o acido oléico (C18:1n9) (WEN; CHEN, 2003).

Os vegetais tém outros meios de obter o acetil CoA necessario para a sintese de
acidos graxos. Eles produzem acetil CoA a partir do piruvato, empregando uma
isoenzima estromal da piruvato desidrogenase. A composicao de cidos graxos difere
muito entre os micro-organismos. Nos tecidos animais, prevalecem os &cidos graxos,
acido linoléico e acido araquiddnico. Nos organismos aquaticos, ocorre a predominancia
dos acidos graxos da familia ®-3 (TARLEY et al., 2004). Na biossintese dos acidos
graxos, um intermediério de trés dtomos de carbono, o malonil-CoA ¢ sintetizado a
partir do acetil-CoA sendo esta reacdo catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase.
Os acidos graxos sdo sintetizados por uma sequéncia repetitiva de reacfes. As longas
cadeias carbbnicas dos acidos graxos sdo montadas em uma sequencia repetitiva de
reacfes com quatro passos. Cada grupo malonil e acetil é ativado por um tio-éster que
se une ao acido graxo sintase (complexo multienzimatico).

O primeiro passo € a condensacao de um grupo acil ativado (um grupo acetil é o
primeiro grupo acil) com dois atomos de carbono derivados do malonil-CoA, com a
eliminagdo do CO, do grupo malonil; o resultado final é o aumento de dois 4&tomos de
carbono na cadeia do grupo acil. O produto 3-ceto dessa condensacdo € entdo reduzido
em trés passos subsequentes muito idénticos as reacbes da R-oxidacdo, mas na
sequéncia inversa. No segundo passo, 0 grupo [3-ceto é reduzido a um alcool. No
terceiro passo, a eliminagdo de H,O cria uma dupla ligacdo e no quarto e Gltimo passo, a
dupla ligagdo é reduzida para formar o grupo acil-graxo saturado correspondente. O
grupo acil saturado produzido durante este conjunto de reacbes se transforma no
substrato de uma nova condensacdo com o grupo malonil ativado. Cada uma das
passagens através do ciclo aumenta a cadeia do grupo acil graxo de dois atomos de
carbono. Quando o comprimento da cadeia atinge 16 carbonos, o produto formado (o
palmitato, C16:0) abandona o ciclo. Os &tomos de carbono constituindo os grupos
metila e carboxila do grupo acetil tornam-se, respectivamente, C-16 e C-15 do
palmitato; os atomos de carbono restantes sdo derivados da acetil-CoA via malonil-
CoA. Os acidos graxos saturados de cadeia longa séo sintetizados a partir do palmitato.
Este pode ser aumentado, tanto para formar o estearato (C18:0) quanto &cidos graxos
saturados ainda menores, por adigdes posteriores de grupos acetil, por meio da agao dos
sistemas de alongamento dos &cidos graxos presentes no reticulo endoplasmatico liso e

na mitocéndria. O sistema de alongamento mais ativo do reticulo endoplasmatico
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aumenta a cadeia de 16 carbonos do palmitoil-CoA de dois carbonos, formando
estearoil-CoA. Embora diferentes sistemas enzimaticos estejam envolvidos, e a
coenzima A, e ndo a ACP (proteina transportadora de grupos acil), seja o transportador
de acil diretamente envolvido na reacdo, 0 mecanismo de alongamento é idéntico aquele
empregado na sintese do &cido palmitico: a doacdo de dois carbonos pelo malonil-ACP,
seguida, por reducdo, desidratacdo e reducdo ao produto saturado com 18 &tomos de
carbono, o estearoil-CoA. O palmitato (C16:0) e estearato (C18:0) servem como
precursores dos dois &cidos graxos monoinsaturados, o palmitoleato (C16:1 A9) e o
oleato (C18:1 A9) (NELSON; COX, 2002).

Os acidos graxos das familias -9, ®-6 ¢ ®-3 sdo formados a partir dos
precursores oleato (acido oléico, C18:1 A9), linolenato (4cido linoléico C18:2, A9,12) e
a-linolenato (acido a— linolénico, C18:3 A9,12,15), respectivamente, ¢ de uma série de
reacOes de insaturacdo e alongamento. O acido oléico (C18:1n-9) é dessaturado por uma
dessaturase A12 para formar o acido linoléico (C18:2n-6) ¢ uma dessaturase Al15 para
formar o acido a-linolénico (C18:3n-3). Em especial, a biossintese dos acidos graxos da
familia ®-3 tal como o0 EPA ocorre através de uma série de reacdes, as quais podem ser
divididas em 2 etapas distintas. A primeira € a sintese “ do acido oléico (C18:1n-9) a
partir de acetato. Esta etapa é seguida pela conversdo do acido oléico em &cido linoléico
(C18:2n-6) e acido a-linolénico (C18:3n-3) (WEN; CHEN, 2003). Este ultimo é
dessaturado por uma dessaturase A6, formando o acido estearidonico (C18:4n-3). A
seguir ocorre um alongamento da cadeia com adi¢do de 2 atomos de carbono formando
0 acido eicosatetraenoico (C20:4n-3). Este, entdo, é dessaturado por uma dessaturase
A5, formando o acido eicosapentaendico (C20:5n-3). Apos nova reacdo de alongamento
forma-se o acido gordo docosapentaenoico (C22:5n-3) que é dessaturado por uma
dessaturase A4, formando o acido docosaexanoico (C22:6n-3).

As trés fontes de &cidos graxos (&cidos oléico, linoléico e linolénico) competem
pela dessaturase A6. A afinidade da enzima pelo substrato e o total de substrato
disponivel determina qual o caminho metabdlico é predominante. Geralmente, a
primeira insaturagdo A6 € 0 passo limitante e o acido linolénico tem alta afinidade pela
dessaturase A6 seguido por &cido linoléico e oléico (WEN; CHEN, 2003).

O alongamento da cadeia carbdnica dos acidos graxos é principalmente
dependente na reacdo de dois sistemas de enzimas incluindo acetil-CoA enzima
carboxilica e &cido gordo sintase, na maioria dos organismos. No processo de sintese

dos acidos graxos, acetil-CoA € o iniciador. A formacdo de &cidos graxos de cadeia
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curta € semelhante nas células de plantas superiores, animais, fungos, bactérias e
microalgas. Na célula de cianobactérias, as rotas de reacdo do iniciador, tal como o
acido palmitoléico, acido oléico, acido linoléico, acido linolénico na sintese de acidos
graxos sdo semelhantes as reacdes que ocorrem nas células de plantas e leveduras.
Normalmente os &cidos graxos de cadeia curta (C14-C18) sdo maioria nos
acidos graxos de Chlorella sp., mas elevado teor de &cidos graxos de cadeia longa e de
hidrocarbonetos existem em algumas espécies especificas de microalgas (HUANG et
al., 2010). Perez-Garcia et al., (2011) ressaltam que todos 0s micro-organismos usam as

mesmas vias metabolicas para respiracao.
3.6 Fosforo

O fosforo é um dos nutrientes basicos dos seres vivos, muitas vezes limitante
para 0 crescimento de organismos, como também, na maioria dos ecossistemas
(BISWAS et al., 2008). Nas &guas residudrias apresenta-se basicamente na forma de
ortofosfato, polifosfato e fosforo orgénico. Os ortofosfatos estdo diretamente
disponiveis a assimilacdo bioldgica. Os polifosfatos sdo moléculas mais complexas,
normalmente constituidas de dois ou mais atomos de fosforo, que podem originar
ortofosfatos através de reacGes de hidrolise. Em adicdo, o fosforo organico é
considerado a forma fosforada mais complexa presente em &guas residuarias, devendo
sofrer multiplas transformacBes até estar disponivel ao metabolismo bioldgico
(BENITEZ-NELSON, 2000; RINKER; POWELL, 2006; WORSFOLD et al., 2008).

O problema mais comum de compostos de fosforo é a aceleracdao do processo de
eutrofizacdo. Este fenbmeno é responsavel pelo crescimento excessivo de algas, o qual
ocorre em aguas interiores e costeiras, causado pela concentracao de fésforo em excesso
nos efluentes provenientes de plantas industriais ou municipais lancadas no meio
ambiente (NOWACK, 2003; MULKERRINS et al., 2004; IRDEMEZ et al., 2006;
YUAN; OLESZKIEWICZ, 2010). A floracdo de espécies de microalgas toxicas, assim
como de esgotamento de oxigénio resulta na eutrofizacdo e também pode ter
consequéncias danosas, além de efeitos aos organismos aquaticos podendo reduzir a
biomassa béntica e a biodiversidade (TOUCHETTE; BURKHOLDER, 2000; LI et al.,
2003; WANG et al., 2007; XUECHU et al., 2009; YANG et al., 2010).

Os sistemas convencionais de remocdo de fosforo consistem em processos

quimicos e bioldgicos. Os processos quimicos sdo baseados na operagdo de
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precipitacdo, através do uso de coagulantes a base, principalmente, de ferro e aluminio.
E um método eficiente em termos de eficiéncia de remogdo, embora a demanda por
produtos quimicos e a geracdo de um residuo solido sejam considerados as principais
limitacGes desta tecnologia. Os processos bioldgicos convencionais consideram que as
bactérias que removem matéria organica e nitrogénio nos processos anteriores
necessitam de fosforo para a sintese celular, basicamente fosfolipidios (YE et al., 2010;
POWELL et al., 2009; YANG et al., 2010).

A bioconversdo de aproximadamente 30 % é normalmente obtida nesses
sistemas, o que limita a aplicacdo com objetivo especifico da eliminagdo de fosforo
devido ao ndo cumprimento do padrdo de emissdo exigido pela legislacdo.
Alternativamente a aplicacdo de sistemas fotossintéticos com microalgas para a
eliminacdo de fésforo de aguas residuarias € um processo com potencial de remocao.
No entanto, limitacbes de ordem bioldgica, fisica e econdmica tém restringido a
implementacdo efetiva destes processos (MORSE et al., 1998; ZEPKA et al., 2010;
PEREZ-GARCIA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2011).

O desenvolvimento de tecnologias para a remocdo de fésforo comecou na
década de 1950, em resposta ao problema da eutrofizacdo e a necessidade de reduzir os
niveis de fdsforo nos corpos receptores (MORSE et al., 1998). As tecnologias
convencionais para remocao de fosforo sdo os processos fisicos (decantacao, filtracdo e
osmose reversa), quimicos de precipitacdo (com aluminio, ferro e sais de célcio), e
processos biolégicos que dependem do crescimento da biomassa (bactérias, algas,
plantas) ou intracelulares pela incorporacdo de polifosfatos (BELLIER et al., 2006;
BISWAS et al., 2008; POWELL et al., 2009).

A maioria dos métodos fisicos sdo comprovadamente onerosos, como no caso da
osmose reversa e da filtracdo o que dificulta a sua implantacdo em escala industrial. A
precipitacdo quimica é em esséncia um processo fisico-quimico, compreendendo a
adicdo de um sal de metal divalente ou trivalente em &guas residuéarias, resultando em
uma forma insoltvel de fosfato que apds a precipitacdo é removida por sedimentacao.
Os metais mais apropriados sdo o ferro e o aluminio, adicionados como cloretos ou
sulfatos. Polimeros aniénicos podem ser utilizados para auxiliar a separagdo do sélido.
Sistemas que utilizam um sal de metal (Al (111), Fe (Ill)) para remocdo de fdsforo
podem atingir uma remogdo de 80 % — 95 % em &guas residuérias (FYTIANOS et al.,
1998; DE-BASHAN; BASHAN, 2004; ZHOU, et al., 2008). Yamamoto-lkemoto et al.,
(1998) avaliaram o efeito do coagulante de ferro no controle do intumescimento



26

filamentoso e na remogéo de fosfato através de um processo de lodo ativado. A maior
parte do fosfato foi removido apés a adi¢do de FeCl, ao tanque de aeracéo.

A precipitacdo de fosfato de célcio € um método comum de remocéo de fdsforo,
principalmente pelo baixo custo e facilidade de manuseio. A remocdo é realizada por
precipitacdo direta de fosfato de célcio (BELLIER et al., 2006; ZHANG et al., 2010).
Outro processo utilizado a partir dos anos 70 é a cristalizacdo, o qual baseia-se na
cristalizacdo de fosfato de célcio dentro de um leito fluidizado, sendo as condicdes de
processo ajustadas para promover a cristalizacdo de fosfato de calcio por adi¢do de soda
ou leite de cal (MORSE et al., 1998; XUECHU et al., 2009; YE et al., 2010). O
hidréxido de aluminio Al(OH); € utilizado para adsorver com eficiéncia ortofosfatos e
polifosfatos. O fosfato organico é removido apenas em pH inferiores a 3,6
(GALARNEAU; GEHR, 1997). Os sais de magnésio sdo 0s menos utilizados para a
precipitacdo de fosforo principalmente pela formacdo de estruvita. Esta precipitacdo é
realizada para auxiliar na digestdo de lodos levando a sua estabilizacdo. A aplicacéo de
hidroxido de magnésio em um digestor reduz os sélidos suspensos, DQO e resulta em
um aumento na producdo de biogas, aléem de reduzir os niveis de fosfato e aménia (WU
etal., 2001; SEMERJIAN; AYOUB, 2003).

Silva et al., (2009) avaliaram o efeito do sulfato de aluminio e cloreto férrico na
coagulacao do efluente da inddstria de pescado. Foram utilizados teste de jarros para
avaliar o efeito de parametros como pH, tipo de coagulacdo e dosagem de coagulante.
Um planejamento fatorial de 3% x 2 foi utilizado quando as variaveis independentes
foram: tipo de coagulante (sulfato de aluminio e cloreto férrico), concentragcdo (50
mg.L™; 300 mg.L™; 550 mg.L™) e pH do efluente (6,0, 7,0, 8,0). As respostas foram a
remocao de solidos volateis, solidos suspensos, turbidez, demanda quimica de oxigénio
(DQO). As variaveis estudadas foram estatisticamente significativas (p < 0,05) para
todas as respostas. A excecdo foi de solidos volateis, considerando concentracdo de
coagulante. Um efeito significativo e negativo para a varidvel tipo de coagulante foi
observado quando se considerou remocao de DQO e de turbidez. A melhor condicdo foi
de cloreto férrico na concentracdo de 550 mg.L™, pH 8,0, cujos resultados indicaram
méaxima eficiéncia de remocdo de 86 %, 96 %, 89 %, e 60 % para DQO, turbidez,
solidos suspensos e solidos volateis, respectivamente. Além disso, a maior remogéo de
fosforo foi utilizando o cloreto férrico chegando a 99 %.

Os banhados construidos, também chamados de wetland sdo de baixo custo e

necessitam de baixa tecnologia para controlar a poluicdo ambiental. Basicamente, sdo
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sistemas artificialmente projetados para utilizar plantas aquaticas (macréfitas) em
substratos como areia, cascalhos ou outro material inerte, onde ocorre a proliferacdo de
biofilmes que agregam populagdes variadas de micro-organismos 0s quais, por meio de
processos biologicos, quimicos e fisicos, tratam aguas residuarias. As raizes das plantas
eliminam a matéria organica do todos os tipos. Ao mesmo tempo, 0S micro-organismos
residentes nas raizes submersas na agua residuaria degradam outros poluentes que sdo
posteriormente absorvidos pelas plantas. Posteriormente, o efluente tratado é
comumente descartado em corpos d'agua naturais ou usado para irrigacdo de plantas ndo
comestiveis, sem qualquer tratamento adicional. Periodicamente, em algumas zonas
Umidas construidas, as plantas precisam de substituicdo. Geralmente, as zonas humidas
ndo sado projetadas para remocdo de nutrientes, como fdsforo, mas fazem isso
indiretamente, porque os ions sdo nutrientes para as plantas (BROOKS et al., 2000;
BASHAN; BASHAN, 2004; WESTHOLM, 2006; HEALY et al., 2007; LI et al., 2009).

Lee et al., (2010) avaliaram trés sistemas de wetlands com diferentes tratamentos
considerando a variacdo temporal na remocdo de fosforo reativo, matéria organica,
solidos suspensos totais e amonia. A partir dos resultados de ANOVA todos os
resultados foram eficientes na remog&o dos compostos organicos.

A remocao bioldgica de nutrientes em biorreatores €, por definicdo, realizada por
micro-organismos. No entanto, as espécies usadas ndo sdo especificas e enriquecidas
como 0s processos atuais de remocdo de fosforo. Varias tentativas de utilizar
intencionalmente micro-organismos especificos como agentes de limpeza foram
relatadas, como tem sido feito em décadas anteriores. Comparados aos processos fisico-
quimicos os processos bioldgicos sdo indicados quando o objetivo € a remocdo
simultanea de nitrogénio e fosforo em é&guas residuarias (DE LA NOUE; DE PAUW,
1988; SRIWIRIYARAT; RANDALL, 2005; TANWAR et al., 2007; KIM et al., 2009;
GE et al., 2010). Nesse sentido, uma série de trabalhos tem sido desenvolvidos a partir
da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli, envolvendo a remoc¢éo simultanea
de matéria organica, nitrogénio e fosforo, na auséncia de luz, com énfase no estudo da
cinética de crescimento deste micro-organismo em efluentes industriais (QUEIROZ et
al., 2002; QUEIROZ et al., 2004; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2011,
VIEIRA et al., 2012a; VIEIRA et al., 2012b; QUEIROZ et al., 2013; BASTOS et al.,
2014).

As novas tecnologias de remocdo biologica de fdésforo sdo aceitas como

processos mais econdmicos e ambientalmente sustentaveis utilizados em aguas
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residuarias (BROUGHTON et al., 2008; YANG et al., 2010; ZHU et al., 2011), porém
h& um conhecimento limitado sobre a sua capacidade quando implantadas nos variados
tipos de residuos gerados nas atividades industriais. Sua remoc¢do por meios bioldgicos
pode ser realizada por dois mecanismos independentes: direta absorcdo de fosforo
suspenso pelo crescimento de células e plantas, e 0 aumento da capacidade de
armazenamento de fésforo como polifosfato pela biomassa microbiana em lodo ativado
no tratamento. Este processo € caracterizado pelo seletivo enriquecimento de bactérias
acumuladoras de polifosfato inorganico como composicdo de suas células. Esta
tecnologia é induzida em micro-organismos, alternando as condigdes de incubacao das
aguas residuais entre uma fase inicialmente rica em carbono, estritamente anaerdbia,
seguido de uma fase de incubacdo aerdbia. Em esséncia, durante a fase anaerobia, 0s
micro-organismos residentes no lodo degradam as fontes de matéria organica das dguas
residuais, acumulam armazenamento de polifosfato (BASHAN; BASHAN, 2004,
OEHMEN et al., 2007; POWELL et al., 2008; POWELL et al., 2009; OEHMEN et al.,
2010; FERNANDEZ et al., 2011).

Laliberte et al., (1997) estudaram a capacidade de remocdo de nutrientes
inorganicos de aguas residuérias pela cianobactéria Phormidium bohneri com e sem a
adicéo de fosfato organico. Em todos os casos, 0 nitrogénio (amonia e nitrato) e fosfato
foram removidos ap6s 50 h e 75 h de crescimento, respectivamente.

Nagadomi et al., (2000) avaliaram o tratamento aerébio simultdneo de DQO,
fosfato, nitrato e H,S em um efluente de esgoto sintético realizado por meio de ceramica
porosa com bactérias fotossintéticas imobilizadas, Rhodobacter sphaeroides S, Rb.
sphaeroides NR-3 e Rhodopseudomonas palustris. No tratamento do lote, ocorreu uma
remocao simultanea de 89 % de DQO, 77 % de fosfato, 99 % de nitrato e 99,8 % de
H.S, observada apds 48 h. Em tratamentos semi-continuos, esta remoc¢do demorou cerca
de um més.

Martinez et al., (2000) estudaram a remocdo de fosforo e nitrogénio pela
microalga Scenedesmus obliquus no efluente doméstico em cultivos com e sem sistema
de agitacdo e diferentes condi¢bes de temperatura (20 a 35°C), e verificaram que o0s
melhores resultados ocorreram nos cultivos com agitacdo a 25°C, apresentando
remocdes de 98 % em 94,3 h e 100 % em 188,3 h para os parametros fosforo e amonia,
respectivamente.

Adicionalmente, existe a possibilidade de aplicar cianobactérias em condigdes

fotoautotroficas, fotohetetréficas e mixotroficas visando a eliminacdo de fosforo de
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aguas residuarias. O cultivo fotoautotrofico possui caracteristicas similares ao
mencionado anteriormente para as microalgas. Por outro lado, nos sistemas
fotohetetréficos, 0 composto organico é usado somente como fonte de carbono, sendo
necessaria luz para o fornecimento de energia a célula. Em mixotrofia, formas
inorganicas e organicas de carbono s&o assimiladas simultaneamente (POWELL et al.,
2008; POWELL et al., 2009).

O crescimento de microalgas consome fésforo como um elemento essencial
necessario para seus componentes celulares, tais como fosfolipidios, nucleotidios e
acidos nucléicos. Um segundo mecanismo biologico é a adsor¢do de fdsforo. Este
consumo se deve ao armazenamento de fosforo na biomassa sob a forma de polifosfato
que pode estar presente como acidos-sollveis ou insoliveis em acido polifosfato. O
acido-polifosfato solivel estd ativamente envolvido no metabolismo, enquanto que o
acido-polifosfato insolivel é armazenado para quando a concentracdo externa de fosfato
tornar-se limitante (POWELL et al., 2008; POWELL et al., 2009). Desta maneira,
explorar a remocao bioldgica de fésforo utilizando microalgas capazes de absorvé-lo e
incorpora-lo € uma forma de contribuir para a implantacdo deste processo em escala
industrial minimizando os danos causados ao meio ambiente por acdes antrépicas.

O cultivo de cianobactérias em condi¢cBes quimioheterotroficas, no qual o
crescimento ocorre em presenca de carbono organico exdgeno, em completo escuro,
tem por finalidade suprir a célula com carbono e energia. Nestas condi¢cfes elevadas
concentracfes de nitrogénio e fésforo sdo requeridas para sintese de compostos do
metabolismo respiratério (SMITH, 1984). A relacdo custo-beneficio e a relativa
simplicidade de operacdo e manutencao diarias sdo as principais atracdes da abordagem
do crescimento heterotrofico. Além disso, é possivel obter, heterotroficamente, alta
densidade de células de microalgas o que fornece um método viavel para producédo de
biomassa em grande escala (QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et
al., 2010; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA, 2011).

Lau et al., (1994) mostram que os tamanhos de indculo inicial de algas
influenciam significativamente a eficiéncia de remocdo de nitrogénio e fosforo
provenientes do tratamento primario de esgoto doméstico. Os resultados sugerem que €
possivel empregar um sistema de cultivo de algas no tratamento de esgoto, visto que
apresenta significativa flexibilidade.

Gonzalez et al., (1997) avaliaram a microalga Chlorella vulgaris e Scenedesmus

Dimorphus na remocdo de fosforo e amoénia em dois tipos de biorreator. Ambas as
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espécies mostraram uma elevada remocdo de amoénia e moderada de fdsforo,
comparaveis aos obtidos em outros estudos com cianobactérias como Phormidium e
Spirulina (LALIBERTE et al., 1997; DUMAS et al., 1998) .

Aslan e Kapdan (2006) investigaram o desempenho da remocgédo de nutrientes
pela Chlorella vulgaris em diferentes concentracbes de nitrogénio e fdsforo e
determinaram coeficientes biocinéticos. Os resultados experimentais indicaram que a
qualidade do efluente diminui com o aumento da concentracdo de nutrientes e cultura de
algas pode remover o nitrogénio de forma mais eficaz em relagéo ao fosforo.

Mulbry et al., (2008) avaliaram o cultivo de algas no efluente de suinocultura
com o objetivo de determinar valores para a produtividade e recuperacdo de nutrientes,
a partir de algas verdes filamentosas. Ao final obteve-se uma biomassa rica em
nitrogénio e fosforo, que pode ser utilizada em substituicdo aos fertilizantes inorganicos

em areas urbanas e areas suburbanas.
3.7 Biorrefinaria

As necessidades de reduzir as emissfes de gases do efeito estufa e de buscar a
sustentabilidade na producdo de energia e combustiveis fazem com que a utiliza¢do de
biomassa para esses fins se torne uma opg¢éo interessante, considerando-se que esta
representa material rico em carbono abundante no planeta. Utilizar a biomassa
eficientemente passa a ser de grande importancia, e € neste ambito que o conceito de
biorrefinaria se aplica (GHATAK, 2011). O conceito de biorrefinaria consiste em um
modelo integrado de producdo de biocombustiveis, compostos quimicos e energia a
partir de biomassa (DEMIRBAS, 2009). Uma biorrefinaria pode ser uma instalacao
industrial ou até um mesmo um processo, que tem como caracteristica 0 processamento
de biomassa com a geracdo de produtos materiais e/ou energéticos (IEA, 2009).
Operando objetivando o desenvolvimento sustentavel haveria geracdo nula de residuos,
ou seja, 0 que seria residuo de uma linha de processamento passa a ser matéria-prima
para outros processos, permitindo a total utilizacdo dos componentes da biomassa
(CHERUBINI, 2010). Com as biorrefinarias, espera-se, além da obtencdo de produtos
de interesse, a geracdo de insumos diversos, com potencial econémico para diferentes
setores da industria, agregando valor as cadeias produtivas oriundas da biomassa
(EMBRAPA, 2011)
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De acordo com Cherubini (2010), as fontes renovaveis de matérias-primas ricas
em carbono para as biorrefinarias provém de quatro setores diferentes: — agricultura —
culturas dedicadas e residuos; — industria florestal; — residuos domésticos e industriais;
— aquicultura — algas (KAMM et al., 2006). Matérias-primas oriundas de um mesmo
setor podem apresentar diversos constituintes, que na maioria das vezes seréo separados
para o processamento. Desta forma, a classificagdo destas matérias-primas deve estar de
acordo com a o principal componente utilizado de sua composicéo.

As mais recentes tecnologias para obtencdo de biocombustiveis, os chamados de
terceira geracdo, utilizam como matérias-primas fontes antes nunca exploradas, como
por exemplo, as microalgas. Microalgas séo consideradas um dos organismos mais
antigos do planeta, e estdo dispersos em quase toda sua superficie, nos mais diversos
ambientes e nas mais diversas condicbes (MATA, 2010). Algas apresentam trés
mecanismos de producdo distintos para o crescimento: fotoautotréfico, heterotréfico e
mixotrofico. Podendo assim fixar o carbono e produzir tanto lipideos quanto agucares,
sdo ricas em proteinas, esse conjunto de caracteristicas faz com que possam vir a ser
utilizadas como fontes para fermentacédo e consequente producéo de bioetanol. (SINGH,
2010) O uso desta biomassa desperta atencao, pois em teoria 0 uso de microalgas nédo
compete com a disponibilidade das commodities alimentares e muitas acreditam que
esta é uma fonte sustentavel (GHATAK, 2011).

Biodiesel derivado de lipidios de microalgas tem recebido muita atencdo, uma
vez que mantém a promessa de proporcionar baixo carbono, matérias-primas renovaveis
sem prejudicar o abastecimento de alimentos ou 0 ambiente. Embora microalgas tenham
muitas caracteristicas desejaveis; taxas de crescimento mais rapidas, eficiéncias
fotossintéticas mais altas, maiores de biomassa e lipidios produtividades, ha, no entanto
alguns desafios significativos que precisam ser superados. A producdo em larga escala
de biocombustiveis provavelmente ird requerer o uso de linhagens adaptadas as
competitivos e em condi¢des ambientais locais. Assim, ha necessidade de isolamento
rapido e eficaz de estirpes de microalgas com elevado teor de lipidios e intrinseca
produtividade de biomassa (DEMIRBAS, 2011; ELLIOTT et al., 2012).

As microalgas, além de servir como matérias-primas de biocombustiveis séo
potenciais candidatos para tratamento de aguas residuais. A descarga de aguas residuais
tratadas de forma incompleta pode levar a eutrofizacdo das aguas circundantes e danos

aos ecossistemas devido as grandes quantidades de nitrogénio e fosforo (RAWAT et al.,
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2011). Os requisitos de alta energia e os custos associados com o tratamento de &guas
residuais e remocao de nutrientes com as tecnologias fisicas com base quimica existente
e continua sendo um desafio para 0s municipios, governos e industrias
(CHRISTENSON; SIMS, 2011). Usando o tratamento de aguas residuais com base em
microalgas potencialmente tem uma série de beneficios; tratamento de aguas residuais
pode ser acoplado a producdo de biomassa para a produgdo de biocombustiveis,
compensando a utilizacdo de valores insustentaveis de fertilizantes de agua doce e
comerciais, requerida para o cultivo de microalgas. Esta opcdo promete reduzir os
custos de cultivo de microalgas e da energia necessaria para o tratamento de &guas
residuais, bem como permitindo a recuperacdo e reciclagem dos recursos (CHO et al.,
2011; PITTMAN et al., 2011; ABDELAZIZ et al., 2013). De acordo com Mohammadi
e Aliabadi (2013), as microalgas apresentam um potencial de producdo de biodiesel de
5.000 a 15.000 galGes de biodiesel por acre/ano de cultivo.

Beevi e Sukumaran (2014), avaliaram a producdo de lipidios da microalga
Chlorococcum sp. RAP 13, quando desenvolvida em condi¢cdes mixotréfica e
heterotrofica, utilizando como meio de cultivo o efluente da industria de laticinios,
verificando que o micro-organismo em estudo acumula mais lipidios quando em
heterotrofia. Deste modo, as condi¢Oes de cultivo podem ser otimizadas de maneira a
maximizar a sintese de compostos bioativos (RENAUD et al., 2002; RODOLFI et al.,
2008; QUEIROZ et al., 2011).

Queiroz et al., (2011) estudaram a producdo de lipidios por Aphanothece
microscopica Né&geli, objetivando sua aplicacdo na producdo de biodiesel, quando
cultivada no efluente do processamento de pescado a diferentes niveis de temperatura.
Os resultados demonstraram, a influéncia da temperatura, sendo registrados valores de
15,3; 138 e 7,1 % de lipidios para biomassas cultivadas a 10, 20 e 30°C,
respectivamente. Independente da producéo de lipidios, a biomassa algal representa uma
fonte alternativa de uma variedade de compostos quimicos, (MISHRA et al., 2012,
CHEN; VAIDYANATHAN, 2013); de maneira que a composi¢do bioquimica destes
micro-organismos surge como uma resposta de sua imensa capacidade de se adaptar as

condi¢des ambientais, utilizando, adequadamente, sua versatilidade metabolica.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Micro-organismo e condigdes de crescimento

Uma monocultura de Aphanothece microscopica N&geli (RS Man 92), originalmente
isolada da Lagoa dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (32° 01°S -52° 05" W) foi
utilizada. As culturas foram propagadas e mantidas em meio sintético BG 11 (RIPKA et al.,
1979), com a seguinte composicéo: K,HPO,4.3H,0 (0,040 g.L™), MgS0,4.7H,0 (0,075 g.L ™),
Na,CO; (0.020g.L™), NaNO3(0,15g.L™), CgHgO7 (0,006 g.L™), FeCgHs07(NH4),HCsHs0;
(0,006g.LY), EDTA (0,001g.L™), H3BO; (2,86g.L™), MnCl,.4H,0 (0,390g.L™), CuS0,.5H,0
(0,079g.L™), COCI,.6H,0 (0,040g.L™). Um reator de boro silicato tipo coluna de bolhas de
4 mm de espessura, diametro interno de 10 cm, altura de 100 cm e 4,5 L de volume de
trabalho foi utilizado. O sistema de dispersao de gases do reator consistiu de um difusor de ar
de 1,5 cm localizado no centro da base da coluna (Figura 1). As condi¢cBes de manutencéo
foram 25°C, intensidade luminosa de 15 umol .m™.S.™ e fotoperiodo de 12 horas.

O reator foi colocado no centro de uma caixa de madeira vazada com dimensdes de 50
cm de largura, 50 cm de espessura e 1,7 m de altura. A intensidade luminosa foi determinada
a partir de um conjunto de 12 lampadas fluorescentes de 32 W dispostas de 3 a 3 nos quatro
lados da caixa. Para a manutencdo das condi¢bes de luz e temperatura foram utilizados
termostatos e ldmpadas fluorescentes, com temperatura e intensidade luminosa controlada. A
intensidade luminosa foi otimizada em funcdo do nimero de lampadas que foram mantidas

acesas.



Figura 1. Reator autotrofico
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4.2 Agua residuéria

O efluente do processamento de laticinio foi coletado no tanque de equalizacdo do
sistema de tratamento de uma industria localizada na cidade de Pelotas, RS. As amostras
foram coletadas por um periodo de 36 meses e caracterizadas quanto ao pH, demanda quimica
de oxigénio (DQO), nitrogénio total (N-NTK), fosforo total (PT) e fosforo reativo dissolvido
(PRD), segundo metodologia proposta por APHA, (2005).

4.3 Reator heterotroéfico

O equipamento experimental utilizado foi constituido de um reator de coluna de
bolhas (Figura 2) de PVC, de iguais dimensdes do reator autotréfico utilizado para
manutencgéo da cultura de Aphanothece microscopica Ndageli. A auséncia de luminosidade e o
controle de temperatura foram obtidos pela exposi¢do do reator em uma incubadora da marca
TECNAL modelo TE-401.
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Figura 2. Reator heterotréfico

4.4 Experimentos

Os dados experimentais foram obtidos a partir de trés etapas, que constituiram
inicialmente na avaliacdo do efeito das concentragbes maximas e minimas de nutrientes

encontrados no efluente de laticinio e da temperatura de cultivo na remocao de nutrientes por
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Aphanothece microscopica Négeli, mediante aplicacdo de um delineamento fatorial 2*. Uma
segunda etapa que teve por base a avaliacdo das diferentes fracdes de fosforo nas fases liquida
e solida do reator na melhor condicdo avaliada. Por fim a avaliagdo da producdo de compostos
celulares na biomassa gerada visando avaliar a perspectiva de utilizacdo do efluente de

laticinio como plataforma de uma biorrefinaria microalgal.
4.4.1 Primeira etapa
4.4.1.1Delineamento Experimental

Os experimentos foram conduzidos de acordo com um delineamento fatorial 2* em
que foram analisados os efeitos concentracdo de fosforo dissolvido reativo (PDR), nos niveis
2,0 e 5,0 mg.L™, concentracdo de nitrogénio total Kjeldahl (N-NTK), nos niveis 26,4 e 55,6
mg.L™?, concentragdo de matéria organica como (DQO), nos niveis 1300 e 1600 mg.L" e
temperatura, nos niveis de 20 e 30°C sob as variaveis respostas remocéo de fosforo, N-NTK e
DQO, bem como da produtividade em biomassa. Os experimentos foram realizados em

triplicata, as variaveis e niveis utilizados, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1.Matriz do planejamento experimental com seus valores reais em mg.L™" e
codificados

Tratamento PRD N-NTK DQO Temperatura
1 -1(2) -1(26,4) -1(1300) -1(20)
2 +1(5) -1(26,4) -1(1300) -1(20)
3 -1(2) +1(55,6) -1(1300) -1(20)
4 +1(5) +1(55,6) -1(1300) -1(20)
5 -1(2) -1(26,4) +1(1600) -1(20)
6 +1(5) -1(26,4) +1(1600) -1(20)
7 -1(2) +1(55,6) +1(1600) -1(20)
8 +1(5) +1(55,6) +1(1600) -1(20)
9 -1(2) -1(26,4) -1(1300) +1(30)
10 +1(5) -1(26,4) -1(1300) +1(30)
11 -1(2) +1(55,6) -1(1300) +1(30)
12 +1(5) +1(55,6) -1(1300) +1(30)
13 -1(2) -1(26,4) +1(1600) +1(30)
14 +1(5) -1(26,4) +1(1600) +1(30)
15 -1(2) +1(55,6) +1(1600) +1(30)
16 +1(5) +1(55,6) +1(1600) +1(30)

Dados obtidos a partir de 3 experimentos; PRD: fésforo reativo dissolvido(mg.L™); N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl
(mg.L™); DQO: demanda quimica de oxigénio (mg.L™).
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4.4.1.2 Eficiéncia de remocao de nutrientes e crescimento celular

A eficiéncia de remogéo de nutrientes e o crescimento celular foram monitorados de 4
em 4 horas por um periodo de 24 horas.

A eficiéncia de remocdo dos parametros considerados foram obtidos segundo a
metodologia descrita em APHA (2005), mediante a avaliacdo das concentragdes iniciais de
nutrientes e as finais de acordo com o intervalo de tempo pré determinado.

As concentragdes celulares, inicial e a cada intervalo de tempo considerado foram
determinadas por gravimetria. A concentracdo inicial foi obtida de uma cultura da
cianobactéria Aphanothece microscopica Né&geli na fase exponencial de crescimento,
desenvolvida em condicdes autotroficas, conforme descrito no item 4.1. Para tal, um volume
conhecido da cultura foi filtrado em membrana millipore (0,45 um) e a biomassa retida levada
a peso constante a 60°C. A cada intervalo de tempo igual procedimento ao efetuado para
obtencdo da concentracao inicial era realizado, posto que a partir de aliquotas do efluente

usado com meio de cultivo.
4.4.1.3 Avaliagdo da cinética de crescimento

As variaveis cinéticas, velocidade especifica de crescimento maxima (Umax), tempo de
geracdo (tg) e fator de conversdo de substrato em células (Y s), foram determinadas conforme
indicado por Beltran-Heredia et al., (2000). O procedimento de avaliagdo teve como base as
Equacbes 1, 2, 3,4 e 5.

—=uX Eq.1

onde:
umax: Velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h™);
dx: variacdo da concentracdo celular (mg.L™);
dt: variacao do tempo (h);
X: concentracdo celular (mg.L™).

Integrando-se a equacdo 1 obtém-se a Equacéo 2.

X = X, etma) Eq.2
X: concentracdo celular no final da fase exponencial (mg.L™);

Xo: concentraco celular no inicio da fase exponencial (mg.L™);

Lmax: Méxima velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h™);

At: intervalo de tempo do crescimento exponencial (h).
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_In2
:umax

onde:

g Eq.3

tg: tempo de geracédo (h);
Lima: Maxima velocidade especifica de crescimento (h™).

dXx
Yy =—— Eqg.4
X/S dS q

onde:

Y s = fator de conversdo substrato em células (mg biomassa.mg.S™)
dX = variacdo da concentracdo celular (mg.L™)

dS= variagdo da concentrago de substrato (mg.L™)

5 _ AX

_ a2 EQ.5
At f

onde:
P,: produtividade (mg.L*h™);
AX: variagdo da concentragao final e inicial (mg.L'l);

At: diferenga entre o tempo final e inicial (h).
4.4.1.4 Avaliagdo da cinética de remogao de nutrientes

Para cada temperatura avaliada um modelo cinético de ordem zero foi ajustado aos
dados experimentais , segundo a Equacéo 6.
c =C,- kt Eq.6
Onde C, é a concentragdo do nutriente acio inicial do nutriente considerado (mg.L™),
C é a concentracdo final (mg.L™). k é a constante da velocidade de reacdo (h™) e t é o tempo

de reacédo (h).
4.4.1.5Determinacao das razdes C/N e N/P
As razdes C/N e N/P foram determinadas a partir dos valores de DQO, N-NTK e PDR.
4.4.2 Segunda etapa
4.4.2.1 Experimentos

Os dados experimentais foram obtidos a partir de seis experimentos, trés em condicfes
heterotroficas e trés autotroficas. Os experimentos autotroficos seguiram as mesmas

condicOes utilizadas para a geracdo do inoculo (item 4.1). Os experimentos heterotréficos



40

foram conduzidos segundo as melhores condi¢cdes indicadas na primeira etapa. A
concentragdo celular foi determinada por gravimetria conforme descrito em 4.4.1.2. Os
reatores autotrofos e heterotrofos sdo descritos nos itens 4.1 e 4.3.

O crescimento celular e a eficiéncia de remocdo de diferentes fracbes de fosforo,
foram monitorados de 4 em 4 horas por um periodo de 24 horas, no sistema heterotréfico. No
cultivo autétrofo, somente o fésforo dissolvido reativo (PDR), foi avaliado na fase liquida do
reator. Na fase solida, para ambos sistemas determinou-se as fracbes de fosforo reativo
dissolvido (PRD), fosforo dissolvido por hidrolise acida (PDHA) e fosforo total (PT) na
biomassa seca, bem como fdsforo reativo dissolvido intersticial (PRDI), fosforo dissolvido
por hidrolise acida intersticial (PDHAI) e fosforo total intersticial (PT1).

A obtencdo dos dados cinéticos teve como base a metodologia descrita na primeira

etapa, segundo as Equac0es 1,2,3,4 e 5.
4.4.2.2 Avaliacao das fracoes de fosforo
4.4.2.2.1Frac0es fosforadas na fase liquida

As fracdes de fosforo foram avaliadas segundo o esquema de analise padrdo descrito
em standard methods, APHA (2005), que classifica analiticamente o fosforo presente em
aguas, em trés categorias:nao filtrado, filtrado e suspenso.

Assim, na fase liquida ndo filtrada do reator heterotrofico foram avaliadas as
concentracdes de ortofosfato total expresso como fosforo total reativo (PTR), polifosfato, por
hidrolise acida (PTHA), fosforo total (PT) e fosforo total orgénico (PTO). A fracdo PTR, foi
obtida diretamente em uma aliquota amostrada do meio de cultivo, analisada por colorimetria,
utilizando como reagente de vanadatomolibdato. Em presenca de ortofosfato em meio &cido o
molibdato de aménio reage formando o &cido molibidofosférico, o qual reage com o vanadato
formando o acido vanadomolibdofosférico gerando cor amarela, com absor¢do a 400nm. Para
leitura das absorbancias foi utilizado um espectrofotdmetro mod.700.S UV-VIS 200-1100
NM FEMTO. Uma segunda aliquota foi digerida com persulfato de potassio e o produto de
digestdo, submetido a analise colorimétrica, obtendo-se a concentracdo da fracdo PT. Uma
terceira aliquota foi hidrolisada com os acidos nitrico e sulfdrico e o produto de hidrélise
(PTHA), igualmente analisado por colorimetria. A fracdo POT foi determinada segundo a
Equacéo 7.

POT =PT — (PRT+ PTHA) Eq.7

O fosforo filtrado foi avaliado a partir de amostras filtradas em filtro Millipore

(0,45um), obtendo-se desta maneira as fragdes dissolvidas: fosforo reativo dissolvido (PRD),
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fosforo dissolvido por hidrolise acida (PDHA), fésforo dissolvido total (PDT) e fdsforo
organico dissolvido (POD).

A partir das fragdes de fosforo ndo filtradas e filtradas, foram calculadas as fragGes de
fosforo suspenso, segundo as Equacoes, 8,9, 10 e 11.
PST =PT - PDT Eq.8
onde:
PST : fosforo suspenso total.
PSR = PTR - PDR Eq.9
onde:
PSR: fosforo suspenso reativo.
PSHA = PTHA — PDH Eqg.10

PSHA: fosforo suspenso por hidrdlise acida;
POS =PTO -PDO Eq.11
onde:

POS: fosforo organico suspenso.
4.4.2.2.2Frac0es fosforadas na fase sélida

A biomassa gerada em condices autétrofas e heterétrofas foi separada do meio de
cultivo por decantagéo, seguido de centrifugacdo. A pasta obtida da etapa de separacdo foi
desidratada em um secador de bandejas, nas condicBes de velocidade de escoamento do ar de
1,5m.s™, temperatura de 60°C e espessuras de bandeja de 6 mm (JACOB-LOPES et al.,
2007). Na fase solida foram avaliados na biomassa seca e intersticialmente na biomassa
Umida as fraces PRD e PT, com amostragens no inicio do cultivo, na fase logaritmica e
estacionaria de crescimento. A fracdo PRD foi determinada em biomassa seca por extracdo
com os acidos tricloroacético e sulfarico, de acordo com Miyachi; Tamyia (1961). A fracdo
PT foi determinada por extracdo com &cido tricloroacético, etanol/éter (volume 3:1),
conforme descrito por Aitchhison; Butt (1973) e a fracdo PT de fésforo total foi determinada
por extracdo e digestdo com os acidos sulfarico e nitrico fracbes PDR e PT intersticial, foram
obtidas a partir de aliquotas filtrada em Millipore (0,45 um). O filtro contendo a biomassa foi
imerso em &gua destilada por um periodo de 15 h. Ap6s este periodo a amostra foi filtrada
determinando-se no filtrado PDR e PT, entdo denominados PDRI e PTI. As amostras assim

obtidas foram avaliadas por colorimetria segundo metodologia descrita em APHA (2005).

4.4.3 Terceira etapa
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4.4.3.1 Experimentos

Nesta etapa trés experimentos foram realizados visado avaliar o potencial de produgéo
de proteinas, carboidratos, lipidios e cinzas quando a Aphanothece microscopica Nageli é
cultivada nas condicdes heterotroficas consideradas, bem como o efeito da reducao
temperatura de cultivo no teor de lipidios no momento em que a maxima concentracao €
obtida.

O crescimento celular e a eficiéncia de remogéo de nutrientes foram monitorados de 4
em 4 horas por um periodo de 24 horas.

O crescimento celular eficiéncias de remocbes de N-NTK, DQO, e PT, foram

avaliadas segundo o exposto nas etapas anteriores.
4.4.3.2 Caracterizacdo da Biomassa

A biomassa obtida nas diferentes fases de crescimento foi submetida a secagem
conforme indicado por Jacob-Lopes et al., (2006). Foi utilizado um secador descontinuo de
bandejas com escoamento paralelo (1,5 m.s™) e temperatura do ar 60°C, resultando teores de
umidade finais medios na ordem de 8,5 a 8,7 %.

4.4.3.2.1Determinacao de proteina

O teor de proteina na biomassa foi determinado a partir da concentracdo em
nitrogénio total obtido mediante aplicacdo do método micro-Kjeldahl. O fator 6,25 foi
utilizado para a conversdo do nitrogénio em proteina (A.O.A.C, 2005).

4.4.3.2.2Determinacao de carboidratos

Os carboidratos foram calculados por diferenca, a partir das concentracdes obtidas

para proteinas, lipidios e cinzas.
4.4.3.2.3Determinacéo de lipidios

Os lipidios foram determinados segundo o método de Bligh; Dyer (1959),
obtendo-se um sistema monofasico a partir da adicdo a uma aliquota, de uma mistura de
metanol, cloroférmio e 4gua. Uma vez formado o sistema monofasico, este foi disperso em
duas fases mediante a adi¢do de cloroformio e agua. A fase contendo cloroférmio e lipidios
foi submetida a evaporagdo do cloroférmio em atmosfera de nitrogénio com subsequente

secagem até peso constante e o teor de lipidio gravimétricamente determinado.
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4.4.3.2.4Determinacao de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado conforme descrito em A.O.A.C (2005), por
incineragdo da amostra a 550 °C

4.4.3.2.5Determinacao do perfil de acidos graxos
4.4.3.2.5.1Extracao da gordura da biomassa

A extracdo da gordura foi realizada através do método de Folch et al., (1957) por meio
da extracdo de lipidios na proporgdo 2:1 cloroférmio/metanol e determinacdo do teor de

lipidios por gravimetria.
4.4.3.2.5.2Esterificacdo dos acidos graxo

Os é&cidos graxos foram eluidos a partir da coluna, onde foi utilizado 0,5 g de
biomassa, de acordo a adaptacdo de Metcalfe et al., 1966 por Feddem et al., (2010),
adicionando 5 mL de uma solucéo alcodlica de KOH 0,5 N, sob refluxo durante 15 min. Apds
arrefecimento, 7,5 mL de BFz e 7,5 mL de metanol foram adicionados e a mistura aquecida a
refluxo durante 7 min. Depois disso, a amostra foi transferida para o funil de separacdo, onde
10 mL de éter de petroleo foram adicionados mais 15 mL de solugdo salina saturada. A fracao
éter foi reservada (fracdo superior). Na outra fracao, extraiu-se mais 2 x com 25 mL de éter de
petréleo. A fracdo éter obtida das 3 extracGes com foi lavada com 25 mL de agua destilada.
Filtrou-se a fracdo éter em sulfato de so6dio anidro. Evapora-se o solvente em rotaevaporador
ou banho a 70 °C. Solubilizou-se com éter de petréleo. Evaporou-se o residual sob nitrogénio.

Solubilizou-se o residuo com 1000 pL de diclorometano.
4.4.3.2.5.31dentificacédo dos metil ésteres de &cidos graxos

A separacdo e quantificacdo dos metil ésteres dos acidos graxos foi realizada
utilizando um cromatégrafo a gas GC-2010AF Shimadzu equipado com detector de ionizacdo
de chama (FID-2010), sistema de injecdo Split-Splitless (razdo de Split 1:100) e coluna
capilar de silica fundida com dimens6es: 30 m de comprimento, 0,25 m de didmetro interno e
0,25um de espessura de filme modelo RTx-5 (Restek Corporation, Pensilvania, Estados
Unidos). Hélio foi utilizado como fase de arraste a uma vaz&o de 0,6 mL.min™. O injetor e 0
detector foram mantidos a 260°C. As razfes de Hidrogénio, Ar sintético e Nitrogénio foram
30 mL.min?, 300 mL.min™ e 30 mL.min™, respectivamente. A temperatura da coluna foi

programada para 140°C por 2 minutos, seguindo de um aumento a 6°C.min™* até 200°C,
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permanecendo nesta temperatura por 5 minutos, e posteriormente aumentando a 2°C.min™* até
240°C e finalmente mantendo a esta temperatura por 8 minutos. O volume de injecdo foi de 1
ML.

Os acidos graxos individuais foram identificados por comparacdo com os tempos de
retencdo das amostras com padrbes, nas mesmas condi¢cdes experimentais. Foram utilizados

dois padrfes: um mix com 37 &cidos graxos (Supelco 47885).
4.4.3.2.5.4 Quantificacdo dos metil ésteres dos acidos graxos

A quantificacdo dos acidos graxos foi feita através da normalizacdo das areas dos
picos descritos nos cromatogramas. Os resultados foram expressos como porcentagem do

total de acidos graxos.
4.4.3.2.6 Manipulacao da temperatura de reacgdo bioldgica

Culturas de Aphanothece microscopica Nageli na fase de maior producdo em lipidio,
quando cultivadas a 20°C no efluente de laticinio na auséncia de luz, foram submetidas a um
periodo de estabilizacdo correspondentes a 6, 10 e 11 h, para que atingissem as temperaturas
de 10, 5 e 0°C respectivamente. Foram avaliados trés tempos de reacdo 20, 30 e 40 h. A
biomassa foi recolhida, seca e o teor de lipidios determinado por Bligh; Dyer (1959). Os
experimentos foram conduzidos de acordo com um delineamento fatorial 3% em que foram
analisados os efeitos temperatura (10, 5 e 0°C) e tempo de reacdo, (20, 30 e 40 h), sob a
variavel resposta produgdo de lipidios. Os experimentos foram realizados em triplicata. As

variaveis e niveis utilizados estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2. Matriz do planejamento experimental com seus valores reais e codificados

Tratamento X1 X2
1 -1(20) -1(0)
2 -1(20) 0(5)
3 -1(20) +1(10)
4 0(30) -1(0)
5 0(30) 0(5)
6 0(30) +1(10)
7 +1(40) -1(0)
8 +1(40) 0(5)
9 +1(40) +1(10)

Dados obtidos a partir de 9 repeticBes; X1: Tempo de reacdo (h); X, : Temperatura (°C).

Uma superficie de resposta foi obtida segundo o modelo empirico expresso pela
Equaco 12 (NETO; SCARMINIO; BRUM, 1995).

Y= B+ BiXi+ BoXo + BuXi +BooXi + BrXiXy
Eqg.12
Onde: Y é a resposta predita para a variavel dependente; X; e X séo 0s niveis codificados das
variaveis independentes; B € o coeficiente de regressao (Bo: interceptacdo; B1 e B2 : linear; P12 :

interagdo e P11, P22: coeficientes quadraticos.
4.4.3.2.7 Avaliagao dos resultados do planejamento experimental

Os resultados avaliados foram mediante analise de regressdo multipla. Os efeitos das
varidveis independentes, tempo de reacdo (X;) e temperatura de reacdo (X,) na resposta
producdo de lipidios bem como o efeito interacdo entre estas varidveis foram avaliados
segundo analise de variancia utilizando o software statistica 7.0 (StatsoftTulsa-0K,USA).

4.4.3.2.8Definicdo de um reator heterotrofico descontinuo visando avaliar a perspectiva

de implementacdo de uma biorrefinaria microalgal

O calculo do volume do reator heterotrofico descontinuo, teve como base a vazéo de
efluente de laticinio correspondente a unidade industrial da Empresa COSULATI (Companhia
Sul Rio Grandense de Laticinio), situada na cidade de Pelotas RS, correspondente a 950 m?,

bem como a velocidade de crescimento (4) da cianobactéria Aphanothece microscopica
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Né&geli, quando desenvolvida nesta agua residuaria nas condi¢es experimentais supracitadas.

O volume do reator foi obtido segundo a Equacéo 13, conforme descrita em Schmal (2013).

V=-
7
Eq.13
onde:
Q = vazéo de efluente da unidade industrial considerada (m°);

1 = velocidade maxima de crescimento do micro-organismo no meio considerado (d™).
4.4.3.2.9 Avaliacdo estatistica dos resultados

Os dados foram estatisticamente avaliados mediante os moédulos de Analise de

Variancia e modulo basico do software statistica 7.0 (StatsoftTulsa-OK, USA).
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do efluente

Dentre as atividades agroindustriais o setor alimenticio destaca-se por maior consumo
de agua e maior geracdo de efluentes por unidade produzida, constituido por compostos
facilmente biodegradaveis como carboidratos, proteinas e lipidios. Este efluente sofre
variagBes qualitativas e quantitativas de industria para inddstria, dependendo de fatores como:
materiais usados, aspectos sazonais e processos empregados. Fato que pode acarretar a
reducdo na eficiéncia das plantas de tratamento de efluentes (JANCZUKOWICZ et al.,
(2008).

A 4agua residuaria da industria de laticinio é caracterizada por altas concentracdes de
matéria organica, perfazendo valores que segundo a literatura situam-se no intervalo de 1195
a 5000 mg.L™, bem como por ampla faixa de N-NTK (16,5 — 118 mg.L™), de fésforo total na
ordem de 2,4 a 38,6 mg.L™ e pH de 6,3 a 10,6. (SARKAR et al., 2006; VOURCH et al., 2008;
BANU et al., 2008, KUSHWAHA et al., 2010; HUO et al., 2012; CHEN; LIU et al., 2012;
BEEVI; SUKUMARAN, 2014).

Os resultados de caracterizacdo do efluente da industria de laticinios obtidos em um
periodo de 36 meses, utilizado como meio de cultivo neste trabalho estdo registrados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacdo do efluente da industria de laticinios.

Parametros Minimo Méaximo Média CV (%)
pH 6,5 9,7 8,6 11,6
N-NTK 26,0 57,4 38,3 31,0
DQO 400 2663 1578 30,9
N-NH4"* 3,6 8,0 54 28,7
P-PO,° 2,3 6,3 4,8 28,7

Amostragem mensal, por um perfodo de 36 meses; pH: potencial hidrogéniénico; N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl (mg.L™);
DQO: demanda quimica de oxigénio (mg.L™); N-NH,": nitrogénio amoniacal (mg.L?); P-PO,>: fésforo reativo dissolvido
(mg.L™).

Os valores médios encontrados para os parametros de caracterizacdo do efluente,
situam-se no intervalo descrito na literatura, em concentracGes inferiores aos maximos
reportados por diferentes autores. De acordo com Handani et al., (2005), a composic¢ao desta
agua residuaria varia de acordo com o tipo de atividade, sendo dependente da producéo e do
processo em execucdo. No entanto, sua caracteristica comum € uma mistura de matéria
organica, nitrogénio e fosforo, apresentando variagGes de vazao horarias e sazonais de acordo
com o ciclo de producdo (JANCZUKOWICZ et al., 2008). Esta constatacdo se reflete nos
coeficientes de variacdo obtidos, apresentando altas dispersdes em torno da meédia. Segundo
Contreras et al., (2000) e Mulkerrins et al., (2000), esta € uma caracteristica comum em
efluentes agroindustriais. As relativas baixas concentragdes de constituintes tornam-se
interessantes, uma vez que a manipulacdo via Engenharia Bioquimica ocorre através do
controle das condicBes de cultivo e nutricionais. Fatores como limitacdo de nutrientes, luz,
salinidade e temperatura, sdo determinantes na sintese de compostos quimicos celulares
(RODOLFI et al., 2008). A limitacdo nutricional das culturas tem sido a técnica mais
comumente empregada para a maximizagdo da sintese de lipideos. Usualmente o nitrogénio, é
o fator limitante (RATLEDGE; COHEN; 2008; TETAVIA; DEMIRED; BLUM, 2012). Os
dados da Tabela 3 evidenciam baixas concentracdes de nitrogénio total (maximos de 57,4
mg.L™). Este valor, ndo sé é duas vezes menor que 0 méaximo teor registrado para o efluente
de laticinios de uma forma geral, como também estas concentragdes sdo baixas quando
comparadas a outros efluentes agroindustriais como o efluente da parboilizacdo do arroz
(QUEIROZ; KOETZ, 1997; BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006; ZEPKA et
al., 2007; QUEIROZ et al., 2011). No que se refere aos teores de DQO, a agua residuaria em
analise caracterizou-se por apresentar menores concentracdes em materia organica, quando
comparada a outros efluentes agroindustriais gerados por industrias regionais, fator este de
importancia sob o ponto de vista de impacto ambiental, considerando que a DQO é um

parametro fundamental para estimar o potencial poluidor de agua residuaria (ZUCCARI,
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GRANER; LEOPOLDO; 2005). Zepka et al., (2008), obtiveram para o efluente da
parboilizacéo do arroz, valores médios de DQO, na ordem de 4206 mg.L™. Esta concentracéo
é aproximadamente 2,7 vezes superior ao registrado para o efluente de laticinio. E importante
salientar ainda, quanto aos dados registrados na Tabela 3, os teores de N-NH,"*(minimo de
3,6 mg.L™* e maximo de 8 mg.L™). Estes valores sdo notadamente inferiores aos reportados
por Queiroz; Koetz (1997), para o efluente da parboilizagdo do arroz (minimo de 11,27 mg.L™
e méximo de 34,57 mg.L™). Isso faz desta 4gua residuaria, um meio de cultivo em potencial
para o cultivo de cianobactérias, visando a sintese de compostos de interesse, uma vez que
altas concentracfes de nitrogénio amoniacal sdo inibidores do crescimento destes micro-
organismos (PRZTOCKA-JUSIAK, 1976; SUNG; LIU, 2003). Przytocka-Jusiak (1976),
reporta que um dos maiores problemas para o cultivo de microalgas é a baixa resisténcia
destes micro-organismos a aménia, situando como 50 mg.L™, a concentracéo no toxica ao
desenvolvimento destes micro-organismos. Por outro lado, € importante considerar quando se
constata as baixas concentracbes de nutrientes que caracterizam este efluente, que o
tratamento convencional de &guas residuarias de laticinios resultam, ap6s o tratamento
secundario, uma agua residuaria com concentracdes de nitrogénio na ordem de 20 - 40 mg.L™
(MC GINN et al., 2001). Estas concentracdes sdo superiores aos valores medios registrados
para o efluente em anélise que se caracteriza por valores médios de N-NTK 38,3 mg.L™
(Tabela 3). Esta constatagdo viabiliza a aplicacdo direta de reatores heterotr6ficos microalgais
para o tratamento do efluente gerado por empresas processadoras de laticinios com as
caracteristicas operacionais equivalentes a Empresa fornecedora de efluente para execucao
deste trabalho.

Avaliando o comportamento dos valores de pH registrados no periodo amostral,
observa-se uma ampla variacdo (6,5 a 9,7). Beevi; Sukumaran (2014), estudando a remocao
de poluentes organicos do efluente de laticinios por microalgas relatam valores de pH para
esta agua residuaria, altamente alcalino na ordem de 10,6. E importante salientar, que se faz
necessario aferir o pH do efluente a 7,6, quando se visa a utilizacdo desta agua residuaria
como meio de cultivo de cianobactérias, conforme indicado por Ripka et al., (1979). A Figura
3 expressa a variagdo de pH com o tempo de cultivo, para todas condi¢Bes consideradas. Em
todos os casos, observa-se um gradativo acréscimo nos valores desta variavel, independente
dos tratamentos utilizados, atingindo valores superiores a 8,0 durante o experimento. De
acordo com Richmond; Grobbelaar (1986), o0 aumento de pH com o crescimento até alcancar
a fase estacionaria é resultante do acimulo de OH™ no meio de cultivo. O aumento de pH com
o tempo de residéncia celular em crescimento heterotrofico, pode ser atribuido aos

mecanismos de transporte de matéria organica para o interior da celula, variando a
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permeabilidade das membranas em funcdo das caracteristicas quali e quantitativas das
moléculas orgéanicas. Cultivos com adequada concentracdo e tipo de compostos organicos,
promovem a alcalinizagdo do meio, através do movimento de prétons acompanhados do
consumo de moléculas organicas (HONG; LEE, 2007). O pH é um dos parametros fisicos
utilizados para referenciar a qualidade da dgua. De acordo com a Legislacdo Brasileira, (Rio
Grande do Sul, Secretaria do meio Ambiente, Conselho Estadual do Meio Ambiente —
COSEMA), resolucdo n°128, que dispde sobre a fixacdo de padrbes de emisséo de efluentes
liquidos para fontes de emissdo que lancem seus efluentes em aguas superficiais, indica o
intervalo de pH de 6,0 a 9,0 para agua residuaria a ser lancada nos corpos hidricos receptores.
Este intervalo contempla o pH do efluente tratado por Aphanothece microscopica Nageli,
independente da condigdo estudada. No final dos experimentos o pH do efluente de laticinio

situou-se no intervalo de 6,8 a 7,6 (Figura 3).

5.2 Avaliacdo do crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli

desenvolvida no efluente de laticinio e remocao de nutrientes
5.2.1 Crescimento celular

O efeito das concentracfes iniciais de nitrogénio e fosforo e temperatura de cultivo na
remocdo de nutrientes e no crescimento microalgal, tem sido objeto de estudo para diferentes
microalgas, tais como, Scenedesmus, Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, bem como
de populacdes microalgais de lagoas de estabilizagdo (MARTIINEZ; JIMENEZ; YOUSFI;
1998; ASLAN; KAPDAN, 2006; POWELL et al., 2009, SAHOO0,2010; XIN; HONG-YING;
KE;YING-XUE; 2010). E importante salientar no que se refere ao crescimento heterotréfico a
capacidade de remocdo simultdnea em uma Unica etapa de matéria organica e nitrogénio
(QUEIROZ et al., 2013), bem como do potencial de aproveitamento da biomassa gerada na
forma de compostos intermediarios e ou produtos finais e valores agregados (SPOLAORE et
al., 2006).

A Figura 3 apresenta o comportamento do crescimento celular em condigOes
heterotréficas da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli com o tempo de cultivo e
variacdo de pH para diferentes concentrages iniciais de P-PO,>(aproximadamente 2 e 5,4
mg.L™) e temperatura (20 e 30°C).
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Figura 3. Crescimento celular e variacdo do pH com o tempo de cultivo para diferentes concentracoes de fosfato.

Temperatura: 20°C Concentragio de fosfato: 5,45 mg.L
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O crescimento celular de cianobactérias é altamente dependente das condicdes

ambientais, como presenca ou auséncia de luz, temperatura, pH e nutrientes, entre outros
fatores.(MARTINEZ; JIMENEZ; YOUSFI, 1998; BASTOS et al., 2004; TRAVIESO et al.,
2006; ZEPKA et al; 2008; CONVERTI et al., 2009; QUEIROZ al., 2010; SAHOO; 2010;
PEREZ-GARCIA et al., 2011; DEVI et al., 2012). Dentre todos fatores a temperatura tem

sido considerada, como o fator que exerce maior efeito no crescimento e atividades

metabolicas microalgais (CONVERTI et al., 2009). No entanto, estes micro-organismos sao

facilmente adaptaveis as condi¢cGes do meio, respondendo as modificacdes do ambiente com

adaptacbes fisiologicas geneticamente programadas (HARUM, et al., 2010, BEEVI,

SUKUMARAN, 2014).

A Aphanothece microscopica N&geli, tem demonstrado grande capacidade de

adaptacdo para crescimento no escuro e em efluentes industriais (QUEIROZ et al., 2002;

pH

pH
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BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; BASTOS et al., 2009;
HORNE et al., 2010; VIEIRA et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013). A Figura 3 e Tabela 4
expressam o comportamento do crescimento celular deste micro-organismo quando cultivado
no efluente de laticinio em condicbes de temperatura de 20 e 30°C e concentracbes médias
(minima e maxima) de P-PO4>, registradas na agua residuaria utilizada neste trabalho (Tabela
3).

O comportamento das curvas de crescimento, onde é registrado no eixo das abcissas 0
tempo de cultivo em horas, e nas ordenadas o logaritmo da concentracao celular, reflete um
desenvolvimento diferenciado quanto ao crescimento celular, com nitida influencia da
concentracdo de fosforo e temperatura de cultivo. No entanto, independente das diferencas,
para todas as condigdes, observa-se a auséncia da fase lag. Zhou et al., (2012), atribui a
auséncia da fase lag no crescimento algal heterotr6fico como completa adaptacdo do micro-
organismo ao meio de cultivo. A curva de crescimento obtida para a cianobactéria
Aphanothece microscopica Né&geli cultivada em efluentes industriais, tem sido caracterizada
pela auséncia da fase lag (BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006; ZEPKA et al., 2007
HORNE et al., 2010). Comparando-se as curvas de crescimento entre si, é possivel verificar
que as concentracdes celulares maximas foram obtidas em tempos diferentes em funcdo da
temperatura, 12 h (20°C) e 16 h (30°C) para as menores concentracdes de fésforo e 8 h (20°C)
el6 h (30°C) para as maiores concentracdes. As diferencas de duracdo das fases logaritmicas
podem ser atribuidas a temperatura de crescimento e manutencdo do inoculo o qual foi
desenvolvido e mantido em meio BG11 a 20° C. Assim, quando cultivado a 30°C, um maior
periodo de adaptacdo se fez necessario, para atingir maior densidade celular, quando
comparado ao cultivo a 20°C. Este comportamento mais lento a 30°, para atingir a maior
densidade celular é reportado por outros autores, para outros micro-organismos. Renaud et al.
(2002), constataram crescimento lento para Criptomonas sp € Rhodomonas sp a 30°C, quando
avaliadas comparativamente o efeito da temperatura a 25 e 30°C. Desta maneira, as maiores
concentragdes em biomassa, sdo registradas quando o micro-organismo se desenvolve nas
maiores concentracdes de fosforo (5,4 e 5,5 mg.L™), com o maior valor em concentracdo de
biomassa (1072 mg.L™) a 30°C, concentragdo esta significativamente diferente (p < 0,05),
quando comparada aos méximos de biomassa gerados nas demais condigdes. No entanto,
quando o micro-organismo € desenvolvido a 20°C, menor tempo de geracédo (4,2 h), maior
consumo de substrato (Ypos® = 74,9 mg PO,®/mg de biomassa; YnnnTk = 9,2 mg N-N-

NTK/mg de biomassa e Ypgo= 0,23 mg DQO/mg de biomassa) e maior produtividade (68,5
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mg.L™. dia %) é evidenciado (Tabela 4) e melhor elucidado pelos resultados obtidos mediante
aplicacdo do planejamento experimental (Tabela 5).

Tabela 4. Avaliacdo da cinética de crescimento.

Parametro 20°C 30°C
P-PO,* (mg.L™")

2,7 55 2,3 5,4
X, (mg.L") 173+38 201+2 152+23 192+10
Xmax (Mg.L™) 383+50 749+17 362+3 1072+13
TDH (h) 12 8 16 16
tmax () 0,0670+0,0078  0,1644+0,0038  0,0539+0,0114  0,107620,0030
tg (h) 10,4+1,2 4,2+0,1 13,125 6,420,2
Y xis (MUpiomasse/MGpos ) 124,8+11,5 100,7+15,0 108,0+2,4 55,0+5,4
Y xss (MGbiomassa/MIp0o) 0,35+0,06 0,32+0,04 0,22+0,02 0,17+0,02
Y s (MGpiomassa/MIN-NTK) 15,2+3,6 12,1+¥1,0 7,0£2,6 5,4+0,5
Py (mg.L™*.dia™) 18,0+1 68,02 13,042 55,0+1

Xo: concentragéo celular inicial (mg.L™); X concentragéo celular maxima (mg.L™); TDH: tempo de detengdo hidraulica
(h); pméx: velocidade especifica de crescimento maxima (h™%); tg: tempo de geracéo (h); Yx/s (mgbiomassa,mQPOA’s): conversao de
fosforo em célula; YX/S mgbiomassamgn-NTK): CONVErsdo de nitrogénio em célula; YX/S (mgviomassaimgboo): CONversdo de matéria
organica (DQO) em célula; P,: produtividade em biomassa (mg.L™.dia®). Dados obtidos a partir de 9 repeticées.

Os fatores de conversdo de nitrogénio em células obtidos sdo superiores aos
registrados para este micro-organismo crescendo em outros efluentes agroindustriais. Horne et
al. (2010), obtiveram para a Aphanothece microscopica Nageli cultivada no efluente da
indlstria da pesca a 20° e 30°C, coeficientes de conversdo em biomassa de 4,2 e 4,7 mg
biomassa.mg™ de N-NTK respectivamente. Os maiores fatores de conversdo de N-NTK em
biomassa obtidos quando se utiliza o efluente de laticinio, para as mesmas temperaturas
avaliadas (5,4 a 15 mg de biomassamg® de N-NTK), pode ser atribuido s baixas
concentragbes de N-NH** registradas para este efluente (Tabela 3), que oscilaram de 3 a 8
mg.L™ durante todo periodo amostral. Quando se avaliam os fatores de conversdo de fosfato
em células, verifica-se que os valores obtidos (55 a 124 mg de biomassa/mgPO4~), sdo
notadamente superiores aos encontrados para os fatores de conversdo se N-NTK e DQO,
apesar das baixas concentracdes iniciais de P-PO,™ presentes no efluente (2,3, 2,7, 5,4 € 5,5
mg.L™). Martinez; Jimenez; Yousfi (1998) avaliaram a influéncia da temperatura (20, 25, 30 e
35°C) no crescimento e remocao de fosforo por Scenedesmus obliquus. Os autores reportam
que o fator de conversao de substrato em biomassa varia com a temperatura, sendo registrados
0s maiores valores a 20°C. Este comportamento, pode ser verificado na Tabela 4 em que sdo
registrados, os maiores valores de fator de converséo de P-PO4* em células (107,7 e 124,8 mg
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de biomassa/mg de P-PO,>, para o cultivo desenvolvido a 20°C. Este comportamento é
descrito também para os fatores de conversdo de N-NTK e de DQO em células.

Avaliando ainda, os dados cinéticos para as menores concentracfes, observa-se
comportamento cinético similar ao verificado para o crescimento com maiores concentracées
de fosforo, ficando demonstrado o efeito da temperatura no consumo de substrato em células.
Estes resultados evidenciam o efeito da temperatura e das concentrages iniciais de fosforo na
conversao dos nutrientes do efluente em biomassa. O efeito da temperatura no crescimento de
cianobactérias tem sido estudado por outros autores, que reportam melhor crescimento em
temperaturas de 30 a 35°C (MATHIENSEN et al., 2000; MARTINEZ et al., 2010; BASTOS
et al., 2002; VIEIRA et al.,, 2012). Bastos et al., (2002), avaliou o crescimento da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli no efluente da parboilizacdo do arroz, sendo

registrado maior crescimento celular a 35°C.
5.2.2 Remocao de nutrientes

O efeito da temperatura, concentracao inicial de nutrientes e interacdo destes fatores na
remocao destes nutrientes, bem como na produtividade celular s&o evidenciados na Tabela 5
que nos fornece os resultados obtidos a partir do delineamento fatorial (Tabela 1).

Tabela 5. Valores de p obtidos a partir da analise de variancia para eficiéncias de remocao de
nutrientes, produtividade (Px) e interacdes

Variavel P-PO,* N-NTK DQO Px

P-PO,* (mg.L™) 0,000 0,000 0,000 0,000
N-NTK(mg.L™) 1,000 1,000 1,000 1,000
DQO (mg.L™) 1,000 1,000 1,000 1,000
Temperatura (°C) 0,000 0,000 0,000 0,000
P-PO,**N-NTK 1,000 1,000 1,000 1,000
P-PO,** DQO 1,000 1,000 1,000 1,000
P-PO,>* Temperatura 0,354 0,027 0,000 0,000
N-NTK*DQO 1,000 1,000 1,000 1,000
N-NTK*Temperatura 1,000 1,000 1,000 1,000
DQO*Temperatura 1,000 1,000 1,000 1,000

Dados obtidos a partir de 9 repeticdes. p < 0,05. As interagbes sdo demonstradas pelos asteriscos. P-PO,: concentracéo de
fésforo; N-NTK: concentracdo de nitrogénio total Kjeldahl; DQO: demanda quimica de oxigénio; Px: produtividade em
biomassa (mg.L™.h™).
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A andlise destes dados demonstram que tanto a temperatura como a concentracdo de fosforo e suas interacBes, sdo altamente

significativas (p<0,05) para as eficiéncias de remog&o de nutrientes e produtividade. N&o sendo, no entanto verificado, este efeito para nitrogénio

total e DQO, indicando que as concentracdes estudadas ndo foram limitantes. 1sso € melhor elucidado pela analise da Tabela 6 que apresenta 0s

resultados de remocdao de nutrientes para as diferentes concentracdes iniciais de fosforo e temperaturas de cultivo.

Tabela 6. Remocao de nutrientes para as diferentes concentraces iniciais de fosforo e temperaturas de cultivo.

pP-PO,® N-NTK DQO

Temperatura  TDH  C, Cron E K R? Co CroH E k R? Co Cron E k R?
(°C) h  (mg.L? (h (mg.L?)  (mg.L?) (hh (mg.L™) (mg.L™) () C/IN NP
20 12 2,7¢0,3  2,2#0,3 18,4#7,6 0,04+0,02 094+0,04 26,4+36 22,6200 14,4473 054+0,06 0,98+0,01 13135+97,0  1044,3+10,0 20,2+#6,1 27,16+0,16 0,94+0,01 49,8 9,8
24 1,8#0,2 33,5¢7,1  0,04+0,01  0,94%0,01 16,240,6  38,8x4,5 0,42+0,01  0,80+0,06 8835817 38,645 19,74%0,69 0,95:0,01 545 99
8 55%02 4,7+0,1 13414 0,09+001 0,84+0,04 42203 30,0+02 28,9+0,9 152#0,05 0,92+0,02 1416,3+81,1  11245+26,4 20,4459  29,09+0,46  0,96+0,05 336 9,0
24 2,24¢0,1 60,2+0,6 0,12+0,01  0,95%0,01 15,4+0,4 63,609 1,15:0,02  0,98+0,01 353,9+10,4  750+1,1 4857+196 0,98+0,01 230 78
30 16  2,3#+01 1,1#0,1 52,9+#8,6 0,04+0,00 0,92+0,03 28,214 254+1,4 314463 0,82+0,09 0,92+0,04 1560,7+166,7 9954+58,1  36,2¢+32 3541#537 097+0,02 553 117
24 1,240,1 49,2446  0,04+0,01  0,94+0,02 185+1,1 50,1#¥2,7 0,87#0,01  0,970,01 806,4+78,4  48,3+1,2 32,47+327 0,95+0,04 436 11,6
16 54404  24+02 552+1,6 0,19+0,02 0,95+0,02 556+0,5 23,1#0,3 584+0,4 221+0,06 0,98+0,01 1374,8+28,9  576,8+#18,5  58,1+1,1 5577+#1,36 090+001 247 154
24 1,3#0,1  76,5¢0,6 0,16£0,01  0,96%0,01 13,9402 75105 1,83+0,02  0,97+0,01 39,847,4 97,005 57,89¢1,05 096x001 31 103

TDH: Tempo de detengéo hidraulica (h); C,: Concentracéo inicial (mg.L™); Crpn: Concentragdo no tempo de residéncia (h); E: eficiéncia de remogio (%); k: constante de velocidade (h™); R% coeficiente de
determinagio P-PO,?: fésforo reativo dissolvido; N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl; DQO: demanda quimica de oxigénio;C/N: razio carbono e nitrogénio; N/P: razdo nitrogénio e fésforo. Dados obtidos a partir de 9

repetigdes.
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A andlise dos dados expressa que as maximas eficiéncias de remocdo sdo
registradas em 24 h, independente da condicdo de cultivo e onde ocorrem as menores
densidade celulares (Figura 4). Observa-se gradativa reducdo nas concentracdes de
nutrientes com o tempo de residéncia, independente da concentracdo inicial de P-PO,>,
0 que é corroborado pelos valores dos coeficientes de determinacdo obtidos para as
taxas de consumo de substrato. No entanto, mesmo com a disponibilidade de baixas
concentragdes de nutrientes, principalmente no que se refere a fdsforo reativo
dissolvido, (maximos de 5,5 mg.L™), no final do tempo experimental (24 h), ndo foi
registrado consumo total de substrato. Sahoo (2010), estudando a dinamica de remoc¢ao
de P-PO,® por fitoplancton, verificou que as concentracBes residuais de P-PO,>,
tendem a zero com o tempo, mas nunca atingem zero. Para o tempo de residéncia
celular de 24 h, os valores residuais de N-NTK e P-PO,? registrados para todas as
condigdes avaliadas, resultam em concentragdes iguais ou inferiores ao indicado pela
legislacdo (LO N.° 1898/2009-DL), que contempla a operacdo todas atividades de
beneficiamento de leite e seus derivados da empresa fornecedora do efluente utilizado
neste trabalho. No entanto quanto a remocdo de DQO, as maiores eficiéncias de
remogéo (75 % a 20°C e 97 % a 30°C), em 24 horas, nas maiores concentragOes de
fésforo. Estes resultados indicam o efeito da concentragdo de fésforo e da temperatura
na eficiéncia de remocédo de matéria organica. Isso € melhor elucidado, quando se avalia
os dados expressos pela Figura 4, que apresentam uma avaliacdo comparativa das
eficiéncias de remocao em funcdo da temperatura de cultivo e das concentraces iniciais
de fosforo. Sdo registradas diferencas significativa (p<0,05), de remogdao de N-NTK,
P-PO,2 e DQO por Aphanothece microscopica Nageli independente da temperatura

utilizada.
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Figura 4. Avaliacdo comparativa das remocdes de fosfato, nitrogénio total e matéria
orgénica do efluente de laticinio por Aphanothece microscopica Négeli, em funcéo das
concentragdes de fosfato e temperatura de crescimento.
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E: eficiéncia de remocdo expressa em porcentagem; 2,7 e 5,5: concentracdes de fosfato (mg.L™) a 20°C; 2,3 e 5,4:
concentracdes de fosfato (mg.L™) a 30°C; As eficiéncias de remocéo diferem significativamente (p < 0,05).

De acordo, com o padréo de emisséo a ser atendido, pela Empresa Cooperativa
Sul Riograndense (LO N° 1898/2009-DL), a concentragdo em DQO deve ser até 300
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mg.L™. Os teores de DQO residual registrados foi de 354 e 40 mg.L™* a 20 e a 30°C
respectivamente.

Aslan; Kapdan (2006), avaliaram a influéncia das concentraces iniciais de
P-PO,3, na remogdo de nutrientes por Chlorella vulgaris, trabalhando com
concentracdes de 7,7 a 119 mg.L™. Os resultados experimentais demonstraram, que a
qualidade do efluente tratado, reduziu com o aumento da concentragdo de fosforo e que
as eficiéncias de remocdo de nitrogénio eram maiores que as de fosforo. A menor
concentracdo por estes autores utilizada (7,7 mg.L™ de P-PO,?), é em valor absoluto
proxima (5,4 e 5,5 mg.L™) aos maximos utilizados neste trabalho, condicio que resultou
em um efluente com caracteristicas adequadas segundo a legislagdo vigente. Observa-se
ainda, quando se comparam os resultados encontrados neste trabalho com os obtidos por
estes autores que ndo ha uma predominancia dos indices de remocdo de nitrogénio em
relacdo ao fésforo, mas uma equivaléncia em remocdo, principalmente no que se refere
as maiores concentracdes iniciais de fosfato. A eficiéncia de remogéo de P-PO4> (78 %)
por Chlorella vulgaris reportada por Aslan; Kapdan (2006), para concentracdes iniciais
de P-PO,2 de 7,7 mg.L?, é muito proxima (76,5 %) a obtida por Aphanothece
microscopica Nageli, quando cultivada a 30°C com concentracdo inicial de 5,4 mg.L™
de P-PO4* (Tabela 5). No que se refere as remocgbes de nitrogénio estes autores
reportam remocdes de 21,2 mg.L™* por Chlorella vulgaris. Este desempenho, é menor
que o obtido neste trabalho, em que sdo registrados indices de remocGes de 27e 42,3
mg.L ™ de remocdo de N-NTK nas maiores concentraces de fosforo a 20 e 30°C

respectivamente.
5.3 Influéncia da razdo C/N e N/P na remocao de nutrientes e crescimento celular

Muitos trabalhos enfatizam que as microalgas apresentam grande potencial para
remover nitrogénio e fosforo simultaneamente, sendo apontado como principal
mecanismo de remocdo de nutrientes a incorporacdo destes constituintes na biomassa
gerada (MARTINEZ; JIMENEZ; YOUSFI, 1998; BASTOS et al., 2004; ASLAN;
KAPDAN, 2006, GARCIA et al., 2006; ZEPKA et al., 2007; HORNE et al., 2010;
SAHOOO, 2010; QUEIROZ et al., 2013).

A disponibilidade em nutrientes em cultivos heterotroficos microalgais é o
principal fator de controle do bioprocesso (JACOB-LOPES et al., 2013).

As concentracdes de nitrogénio e fosforo presentes no meio de cultivo

influenciaram diretamente sobre a cinética de crescimento, geracdo de biomoléculas e
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remogdo de nutrientes. No entanto, estes elementos, podem ser utilizados
simultaneamente e removidos eficientemente apenas se a relacdo N/P da &gua residuaria
estiver em uma faixa adequada (XEN et al., 2010). Na Tabela 6, pode ser avaliado o
comportamento das razoes N/P no meio de cultivo a 20 e 30°C até o final experimental
(24 h), a partir da méxima producdo celular. Observa-se, que ndo houve grandes
variag0es quanto a relagdo N/P. As maiores concentracdes celulares sdo registradas,
para o valor de N/P de 7,8 e 10,3 a 20 e 30°C respectivamente. As maiores remocoes
sdo obtidas em 24 h, quando as menores concentracdes celulares séo registradas, nas
N/P 10,7 (20°C) e 11,7 (30°C ). Estes valores de N/P encontram-se no intervalo de
méaximos (13,3) e minimos (9,1) registrados para o efluente de laticinio (Tabela 1). No
entanto, no que se refere as razdes C/N, maiores variagdes foram observadas com o
tempo de cultivo, caracterizando-se a agua residuaria por apresentar minimos de C/N
15,4 e méximos de 39,4. Segundo Chamberlain et al., (2011), misturas balanceadas de
carbono e nitrogénio em uma relagdo C/N 20, sdo mais facilmente assimiladas. A
literatura reporta que a relagdo C/N ideal para crescimento em meio heterotréfico, deve
situar-se entre 14 e 30 (WASIELESKY et al., 2006; EMERECIANO et al., 2007).

Vifias (1998), reporta que os valores de nitrogénio e fésforo recomendados em
processos bioldgicos variam com a concentracdo de DQO do efluente. A influencia da
DQO representada na razdo C/N (Tabela 6) na remocdo de nutrientes é notoria.
Observa-se que as maiores eficiéncias remocao, sao registradas quando o efluente atinge
as menores C/N registradas no processo. Carrera et al., (2004), relatam que ha uma
razdao Gtima entre carbono e nitrogénio para proporcionar o crescimento, as quais devem
ser obedecidas, uma vez gque concentracfes inferiores ao 6timo podem ser limitantes ao
crescimento e superiores podem causar efeitos inibitorios, dificultando a atuacdo de
enzimas em substratos de interesse.

A manutencdo deste pardmetro na faixa 6tima de crescimento esta relacionada
intimamente com a acdo das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintetase na
assimilacdo do nitrogénio (MURO-PASTOR; FLORENCIO, 2003). Os altos valores de
coeficiente de transformacdo de nitrogénio, fésforo e matéria organica em biomassa
(Tabela 3), sugerem que as razdes C/N e N/P registradas neste trabalho situaram-se em
um intervalo adequado para proporcionar o crescimento do micro-organismo em estudo.
Esta constatacao € corroborada pelos resultados obtidos por Silva-Manetti et al., (2012),
que indicam a razéo C/N 20 e NP 10, como a melhor condigédo para a produtividade em

biomassa de Aphanotece microscopica Nageli em cultivos heterotréficos, utilizando o
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efluente de laticinio como meio de cultivo. Razées C/N 20 e N/P 10 foram também
indicadas como melhor condicdo para producdo de clorofila a para este micro-

organismo cultivado no efluente de laticinio (STREIT, 2014).
5.4 Avaliacéo de fésforo nas fases liquida e solida do reator

Neste item é avaliada a distribuicdo de fésforo na fase liquida e solida do reator
operando a 20 °C, quando o efluente de laticinio contendo em média 6,3 mg.L™ de
fosforo reativo dissolvido (Tabela 7) foi tratado por Aphanothece microscopica Néageli.
As condicBes temperatura e concentracao de fosforo reativo dissolvido utilizadas foram
selecionadas segundo os dados expressos nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 7. Caracterizacao do efluente da industria de laticinios.

Parametros Média

pH 7,840,2
N-N-NTK 63,5+1,7
DQO 1441+57,5
PRD mg.L™) 6,30,3
Razéo C/N 22,7£1,5
Razad N/P 10£0,4

pH: potencial hidrogenidnico; N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl (mg.L™); DQO: demanda quimica de oxigénio
(mg.L™); PRD: fésforo reativo dissolvido (mg.L™). Razdo C/N: obtido através da razdo entre demanda quimica de
oxigénio e nitrogénio. Razdo N/P: obtido através da razdo entre nitrogénio e fosforo reativo dissolvido. Dados obtidos
a partir de 9 repeticoes.

5.4.1 Avaliacao das diferentes fracGes de fosforo na fase liquida do reator

As diferentes fracdes de fosforo analiticamente indicadas em APHA (2005), bem
como as eficiéncias de remocdo por Aphanothece microscopica Négeli podem ser
avaliadas na Tabela 8.

Poweel et al., (2009), avaliaram a utilizacdo de fésforo por microalgas, tendo
base a microalga Scenedesmus, sob as condicGes existentes em uma lagoa de
decantacdo, contendo concentrac@es iniciais de fosforo reativo dissolvido (PRD) na
faixa de 3,5 a 8,8 mg.L™. No final do experimento, verificaram uma eficiéncia de
remocdo de 57 % flutuando a concentragdo em fosforo residual no efluente, na ordem
de 2 a 5 mg.L™". Importante salientar, que a concentragdo inicial de fosforo reativo
dissolvido (6,3 mg.L™) no efluente da indGstria de laticinio utilizado neste trabalho,
situa-se no intervalo de concentracfes reportado por estes autores (Tabela 7).

Avaliando os dados expressos na Tabela 8, observa-se um desempenho para a

Aphanothece microscopica Nageli muito proximo ao reportado por Powell et al.,
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(2009). As remocdes de PRD de 53,7 %, com residual na fase liquida de 2,9 mg.L™" é
equivalente ao obtido na primeira fase do trabalho (Tabela 6). Este resultado € bastante
promissor quando se objetiva o gerenciamento do fosforo em residuos industriais
mediante a utilizacdo de cianobactérias e microalgas em geral. Para todas as fracdes de
fésforo, com excecgdo do fosforo suspenso (PSR, PSHA, PST, POS), foi registrado, um
comportamento linear nas reducdes das concentracfes na fase liquida com o tempo de
cultivo, a julgar pelos valores dos coeficientes de determinacdo (Tabela 8). A analise
dos dados evidenciam altas eficiéncias de remocéo, principalmente no que se refere as
formas dissolvidas, com destaque para o fosforo dissolvido total (PDT), e fosforo
organico dissolvido (POD) na ordem de 84,3% e 76,3 % para PDT e POD
respectivamente. Ekholm, et al., (2006), trabalhando com a diatomacea Phaeodactylum
tricornutum reportam consumo de fésforo suspenso e PDT do efluente da industria de
celulose, salientando remocdes maiores que 50 %, para o PDT. Desempenho, bem
superior a este (84,3 %), foi obtido por Aphanothece microscopica Nageli quando
cultivada em condicdes heterotroficas.

Tabela 8.Eficiéncia de remocao das fracdes de fosforo em sistema heterotrofico para um
periodo experimental de 24 h.

FragOes de fosforo C, Cs E R?

PRT 7,9 4,6 41,8 0,95
PRD 6,3 2,9 53,7 0,95
PSR 1,6 1,7 -6,3 0,13
PTHA 4,0 0,0 100,0 0,87
PDHA 3.9 0,0 100,0 0,83
PSHA 0,2 0,0 100,0 0,10
PT 23,4 9,4 59,9 0,95
PDT 21,6 34 84,3 0,95
PST 1,8 6,0 -226,2 0,75
POT 11,5 4,8 58,3 0,53
POD 11,4 2,7 76,3 0,86
POS 0,1 2,1 -2000,0 0,83

PRT: fosforo reativo total (mg.L™); PRD: fosforo dissolvido reativo (mg.L™); PRS: fésforo suspenso reativo (mg.L?); PTHA:
fosforo total por hidrélise 4cida (mg.L?); PDHA: fésforo dissolvido por hidrélise acida (mg.L?); PSHA: fésforo suspenso por
hidrolise acida (mg.L™);PT: fésforo total (mg.L™); PTD: fosforo dissolvido total (mg.L™); PTS: fésforo suspenso total (mg.L™Y);
POT: fosforo organico total (mg.L™); POD: fésforo organico dissolvido ((mg.L™); POS: fésforo organico suspenso (mg.L™); Co;
concentragéo inicial de fosforo; Cy: concentragéo final de fosforo; E: eficiéncia de remogao (%); R%: coeficiente de determinagéo.

Na Tabela 8 sdo destacadas ainda, as concentracOes iniciais das diferentes
fracOes fosforadas que compdem o efluente de laticinio. A analise destes dados revelam
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uma predominancia das fracOes dissolvidas sobre as suspensas. No entanto, quando
verificamos as concentragcdes das fracOes de fdsforo suspenso no final do tempo
experimental observa-se um substancial aumento de fésforo em suspensdo na fase
liquida. Por outro lado, ao avaliarmos o comportamento dos graficos expressos na
Figura 1, que descrevem a variacdo das fracGes de fésforo com o tempo, é possivel
verificar uma remocdo (22,2 %) de PRS em 8 horas de cultivo, ponto da curva de
crescimento (Figura 3), que correspondente a fase logaritmica, com relativo aumento de
concentracdes residuais a medida que se aproxima da fase estacionaria. Comportamento
similar é registrado para PTS e POS, atingindo em 24 h uma concentracdo na fase
liquida do reator de 6,0 e 2,1 mg.L * respectivamente (Tabela 2). Igual comportamento

foi obtido para a fragdo PSHA, inda que nédo tdo acentuado.

Figura 5. Variacdo das fracdes de fosforo com o tempo de cultivo, em sistema
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A (PRT: fosforo reativo total; PRD: fésforo dissolvido reativo; PRS: fosforo suspenso reativo); B: (PTHA: fésforo total por hidrolise acida; PDHA: fésforo dissolvido
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organico total; POD: fésforo organico dissolvido; POS: fésforo organico suspenso).
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As baixas remocgoes das fraces de fosforo suspenso evidenciadas em 8 h de
cultivo (Figura 5), sédo consequéncia da baixa disponibilidade deste substrato, a julgar
pelas concentracdes iniciais presentes no efluente. Em adigéo, os acréscimos de fosforo
suspenso na fase estacionaria, podem ser atribuidos a capacidade que podem apresentar
as cianobactérias e microalgas de armazenar fosforo, o qual é liberado para o meio
quando a célula morre (JANSON, 1988; CAMERO; JULIAN, 1988). Como
consequéncia, um pico em 16 horas é registrado para a fragdo fosforo organico total
(POT).

A literatura reporta que as algas e microalgas podem utilizar uma variedade de
compostos de carater organico e inorganico para sintese de seus componentes celulares.
E enfatizada a utilizacdo do fésforo para ser usado nos processos celulares relacionados
nas transferéncias de energia e sintese de &cidos nucléicos, preferencialmente nas
formas de H,PO,* e HPO,? (KAPLAN et al., 1986; BENITTES-NELSON, 2000;
KINKER; POWELL, 2006; EKHOLM et al., 2006; WORSFOLD et al., 2008; BISWAS
et al., 2008). De acordo com Ekholmet al., (2006), PDR, parece ser a fracdo de fosforo
mais facilmente disponivel para as microalgas, mas que no entanto, outras fracbes
fosforadas, sdo também removiveis biologicamente.

O fésforo organico ¢ uma das formas mais complexas presentes nas aguas
residuaria, se fazendo necessario, sofrer multiplas transformacGes até estar disponivel ao
metabolismo bioldgico (KAPLAN et al., 1986; BENITTE-NELSON, 2000; EKHOLM
et al., 2007). No entanto, os resultados encontrados demonstram que a Aphanothece
microscopica Né&geli é capaz de transformar estas formas orgénicas fosforadas
complexas em fosforo assimilavel em um curto periodo de tempo. Foi obtido em 12
horas de cultivo uma eficiéncia de remocdo de 31,8 % de POT (Figura 5),
correspondendo em 24 h de tempo de detencédo hidraulica em torno de 21 % da remocéo
do fésforo total (PT).

A assimilacdo destas formas organicas é possivel mediante fosfatases que
catalisam reacGes quimicas que liberam fosforo inorganico como ortofosfato
(WORSFOLD et al., 2008). Em muitas cianobactérias esta atividade é 6tima no
intervalo de pH de 8 a 10 a temperatura de 20 a 30°C (KUENZ; PERRAZ, 1965). Estas
condicOes de temperatura e pH sdo equivalentes a do efluente de laticinio durante o
crescimento celular (Figura 5), o que justifica 0 desempenho das remocdes de fosforo
organico por Aphanothece microscopica Nageli. Por outro lado, Hong; Lee (2007),

reportam que o aumento de pH com o tempo de residéncia celular em crescimento
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heterotrofico, pode ser atribuido aos mecanismos de transporte de matéria organica para
o interior da célula. Comportamento este que corrobora com as remocdes de fosforo

organico obtida.
5.4.2 Avaliacao das fragdes de fosforo na fase solida do reator

Os mecanismos de remocgdo de fosforo sdo basicamente centralizados na
precipitacdo quimica e na remocdo biologica (DE-BASHAN; BASHAN, 2004;
POWEEL et al., 2009; RITTMAN et al., 2011; PRATT et al., 2012). Os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que a remocéo bioldgica de fosforo € a principal rota de
remocdo deste elemento por Aphanothece microscopica Né&geli. Esta constatacdo é
elucidada pelos dados da Tabela 9, onde estdo registradas as concentra¢fes em fosforo
que compde a fracdo PT (PDT e PST) na fase liquida do reator heterotréfico e consumo
destas fracGes em 8 horas, momento que corresponde a fase logaritmica de cultivo
(Figura 8), bem como o comportamento da fracdo PT na fase solida (biomassa seca) do
reator.

Tabela 9. Variagdes das concentracdes de fdsforo total, fosforo dissolvido total e fésforo

total suspenso na fase liquida do reator heterotréfico e de fésforo total na fase sélida em
8 horas de cultivo.

Fase liquida (mg.L™) Fase s6lida (9.100g™)
PDT PST PT PT
Inicio 21,6+0,7 1,8+0,2 23,4+0,8 1,6+0,1
8h 18,5+0,5 1,5+£0,2 20,0£0,7 4,8+0,2
Consumo 3,0£0,1 0,3+0,0 3,4+0,2 3,2+0,2

PDT: fésforo dissolvido total; PST: fésforo suspenso total; PT: fésforo total.

Vérias espécies de algas tém mostrado uniformidade em sua composicdo
quimica no que diz respeito ao contetdo de fosforo, apresentando basicamente em torno
de 1 % de seu peso seco, expresso como fésforo total (MIYACHI et al., 1964;
KAPLAN et al., 1986; KAPLAN et al., 1989; POWEEL et al., 2008; POWELL et al.,
2009; GROBBLAAR, 2004; GIORGOS MARKOU; VANDAME; MUYLAERT, 2014;
ROOPNARAIN; GRAY; SYM; 2014).

Avaliando o comportamento destes dados, observa-se no inicio do experimento
uma concentracdo de 1,6 g.100g™* em PT, a qual sofre um acréscimo de 3,2 g.100g™* em
8 horas de cultivo. Este valor é 4,8 vezes maior que o fosforo requerido para o
crescimento algal. 1sso sugere um actmulo de fésforo com o crescimento celular, com
notdério consumo no evoluir das fases de crescimento, atingindo no final do periodo

experimental (Tabela 10) 3,3 g.100g™ de fésforo. Por outro lado, é notério também, que
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0 acréscimo de PT na biomassa ndo foi decorrente da remogéo de fosforo do efluente,
uma vez que no periodo considerado apenas 3,4 mg.L™ de PT foram removidas (Tabela
9). Isso é evidenciado pelo comportamento da Figura 6, que descreve a curva de
crescimento obtida pelo ajuste dos logaritmos neperianos das concentracfes de
biomassa geradas com o tempo de cultivo. A existéncia da fase linear, para o
crescimento revela, que o micro-organismo foi capaz de crescer as custas de fosforo

interno.

Figura 6. Curva de crescimento da Aphanothece microscopica Négeli desenvolvida no
efluente da industria de laticinio nas condigdes experimentais.
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De acordo com diferentes autores (BROUGTHON; PATT; SHILTON et al.,
2006; KINKER; POWELL,2006; POWELL et al., 2006), o crescimento microalgal
consome fosforo, para formar os constituintes celulares. No entanto sob certas
condicdes as microalgas podem consumir mais fosforo que o necessario para
sobreviver. Este fosforo extra, é armazenado, para utilizacdo como um recurso interno,
quando as concentragdes externas € limitante para o crescimento.

Ao avaliarmos os dados das Tabelas 10 e 11, que nos fornecem o
comportamento das fraces de fosforo na fase sélida dos reatores autétrofo e
heterétrofo, como PDR e PT na biomassa seca e fosforo dissolvido reativo intersticial
(PDRI), bem como fésforo total intersticial (PTI) intersticialmente, € possivel verificar
reducdes nos teores destas formas fosforadas nas biomassa geradas no final do
experimento. Isso se justifica, uma vez que o ortofosfato (PDR) é a fracdo fosforada
comumente assimilada por cianobactérias (HEALEY, 1982, KAPLAN et al., 1986;
EKHOLM et al., 2006; POWEEL et al., 2008; POWEEL et al., 2009). Isso resulta em
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consumo de PDR e consequentemente de PT, para manutencgéo das divisoes celulares no
final do tempo experimental. Este fato é altamente evidenciado quando avaliamos as
fragcdes fosforadas em andlise na biomassa de Aphanothece microscopica Négeli gerada
em condicdes autotroficas, bem como o consumo de PDR, oriundo do meio de cultivo
BG11 (RIPKA et al., 1979), conforme expresso na Tabela 11. E not6rio o consumo de

fosforo com o crescimento celular.

Tabela 10.Concentracdo de fosforo reativo na fase liquida do reator heterotrofico, e
teores de fosforo reativo e fosforo total na biomassa seca e intersticial

Tempo (h) Fase liquida (mg.L™) Fase sdlida (g.100g™)

PDR PDR PDRI PT PTI
Inicio 6,3+£0,4 54+0,3 0,8+0,0 1,6%0,1 1,2+0,1
8h 4,5+0,2 2,5+0,2 0,8+0,0 4,8+0,2 1,2+0,1
24 h 2,910,2 1,740,121 1,1+0,1 3,2+0,2 1,6%0,1

PDR: fosforo dissolvido reativo; PDRI: fosforo dissolvido reativo intersticial; PT: fosforo total; PTI: fésforo total
intersticial.

Tabela 11.Concentracdo de fosforo reativo na fase liquida do reator autotréfico, e teores
de fosforo reativo e fosforo total na biomassa seca e intersticial

Tempo (h) Fase liquida (mg.L™) Fase solida (9.100g™)

PDR PDR PDRI PT PTI
Inicio 2,8+0,2 54+0,3 0,8£0,0 1,6£0,1 1,2+0,1
140 h 1,7+0,1 0,7¢0,1 0,1+0,0 0,9+0,0 0,2£0,0
300 h 0,3+0,0 0,2£0,0 0,0£0,0 1,1+0,1 0,1£0,0

PDR: fosforo dissolvido reativo; PDRI: fosforo dissolvido reativo intersticial; PT: foésforo total; PTI: fésforo total
intersticial.

A andlise dos dados da Tabela 11, salienta que em 140 h de cultivo, cerca de 81
% de PDR originalmente adicionado no meio BG11 foi removido. No entanto, as
divisdes celulares tem continuidade por um longo periodo de tempo, com toda caréncia
deste elemento no meio externo. Isso sugere que o crescimento celular tenha sido
suportado pelas fracdes fosforadas da biomassa, as quais todas tendem a zero no final
do tempo experimental, correspondente a 300 h de cultivo.

As populacbes naturais ou cultivadas de microalgas em estados fisiologicos
frequentemente bastante desiguais refletem significativas variagbes nos componentes
intracelulares, os quais se acumulam intracelularmente, independente da composicao
quimica expressa pela sintese das estruturas celulares (LOURENCO et al., 2002;
LAVIN; LOURENCO, 2005; HORNES et al., 2010). Observa-se nas Tabelas 10 e 11,
que tanto para o cultivo heterotrofico como autotrofico, as diferentes fragdes de fosforo

avaliadas sofrem influencia do tempo de reacdo bioldgica. Para o sistema autotrofico
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este consumo é comparativamente muito mais acentuado. 1sso sugere que o0 crescimento
tenha sido sustentado por fragcdes de fésforo previamente acumuladas. Esta constatacéo
é corroborada pelo comportamento da Figura 7, tomando como exemplo o crescimento
heterotréfico, que descreve o comportamento das taxas de consumo de fosforo (q)
segundo os intervalos de tempo avaliados, calculados a partir do quociente entre a
velocidade méxima de crescimento (umax) e o coeficiente de conversdo de fosforo em

biomassa (Y) obtido a partir das Equacdes 1 e 4.

Figura 7. Variacdo das taxas de consumo das fracdes de fosforo com as concentracoes

na fase liquida do reator heterotréfico.
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total (mg.L™); PTD: fésforo dissolvido total (mg.L™); POT: fésforo organico total (mg.L™); POD: fésforo organico dissolvido ((mg.L™); POS: fésforo organico suspenso
(mg.L™Y); q: taxa de consumo de fésforo (mgp.h™.mg™);r%: coeficiente de determinagéo; r: coeficiente de correlagio; p: probabilidade de diferenca entre médias. p < 0,05
apresenta diferenca significativa entre os valores médios.
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Os valores de g séo plotados para o intervalo das concentragbes das diferentes
fracOes de fosforos presentes na fase liquida, exceto para o fosforo em suspensdo. A
analise do comportamento deste grafico demonstra que ha um aumento do consumo de
fosforo com a reducdo das concentragdes na fase liquida, tendendo a estabilizacdo no
final do tempo experimental de cultivo, quando sdo registradas as menores concentractes
das diferentes formas fosforadas (Tabela 8 e Figuras 7). Comportamento similar é
reportado por outros autores para o Género Scenedesmus (MARTINEZ; JIMENEZ;
YOUSFI, 2006). O aumento do consumo de fésforo por microalgas quando este elemento
é limitado no meio, tem sido mencionado na literatura (HEALEY; HENDZEL, 1975;
FITZGERALD; NELSON, 1966), e parece estar relacionado com um aumento na
producdo de fosfatase (MARTINEZ; JIMENEZ; YOSFI, 2006).

O comportamento metabdlico da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli
frente as diferentes fracdes de fésforo que compdem o efluente da industria de laticinios
além dos aspectos de contencdo ambiental, torna este micro-organismo estrategicamente
atil em termos de tratamento desta dgua residuaria, uma vez que € desejavel que os
processos de tratamento permitam a recuperacdo e o reuso de nutrientes (SPOLARE et
al., 2006; MARONEZE et al., 2014).

5.5 Estimativa de custos operacionais de tratamento de fésforo oriundo do efluente

da industria de laticinios

A conversdo simultanea de matéria organica, nitrogénio e fosforo em uma Unica
etapa estdo relacionados com o uso de reatores heterotréficos microalgais, reduzindo
custos capitais e operacionais comumente associados as formas convencionais de
tratamentos (QUEIROZ et al., 2007; QUEIROZ et al., 2013).

O mercado econdmico associado a biotecnologia marinha, a qual diz respeito
também ao aproveitamento de microalgas, movimenta milhdes de dolares por ano,
estando previsto nos Estados Unidos, cerca de 4,6 bilhdes de délares até o ano de 2017.
Os principais fatores que impulsionam o crescimento deste mercado incluem o crescente
interesse de médicos, farmacéuticos, aquicultores, nutracéuticos e varios outros setores
industriais (GIA, 2012). Neste contexto, € importante considerar o custo insignificante a
ser gasto para tratar o efluente e para obter a biomassa gerada. De acordo com a Agencia
de Protecdo ambiental Americana (USEPA, 2013), sdo estimados valores entre US$ 50 a
212 por quilograma de fésforo removido de aguas residuaria através de técnicas de
precipitacdo quimica, o que reflete em substanciais aportes financeiros requeridos pelas

estacOes de tratamento de efluentes.
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A Tabela 12 apresenta a estimativa dos custos operacionais de tratamento de
fosforo presente no efluente de laticinio em anélise, tomando como base a Licenca
operacional (LO N°1898/2009-DL), para empresa fornecedora do efluente utilizado neste
trabalho.

Tabela 12.Estimativa de custo para tratar o fésforo oriundo do efluente da industria de
laticinio.

Pardmetros Estimativa
Volume de efluente (L.dia™) 950.000
Periodo operacional (dias.ano™) 336
Volume anual (L) 319.200.00
Concentracéo de fosforo total no efluente (mg.L™) 23,39
Concentragdo anual de P-PO,* gerada (kg.ano™) 746.609
Valor em délares por kg de P-PO,* tratado (212 US$) 158.281.108

Como base de célculo foi considerada a vazdo maxima de 950 m®.dia™, tempo de
operacdo industrial de 336 dias.dia®, concentracdo de PT de 23,39 mg.L™ e o valor
estipulado pela USEPA, para remover o fosforo de aguas residuaria. Com base nestes
dados é estimado um montante de US$ 158.281.108.an0™, que poderia ser reduzido no
custo do sistema de tratamento do efluente de uma inddstria com as caracteristicas

consideradas.

5.6 Cultivo de Aphanothece microscopica Ndgeli em condicGes heterotroficas sob

escopo de uma biorrefinaria

Biorrefinarias industriais tem sido identificadas como a forma mais promissora
para geracdo de produtos de consumo com base em biomassa. A definicdo do termo
biorrefinaria, conforme reportado por, Queiroz et al., (2013), é atribuido a IEA
(International Energy Agency), conforme descrito em IEA (2009), documento 42, que
define biorrefinaria como a transformacao sustentavel de biomassa em um espectro de
produtos comercializaveis e de energia. Desta maneira, os desafios atuais em aplicacdes
de microalgas, sob o ponto de vista da sustentabilidade, propde uma estrutura inovadora
para a biorrefinaria microalgal, que pode realizar a producdo de varios produtos de
interesse comercial (ZHU et al.,, 2015). Assim, a remogdo de nutrientes e como
consequéncia a biomassa gerada deve ser investigada no contexto de implementacdo de
uma biorrefinaria. Neste sentido a producdo de compostos celulares como proteinas,
carboidratos e lipidios por Aphanothece microscopica Négeli quando cultivada em

condicBes heterotréficas a 20°C, sdo discutidas neste item, a partir do desenvolvimento
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de trés experimentos em batelada visando avaliar a producdo de proteina, lipidios e
minerais quando este micro-organismo é desenvolvido no efluente de laticinio. O efluente
utilizado apresentou caracteristicas similares ao efluente utilizados nas fases anteriores do
trabalho. Os dados de caracterizacdo do efluente para esta fase do trabalho sdo expressos
na Tabela 13.

Tabela 13.Caracterizacdo do efluente da industria de laticinio.

Parametros mg.L™
pH 8,4+0,9
N-N-NTK 32,6+9,0
DQO 760+169
PT 19,8+3,2
PRD 6,0£0,1

pH: potencial hidrogeniénico; N-N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl (mg.L™®); DQO: demanda quimica de oxigénio
(mg.L™Y); PT: fésforo total (mg.L™); PRD: fésforo reativo dissolvido (mg.L™). Dados obtidos a partir de 9 repeticdes.

5.6.1 Composicdo quimica da biomassa de Aphanothece microscopica Nageli

desenvolvida em condi¢Ges heterotréficas

A composi¢do bioquimica de cianobactérias e microalgas € significativamente
variavel em funcéo de diferentes fatores, como meio de cultivo, condi¢Bes ambientais,
espécie e fase de crescimento, entre outros (FIDALGO et al., 1998; ROMANO et al.,
2000; OMAR et al., 2001; ZEPKA et al., 2007; CHISTI, 2007; HU et al., 2008;
HORNES et al., 2010; ZHU et al.,, 2015). A Tabela 14 apresenta as variacdes das
concentracOes de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas na biomassa de Aphanothece
microscopica Nageli, quando o micro-organismo €é cultivado no efluente da industria de

laticinio na auséncia de luz.

Tabela 14.Concentracdes de proteinas, carboidratos, lipidios e cinzas em biomassas de
Aphanothece microscopica Négeli extraidas em diferentes fases de crescimento.

Parametro
Fases de _ i S i i
] Proteina Carboidratos Lipidios Cinzas Umidade
crescimento 1 1 1 1
(9.100g™) (9.100g™) (9.100g™) (9.100g™) (%)
Inicio 46,8°+0,2 31,4°+0,2 2,3%+0,04 11,1°+0,04 8,5°+0,03
Meio 41,8°+0,1 28,5°+0,7 10,4°+0,3 10,8%+0,7 8,6%+0,2
Fim 46,8°+0,2 25,8°+0,2 8,9°+0,2 9,8"+0,2 8,7°+0,1

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05),segundo o teste de Tukey, entre as concentragdes de
proteina, carboidratos, lipidios e cinzas. Dados obtidos a partir de 9 repetigdes.

Analisando os dados expressos na Tabela 14, observa-se que é notoria a diferenca

em teor de lipidio no inicio do cultivo em relacdo a fase exponencial e ao final dos
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experimentos. E importante salientar, que no inicio da fase de crescimento a biomassa
corresponde a uma cultura desenvolvida em condi¢BGes autotroficas, uma vez que o
inoculo utilizado foi desenvolvido em meio BG11l a 20°C. A baixa concentracdo
registrada se justifica, uma vez que a producéo de lipidios é inversamente proporcional a
atividade fotossintética (BECKER, 1994). Observa-se, que independente da fase de
crescimento, os teores de lipidios sdo registrados em menor concentracdo, com a
predominancia em proteinas seguido de carboidratos.

De acordo com Parsonet al., (1984) e Fogg; Thake (1987), a proteina € o
constituinte mais abundante em todas as classes de microalgas. Os valores obtidos
encontram-se na faixa de concentragdo (40-60 %), citada por diversos autores para
diferentes espécies (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000; MORIST et al., 2001; DANESI et
al., 2002; ZEPKA et al., 2008). Estes valores estdo dentro, também, do intervalo de
concentragOes descritos para esta espécie, quer coletada diretamente do meio ambiente
(30,29 - 43,71 %), conforme descrito por Queiroz et al., (1998) ou desenvolvido no
efluente da parboilizacdo do arroz, com minimos e maximos de 41,3 e 46,8 %,
respectivamente (ZEPKA et al., 2008). Estas expressivas concentracdes em proteina,
fazem desta biomassa importante elemento para a implementacdo de uma biorrefinaria
microalgal a partir deste micro-organismo, ndo s6 pelo aspecto quantitativo como
qualitativo. Streit (2014 ) avaliou o perfil aminoacidico da Aphanothece microscopica
Né&geli desenvolvida em iguais condi¢cdes de cultivo utilizada neste trabalho verificando
gque a composicdo em aminoacidos essenciais, encontravam-se em concentracdes
superiores ao preconizado pela FAO/WHO (1995).

Fidalgo et al., (1998) estudando o efeito de diferentes fontes de nitrogénio no
crescimento de microalgas, verificaram que a concentracdo de biomoléculas nas células,
sdo mais afetadas pela idade da cultura, do que pela fonte de nitrogenado. Comparando-se
os valores registrados para as diferentes fases de crescimento, observa-se no final do
experimento, um aumento nas concentracbes em proteina e reducdo de lipidio e
carboidratos em relacdo a fase exponencial, com concentracBes significativamente
diferentes (p<0,05). Lourengo et al., (2007) trabalhando com Isochrysisgalbana obteve
comportamento similar na distribuicdo de proteinas, carboidratos e lipidios. De qualquer
forma, o comportamento fisioldgico da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli
desenvolvida no efluente de laticinio na auséncia de luz é caracterizado pelo acumulo de

lipidios em maior concentracdo quando comparado ao crescimento autotrofico (Tabela
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13) a julgar pelo teor em lipidios registrado na fase inicial do experimento, a qual
corresponde ao inoculo na fase exponencial em crescimento autotréfico.

A literatura reporta que para diferentes espécies de microalgas a diferentes
temperaturas (20-30°C) a concentracdo de carboidratos a 30°C € inferior que a obtida a
20°C, (ARAUJO; GARCIA, 2005; RENAUD et al., 2002). Zepka et al., (2008),
encontraram para a biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli
cultivada a 30°C no efluente da parboilizacédo do arroz, valores médios de carboidratos de
17,7 %, para as mesmas condi¢cdes de secagem submetida a biomassa neste trabalho.
Neste sentido, verifica-se que a condi¢do de isotermia (20°C), utilizada no crescimento
heterotrofico em efluente de laticinio favoreceu a producéo ndo apenas de proteina, como
também de carboidratos.

O intervalo de concentracdo em carboidrato (25,8 a 31,4 %) situa-se na variacao
registrada na literatura para microalgas e cianobactérias, em que sdo reportados valores
de 10 a 40 % em peso seco (ANUPAMA; RAVINDRA; 2000; ZEPKA et al., ( 2008).

Estudos recentes indicam, que existe uma relacdo especifica entre limitacdo de
nutrientes intracelulares e a composicdo da biomassa gerada. Assim, é defendida a
hipGtese de que ha uma concentragdo minima de nutrientes intracelulares, na qual um
determinado componente da biomassa encontra-se em sua concentracdo maxima, a qual é
gradualmente reduzida, quando a concentracdo de nutrientes intracelulares aumenta
(MARKOU, 2012; ADAMS et al., 2013; STENHOFF et al., 2014). De acordo com
Adams et al., (2013) este efeito da limitacdo de nutriente para a microalga parece estar
relacionado com a espécie. Desta maneira, a escolha de uma espécie depende fortemente
dos compostos desejados, cada espécie tem como se fosse uma impressao digital, que
identifica seu perfil bioquimico, que pode ser modificado pelas condi¢bes de cultivo
(STEINHOFF et al., 2014). De acordo com Castro (2007), o nitrogénio é elemento
fundamental para o crescimento, sua escassez no meio, causa um estresse nutricional
afetando o fluxo metabdlico de formacéo de determinados compostos bioquimicos, sendo
a sintese proteica, severamente afetada, bem como a sintese celular. Considerando-se a
concentracdo de proteina registrada neste trabalho é possivel sugerir que o teor de
compostos nitrogenados disponiveis no efluente da indudstria de laticinio (Tabela 12) foi
suficiente para suportar o crescimento e a produgdo de compostos celulares.

A associacdo de produgdo de compostos celulares com a disponibilidade de
nutrientes do efluente da inddstria de laticinio, pode resultar em importante critério para

producdo de compostos de interesse sob escopo de uma biorrefinaria. A caréncia de
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nitrogénio no meio de cultivo, bem como controle de temperatura, podem estimular a
sintese de compostos ndo nitrogenados conduzindo ao aumento de lipidios e carboidratos.
Por outro lado, em meio com alta concentracdo de nitrogénio dissolvido ha o
favorecimento a sintese e ao acimulo de proteinas (LOURENCO et al., 1997; OLGUIN
et al., 2001). No entanto, de acordo com diferentes autores (LOURENCO et al., 2007,
CHEN et al., 2011; SIAUT et al., 2011), em condic¢des de deficiéncia de nitrogénio,
ocorre uma reducdo nos teores de proteinas, tendo em contra partida um aumento em
componentes celulares ricos em energia, como carboidratos e proteinas. Siaut et al.,
(2011), reportam que a biossintese de carboidrato ocorre primeiro, e posteriormente, 0s
lipidios s&o produzidos como compostos de reserva de longo prazo, em caso de estresse
ambiental prolongado. Assim o aumento substancial (4,6 vezes) em lipidios (Tabela 13)
na biomassa do inicio do cultivo para a fase logaritmica, pode estar associado a
disponibilidade de nitrogénio no meio. Esta constatacdo € corroborada pelo
comportamento da Figura 8 que descreve o crescimento celular e a variagdo das

concentracdes de nitrogénio no meio com o tempo de cultivo.

Figura 8. Variacdo da concentracdo de nutrientes e de biomassa com o tempo de cultivo.
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Avaliando o comportamento da Figura 8, verifica-se no inicio do cultivo
concentracdes em N-N-NTK na ordem de 32,6 mg.L™. De acordo com Tevatia; Demires;
Blum (2012), o esgotamento de nitrogénio em culturas microalgais, aumentam a
producdo de lipidios e esta indiretamente relacionado ao crescimento da biomassa. Os

resultados demonstram que a maior concentragdo em lipidio (10,4 %) € obtida quando a
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méxima concentracdo em biomassa (558 mg.L™) é registrada, em 12 h de cultivo (Fig. 8 e
Tabela 14) na fase exponencial de crescimento, quando 63 % de N-NTK foi removido.
No que se refere aos teores de cinzas, observam-se reducdes estatisticamente
significativas (p<0,05 %) entre os valores obtidos para a biomassa gerada na fase
exponencial e a gerada no final do experimento. Fuentes et al., (2000) reportam uma
relacdo inversa dos teores de cinzas com o tempo de residéncia em microalgas, atribuindo
este fato ao acimulo de nutrientes minerais no interior da célula, visando compensar a
alta pressdo osmotica do meio de cultivo. E sabido, que microalgas e cianobactérias
podem acumular reservas intracelulares de fosforo e compostos nitrogenados inorganicos
como nitrato, nitrito e aménia (BOLSUNOVSKII; KOSINERO; 2000; POWEEL et al.,
2009; HORNES et al., 2010; POWEEL et al., 2011). E importante salientar que foi
registrado para biomassa de Aphanothece microscopica Néageli, cultivada a 20°C, no
efluente de laticinio, acimulo de fdsforo total na fase exponencial de crescimento, com
reducdes na final do experimento (Tabela 10), comportamento este, similar ao registrado
neste trabalho, para os teores de cinzas. Isso pode justificar a distribuicdo dos teores de
cinzas obtidos em funcdo do crescimento do micro-organismo em analise. Estas
concentracdes registradas sdo superiores ao obtidas por outros autores para diferentes
microalgas e condi¢Oes de cultivo (BOROWITZA, 1994; LOURENCO et al., 1997;
ANUPAMA; RAVINDRA, 2000; GRIMA et al., 2003). No entanto, Fuentes et al.,
(2000), reportam valores no intervalo de 16,8 a 23,6 % para Phyridium cruentum, quando
cultivado a 20°C a diferentes intensidades de luz. Valores elevados de cinzas foram
também encontrado por Fidalgo et al., (1998) em Isochrysisgalbana, cultivada a 18°C em

diferentes fontes de nitrogénio.
5.7 Avaliacédo do perfil lipidico da Aphanothece microscopica Nageli

Uma série de fatores sdo capazes de alterar significativamente a composicao das
cianobactérias, tais como intensidade luminosa temperatura e disponibilidade de
nutrientes, bem como as técnicas de preservagdo as quais sao submetidas (MORRIS et
al., 2001; MURADYAN et al., 2004; ZEPKA et al., 2007).

A Figura 9 apresenta o perfil de acidos graxos da Aphanothece microscopica
Né&geli na fase exponencial de crescimento quando desenvolvida em condigdes autotrofas
(inéculo) e em crescimento heterotrofico, na fase exponencial (12 h) e no final do

experimento (24 h).
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Figura 9. Perfil de acidos graxos da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli,
desenvolvida no efluente de laticinio a 20°C.
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C12:0: &cido laurico (1); C14:0: 4cido miristico (2); C16:0: &cido palmitico (3); C16:1: &cido palmitoléico (4); C17:0:
acido heptadecanoico (5); C18:0: &cido esteérico (6); C18:1: &cido oleico (7); C18:2: &cido linoléico (8); C18:3n3:
acido a-linolénico (9); C18:3n6: acido y-linolénico (10) e C20:5n3: 4cido eicosapentaendico. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (p < 0,05), segundo o teste de Tukey. Dados obtidos a partir de 9 repeti¢Ses.

A literatura reporta que os lipidios das microalgas sdo constituidos por diferentes
acidos graxos saturados e insaturados, alguns deles da familia ®-3 e -6 (HU et al., 2008;
Huang et al.; 2010). Apresentando como &cido graxo majoritario entre os saturados o
acido palmitico (C16:0) e entre os insaturados oleico (C18:1:), linoleico (C18:2) e y-
linolénico (C18:3) (REZANKA et al., 2003; HU et al., 2008). No geral, os saturados e
monosaturados perfazem a maior fracdo nas microalgas (BOROWITZA, 1988). Este
comportamento pode ser visualizado para a Aphanothece microscopica Né&geli analisando
a Figura 9 e Tabela 14.

Avaliando o comportamento do perfil de acidos graxos obtido para o inoculo
(crescimento celular em condigdes autétrofas), e o perfil de acidos graxos encontrados
para a biomassa desenvolvida no efluente da industria de laticinio na auséncia de luz,
verifica-se que os acidos graxos caracterizam-se por apresentarem de 16 a 20 atomos de
carbono na cadeia. Comparando o perfil de acidos graxos do inoculo com o registrado
para biomassa cultivada em condices heterotrdficas, observa-se segundo o teste de
diferenca de médias de Tukey, diferencas significativas (p<0,05) para todos acidos graxos
detectados, independente do tamanho da cadeia, 0 que evidencia a influencia do meio de

cultivo. Observa-se a predominancia em acidos graxos poli-insaturados, destacando-se a
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presenca do acido graxo essencial y-linolénico (C18:3), que independente da condi¢do de
cultivo e da fase de crescimento foi o &cido graxo poli-insaturado majoritario. Esta
constatacdo € corroborada por diferentes autores (BOROWITZA et al., 1984;
BOROWITZA; BOROWITZA, 1988; MORIST et al., 2001; LI; WATANABE, 2001;
LOURENCO et al., 2007), que reportam que as cianobactérias podem ser consideradas
fonte potencial de y-linolénico.

No homem o y- linolénico é sintetizado a partir do linoleico proveniente da dieta,
mas fontes externas deste acido graxo sdo necessarias para compensar a deficiéncia da
sintese induzida por doengas ou envelhecimento (DUBACQ; QUOC, 1993). A
cianobactéria Spirulina platensis ¢ considerada uma fonte potencial em y-linolénico o
qual representa cerca de 20 % do total de acidos graxos presentes (DESHNIUM et al.,
2000). A Figura 9 expressa concentracdes na ordem de 22,8 % e 19,0 % deste poli-
insaturado, para o inoculo e biomassa na fase exponencial de crescimento em cultivo
heterotréfico, em condicBes isotérmicas de 20°C. Em termos de acidos graxos
majoritarios o perfil de &cidos graxos da Aphanothece microscopica Néageli é
caracterizado pelo acido palmitico, com aumentos significativos (p<0,05), com as fases
de crescimento, acido oléico (C18:1), com reducbes em torno de 90 % com o tempo de
cultivo, acido y-linolénico, com reducbes de 16,7 % na fase exponencial e palmitoleico
com reducdes de 67,6 % na fase exponencial. Esta constatacdo torna-se importante, uma
vez que a temperatura € um dos fatores que influenciam no tipo de &cido graxo
produzidos pelas microalgas.

As cianobactérias com base no seu perfil de acidos graxos e padrdo de
dessaturacdo, podem ser classificadas em 4 grupos (MURATA et al., 1992; TOCHER;
LEAVER; HODGSON, 1998). De acordo com estes autores, as cianobactérias do grupo 2
sintetizam lipidios que contem &cidos graxos C18, com nenhuma, uma, duas ou trés
duplas ligagdes no A9 e A12 e ®3 ou Al5 nas posigdes sn-1 e acidos graxos C16 com
nenhuma ou uma dupla ligagdo na posicdo A9 na posicdo sn-2. Em face do exposto
tomando como base o perfil lipidico expresso na Figura 9, é possivel classificar a
Aphanothece microscopica Négeli como pertencente ao grupo 2.

A estratégia de mudanca de temperatura tem sido empregada para melhorar a
producdo de &cidos graxos em microalgas, uma vez que a temperatura ideal para o
crescimento € muitas vezes maior que para a formacgdo de determinados acidos graxos,
como os da familia 3 (JING; CHEN; 2000; WHEN; CHEN; 2015). Zepka et al., (2007),
encontraram para o perfil em acidos graxos da cianobactéria Aphanothece microscopica
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Né&geli desenvolvida no efluente da parboilizacdo do arroz a 30°C, o acido y-linolénico
como majoritario, em concentracfes superiores a 30 %, seguido por palmitico (> 30 %) e
linolénico (14 %). Comparando estes dados com os obtidos no presente trabalho, verifica-
se em 12 horas de cultivo para a biomassa desenvolvida a 20°C no efluente de laticinio
concentragfes menores, na ordem de 22,8 %, 24,6 % e 3,8 % para y-linolénico, palmitico
e linolénico respectivamente. Esta constatacdo demonstra notoria influencia do meio e da
temperatura de cultivo no perfil de acidos graxos.

Sharathchandra; Rajashekhar (2011), avaliando 13 espécies de cianobactérias, na
fase exponencial de crescimento, cultivadas em meio BG11 quanto ao perfil de &cidos
graxos. Os autores registraram como &cidos graxos principais, palmitico, oleico,
linoléico, com predominancia de oleico entre os insaturados. O perfil expresso na Figura
9 para o inoculo também desenvolvido em meio BG 11, € similar ao descrito para as 13
espécies avaliadas, diferindo no entanto quanto a concentracdo de A&cidos graxos
saturados e em especial ao poli-insaturado y- linolénico, em que concentragdes de 22,8 %
do total de &cidos graxos foi registrado para a Aphanothece microscopica Nageli. Das 13
espécies avaliadas, apenas uma indicou a presenga de y-linolénico. Quanto aos acidos
graxos saturados laurico (C12:0), miristico (C14:0), heptadecanoico (C17:0) e esteérico
(C18:0), concentragdes abaixo de 10 %, foram encontradas para diferentes cianobacterias
avaliadas. Este perfil quali-quantitativo em acidos graxos saturados se reflete também
para as biomassas da cianobactérias em andlise neste trabalho, no entanto, com auséncia
de laurico e miristico na biomassa desenvolvida em meio BG11.

A andlise da Figura 9 revela ainda, expressivo aumento nas concentracdes em
acidos graxos saturados as expensas de reducdes de insaturados. De acordo com
diferentes autores, o conteldo de lipidios em cianobactérias, tende a ser inversamente
proporcional a taxa de crescimento, com inducdo das células a acumularem reservas de
lipidios ricos em &cidos graxos saturados, para armazenamento de carbono em culturas
com maior tempo de residéncia (BOROWITZA et al., 1984; ROMANO et al., 2000;
FUENTES et al., 2000; KHOZIN-GOLDBERG; COHEN, 2006). Este comportamento é
evidenciado, quando se avalia a distribuicdo dos acidos graxos expressos na Figura 9 e 0s
teores de lipidios obtidos para as diferentes fases de crescimento (Tabela 14). E possivel
verificar que a menor concentracdo em lipidio (8,91g.100g™), é registrada no ponto da
curva de crescimento (Figura 8), em que foram obtidos os maiores teores de acidos
graxos saturados, em destaque C16:0 (31,1 %) e C18:0 (15 %).
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A Tabela 15 expressa as concentragbes em 4&cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados, assim como as relacGes entre poli-insaturados e

saturados nas diferentes fases de crescimento.

Tabela 15.Porcentagens em &cidos graxos saturados, insaturados e razdes AGPI/AGS em
biomassas de Aphanothece microscopica Néageli.

Acidos graxos 0h 12 h 24 h
Saturados 29,240,9 49,8+0,6 55,743,2
Monoinsaturados 41,4412 7,910,1 6,7+£0,4
Poli-insaturados 32,0+4,1 23,310,1 21,0+1,8
AGPI/AGS” 1,1+0,2 0,5+0,0 0,4+0,0

"AGPI/AGS: razio acidos graxos poli-insaturados e saturados. Dados obtidos a partir de 9 repeticdes.

A analise dos dados da Tabela 15, revela que o perfil lipidico do inéculo de
Aphanothece microscopica Négeli cultivada em condi¢6es autotrofas, resulta em uma alta
relagdo de acidos graxos poli-insaturados em fungdo do conteddo de saturados. No
entanto, observa-se também a influencia do meio de cultivo quando comparamos as
razdes AGPI/AGS encontradas a 12 e 24 h de cultivo. Zepka et al., (2007), obtiveram
para 0 micro-organismo em andlise razdes AGPI/AGP na ordem de 1,48,valor este trés
vezes maior que o estipulado pela FAO, quando a biomassa foi desenvolvida no efluente
da parboilizacdo do arroz a 30°C.Segundo a FAO/WHO, (1998) o valor AGPI/AGS

recomendado para a dieta humana é de relagdes superiores a 0,45.

5.7.1Influéncia da reducdo de temperatura e tempo de reacdo na producdo de

lipidios por Aphanothece microscopica Néageli

Uma série de trabalhos sdo focados na questdo da influencia do estresse das
microalgas visando a producédo de lipidios (RENAULD et al., 1995; RENAULD et al.,
2002; ARAUJO; GARCIA, 2005, LI; WU; LAN; 2008; HU et al., 2008; RODOLFI et
al., 2009; XIN et al., 2010; CHEN et al., 2011; HO et al., 2014). Hu et al., (2008),
reportam que a temperatura apresenta-se como importante fator que influencia o teor de
lipidios em microalgas. Embora a composicdo e armazenamento de lipidios sejam
especificos da espécie e controlado pela constituicdo genética individual do organismo,
existem mecanismos intrinsecos na maioria das espécies de micro-organismos produtores
de lipidios que sob determinado estresse atuando individualmente ou em sinergia fazem
com que a producéo de lipidios aumente (CHEN et al., 2011; HO et al., 2014).

Avaliando o comportamento da Figura 8,verifica-se que a maior concentracéo de

lipidio obtida (10,8 g.100g™), corresponde a maior concentracdo de biomassa (558 mg.g°



78

1) registrada em todo periodo experimental, demonstrando que o acimulo de lipidios é
dominado pela taxa de crescimento da populacdo cianobactériana.

O actmulo de compostos celulares ricos em energia geralmente ocorrem em
condicdes de estresse. Assim uma estratégia otimizada a fim de aumentar o teor de
lipidios é desejavel (XIN et al., 2010; SAN PEDRO et al., 2013; HU et al., 2014). Uma
forma de aumentar a produgdo de lipidios seria cultivar o maximo de biomassa em uma
primeira etapa e em seguida induzir o acimulo de lipidios (XIN et al., 2010; SAN
PEDRO et al., 2013). Isso sugere, que o consorcio entre o tratamento de efluente da
indUstria de laticinio na auséncia de luz por Aphanothece microscopica Négeli a
temperatura de cultivo de 20°C utilizada neste trabalho, seguida de um choque térmico
por reducdo de temperatura no ponto de maior producdo de lipidios, poderia resultar em
um duplo proposito de tratamento de efluente e producédo de matéria-prima sob escopo de
uma biorrefinaria.

A temperatura é fator fundamental no desenvolvimento de bioprocessos, devido
seus efeitos nas atividades metabdlicas de cianobactérias e micro-organismos em geral .
Assim, a temperatura pode ser manipulada a fim de maximizar a producdo de
biocompostos (PARMAR et al., 2011; DONOT et al., 2012).

Observa-se (Figura 8), em 12 h de cultivo, quando o maximo de lipidios €
produzido nas condicdes experimentais , concentragdes 14 mg.L™e 257 mg.L™* N-NTK e
DQO respectivamente na fase liquida do reator. Estes valores estdo dentro dos padrbes de
emissdo para liquidos estipulados pela legislacdo brasileira (COSEMA, 2006), que dispde
sobre a fixacdo de padrfes para fontes de emissGes que lancem seus efluentes em aguas
superficiais no Estado do Rio Grande do Sul. Neste sentido, experimentos foram
desenvolvidos mediante reducdes de temperatura de culturas em crescimento
heterotroficos a 20°C no efluente da industria de laticinio ap6s atingirem o maximo
crescimento celular (12 h).

A Tabela 16 apresenta os efeitos das estimativas para as variaveis independentes
tempo e temperatura de reagdo, assim como a interacdo destes fatores para a resposta
producdo de lipidios, quando culturas de Aphanothece microscopica Négeli é submetida

a reducdes de temperatura.
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Tabela 16.Andlise dos efeitos para a resposta producdo de lipidios por Aphanothece
microscopica Négeli.

Fatores Efeito Erro
X11) 5.4 0,3
X1@ 18 0,3
Xa) -4,6 0,3
X2(0) 2,4 0,3

X1 Xow 6,6 0,4

Xy: tempo de reacéo (h); X,: temperatura (°C); X;Xz: interagdo entre a razdo tempo de reacéo e temperatura; Dados obtidos a partir de
9 repetigdes. p <0,05.

A andlise dos dados revela que os efeitos principais das variaveis independentes (X
e Xp), foram significativos (p<0,05) para a resposta producdo de lipidios. Observa-se
efeitos positivos tanto para a variavel tempo de reacdo como interacdo entre as variaveis
avaliadas. O efeito negativo registrado para a variavel temperatura de reacdo (Xp),
evidencia a tendéncia do aumento da producdo lipidica com a reducdo de temperatura.
Isso justifica as maiores concentracdes em lipidios para as biomassas geradas nas culturas
submetidas a menores temperaturas, o que pode ser corroborado pelo comportamento das
Figuras 10 e 11.

A Figura 10 apresenta as diferengas de média (p<0,05), segundo o teste de
comparacdo de média de Tukey para os teores de lipidios das biomassas em funcao das
variaveis avaliadas. E notoria a influéncia do tempo de reacdo , quando se utiliza as
maiores temperaturas (10 e 5°C), com aumentos significativos em 30 h de cultivo, sendo
a maior concentracdo registrada (25,44 %) quando a cultura é submetida a 5°C. No
entanto a 0°C, ndo € evidenciada qualquer influencia do tempo de reacdo. Salienta-se que
para o tempo de reacdo correspondente a 40 h ndo houve diferencas significativas entre
os teores de lipidios das biomassas submetidas a diferentes temperaturas.
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Figura 10. Avaliacéo do teor de lipidios em funcéo do tempo e da temperatura de reacao.
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A Equacdo 12 apresenta o modelo codificado gerado a partir da andlise de
regressdo para a variavel resposta producdo de lipidios, considerando os efeitos
significativos e interacdes dos fatores avaliados (tempo de reacdo e temperatura de reacéo

bioldgica.
Lipidios (g.100.g) = 9,14463 , 0,99867x - 0,17594x%, -1,47867x, - 0,09438x,” +0,0655X,.%, Equacio 12
R°=0,90

O modelo obtido apresenta bom ajuste, a julgar pelo valor do coeficiente de
determinacdo validando o modelo como significativo ao nivel de confianca de 95 %. O
coeficiente de determinacdo obtido demonstra que 90 % da variabilidade das respostas se
ajustam aos dados experimentais.

A eficiéncia estatistica do polindmio é validada pelo teste de Fisher. E possivel
verificar que a 95 % de confianca, de acordo com a analise de variancia expressa na
Tabela 17 que o valor do Fcgeulado € 14,7 vezes maior que 0 Feritico. De acordo com Box;
Witz (1973), para que uma regressao seja nao apenas estatisticamente significativa, mas
tambem util para fins preditivos a razdo entre os quadrados médios da regressao e do

residuo deve ser no minimo de 4 a 5 vezes o valor do Fitico-
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Tabela 17.Andlise de variancia para o ajuste do modelo polinomial, segundo o
planejamento experimental utilizado.

Lipidios
Fonte de Variagdo SQ GL MQ Fcaie Frao
Regresséo 406,6 5 81,3 36,95 2,51
Residuo 45,9 21 2,2
Falta de ajuste 38,4 3
Erro puro 75 18
Total 452,5 26

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: quadrados médios; Fca: F caiculado; Frab: F tabelado. Dados obtidos a partir de 9
repeti¢des.; p < 0,05.

A avaliagdo segundo o teste de Fisher, permite afirmar que o modelo descrito pela

Eq.12 é significativo e preditivo, podendo ser utilizado para gerar o diagrama expresso na
(Figura 11).

Figura 11. Superficie de resposta para producdo de lipidios por Aphanothece

microscopica Né&geli.

(8/0) SOWEVY
W

o

&% =
<, =y ES
~C Dﬂ% yp—‘:p Q;cb'
= %%, o ,&%%’ @
&e;& ¥

A superficie de resposta gerada elucida, que tanto a temperatura como o tempo de
reacdo exercem influencia na producdo de lipidios. Contudo, a trajetéria em que a
resposta requerida varia de forma mais pronunciada corresponde a submissédo da cultura a
5°C por 30 minutos. No entanto, observa-se ainda, que ndo sdo detectadas diferencas
significativas (p<0,05) entre os teores de lipidios nas biomassas submetidas a diferentes
temperaturas para o tempo de reacdo de 40 h. S&o registrados acréscimos de lipidios na
ordem de 2,13; 2,10 e 2,10 vezes maior que o obtido a 20°C, que foi de 10,8 g.100g™
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(Tabela 14) em 12 h de cultivo, a 10;5 e 0°C respectivamente. Embora uma analise
econdmica se faca necesséria, para avaliar a questdo do gasto energético para execugao
do processo, os dados obtidos sugerem que reducdes de temperatura a 10°C pode ser uma
estratégia viavel para producdo de lipidios por Aphanothece microscopica Nageli. Neste
sentido, a Figura 12 nos fornece uma anélise comparativa entre os perfis de acidos graxos
da biomassa de Aphanothece microscopica Nageli desenvolvida no efluente de laticinio a
20°C e a 10°C.

Figura 12. Comparacdo entre a composicdo de acidos graxos em cultivo heterotrofico a
10°C e 20°C.
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C12:0: &cido laurico (1); C14:0: acido miristico (2); C15:0: &cido pentanodecanoico (3); C16:0: &cido palmitico (4);

C16:1: &cido palmitoléico (5); C18:0: &cido estearico (6); C18:1: acido oleico (7); C18:2: &cido linolénico (8);
C18:3n3: acido a-linolénico (9); C18:3n6: acido y-linolénico (10). Letras diferentes indicam diferenga significativa
(p<0,05), segundo o teste de Tukey. Dados obtidos a partir de 3 experimentos.

O efeito da temperatura tem sido considerado um dos fatores de maior
importancia nos tipos de acidos graxos produzidos por microalgas (ACKMAN et al.,
1968; JATU; MURATA, 1980; THOMPSON et al., 1992; HU et al., 2008). A
temperatura pode afetar marcadamente o perfil lipidico com relacdo a propor¢do entre
saturados e insaturados (SAKAMOTO et al., 1997; KISELEVA et al., 1999; HU et al.,
2008; XIN et al., 2011). As cianobactérias de uma maneira geral dessaturam os acidos
graxos da membrana, como resposta a baixa temperatura, uma vez que 0 acréscimo de
insaturados ajuda a manter a fluidez da membrana, que é reduzida sob condi¢des de baixa
temperatura (KISELEVA et al., 1999). No entanto, quando se avalia 0 comportamento da

Figura 12, verifica-se que os dados obtidos ndo seguem a tendéncia descrita por estes
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autores. S&o registrados substanciais aumentos nos teores de acidos graxos saturados e
reducdes em poli-insaturados, para o perfil descrito para biomassa obtida a 10°C, quando
comparado ao perfil registrado a 20°C. Em cianobactérias os lipidios sdo encontrados nas
membranas, assim a insaturacdo dos lipidios a baixa temperatura deve representar uma
aclimatacdo ambiental desencadeada para melhor fluidez da membrana (KISELEVA et
al., 1999; SINGH; SINHA; HADER, 2002). Neste contexto, é possivel que a membrana
proteja a inativacdo das desaturases quando submetidas a baixa temperatura. No entanto
tem sido demonstrado que baixas temperaturas e escuro sdo fatores passiveis de causar
danos irreversiveis nas membranas de cianobactérias (SINGH; SINHA; HADER, 2002).
Em adicdo, o estresse osmotico que conduz a desidratagdo provoca alteracGes na
composicao lipidica, podendo diminuir drasticamente o grau de insaturacdo (NAVARI et
al., 1993). Por outro lado, é consenso entre os pesquisadores que muitas microalgas,
respondem a reducdo de crescimento em resposta ao estresse com 0 aumento da taxa de
insaturados/saturados variando no entanto, este comportamento de espécie para espécie
(AEKMAN et al., 1968; THOMPSON et al., 1992; RENAULD et al., 1995; OLIVEIRA
et al., 1999; CHEN et al., 2008). Xin et al., (2011), encontraram para Scenedesmus sp
cultivada a 10° C em meio BG11 uma composicdo em &cidos graxos constituida de
quase 100 % de &cidos graxos de cadeia longa (C16-C18). Observa-se para a biomassa de
Aphanothece microscopica Négeli a 10°C um total de 65,5 % de acidos graxos C16 e
C18, com a predominancia de C16:0 (41,35 %) e C18:0 (19,02 %). Por outro lado, um
importante fator que influencia a composicdo em acidos graxos durante os cultivos em
batelada de microalgas é a fase de crescimento (MANSOUR et al., 2003; KAUR et al.,
2011). Kaur et al., (2011), estudaram a composicdo em acidos graxos de Scenedesmus sp
nas diferentes fases de crescimento, verificando importante acréscimos correspondentes a
2 vezes e 1,4 vezes mais na fase estacionaria do que o registrado na logaritmica de
crescimento em palmitico e estedrico respectivamente. O maior tempo experimental
submetida biomassa a 10°C, pode justificar as altas concentragdes em palmitico e
estedrico registradas para a Aphanothece microscopica Nageli. Estas constatacdes,
demonstram a influencia da espécie, do tempo de cultivo, bem como do meio de cultivo
no perfil lipidico das cianobactérias. Assim, o perfil lipidico obtido para cada micro-
organismo, pode ser de importancia especifica para algumas aplicacdes, quer para a
salde, alimentacdo ou producdo de combustivel (PULZ; GROSS; 2004; SATO;
MORIYAMA, 2007).
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O biodiesel de microalgas vem sendo considerado a opgdo de energia alternativa
mais promissora entre a energia eolica, solar e geotérmico (CHISTI, 2007; MATA et al;.
2010), considerado unica fonte renovavel que possa atender a demanda mundial de
combustiveis de transporte (CHISTI, 2008, STEINHOFF et al., 2014).

O tipo e a quantidade dos lipidios produzidos por espécies de microalgas
influenciam diretamente a qualidade do biodiesel a ser obtido (KNOTHE, 2008; KUR et
al., 2011; TALEBI et al., 2013). Os &cidos graxos mais encontrados em biodiesel tém
sido descrito como o palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico (KNOTHE,
2008). Este perfil se ajusta ao encontrado para biomassa de Aphanothece microscopica
Né&geli a 10°C e 20°C (Figura 9 e Figura 12), com destaque para os acidos graxos
palmitico e estearico independente da temperatura e em y-linolénico a 20°C. Estes
resultados corroboram a perspectiva de aplicacdo do consorcio entre o tratamento do
efluente de laticinio e producdo de compostos celulares como estratégia de biorrefinaria

microalgal.

5.8 Avaliacdo da perspectiva de implementacdo de uma biorrefinaria microalgal por

Aphanothece microscopica Nageli cultivada em condicbes heterotréficas

O uso de microalgas para producgédo de produtos celulares tem se destacado por
apresentarem um potencial de producdo facilmente integrado em uma biorrefinaria
(ESPINOZA et al., 2014). Em especial, os sistemas heterotréficos trazem consigo
vantagens tecnoldgicas, abrangendo processos homogéneos reprodutiveis, com taxas
globais elevadas de biomassa e consequentemente compostos celulares (BUMBACK et
al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Neste contexto biorreatores heterotréficos
microalgais tem sido propostos como uma alternativa para contornar as limitacGes dos
sistemas autotroficos (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Assim neste item, € definido o
volume Gtil de um biorreator heterotréfico, passivel de tratar o efluente gerado pela
indUstria fornecedora da &gua residuaria utilizada neste trabalho por Aphanothece
microscopica Né&geli, bem como discutir as diferentes possibilidades de integrar a

biomassa gerada no conceito de biorrefinaria.
5.8.1 Extrapolacao dos dados obtidos em batelada para operagéo continua

Os biorreatores heterotréficos microalgais tem sido propostos como um
alternativa para contornar as limitagdes dos sistemas autotroficos (PEREZ-GARCIA et
al., 2011), sdo de facil escalonamento, eliminam a necessidade de utilizacdo da luz

oferecendo a possibilidade de aumentar significativamente a densidade celular em
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culturas continuas (CHEN, 1996). Os reatores em batelada sdo geralmente operados em
condic@es isotérmicas a volumes constantes o que gera a praticidade de interpretagcdo dos
resultados. Assim € indicado para processos em pequena escala e usados sempre que
possivel para obter dados de cinética (LEVENSPIEL, 2011; FOGLER, 2012; SCHMAL,
2013). Dentre os dados cinéticos, a taxa de crescimento especifico é uma medida de quéo
rapidamente a populagéo microbiana esta crescendo. Este parametro determina a cinética
de manutencdo do estado estacionario em reatores bioldgicos, operando com um volume
constante.

A transposicdo tedrica de reatores em batelada para continuos é uma etapa
fundamental para o projeto de reatores (PRAT et al., 2006). Este procedimento esta
baseado no conhecimento da cinética do bioprocesso (MULLER-FUERGA et al., 2003).
Assim, neste item é avaliada a extrapolacdo dos dados obtidos em reator descontinuo para
operacdo continua, visando estabelecer os parametros de projeto para o escalonamento do
processo de remocdo de nutrientes do efluente de laticinios e geracdo de compostos
celulares sob escopo de uma biorrefinaria.

Valores elevados de velocidade especifica de crescimento indicam altas taxas de
crescimento (LACERDA et al., 2006). Nas condicbes otimizadas, maximas
concentracdes de fésforo e temperatura de 20°C, o valor de velocidade especifica de
crescimento de 3,95 d™ foi registrado (Tabela 4). Este valor foi superior ao obtido por
outros autores para espécies de Scenedesmus e Chlorella , cultivadas em efluentes e
meios sintéticos (TAM; WONG, 1996; MARTINEZ et al., 2000). Este valor (3,9 d) é
substancialmente superior ao obtido para esta cianobactéria em analise, quando cultivada
no efluente da industria da pesca (HORNE et al., 2010) e do efluente da parboilizacdo do
arroz (JACOB-LOPES et al.,, 2008). Tomando como base a velocidade especifica de
crescimento e a vazdo de efluente gerado pela empresa fornecedora da &gua residuaria
utilizada neste trabalho, a partir da Equacdo 6 podemos calcular o volume Gtil de um
reator heterotréfico continuo para tratar o efluente e produzir compostos celulares,
visando a implementacdo de uma biorrefinaria microalgal. Na Tabela 18 é possivel

verificar a discriminacdo e detalhamento do reator definido.
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Tabela 18.Discriminacdo e detalhamento do biorreator heterotrofico

Parametros Descricéao
Vazdo (m°.d™) 950
Velocidade especifica de crescimento (d™) 3,9
Volume de trabalho do reator (m?) 240,5

Os dados da Tabela 18 nos indicam, que a transposicdo da operacdo em batelada
para operagéo continua indicou a necessidade de um biorreator microalgal de 240,5 m® de

volume util de trabalho.

5.8.2Possibilidades de integracdo da biomassa de Aphanothece microscopica Néageli

gerada no efluente de laticinio, no conceito de biorrefinaria

Muitos trabalhos tém sido focados no sentido do uso de produtos microalgais em
uma diversidade de aplicagdes sucessivas (CHEN et al., 2011; VANTHOOR-
KOOPMANS, 2013). Neste sentido, considerando que a associacdo do tratamento de
efluentes agroindustriais com a producdo de insumos de valor comercial tem sido
considerada como iniciativa efetiva sob o ponto de vista do desenvolvimento sustentavel
industrial (QUEIROZ et al., 2013), a utilizacdo do biorreator heterotrofico proposto para
o tratamento do efluente de laticinio por Aphanothece microscopica Nageli aponta a
possibilidade do estabelecimento de uma biorrefinaria integrada ao processamento de
laticinios. A Figura 1 expressa uma proposta de biorrefinaria algal, a partir da biomassa
gerada no efluente de laticinio pela cianobactéria em analise. Analisando-se o diagrama,
observa-se que pode ser gerado por Aphanothece microscopica Nageli, quando
desenvolvida em condigdes heterotréficas no efluente de laticinio, proteinas,
carboidratos, lipidios e minerais (Tabela 14).

De acordo com Pignolet et al., (2013), os principais produtos microalgais que tem
sido descrito se referem ao biodiesel, aos destinados a dieta humana e animal,
suplementos alimenticios, aplicacdes farmacéuticas, nutraceuticos, e cosméticos.

Destacam-se entre os produtos celulares de microalgas, os pigmentos, 0s quais séo
empregados como corantes naturais em industrias farmacéuticas e de alimentos, além de
estarem vinculados a propriedades nutraceuticas em atividades funcionais de promocéo a
salde, como acdo anti-inflamatoria, auxiliar de cicatrizacdo e controle de cristais de
oxalato de calcio (FERRUZI; BLAKESLEE, 2007). Streit (2014), avaliou a producéo de
clorofila a e ficobiliproteinas por Aphanothece microscopica Négeli sob o escopo de uma
biorrefinaria para as condig0es experimentais estudadas neste trabalho, obtendo

importantes resultados.
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Figura 13. Proposta de uma plataforma de biorrefinaria microalgal, a partir da
cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli desenvolvida no efluente de laticinio.
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Por outro lado, uma outra questdo a ser considerada, é que as microalgas vem
sendo apontadas como alternativa sustentavel para demanda de combustiveis (LEVINE et
al., 2010; QUEIROZ et al., 2013; MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014). O
perfil de &cidos graxos é adequado para a sintese de biodiesel (GOUVEIA; OLIVEIRA;
2009; CHEN et al., 2011). O perfil lipidico da cianobactéria Aphanothece microscopica
Ndgeli desenvolvida em condicfes heterotrofica no efluente da inddstria de laticinio,
verificando que sua composicdo em &cidos graxos quando este micro-organismo é
cultivado a 20°C, atende as caracteristicas requeridas para producdo de biodiesel. Embora
as condicbes ambientais possam ser manipuladas visando a otimizacdo de um
determinado constituinte, a composicdo bioquimica é quali e quantitamente dependente
da espécie (PIGNOLET et al., 2013). Isso faz desta cianobactéria um micro-organismo
em potencial para a producdo de biodiesel. Com base no potencial biodiesel microalgal,
Queiroz et al., (2013), reportam que diferentes possibilidades de biorrefino podem ser
consideradas , quando se pensa na producio de biodiesel. E importante considerar que a
producéo de biodiesel a partir de microalgas, uma vez que na producdo de biodiesel por
microalgas € utilizado utiliza apenas parte da biomassa e, portanto grande quantidade de

biomassa residual é gerada no processo e ¢ uma fonte viavel de suplementagdo protéica
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em formulacGes de racdo, extracdo de quimicos, producdo de bioetanol, energia térmica e
fertilizantes.

Nos ultimos anos tem crescido um grande interesse na producéo de etanol a partir
dos carboidratos, presentes microalgas (HARUN et al., 2009; BRENNAN; OWEND,
2010, SINGH; GU; 2010). Nas condigcOes experimentais os carboidratos sao registrados
em segundo lugar quanto aos teores de compostos celulares na biomassa gerada (Tabela
14). Por outro lado, Silva-Manetti, 2012, avaliou o perfil de carboidratos intra e
extracelular produzido pelo micro-organismo em anélise, quando cultivado no efluente de
laticinio na auséncia de luz, verificando que biomassa obtida representa importante fonte
de producéo de carboidratos.

No que se refere producdo de fertilizantes os teores de cinzas obtidos (Tabela 14)
e em especial o fosforo, embora tecnologicamente o gerenciamento do fosforo das dguas
industriarias ndo esteja completamente estabelecido, o reuso do fésforo com o intuito da
valoragdo dos residuos agroindustriais ¢ a fronteira do conhecimento dos sistemas
emergentes de tratamento. Isso faz com que o fosforo torne-se um recurso renovavel
passivel de exploracdo tecnoldgica. Entre as diferentes aplicacfes deste elemento inclui o
uso como insumo na producdo de aditivos, racdo animal e fertilizantes (MARONEZE et
al., 2014). Por outro lado, além da elevada remocdo de fosforo, deve-se considerar a
possibilidade que fornece o crescimento heterotréfico de remocédo simultanea de matéria
organica e nitrogénio em uma Unica etapa (QUEIROZ et al., 2013), bem como do
potencial de aproveitamento da biomassa gerada na forma de compostos intermediarios e
/ou produtos finais e valores agregados (SPOLAORE et al., 2006). Neste sentido,
considerando que as cianobactérias podem acumular fésforo (GROBBELAAR, 2004,
POWELL et al., 2009; MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014), o contetdo de
fosforo da biomassa de Aphanothece microscopica Négeli, cultivada no efluente de
laticinio, é contemplada no conceito de biorrefinaria. Queiroz et al., (2014) reportam uma
producdo de fosforo total 4,8 g.100g™ de fésforo total na biomassa de Aphanothece
microscopica Né&geli, quando cultivada nas condi¢cdes experimentais consideradas neste
trabalho. A partir desta informacédo, a Tabela 19 apresenta uma estimativa da producéo
ndo so de compostos celulares, mas também de fosforo, tomando como base a vazédo de
efluente de 950 m®.d™* da empresa em analise, em um periodo operacional de 336
dias.ano™, bem como a maxima producdo de biomassa obtida (0,492 g), conforme

expresso na Tabela 3. Oberva-se que é possivel obter uma producdo anual de fosforo de
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7,51 ton, a qual poderia ser utilizada, quer como fertilizante, ou na alimentacdo humana

ou animal.

Tabela 19.Estimativa de producdo de fosforo por Aphanothece microscopica Négeli a
partir da geracdo anual de efluentes pela Companhia Sul Rio Grandense de laticinios,
Pelotas RS.

Parametros Estimativas
Volume de efluente.dia™(L) 950.000
Periodo operacional (dia.ano™) 336
Volume anual de efluente (L) 319.200.000
Produc&o de biomassa (g.L™) 0,492
Producéo de biomassa anual (ton) 157,0
Producao de fosforo total (g.100g™) 4,78
Producdo de fésforo total anual (ton) 7,51

Um dos problemas operacionais que tem sido discutido no que se refere ao
tratamento de efluentes por microalgas, bem como na implementacdo de biorrefinarias
microalgais, é a separacdo da biomassa gerada (BASHAN et al., 2002; GRIMA et al.,
2003; MOHAN; RAO; PRASSAD, 2005; SILVA-MANETTI et al., 2009; SILVA-
MANETTI et al., 2011; SILVA-MANETTI, 2012).

De acordo com Grima et al., (2003) o custo da separacdo da biomassa da fase
liqguida do reator influencia fortemente no custo dos produtos finais originados da
biomassa, podendo representar 60 % do custo total de biodiesel e de outros produtos
quimicos extraidos.

As microalgas cianobactérias apresentam um pequeno didmetro e muitas espécies
possuem a densidade especifica ligeiramente maior que a agua o que dificulta sua
separacdo (PAPASI et al., 2010). No entanto, a existéncia de uma carga superficial
negativa, resulta em alta afinidade com ions de metais pesados, o que torna estes micro-
organismos especialmente efetivos na remocdo destes componentes (BASHAN et al.,
2002; GRIMA et al., 2003; MOHAN; RAO; PRASSARD; 2005). Silva-Manetti (2012)
estudou o processo da separacdo da Aphanothece microscopica Nageli desenvolvida no
efluente de laticinio demonstrando a eficiéncia da utilizacdo de Tanfloc na concentracao
de 300 mg.L™ e pH 7. Por outro lado neste mesmo trabalho ficou demonstrado que a 4gua
residuaria resultante da separacdo da biomassa apresentou caracteristicas passiveis de
reuso no proprio setor industrial. Estas constatagbes demonstram a viabilidade da

associacdo do tratamento de efluente e a implementacdo de uma refinaria microalgal a
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partir do crescimento da Aphanothece microscopica Néageli na dgua residuaria oriunda do

processamento de laticinio.

6 CONCLUSAO

A composicdo do efluente de laticinio caracterizou-se por apresentar baixas
concentragfes em matéria organica, nitrogénio e fésforo, quando comparada ao perfil de
composicao geralmente descrita para esta dgua residuaria. No entanto, com concentracfes
passiveis de suportar o crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli e
consequente producdo de compostos celulares de interesse comercial;

A concentracdo inicial de fésforo reativo dissolvido (PRD) exerce influencia no
crescimento celular e na eficiéncia de remocao de nutrientes;

Os maximos de biomassa quando se utiliza as menores concentracdes de PRD séo
registradas em 12 horas de cultivo, independente da temperatura. Para as maximas
concentracdes, 0os maiores registros de biomassa ocorrem em 16 h, com concentragdes
significativamente superiores (p<0,05), quando o micro-organismo é cultivado a 30°C;

O cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli em meio
heterotréfico na temperatura de 20°C e concentragdo de indculo de 200 mg.L™ é uma
alternativa eficaz para remocéo de nutrientes do efluente da industria de laticinios;

Os resultados apontam que a remocéo de fosforo pela Aphanothece é dependente
tanto da sua concentracdo no meio, quanto da temperatura empregada no cultivo;

As maiores remocOes de nutrientes foram registradas para as maiores
concentragOes de PRD e maiores temperaturas;

Nas condicdes experimentais as maiores remog¢des sdo registradas nas razées N:P
(7,8-10,3) e C/N ( 3,1-23);

A andlise dos dados cinéticos de crescimento celular e consumo de substrato
evidenciaram o efeito da temperatura da reacao bioldgica, na conversdo dos poluentes em
biomassa, sendo registrados maiores valores para os cultivos realizados a 20°C;

Em funcdo das elevadas eficiéncias de remocgdes este processo pode ser
considerado uma alternativa aos convencionais sistemas de despoluicdo usados em
industrias processadoras de leite;

As formas fosforadas no efluente de laticinio se caracterizaram por uma
predominancia na fracdo dissolvida sob a particulada e por apresentar como maior fragdo
a de fosforo organico;

Nas condigdes experimentais foi constatado um acumulo de fosforo notadamente

quando o cultivo ocorre em condicdes autotroficas;
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O acumulo de fosforo, é a principal rota de remocéo deste elemento do efluente;

A cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli quando cultivada em sistemas
heterotrofico apresentou 3,8 vezes mais fésforo que o requerido para o crescimento. 1sso
representa importante concentracdo de fosforo que podera ser utilizada tanto para
alimentacdo humana ou animal como na forma de fertilizantes;

A remocdo biologica de fosforo por Aphanothece microscopica Né&geli, pode
resultar em substanciais aportes financeiros requeridos para as estacfes de tratamentos de
efluentes para a contencéo de fésforo;

No que se refere a producdo de compostos celulares por Aphanothece
microscopica Né&geli cultivada na auséncia de luz , a 20°C no efluente da inddstria de
laticinio, em ordem de concentracdo dos compostos celulares estudados foi registrado
maior concentracdo em proteinas, seguido de carboidratos;

As concentragOes dos compostos celulares avaliados séo influenciados pela fase
de crescimento, sendo registradas diferengas significativas (p<0,05) entre as
concentracdes obtidas nas biomassas extraidas na fase logaritmica e no final do periodo
experimental;

O acumulo de lipideos nas condi¢des experimentais ocorre na fase logaritmica de
crescimento;

Os resultados demonstraram que € possivel aumentar o teor de lipideos da
biomassa de Aphanothece microscopica Nageli mediante reducdo da temperatura, apos o
maximo de crescimento celular a 20°C;

O maior rendimento na producdo de lipidios por reducdo da temperatura foi
registrado a 5°C em 30 h (25,4 %);

Nao foram indicadas diferengas significativas (p<0,05) em funcdo da temperatura
entre as concentracOes de lipidios obtidas para as biomassas em 40 h;

O perfil de &cidos graxos do micro-organismo em analise cultivado a 20°C
apresentou como &cidos graxos majoritarios em ordem de concentracdo: palmitico,
oleico, y-linolénico, palmitoléico e estearico, independente da fase de crescimento e
condicdo de cultivo (autotrofo ou heterétrofo);

Com base no perfil de &cidos graxos obtido, esta cianobactéria pode caracterizar-
se por conter em sua composicéo lipidica, acidos graxos C18 com nenhuma, uma, duas
ou trés duplas ligacbes, bem como &cidos graxos C16 com nenhuma ou uma dupla

ligacéo;
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O perfil lipidico da Aphanothece microscopica Né&geli cultivada em condi¢des
autotroficas indica alta relacdo de acidos graxos saturados/poli-insaturados (1,1). Em
condicdes heterotroficas, caracterizou-se por apresentar uma relacdo/poli-insaturados
levemente superior (0,5) ao recomendado pela FAO (0,45);

O efeito da redugdo de temperatura resultou no aumento da concentracdo de
acidos graxos saturados as espensas dos insaturados;

A transposicdo da operacdo em batelada para continua requer um biorreator
heterotréfico com volume (til de trabalho de 240,51 m®, permitindo tratar 950 m* diarios
de efluente, gerando 11,8 kg.d™ de biomassa;

A associagdo do tratamento de efluente da industria de laticinio e produgdo de
compostos celulares em biorreatores heterotroficos por Aphanothece microscopica
Né&geli, demonstrou ser uma tecnologia em potencial, de aplicacdo, visando a
estabilizacdo simultdnea de matéria organica, nitrogénio total e fésforo total, gerando
simultaneamente insumos que podem suportar a implementacdo de uma biorrefinaria

microalgal.
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