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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL



RESUMO GERAL

Nesta tese foi demonstrado o potencial de produgdo de carboidratos por Aphanothece
microscopica Nigeli cultivada no efluente oriundo de uma industria de laticinios. Para
tanto, o trabalho € composto de quatro artigos que objetivaram avaliar a producdo de
carboidratos em funcdo da temperatura, inéculo e razdes C/N e N/P do elfluente, bem
como a possibilidade de redso da dgua residudria. Foram utilizadas temperaturas de (10,
20 e 30°C) e indculo (100, 200 e 300 mg.L™"). A melhor condigdo indicada foi quando
utilizou-se a temperatura de 30°C e 200 mg.L"' de inéculo. Na sequéncia, considerando
a temperatura e a concentracdo celular selecionada, foi estudada a influéncia das razdes
C/N e N/P na producao de carboidratos. Para tal, C/N (20, 40 e 60) e N/P (5, 10 e 15) na
producdo de carboidratos extracelulares foram avaliadas em cultivos a 30°C, tendo
como in6culo 200 mg.L'l. Os melhores resultados obtidos, foram quando foi utilizado
C/N 60 e N/P 10. Uma vez definidas as melhores condi¢des de producdo de
carboidratos, foi estudado o processo de separacdo de biomassa do meio de cultivo, a
partir dos coagulantes FeCls, Al,(SO4); e tanino. O efeito dos coagulantes na separagdo
da biomassa foram estudados, quanto ao pH (6,0, 7,0 e 8,0) e concentracdo de
coagulantes (50, 300 e 550 mg.L’l), utilizando como parametro de medida, a eficiéncia
de remoc¢do de DQO, turbidez e sélidos suspensos (SS). Os resultados demonstraram
que as concentracdes de coagulantes influenciaram significativamente ao nivel de
significancia de 5 %, na separa¢cdo da biomassa, com efici€ncia significativa na remog¢ao
da DQO, turbidez e SS. A melhor condi¢do avaliada foi a que utilizou tanino na
concentracdo de 300 mg.L'1 e pH 7,0, o que resultou em uma 4gua residudria com
remo¢ao média de 96 % da turbidez, com potencial de ser reutilizada. Por fim, foi
realizada a identificacdo de carboidratos gerados por Aphanothece microscopica Nageli.
Os resultados evidenciaram uma biomassa com até 33,5 % de carboidratos totais,
perfazendo uma fracdo de carboidratos extracelulares, na fase estaciondria de
crescimento celular, de aproximadamente 25 % e 8 % os carboidratos da parede celular.
Ficou demonstrado ainda que a composi¢c@o dos carboidratos extracelulares do micro-
organismo em estudo é constituido por mono e dissacarideos perfazendo concentracdes
na ordem de 12,88 % de glicose, 3,54 % de rafinose, 3,43 % sacarose, 2,13 % de frutose
e 2,45 % de ribose. Ficou demonstrado o potencial de producdo de carboidratos por
Aphanothece microscopica Niégeli quando cultivada no efluente da industria de
laticinios.

Palavras-chave: Agua residudria; Aphanothece; Biomassa; Carboidratos extracelulares;
Condic¢des de cultivo; Cultivos heterotroficos.



ABSTRACT

In this thesis, the production potential of carbohydrates by Aphanothece microscopica
Négeli cultured in the effluent coming from a dairy industry is demonstrated. Thus this
work consists of four articles that focused on evaluating the production of carbohydrates
as a function of temperature, inoculum concentration and C/N and N/P ratios, and the
possibility of reuse of wastewater. Temperatures used were (10°C, 20°C and 30°C) and
inoculum concentration of (100, 200 and 300 mg.L'l). The best condition indicated is
when a temperature of 30°C and 200 mg.L' inoculum was used. In sequence,
considering the temperature and cell concentration selected, the influence of C/N and
N/P ratios in the production of carbohydrates was studied. For this purpose C/N (20, 40
and 60) and N/P (5, 10 and 15) in the production of extracellular carbohydrates were
evaluated in cultures at 30°C, with the inoculum 200 mg.L’l. The best results were
obtained when C/N 60 and N/P 10 were used. Once the best conditions for production
of carbohydrates was defined, the process of separation of biomass from the medium,
from the coagulants FeCl;, Aly(SOs); and tanino was studied. The effect of
anticoagulants on the separation of the biomass was studied, for pH and coagulants
concentration, using as a measurement parameter the efficiency of COD removal,
turbidity and suspended solids (SS). The results showed that the coagulant
concentration significantly influences, at a significance level of 5 %, the separation of
biomass, with significant efficiency in the removal of COD, turbidity and SS. The best
condition evaluated used tannin 300 mg.L"' pH 7.0, resulting in a wastewater with an
average of 96 % removal of turbidity, with the potential to be reused. Finally, the
identification of carbohydrates generated by Aphanothece microscopica Nigeli was
performed. The results showed a biomass with up to 33.5 % carbohydrates, comprising
a carbohydrate fraction of the extracellular mucilaginous capsule in stationary phase of
cell growth of approximately 25 %, 8 % in the cell wall and total carbohydrates of 33.5
%. It was further demonstrated that the carbohydrate composition of the extracellular
micro-organism under study consists of mono-and disaccharides in the range of
concentrations amounting to 12.88 % glucose, 3.54 % raffinose, 3.43 % sucrose, 2.13 %
fructose and 2.45 % ribose. The production potential of carbohydrates by Aphanothece
microscopica Nageli was demonstrated when cultured in the effluent from the dairy
industry.

Keywords: Aphanothece; Biomass; Extracellular carboidrates; Culture conditions;
Heterotrophic cultures; Wastewater.



1INTRODUCAO

A produgdo desordenada de aguas residudrias, vinculada ao aumento da
populacdo de forma progressiva, tem despertado o desenvolvimento de pesquisas em
busca de tecnologias alternativas para purificacdo de efluentes hidricos. Tecnologias
estas que visem aproveitar ndo somente a dgua residudria, bem como os nutrientes nela
existentes por incorporagdo a uma biomassa com o potencial de ser utilizada como
alimento ou de outras aplicacdes comerciais (VOLTOLINA et al., 1998; BURJA et al.,
2001; BASHAN et al., 2002; QUEIROZ et al., 2004; MOHAN, RAO & PRASAD,
2005; QUEIROZ & HORNES et al., 2005; QUEIROZ et al., 2006a,b; QUEIROZ et al.,
2007a,b).

No Brasil, os setores de industrias de carne e laticinios sdo responsdveis por uma
boa parte da economia do pais, sendo assim, responsaveis por grande consumo de dgua
para o processamento de seus produtos e limpeza de seus equipamentos. Em 2005,
foram produzidos cerca de 24 bilhdes de litros de leite gerando aproximadamente
84x10° L de efluentes, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA, 2007). A medida que a 4gua é utilizada nos processos
industriais, vai incorporando vdrias substancias, fazendo com que suas caracteristicas
sejam alteradas de modo a torna-la um efluente. Estes efluentes sdo caracterizados por
alto conteido de matéria organica, constituida por compostos facilmente
biodegraddveis, como carboidratos, proteinas e lipidios (GUERRERO et al., 1999;
BARAERDINO et al.,, 2000; MIERZWA, 2004; MARKOU & GEORGAKAKIS,
2011).

O emprego de cianobactérias como tratamento de efluentes associado ao retso
de dgua € uma alternativa vidvel frente aos tratamentos convencionais. Com a vantagem
da geracdo de uma biomassa, da qual podem ser extraidos importantes compostos de
interesse comercial, como proteinas, dcidos graxos, pigmentos e carboidratos
(QUEIROZ et al., 2007a;b). Independente da biomassa gerada, pesquisas tém sido
desenvolvida no sentido de aproveitamento de produtos celulares produzidos por estes
micro-organismos, como carboidratos (HU et al., 2003).

O uso de biopolimeros produzidos por cianobactérias e/ou microalgas representa
uma alternativa interessante e podem ser usados em industrias de alimentos, téxteis,

tintas, cosméticos, papel e farmacéutica, como estabilizadores, espessantes ou



emulsificantes (DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998; MORENO et al.,, 1998;
MORENO et al., 2000; OTERO & VINCENZINI, 2003). Nos ultimos anos, mais
atencdo tem sido dada a producdo de carboidratos por cianobactérias para utilizagao
industrial. Todavia, existe ainda uma grande deficiéncia no que diz respeito ao
conhecimento acerca desses compostos produzidos por cianobactérias, os estudos ainda
sdo escassos e deixam lacunas a serem preenchidas. Desse modo, faz-se necessario
estudos que enfatizem os fatores que estimulam a producdo destes carboidratos, no
sentido de se obter meios e condicdes de cultivo otimizadas para a producdo destes
compostos.

Neste intuito, o estudo e a aplicacdo de sistemas biolégicos no tratamento de
efluentes, seguido de reutiliza¢do de dguas residudrias, gera¢ao de biomassa e produgao
de carboidratos torna-se interessante como solu¢do para a escassez de dgua, alimentos e
geracdo de insumos.

Em face disto, o trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de produgdo de
carboidratos por Aphanothece microscopica Nageli desenvolvida no efluente de

laticinio, bem como avaliar a possibilidade de retso desta dgua residudria.
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2 EFLUENTE DE LATICINIOS

O setor de laticinios constitui uma parcela importante da inddstria alimenticia, e
sua contribui¢cdo material em termos de poluicdo de dguas receptoras é significativa,
portanto, torna-se necessario e obrigatdrio o tratamento prévio de seus despejos liquidos
antes do lancamento para disposic¢ao final em curso d’4dgua. As técnicas de tratamento
para este efluente geralmente estdo associadas aos processos tradicionais que combinam
tratamento fisico (ou fisico-quimico) com tratamento bioldgico. Entretanto, a moderada
eficiéncia destes para remog¢ao de compostos eutrofizantes, bem como as desvantagens
especificas de cada tratamento biolégico, levam a busca de sistemas que atendam as
necessidades crescentes referentes a qualidade do efluente tratado (SARKAR et al.,
2006; VOURCH et al., 2008)

A aplicagdo de técnicas para o tratamento de efluentes tem sido valorizada no
sentido de recuperacdo de compostos descartados nos corpos receptores para um
possivel redso desses compostos, ocorrendo cada vez mais um maior ndmero de
pesquisas com vistas nesse objetivo (SARKAR et al., 2006; VOURCH et al., 2008;
SILVA-MANETTTI et al., 2011).

Nas industrias de laticinios, operacdes como a lavagem de silos, tubulacdes,
tanques, pasteurizadores e equipamentos, demandam grandes quantidades de agua,
descarregando consequentemente grandes volumes de efluentes, podendo resultar para
cada litro de leite processado a geracio de até onze litros de efluente (BRIAO, 2000;
MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011).

Esses efluentes sdo constituidos por leite e seus subprodutos, detergentes,
desinfetantes, areia, lubrificantes, acgucar, pedagos de frutas (em caso da producgdo de
iogurte), esséncias e condimentos diversos (no caso da producdo de queijos e manteiga)
que sao diluidos nas dguas de lavagem de equipamentos, tubulacdes, pisos e demais
instalacdes da inddstria (MACHADO et al., 2002). Considerando a natureza das dguas
residudrias originadas nas industrias de laticinios, os efluentes liquidos gerados nos
setores de produgdo sao considerados os principais responsaveis pela polui¢do causada
pela industria de laticinios. A qualidade dos efluentes de laticinios varia em fungdo dos
produtos industrializados, capacidade de producdo, layout industrial, técnicas de

higienizacdo das instalacdes e qualidade do leite utilizado, resultando, um efluente rico



em amonia, sais minerais, fosforo e altos niveis de s6lidos suspensos, tais como lactose,
gordura e proteina (MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011).

A variedade de produtos dessas industrias € grande, abrangendo desde o
processamento do leite ou queijo até uma complexa flexibilidade de multiprodutos, tais
como: requeijdo, cremes, sorvetes, iogurtes, leite em po, leite condensado, entre outros.
Neste contexto, € de salientar o soro de leite, proveniente da fabricagdo de queijo, o qual
apresenta elevado poder poluente devido a presencga de proteinas, gordura, lactose e sais
minerais, resultando em uma demanda biolégica de oxigénio de 30.000 a 50.000 mg.L™!
por litro de soro (SARKAR et al., 2005; FRAPPART et al., 2006; FARIZOGLU &
UZUNER, 2011; MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011) de 60.000 a 100.000 mg.L" de
demanda quimica de oxigénio (MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011). Estes
constituintes podem ser eficientemente reciclados a partir de cianobactérias, uma vez
que, o tratamento de dguas residudrias ¢ normalmente um procedimento que apresenta
custos envolvendo a remediagao e a disposicdo da biomassa gerada. Novos processos de
remocdo de nutrientes € matéria organica vém sendo estudados de modo a combinar
estratégias de despoluicdo e obtencdo de produtos biotecnoldgicos com maior valor
agregado (QUEIROZ et al., 2001; SILVA, et al., 2009; GUERRA-VIEIRA et al., 2011;
QUEIROZ et al., 2011).

O tratamento de efluentes mediante o uso de microalgas em geral e
cianobactérias é um processo que apresenta varias vantagens dentre elas: tratar efluentes
e gerar produtos celulares de interesse sendo uma alternativa vidvel que esta sendo
explorada (TAM & WRONG, 2000; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006a;b
QUEIROZ et al., 2007, 2007a,b,c; ZEPKA et al., 2010; SILVA-MANETTI et al.,
2011).

A funcdo de um processo de tratamento bioldgico é remover a matéria organica
do efluente industrial, através do metabolismo de oxidagdo e de sintese de células. Este
tipo de tratamento € normalmente usado em virtude da grande quantidade de matéria
organica facilmente biodegraddvel, presente em sua composi¢ao (JANCZUKOWICZ et
al., 2007; BANU et al., 2008; VOURCH et al., 2008; KUSHWAHA et al., 2010). Assim
na maioria dos casos, efluente lacteos sdo tratados por métodos bioldgicos
convencionais como lagoas de estabilizacdo, reatores anaerdbios e sistemas de lodos
ativados, nos quais o principal intuito € a remocdo de matéria organica sem a
valorizagdo da biomassa gerada (XU et al., 2006; ARVANITOYANNIS &
KASSAVETI, 2008; BANU et al., 2008). Dentro destes processos bioldgicos, a



utilizacdo de microalgas/cianobactérias tem sido proposta para remover nutrientes
inorganicos de 4guas residudrias por incorporacdo a biomassa. Em alguns casos, é
possivel converter a biomassa cultivada em subproduto util (LODI et al., 2003; LIANG,
et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010; XIN et al., 2010; GRADY & MORGAN, 2011).

Blier et al. (1996) cultivando Phormidiun bohneri em efluente de laticinio
tratado por digestdo anaerdbica, obtiveram taxa de crescimento de 0,62 L.d™", resultando
em concentracio de biomassa de 329 mg.L". Quanto as eficiéncias de remogio de
nutrientes registraram completa remo¢ao de amodnia e 69 % de foésforo em 4 dias de
cultivo com uma taxa de remoc¢@o de amonia de 5,9 mg N—NH3.L’1.d'1 e de 2,9 mg de P-
PO4'3.L'1.d'1 respectivamente. Estes mesmos autores (BLIER et al., 1996), trabalharam
com dilui¢des do efluente, contendo 30, 40 e 50 mg N—NH3.L'1, verificando que a maior
taxa de crescimento e concentracdo de biomassa foi registrada quando utilizaram 30 mg
N—NH3.L’1. Foi registrado apds 16 dias de cultivo, uma taxa de crescimento de 0,58 L.d°
! ¢ uma concentracio de biomassa de 565 mg .L™".

Wang et al. (2005) afirmam que 4guas residudrias e efluentes secundarios
constituem fontes de nitrogénio de baixo custo para o cultivo de microalgas, uma vez
que contém grandes quantidades de diferentes formas deste nutriente. O tratamento
convencional de 4guas residudrias de laticinios envolve processos aerdbios, uma vez
que as gorduras, lactose e as proteinas sdo facilmente degradadas por populacdes
bacterianas (LINCOLN et al., 1996; ARVANITOYANNIS & KASSAVETI, 2008;
KUSHWAHA et al., 2010). Lincoln et al. (1996) utilizaram o efluente de laticinios
como meio de cultivo para a cianobactéria Arthrospira platensis. Reportaram
capacidade de remocdo em sete dias de nitrogénio amoniacal de 100 mg.L'para Img.L"!
e remogao de fésforo total de 41 % (22,9 mg.L'1 para 13,5 mg.L"). Em alguns casos, ¢
possivel aproveitar a biomassa cultivada em subproduto util (LODI et al., 2003; XIN et
al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Para Aslan e Kapdan (2006) as vantagens de
se utilizar microalgas/cianobactérias na remocao de fosforo e nitrogénio incluem o
baixo custo de operacdo e a possibilidade de aproveitamento dos nutrientes assimilados
na biomassa das algas, evitando o problema de tratamento do lodo e descarga dos

efluentes em corpos d agua.
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3 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo procariontes amplamente distribuidos nos oceanos, dguas
continentais e ambientes terrestres (DE PHILIPPIS & VICENZINI, 1998). Sao
constituidos de células tipicas de bactérias Gram — negativas, no entanto capazes de
executarem a fotossintese (STAINER & COHEN-BAZIRE, 1978; BERTOCHI, 1990;
MARKOU& GEORGAKAKIS, 2011). De acordo com Stainer & Bazire (1978), estas
peculiaridades (estrutura Gram—negativa e capacidade fotossintética, causa controvérsia
entre microbiologistas e botanicos, o que faz com que em muitos trabalhos estes micro —
organismos sejam chamados de cianobactérias e em outros algas azuis. A literatura
expressa o termo microalga englobando uma série de micro-organismos de natureza
distinta, incluindo tanto organismos eucaridticos (algas verdes, vermelhas, diatomaceas
e dinoflagelados) quanto procariéticos, as cianobactérias (MADIGAN et al., 2004;
TOMASELLI, 2004). Apesar da ocorréncia estimada de mais de 50.000 espécies de
microalgas no mundo, apenas cerca de 30.000 ja foram reconhecidas e analisadas
(RICHMOND, 2004). As cianobactérias sao importantes componentes do fitoplancton
tanto em 4guas doces quanto marinhas, podendo ocasionalmente formar floragdes em
corpos d agua eutrofizados. Além disso, estdo presentes na maioria dos solos e em
associacdes simbidticas com diatomdaceas, samambaias, liquens e esponjas. Apresentam
clorofila @ como pigmento principal, além de B-caroteno e pigmentos acessorios
conhecidos como ficobilinas, que podem ser azuis ou vermelhos. Os pigmentos
acessoOrios encontram-se em estruturas conhecidas como ficobilissomas, as quais se
localizam na superficie externa dos tilacéides. Os tilacdides se encontram livres no
citoplasma e ndo sdo organizados em pilhas. A parede celular é composta por
peptidoglicano e a reproducdo estritamente assexuada, ocorre por divisdo celular
simples. (FOGG, 1977; SCHMETTERER, 1994; RAVEN et al., 1992; BARSANTI;
GUALTIERI, 2006; JACOB-LOPES et al., 2008a,b; MAGER & THOMAS, 2011).

Associada a capacidade fotossintética, algumas linhagens de cianobactérias
possuem a faculdade de fixar nitrogénio atmosférico, conferindo a estes organismos as
necessidades nutricionais mais simples de todos os seres conhecidos (OGBONNA &
TANAKA, 2000; OLGUIN et al., 2001; OLAIZOLA, 2003; RANGEL-YAGUI et al.,
2004; THAJUDDIN & SUBRAMANIAN, 2005; DAVID et al., 2007; SCHENK et al.,
2008). Segundo Burja et al. (2001), recentemente foram publicados dados que mostram

em torno de 150 géneros e mais de 4.000 espécies de cianobactérias de dgua doce e
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salgada. Elas tém sido identificadas como um dos grupos mais promissores de micro-
organismos dos quais se tem isolado recentemente produtos naturais bioquimicamente
ativos. Apresentam inimeras vantagens como fonte alternativa de proteina
(GUERRERO et al., 1999; BERARDINO et al., 2000; MORIS et al., 2001;
JANCZUKOWICZ et al., 2007; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HARUN
et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011; ABDEL-RAOUF et al., 2012). Sao capazes
de utilizar tanto carbono inorganico como organico e apresentam tempo de geracdo
curto. Sdo produzidas de forma continua, ocupam areas pequenas de cultivo, podem ser
passiveis de manipulacdo genética visando a obtencdo da composi¢do nutricional
desejada e geracdo de produtos celulares comerciais sendo sujeitas as variagcoes
ambientais (DE PHILIPPIS & VICENZINE, 1991; DE PHILIPPIS & VICENZINE,
1998; ANUPAMA E RAVINDRA, 2000; PULZ & GROSS, 2004; DERNER et al.,
2006; SPOLAORE et al., 2006; HARUN et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

As cianobactérias sdo particularmente atrativas como fonte de substancias
quimicas de alto valor comercial, tais como 4cidos graxos poli-insaturados, moléculas
bioativas, ficobiliproteinas e polissacarideos (MORENO et al., 1998; OLVERA-
RAMIRES al., 2000; MORENO et al., 2003; TORRE et al., 2003; RANGEL-VAGUI et
al., 2004; TANG et al., 2007; MISHARA et al., 2009; ZEPKA et al., 2010; PEREZ-
GARCIA et al., 2011;). As cianobactérias assim como outros micro-organismos
respondem a modificacdes do ambiente em que vivem com adaptacdes fisiolégicas
geneticamente programadas. Ultimamente tem surgido interesse em relagdo as
propriedades farmacoldgicas de substincias presentes na biomassa, como o 4cido Y-
linolénico e polissacarideos (MORI et al., 2003; DOUMIT & PINOTTI et al., 2004;
KAWALI et al., 2006; ZEPKA et al., 2010; HARUN et al., 2010; PEREZ-GARCIA et
al., 2011; ABDEL-RAOUEF et al., 2012). Esses micro-organismos sdo destacados ainda
em outras dreas, como produgdo de racdo animal, biofertilizantes, produtos quimicos
simples e complexos, assim como no tratamento de efluentes domésticos e industriais
(BECKER & BADDILEY, 1994; WEISSMAN et al., 1998; KREITLOW et al., 1999
MARTINEZ et al., 2000; BABU et al., 2001; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al.,
2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2007; SILVA-MANETTI et al, 2009;
MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011; PITTMAN et al., 2011; DEVI et al., 2012
GUERRA-VIEIRA et al., 2012).
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As cianobactérias t€ém se mostrado agentes potencialmente uteis no tratamento
de dguas residudrias, uma vez que possuem a habilidade de remover matéria organica e
nutrientes dos efluentes incorporando-os a biomassa (BASTOS et al., 2004, QUEIROZ
et al., 2007; DE-BASHAN & BASHAN, 2010; ABDEL-RAOUEF et al., 2012). O uso de
cianobactéria no biotratamento de dguas residudrias é uma alternativa técnico-cientifica
potencial em relagdo aos sistemas convencionais de tratamento secundério e tercidrio de
efluentes. Esses processos sdo baseados nas rotas metabdlicas respiratdrias, que
algumas espécies de cianobactérias apresentam, no qual fontes exdgenas de carbono
orgdnico e nutrientes inorganicos sao bioconvertidos em produtos do metabolismo
heterotréfico, particularmente em uma biomassa com elevados teores de proteinas,
carboidratos, lipideos e pigmentos (ZEPKA et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011a;
ABDEL-RAOUF et al., 2012).

O projeto, construgdo e operacdo de sistemas de tratamento de efluentes
utilizando cianobactérias sdo influenciados por diversos fatores, como a necessidade de
sistemas de agitacdo para manter a eficiéncia do tratamento e a dificuldade de separar a
biomassa do efluente tratado de forma eficiente e econdmica em ordem de completar o
processo. A mistura completa do meio contendo os micro-organismos garante condi¢cdes
homogéneas de modo a evitar sedimentacdo das células e aumentar a eficiéncia da
utilizacdo de luz na cultura, além de prevenir a estratificacdo térmica e a ocorréncia de
gradientes de pH e nutrientes, supersaturacdo de oxigénio e o esgotamento do diéxido
de carbono na superficie do reator e condi¢des anaerdbias na parte inferior (CRAGGS et
al., 1997, MARTINEZ et al., 2000). Estudos iniciados na década de 60, referem-se a
utilizacdo de microalgas como agentes importantes na mitigacio de problemas
ambientais. Neste contexto existem trabalhos relativos ao sequestro de carbono por
cianobactérias (JACOB-LOPES et al., 2008a,b) e ao tratamento de dguas residudrias.

Em virtude das caracteristicas dessa biomassa, processos baseados em
cianobactérias tem sido considerados nos ultimos anos potenciais tecnologias para
converter residuos industriais em insumos passiveis de serem utilizados, seja na
fertilizacdo dos solos, na forma de proteinas unicelulares ou na obtengdao de
biocombustiveis (JACOB-LOPES, et al., 2010). Em termos de biorreatores, as
principais configuracdes empregadas em sistemas de cultivo heterotréfico incluem os
tanques agitados mecanicamente, air-lifts e os reatores de coluna de bolhas (PEREZ-

GARCIA et al., 2011a).
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Um dos maiores problemas na utilizacdo de microalgas para a remocdo de
nutrientes € a sua recuperacdo do efluente tratado. As cianobactérias possuem um
diametro pequeno (< 20 wm). Esta caracteristica, junto com o fato que a maioria das
espécies possui a densidade especifica ligeiramente maior do que a dgua, torna a sua
separacdo dificil e onerosa (LALIBERTE et al.,, 1997; TAM & WONG, 2000;
MORENO-GARRIDO, 2008; CASTAING et al., 2010; CHISTENSON & SIMS,
2011). Além disso, muitas t€ém uma carga elétrica fortemente negativa na superficie, o
que as mantém dispersas. Uma maneira de resolver isto é o uso de coagulantes/
floculantes, podendo ser separados por sedimentacdo ou floculacdo, ou entdo a
utilizacdo de tecnologia de imobilizacdo, na qual os micro-organismos sio fixados em
uma matriz, o que impede o arraste da biomassa nos bioreatores e facilita a separac¢ao
(CRAGGS et al., 1997, BASHAN et al., 2002; TAM & WONG, 2000; KUSHWAHA et
al., 2010; KIM et al., 2011; CHISTENSON E SIMS, 2011; PEREZ-GARCIA et al.,

2011a; ABDEL-RAOUF et al., 2012).
4 Aphanothece microscopica Nigeli

Aphanothece microscopica Nigeli € uma cianobactéria caracterizada por
apresentar células cilindricas, formar colonias macroscépicas amorfas, com mucilagem
abundante, firme e rigida. A coloragdo € verde azulada escura, células adultas elipticas
cilindricas, conteido celular finamente granulado, medindo 9,0 — 9,5 um x 4,2 wum,
cerca de 2,1 vezes mais comprida que larga, dividindo-se por fissdo bindria
(HALPERIN et al., 1974). E taxonomicamente classificada na divisio Cyanophyta,
classe Cyanophyceae, ordem Chroococales, familia Synechococacese e subfamilia
Aphanothecoidease = (ANAGNOSITIDIS & KOMARE, 1988; BARSANTIL
GUALTIERI, 2006 ).

Aratjo & Garcia (2005) reportam que floragcdes de Aphanothece indicam
poluicdo organica, estando a biomassa desenvolvida relacionada com a disponibilidade
de nutrientes desenvolvendo-se em concentracdes de nitrogénio amoniacal, nitrogénio
total e fosfato em niveis superiores as referidas como normais para estudrios nao
poluidos.

A cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli ocorre em altas
concentracdes no estudrio da Lagoa dos Patos, com floracdes constantes durante todo o

ano. A Universidade Federal do Rio Grande, mais especificamente, no Laboratério de
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Biotecnologia vém desenvolvendo inimeras pesquisas no que se refere ao tratamento de
efluentes agroindustriais associado a producdo de proteina unicelular, reiso de agua e
obtencdo de produtos celulares com importantes resultados (QUEIROZ et al., 2001;
QUEIROZ et al., 2002; HORNES & QUEIROZ, 2004; QUEIROZ et al., 2004; SILVA
et al. 2005; QUEIROZ et al., 2005; QUEIROZ et al., 2006a;b; QUEIROZ et al., 2007;
BASTOS et al., 2010; JACOB-LOPES et al., 2010; SILVA et al., 2009; QUEIROZ et
al., 2011; SILVA-MANETTI et al., 2011; GUERRA-VIEIRA et al., 2012).

Uma série de trabalhos tém demostrado a eficiéncia de remocao de nutrientes
por esta cianobactéria em diferentes condi¢Oes de cultivo. Neste sentido foi avaliado o
potencial de remog¢do de nitrogénio e matéria organica do efluente da parboilizacdo do
arroz, maximos de remocdo em 24 h de cultivo a 3000 lux de luminosidade e 30°C
(QUEIROZ et al., 2004).

Experimentos em condi¢Oes fotossintéticas, utilizando como meio de cultivo
outros efluentes, como o do processamento de milho, péssego e figo foram
desenvolvidos por Silva et al., 2005. Neste trabalho foram registradas eficiéncias de
remocgao de 42,1 % de DQO e 58,5 % de NTK, 53,7 % para DQO e de 73,2 % de NTK,
para o efluente de pé€ssego e figo, respectivamente. Por outro lado segundo Queiroz et al.
(2002) esta cianobactéria € capaz de desenvolver-se no escuro a partir da matéria
organica presente neste efluente. Estes autores avaliaram a remocdo de nutrientes do
efluente da parboilizacdo do arroz por estes micro-organismos na auséncia de luz,
registrando remocdes de 97,67 % de matéria organica e 90,37 % de nitrogénio em tempo
de detencao celular de 15 h, in6culo de 300 mg.L'1 e temperatura de 25°C. Mais
recentemente, Aphanothece foi cultivada em fotobiorreatores visando o sequestro de
carbono (JACOB-LOPES et al., 2008a,b; JACOB-LOPES et al., 2010; LACERDA et al.,
2011) e avaliada quanto ao contetido de lipidios e perfil de 4cidos graxos da biomassa
visando a producao de biodiesel (FRANCISCO et al., 2010).

A avaliacdo da eficiéncia de remocdo de nutrientes por esta cianobactéria em
condicdes heterotrdficas tem sido enfatizada também quanto a remog¢ao de fésforo, com
importantes resultados (QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al.,
2010; GUERRA-VIEIRA et al., 2012).

Guerra-Vieira et al. (2012), demonstraram a habilidade da Aphanothece
microscopica Nigeli, cultivada heterotroficamente em assimilar, nao s6 formas simples

de fésforo, como também fracdes complexas como fésforo hidrolisdvel em meio dcido e
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fosforo organico, com taxas de remocdo similares ou superiores ao registrado para
fosforo reativo.

Condi¢des de cultivo como a influéncia da razdo C/N, temperatura e tempo de
deten¢do celular, na remog¢ao de nitrogénio, matéria organica e producdo de proteina
unicelular por Aphanothece desenvolvida no efluente da parboilizacdo do arroz foram
avaliadas por Queiroz et al. (2007). Os resultados indicaram, que a temperatura e razao
C/N influenciaram significativamente, com destaque para a razdo C/N, no que se refere a
remo¢ao de DQO e diferenca significativa quanto a producao de proteina unicelular.

A cinética de crescimento deste micro-organismo tem sido estudada em
diferentes trabalhos, mais recentemente nos reportados por Hornes et al. (2010); Queiroz
et al. (2011) e por Bastos et al. (2011). No primeiro artigo supracitado, foi estudada a
influéncia dos compostos nitrogenados na concentraciao de proteina em fungdo da curva
de crescimento em meio BG-11 no efluente da inddstria da pesca. Os resultados
demonstraram que o NTK presente na biomassa independente do meio de cultura , reduz
da fase logaritmica para a fase estaciondria. No segundo, a producdo de lipideos, bem
como a cinética de crescimento em funcdo da temperatura foram avaliadas. Os dados
cinéticos foram estudados segundo os modelos de Gompertz, Logistico, Baranyi e
Gompertz modificado. O modelo logistico foi considerado mais adequado para descrever
o crescimento heterotréfico, utilizando como meio de cultivo o efluente da industria da
pesca. Foram registradas produtividades de lipideos na ordem de 0,04g.dia™’, 0,05 g.d” e
0,03 g.dia’l, a 10°C, 20°C e 30°C respectivamente (QUEIROZ et al., 2011). No trabalho
de Bastos et al. (2011), o crescimento heterotrofico desta cianobactéria em meio
contendo glicose, lactose e sacarose foi estudado demonstrando que o comportamento é
dependente da fonte de carbono utilizada, sugerindo diferentes mecanismos de
incorporagdo e consumo destes carboidratos. Em trabalhos anteriores (HORNES &
QUEIROZ, 2005; QUEIROZ et al., 2006; QUEIROZ et al. 2007; ZEPKA et al. 2008),
tém sido enfaticamente registrado o rdpido crescimento deste micro-organismo em
efluentes agroindustriais demostrando a capacidade de remover heterotroficamente os
nutrientes das dguas residudrias, caracterizando sua curva de crescimento pela auséncia
da fase lag.

Nessa linha de pesquisa de cultivo heterotréfico de Aphanothece microscopica
Négeli uma série de trabalhos tem sido disponibilizados ao meio cientifico com
informacdes inerentes a qualidade nutricional da biomassa gerada, em efluentes

industriais (QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al, 2004; JACOB-LOPES et al., 2006;
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JACOB-LOPEZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; BASTOS et al., 2009). O potencial de
producgdo de proteina unicelular por este micro-organismo € expresso em uma gama de
trabalhos (QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ et al., 2003; JACOB-LOPES et al., 2006;
JACOB-LOPES et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al., 2010; ZEPKA, et al.,
2010; QUEIROZ et al., 2011). Maiores concentracdes tém sido registradas quando se
utiliza o efluente da parboilizacdo do arroz (QUEIROZ et al., 2002; JACOB-LOPES et
al., 2006; JACOB-LOPES et al., 2007; ZEPKA et al., 2008) se comparado ao efluente da
industria da pesca (HORNES et al., 2010).

Um dos fatores condicionantes a utilizacdo de biomassa microbiana na dieta
alimentar se refere a sua desidratacdo, com forma vidvel de aplicacdo, quer em
formulacdes destinadas a alimentacdo humana ou animal (ESQUIVEL et al., 1992;
RICHMOND et al., 1994; SARADA et al., 2001; MORIST et al., 2001; MOLINA-
GRIMA et al., 2002). De acordo com Jacob —Lopes et al. (2007), a secagem em camada
delgada e leito de jorro da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli, demonstrou
serem técnicas adequadas de preservacdo desta biomassa, gerada a partir da
bioconversdo dos nutrientes presentes na dgua residudria do processo de parboilizacdo do
arroz, viabilizando a sua utilizacdo como fonte de nutrientes € componentes quimicos,
resultando em matérias primas com caracteristicas bioquimicas e funcionais preservadas.
Zepka et al. (2008) estudaram o efeito de diferentes condicdes de secagem na biomassa
da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli cultivada no efluente da
parboilizacao do arroz. Os autores verificaram que o teor proteico apresentou minimo e
méximo de 41,33% e 49,29%, respectivamente, € que o valor maximo foi obtido
utilizando a temperatura de 60 °C.

Foi constatado que mesmo na melhor condicdo operacional, o teor proteico na
biomassa da cianobactéria cultivada no efluente do arroz € inferior quando o mesmo
micro-organismo cresce no efluente do pescado, considerando as mesmas condicdes
experimentais (HORNES et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011). Este fato demonstra o
efeito da composicao do meio de cultivo no perfil bioquimico, uma vez que o efluente
oriundo do processamento de pescado se caracteriza por conter uma alta concentragao
em compostos nitrogenados organicos.

Sob o ponto de vista de utiliza¢do desta cianobactéria na dieta alimentar, salienta-
se ainda trabalhos, que enfatizam temas como a caracterizagdo de odor, efeito da

secagem na cor da biomassa, efeito hipocolesterolémico, avaliacdo bioldgica, perfil
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aminoacidico, perfil de dcidos graxos e propriedades funcionais (QUEIROZ et al., 2001;
JACOB - LOPES e tal., 2006; ZEPKA et al., 2010).

Queiroz et al. (2001), avaliaram o efeito hipocolesterolémico em ratas submetidas
a uma dieta teste em que proteinas, minerais e fibras eram expressos segundo a
composicdo destes constituintes em Aphanothece. Os autores verificaram que os animais
alimentados com esta dieta por um periodo de 8 meses, apresentaram baixo indice de
colesterol, quando comparados a um grupo controle. Paralelamente, a digestibilidade,
NPU e efeitos anatomo histolégicos, foram avaliados, corroborando o potencial de
utilizacdo desta biomassa como complemento alimentar.

A bioconversdao dos residuos do efluente da parboilizacdo do arroz, foi
demonstrada nos trabalhos de Jacob-Lopes et al. (2006) e Zepka et al. (2008). O perfil
aminoacidico descrito, demonstrou teores superiores ao recomendado pela FAO (1985),
com excecdo dos aminodcidos lisina e dos sulfurados (metionina e cistina), enquanto que
para as propriedades funcionais foram obtidos maximos de 48,6 % e 316 mL.g"' para a
solubilidade proteica e capacidade emulsificante respectivamente (JACOB-LOPES et al.,
2006). O perfil bioquimico indicou predominéncia de acidos graxos poli-insaturados
especialmente o dcido gama linolénico (ZEPKA et al., 2008). Nesta linha de trabalho, a
aplicag@o deste micro-organismo associada ao tratamento de efluentes agroindustriais € a
producdo de componentes bioquimicos de interesse industrial, como proteinas, acidos
graxos, carboidratos e pigmentos, uma série de outros trabalhos, tem demonstrado o
valor nutricional deste micro-organismo em funcdo de seu alto conteido proteico
associado ao balancgo favordvel em aminodcidos, bem como a predominancia de dcidos
graxos insaturados em seu perfil lipidico, sugerindo a utilizagdo desta biomassa na
complementacdo alimentar (QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ
et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006; ZEPKA et al., 2010).

Um problema gerado junto ao duplo propdsito de tratar efluentes mediante a
aplicagc@o do potencial removedor de nutrientes e obteng¢do de constituintes da biomassa
de interesse industrial € a questdo separacdo desta biomassa da dgua residudria. Neste
sentido, Silva-Manetti et al. (2011), estudou a separacdo da biomassa do efluente da
indastria da pesca, quando este foi tratado por Aphanothece microscopica Nigeli,
mediante o uso dos coagulantes cloreto ferrico e sulfato de aluminio a diferentes pH do
efluente e concentragdes de coagulantes. Neste trabalho, foi constatado que a melhor
condicdo registrada ocorreu quando foi utilizado o cloreto de ferro na concentracdo de

300 mg.L'l, a pH 7. Paralelamente, foi avaliada a possibilidade de reiso da dgua
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residudria resultante, ficando demonstrada a aplicabilidade da associacdo do tratamento
de efluente da industria da pesca por Aphanothece microscopica Nigeli e utilizacdao de
coagulantes para o retiso da dgua tratada. Assim neste cendrio, estudos promissores com
Aphanothece microscopica Nigeli t€ém sido realizados, ndo somente no que se refere ao
tratamento de dguas residudrias, mas também em relacdo ao aproveitamento dos

biocompostos de sua biomassa.
5 CULTIVO HETEROTROFICO

A heterotrofia, pode ser definida como a utilizacdo de compostos organicos
como fonte de carbono e energia. A aplicagdo do metabolismo heterotréfico de
microalgas tem sido utilizado visando o aumento de sua produtividade em biomassa
(CHOJNACKA; MARQUEZ- ROCHA, 2004; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

O termo mixotrofia, pode ser interpretado, como uma variante da heterotrofia,
onde o CO; e o carbono orgénico sdo simultaneamente assimilados, operando ambos os
metabolismos, o fotossintético e o respiratério (PEREZ-GARCIA et al., 20011a). De
acordo com Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), a mixotrofia é definida, como um
processo metabdlico, em que embora a fotossintese seja a principal fonte de energia,
tanto carbono organico como CO; sdo necessdrios. Neste processo, 0S compostos
organicos sdo utilizados como fonte de carbono e o CO, como doador de elétrons.

As cianobactérias embora apresentem a fotossintese como modelo metabdlico
preferencial, sdo capazes de usufruir do metabolismo heterotréfico no escuro,
consumindo moléculas orgénicas soldveis tais como acucares, dcidos organicos e
acetato (DUMAS et al., 1998; QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; JACOB-
LOPES et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; ZEPKA et al., 2010;
PEREZ-GARCIA et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al.,2011a). Estes micro-organismos
possuem a capacidade de crescer em meios contendo concentragdes varidveis de
nutrientes organicos e inorganicos, na presenca ou auséncia de luz e diferentes
condi¢Oes de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, luminosidade entre outras condi¢des
de cultivo (BLIER et al., 1996; GONZALES et al., 1997; TAM & WONG, 2000; LEE
& KIM, 2001; BASHAN et al., 2002; BASTOS et al., 2004 ; TRAVIESO et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2007 ; JACOB-LOPES et al., 2007; HORNES et al., 2010; BASTOS
etal., 2011).
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A literatura reporta que cultivos em grande escala de microalgas com base em
seu metabolismo autotréfico, se traduzem em alto custo, o que torna o aproveitamento
de microalgas uma operagdo limitada, muitas vezes restrita a producdo de pequenos
volumes e como consequéncia resultando em alto preco dos produtos gerados. O cultivo
heterotréfico pode contribuir para resolver estas questdes, por exemplo, mediante a
associacdo do tratamento de efluentes e geracdo de produtos de interesse comercial
(QUEIROQOZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; PEREZ-GARCIA et al., 2011; DEVI et
al., 2012).

As operacdes que envolvem crescimento celular e biossintese de produtos, sdo
influenciadas pelos nutrientes presentes no meio, bem como por fatores ambientais.
Neste sentido, o cultivo heterotréfico de microalgas associado ao tratamento de
efluentes oferece multiplos beneficios tanto no que se refere ao setor energético como
ambiental (JACOB-LOPES et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; HORNES et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2011; DEVI et al., 2012). Assim, modelos heterotréficos de cultivos
microalgais, oferecem uma série de vantagens incluindo, melhor controle do processo,
velocidade de crescimento e separacdo da biomassa (LIANG et al., 2009; LIANG et al.,
2010; DEVI et al., 2012). No entanto, esta prética ¢ imprdpria para muitos micro-
organismos, muitas espécies sao obrigatoriamente autétrofas (LIANG et al., 2009). Por
outro lado, hd muitas espécies que crescem em total auséncia de luz, tendo como fonte
de carbono matéria organica (ANDERLEAN & ZARNEA, 1998; QUEIROZ et al.,
2004; CHEN, 2006; ZEPKA et al., 2007; BASTOS et al., 2009; ZEPKA et al., 2010;
SILVA-MANETTT et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Segundo Perez-Garcia et al. (2011a), a utilizacdo de sistemas heterotréficos para
o cultivo de microalgas elimina as duas principais deficiéncias dos fotobiorreatores,
uma vez que permite o uso de praticamente qualquer fermentador convencional como
biorreator e reduz os custos de producdo da biomassa, por ser independente da
luminosidade e passivel de utilizacdo de dguas residudrias com carga organica. Além
disso, € possivel obter heterotroficamente, elevadas concentra¢des celulares, o que torna
mais vidvel o processo de producdo de biomassa em grande escala. Com relacdo ao
cultivo mixotréfico, além dessas vantagens, hd o beneficio de permitir a producdo de
metabdlitos fotossintéticos (CHEN, 1996).

Ao mesmo tempo em que diversas fontes de carbono tém sido propostas para o
cultivo heterotréfico de microalgas, uma avaliagdo pratica mostra que somente poucos

substratos sdo passiveis de uso pelos micro-organismos (PEREZ-GARCIA et al,
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2011a). As fontes de carbono frequentemente utilizadas para os cultivos heterotréficos e
mixotréficos de microalgas sdo glicose, acetato e glicerol, além da utilizacao direta de
dguas residudrias (HEREDIA-ARROYO et al.,, 2010; HEREDIA-ARROYO et al.,
2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011a; PEREZ-GARCIA et al., 2011b).

A glicose € a fonte de carbono mais comumente utilizada, tanto para microalgas
como outras espécies de micro-organismos. Em geral, quando se utilizam outros
substratos, as microalgas requerem um periodo de adaptacao, representado pela extensa
fase lag, necessdria para a sintese das enzimas e dos sistemas de transporte especificos
para a assimilacdo e consumo das moléculas. Uma vez que a glicose € considerada o
substrato preferido pelas microalgas, o consumo das outras fontes de carbono pode ser
reduzido na sua presenga, considerando que as enzimas que catalisam o consumo de
substratos alternativos sdo dificilmente sintetizadas nessas condi¢des (RATLEDGE et
al., 2001; NARANG & PILLYUGIN, 2005, citados por PEREZ-GARCIA et al.,
2011a).

A literatura € ampla no que se refere a trabalhos que desenvolvem o cultivo
heterotréfico utilizando como fonte de carbono dguas residudrias, com importantes
resultados no que se refere a remoc@o de matéria organica, nitrogénio e fésforo (TAM
& WONG 2000; MARTINEZ et al., 2000; VOLTOLINA et al., 2005; QUEIROZ et
al.,2004; TRAVIESO et al., 2006; CHEN, 2006; QUEIROZ et al.,2007; ZEPKA et al.,
2007; BASTOS et al., 2009; SILVA-MANETTI et al., 2011; VIEIRA-GUERRA et al.,
2012). Assim, o tratamento simultineo de carbono, nitrogénio e foésforo, por
incorporagdo a uma biomassa, bem como o aproveitamento de compostos celulares
destes micro-organismos gerados sdo importantes alternativas em relacdo aos processos
convencionais. As cianobactérias destacam-se entre estes micro-organismos, devido a
sua simplicidade de exigéncias nutricionais e consequente versatilidade metabdlica em

especial o metabolismo heterotréfico.
6 CARBOIDRATOS DE CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, pela sua prépria natureza fotossintética, sdo sintetizadores
naturais de carboidratos, apresentando na sua constituicdo unidades de monossacarideos
como a xilose, manose, glicose, galactose e rabinose. Sua parede célular, caracteriza-se
pela presenca de polissacarideos, formados por longas cadeias polimerizadas de

aclicares simples ou aminados, expressos por acetil-glicosamina e d4cido acetil
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muramico (RAVEN et al.,, 1976; BOROWITZKA et al.,1994). De acordo com
Bertocchi et al. (1960), polimeros tendo como unidade glicose € manose, sdo descritos
como caracteristicos da parede celular de diferentes cianobactérias, tais como Nostoc e
Phormidium .

A composi¢do quimica da biomassa microalgal € altamente influenciada pela
disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo (LOURENCO et al., 1997; ROMANO
et al.,, 2000; BURJA et al., 2001; ZEPKA et al.,2008; MORENO-GARRIDO, 2008;
HORNES et al., 2010; LAI et al., 2011; DEVI et al., 2012). Muito tem sido enfatizado,
quanto a disponibilidade de nitrogénio, reportando que altas concentracdes de
nitrogénio favorecem a sintese e a acumulacdo de proteinas, enquanto que na presenca
de baixas concentragdes deste nutriente, os micro-organismos tendem a acumular
carboidrato (BOROWITZKA et al., 1994; LOURENCO et al., 1997; DE PHILIPPIS &
VINCENZINI, 1998; PEREZ-GARCIA et al., 2011a; LAI et al., 2011; DEVI et al.,
2012).

Em condicdes limitantes de nitrogénio em cultivos da cianobactéria Dunaliella,
Borowitzka et al. (1994), reportam que a composi¢do deste micro-organismo se reflete
em um incremento de carboidratos, proporcional ao aumento da fracdo lipidica,
atingindo concentracdes de 30% a 40 % deste constituinte. Neste sentido Lai et al.
(2011) reportam que a produgdo de carboidrato e o contetdo de carboidrato total na
biomassa pode variar nas diferentes concentragdes iniciais de nutrientes no meio,
ressaltando, que com a limitacdo de nitrogénio e fosforo induz a um acimulo
carboidratos celular.

A constituicdo das cianobactéria em funcdo das diferentes condicdes de cultivo
tem sido descritas como portadoras de 40% a 60 % de proteinas, 7% de sais minerais,
1% a 40 % de lipidios, 10% a 40 % de carboidratos, além de vitaminas, pigmentos e
acidos nucleicos (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; MORIST et al., 2001; DANESI
et al., 2002; SPOLAORE et al., 2006; ZEPKA et al., 2008).

Zepka et al. (2008) avaliaram o perfil bioquimico da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nageli, desenvolvida no efluente da parboilizacdo do arroz e desidratada a
diferentes temperaturas. No que se refere a produgao de carboidratos, concentracdes de
13,40 % a 17,67 %, foram registradas, evidenciando o potencial de producdo de
carboidratos deste micro-organismo quando cultivado no efluente da parboilizacdo do

arroz.
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Carboidratos extracelulares sdo encontrados em cianobactérias formando
capsulas, as quais sdo estruturas compactas associadas com a superficie celular, ou
como massa mucilaginosa, amorfa, fracamente ligada a célula. Em muitos casos, podem
ser liberados para o meio. Estes compostos podem ser liberados por quase todas as
microalgas planctonicas ou ndo (DE PHILIPPI &VICENZINI, 1998; GERESH et al.,
2000; GIROLDO et al., 2003; PARIKH & MADAMWAR, 2006).

As cianobactérias tém sido reconhecidas como micro-organismos em potencial
para a producdo destes compostos (MORENO et al., 2000; PARIKH & MADAMWAR,
2006). Sao caracterizados como metabolitos secundarios, produzidos principalmente
durante a fase estacionaria (MORENO et al, 1998; DOUMIT & PINOTTI et al., 2004).

Estes compostos sdo produzidos em condi¢des desfavordveis, como estratégia
metabolica destes micro-organismos para crescimento e reproducdo (DE PHILIPPIS et
al., 1992; MORENO et al., 1998; NICOLAUS et al., 1999; ROMANO et al., 2000;
DOUMIT & PINOTTI et al., 2004). Manipulagdes de condi¢des ambientais, como
temperatura, concentracdo de nitrogénio ou irradiacdo tem sido utilizadas em
experimentos que avaliam a producdo de carboidratos extracelulares, bem como outros
compostos de interesse, produzidos por cianobactérias (DE PHILIPPIS & VICENZINE
et al., 1998; MORENO et al., 1998; NICOLAUS et al., 1999; MARKOU &
GEORGAKAKIS, 2011).

Estudos de fatores que estimulam a producdo de carboidratos extracelulares no
sentido de se obter meios e condi¢des de cultivo para producao destes biocompostos por
cianobactérias, ainda sdo escassos. A maioria dos trabalhos abordam a questdo da
deficiéncia de nitrogénio utilizada para estimular o acimulo destes compostos
(LOURENCO et al. 1997; DE PHILIPPIS & VICENZINE, 1998; NICOLAUS et al.
1999; MORENO et al., 2008).

Nicolaus et al. (1999), reportam a influéncia de alguns fatores, fisicos e
nutricionais sobre a producdo de carboidratos extracelulares, entre eles a influéncia do
nitrogénio. Os autores trabalhando com Phormidium em meio BG-11 com aeracdo e
iluminacao continua, verificaram maior producdo destes compostos em auséncia de luz.
Estes mesmo autores, observaram que para Spirulina sp redugdes ou auséncia de
nitrogénio, resultaram em acréscimos nas concentragdes de carboidrato, indicando que
condi¢cdes desfavordveis, induzidas por fatores nutricionais e fisicos, interferem

notadamente na producio destes compostos.
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Entre as diferentes fungdes que desempenham os carboidratos extracelulares nas
cianobactérias, de acordo com Prosperi (2004), estd a protecdo da nitrogenase, contra a
inativacdo promovida pelo oxigénio. Neste sentido, a produgao destes compostos pode
ser estimulada, ndo s6 pela reducdo nos teores de nitrogénio, como também, pela
reducdo da atividade da nitrogenase, conforme demonstra o trabalho de Moreno et al.
(2008).

Os carboidratos extracelulares sao fontes renovaveis de importante classe de
material polimérico de interesse biotecnoldgico, oferecendo uma variedade de
aplicagdo, por apresentar propriedades fisicos - quimicas reproduziveis, apresentando-se
como uma alternativa as fontes de polissacarideos oriundas de plantas e algas
(SELBMANN et al., 2002), com a vantagem de serem facilmente manipuldveis e
apresentarem baixo tempo de geracdo (PARICKH & MADAMWAR, 2006). Sao
industrialmente utilizados como agentes estabilizantes e gelificantes em produtos
alimenticios de interesse (MISHRA et al., 2011; DONOT et al., 2012). Ainda no que se
refere a despoluicdo ambiental, e crescente interesse quanto suas fungdes bioldgicas
como antitumorais, ante virus, antioxidante e probidticos (LIU et al., 2010; MISHRA et
al., 2011).

Os carboidratos extracelulares produzidos pelas cianobactérias sdo polimeros,
constituidos de cadeias de mono ou dissacarideos, formados por unidades unidas por
ligacOes glicosidicas, com diferentes nimeros de carbono (MAGER & THOMAS,
2011).

A produgdo, estrutura e quantidade produzida, podem variar de uma espécie para
outra, ou mesmo dentro de uma mesma espécie, dependendo das condi¢des ambientais
(MORENO et al., 1998; KAWALI et al., 2006; PARIKH & MADAMWAR, 2006).
Parikh & Madamwar (2006), trabalhando, com 4 diferentes espécies de cianobactérias,
observaram que todas as culturas apresentaram habilidade de produzir carboidratos
extracelulares, a base de ribose, xilose, glicose e manose, ficando constatado que a
xilose foi o constituinte que apresentou maiores diferengas quanto a concentragao.

De Philippis & Vincenzini (2006) relataram que, mais de 70 cepas haviam sido
estudadas com relacdo a producdo de carboidratos extracelulares sendo a maior parte
dos estudos referentes a determinacdo da composicdo em aguicares. Os agucares
encontrados em cianobactérias, no geral, sdo as hexoses, glucose, galactose e manose;
as pentoses, ribose, xilose e arabinose; as desoxihexoses, fucose e ramnose e 0s

acucares acidos, dcido glicurdnico e galacturdnico. O agicar mais frequentemente
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encontrado € a glicose, em mais de 90 % dos carboidratos extracelulares, seguido por
galactose, manose e ramnose (80% - 85 %). Glicose é também o mais abundante, mas
ha biocompostos que apresentam outros agticares com maior concentracdo, cCOmo
arabinose, galactose ou fucose.

A maior parte dos carboidratos extracelulares de cianobactérias apresentam
natureza anidnica, muitos contendo dois diferentes 4cidos urdnicos, o que € raro em
outros grupos microbianos. Frequentemente possuem um ou dois tipos de pentoses,
aclcares que normalmente estdo ausentes em outros polissacarideos de procariontes. A
maioria dos carboidratos extracelulares de cianobactérias sdo relativamente complexos,
sendo esses biocompostos formados de seis ou mais tipos de monossacarideos, uma
caracteristica que também ndo € apresentada por outros micro-organismos ou
macroalgas (LEE et al., 2000; HIRAHASHI et al., 2002; LEE et al., 2007).

Além de apresentarem propriedades fisico-quimicas que trazem vantagens para
sua utilizacdo industrial na forma convencional, como gelificantes, emulsificantes,
floculantes e hidratantes, a natureza aniOnica muitas vezes dos carboidratos
extracelulares de cianobactérias os faz interessantes para aplicagdes biomédicas, assim
como para aplicacdes no campo da biorremediacdo para a remog¢ao de metais toxicos de
dguas poluidas (LEE et al., 2000; HIRAHASHI et al., 2002; KAJI et al., 2002;
DOUMIT & PINOTTI, 2004; KAWAI et al., 2006; LEE et al., 2007).

7 REUSO DE AGUAS RESIDUARIAS

A limitacao de reservas de dgua doce no planeta, o aumento da demanda de dgua
para atender principalmente o consumo humano, agricola e industrial, a prioridade de
utilizacdo dos recursos hidricos disponiveis para abastecimento publico e as restrigdes
que vém sendo impostas em relacdo ao langcamento de efluentes no meio ambiente,
torna necessdria a adogdo de estratégias que visem racionalizar a utilizagao dos recursos
hidricos e reduzir os impactos negativos relativos a geracdo de efluentes pelas industrias
de alimentos (UNESCO, 2009; WHO, 2009; BELTRAN-HEREDIA et al., 2010).

A Agéncia das Nagoes Unidas e Organizacdo Mundial da Saide tem alertado a
comunidade sobre a ameaca da escassez de 4dgua ou a eliminagdo descontrolada de
poluentes. Se considerada como parametro que afeta a vida humana, a questio do redso

da 4gua € certamente um dos principais fatores que estdo envolvidos no

desenvolvimento humano, assim a meta é desenvolver um novo paradigma tecnolégico,
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visando o retso de dguas residuarias (UNESCO, 2009; WHO, 2009; BELTRAN-
HEREDIA et al., 2010).

A insercdo do conceito de “usudrio pagador” na captacdo de dgua e descarte de
efluentes (BRASIL, 1997) levou técnicos e administradores de atividades produtivas a
repensar o planejamento estratégico de alguns setores. As industrias de alimentos sdo
exemplos de atividades que sofrerdo consequéncias econdmicas com o conceito do
usudrio pagador, pois hd um grande consumo de dgua para o processamento de seus
produtos e limpeza de seus equipamentos. As industrias de laticinios encontram-se
nesse grupo de industrias, pois as diferentes linhas de processamento e higienizacdo de
equipamentos, geram grande volume de dgua (BRIAO & TAVARES, 2007; MAPA,
2007; VOUCH et al., 2008; CHEN & LIU, 2012). Segundo MAPA (2007), o consumo
de dgua de limpeza na industria de processamento de leite, representa mais de 80 % da
demanda de dgua do setor agroindustrial.

Para cumprir as normas de descarga, as industrias de laticinios adotaram um
protocolo de tratamento de efluentes que muitas vezes pode afetar a economia global da
planta, aumentando os custos dos sistemas de tratamento convencionais. Isso resulta na
necessidade de tecnologias, que ndo somente tratem o efluente, mas que os tornem
passiveis de serem reutilizados (FARIZOGLU & UZUNER, 2011).

O setor industrial brasileiro conta com uma série de empresas que visam o retso
de dgua (MARCO, 2006; SANTOS, 2006). Santos (2006) avaliando a questdo custo-
beneficio em relagdo ao retiso de dguas industriais, para lavagem de fébrica e
resfriamento de caldeiras de um frigorifico, indicou uma economia de até 60 % das
gastos com dgua. A implementacdo de circuitos fechados ou semifechados de dgua para
uso industrial tem sido estudada para se avaliar a melhor proposta para o reuso,
minimizando também os custos com o tratamento necessdrio para tal.

Diferentes alternativas sdo disponibilizadas para tratar efluentes para o reuso.
Neste universo, processo fisicos, quimicos e bioldgicos associados, tem sido bastante
estudados (MOLINA-GRIMA et al., 2003; SUTHANTHARARAIJAN et al., 2004;
SARKAR et al., 2005; AL-MALACK et al., 2007; VOURCH et al., 2008; SILVA et al.,
2009; SILVA-MANETTI et al., 2011; FARIZOGLU & UZUNER, 2011; LUO et al.,
2012).

A associacdo de microalgas a processos fisicos e quimicos com o intuito do

reiso da dgua residudria tratada € destacada em uma gama de trabalhos, com
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importantes resultados, destacando entre estes, principalmente a aplicacdo de processos
que envolvem a coagulacdo/floculacdo, na fase de separagdo da biomassa, seguido da
separacdo de compostos residuais do efluente submetido ao tratamento biolégico (KIM
et al., 2005; SARKAR et al., 2005; HAMDANI et al., 2005; CHEN et al., 2006; SILVA
et al., 2009; SILVA-MANETTI et al., 2011; BELTRAN-HEREDIA., 2010; LUO et al.,
2012).

De acordo com Molina-Grima et al. (2003), a coagulacdo/floculagdo € um
eficiente processo de pré tratamento de efluentes, bem como de separacdo da biomassa
gerada de efluentes tratados por microalgas. Tem como base a adicdo de compostos
quimicos inorganicos ou de polimeros de natureza organica no efluente a ser tratados,
ou apds tratamento, neste caso com o propdsito de separar a biomassa. Estes compostos
sao capazes de induzir a agregacdo de células microalgais e materiais em suspensao, os
quais se aderem a superficie coloidal, provocando a aglomeracdo das particulas (CHEN
et al., 2006).

Os coagulantes organicos tém sido utilizados como alternativa aos inorganicos
para producdo de dgua potdvel visando a melhoria dos processos de tratamento,
resultando a reduc@o do lodo gerado e auséncia de metais aumentando a perspectiva do
aproveitamento da biomassa e da dgua tratada (CHO et al., 2011; RIANO et al., 2012).

Uma série de trabalhos enfatizam, que a eficiéncia de coagulacdo aumenta, com
a carga idnica, tendo sido mais utilizados, os sais trivalentes, em especial o cloreto
férrico, bem como o sulfato de aluminio, quer como pré tratamento ou para separagao
da biomassa gerada (AL-MUTAIRI, 2004; KIM et al., 2005; HAMDANI et al., 2005;
AL-MALACK & ANDERSON, 2007; SILVA et al., 2009; KUSHWAHA et al., 2010;
SILVA-MANETTTI et al., 2011).

No que se refere ao uso de polimeros no tratamento de dguas residudrias
objetivando seu posterior redso, os taninos, designados como moléculas fendlicas
biodegraddveis, vem sendo notadamente indicados na literatura, em funcdo da sua
afinidade com proteinas, fons metdlicos e corantes dispersos nos efluentes industriais.
Afinidades estas atribuidas a seus grupos funcionais, como carboxilicos, dlcoois éteres e
anéis aromdticos (PARK & YOON, 2009; BELTRAN-HEREDIA, 2010; FARIZOGLU
& UZUNER, 2011; DOLPHEN et al., 2011; LUO et al., 2012).

Nesta linha de trabalho, merece destaque ainda os processos com membranas,
como microfiltracdo, nanofiltracio e osmose inversa, meios porosos que atuam como

filtros em nivel molecular, possibilitando o fracionamento dos compostos dispersos no
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efluente (PEPPIN & ELLIOT, 2001; MANCUSO & SANTOS, 2003; ZUO et al., 2008;
VOURCH et al., 2008; ARORA et al., 2011; FARIZOGLU & UZUNER, 2011).

Estes processos tém sido usados eficientemente como pds-tratamento visando o
reuso para diferentes atividades industriais, como resfriamento enxague e limpeza em
geral (BES-PIA et al., 2003; MANCUSO & SANTOS, 2003; BRUM et al., 2009) e com
notavel aplicacdo na industria de laticinios (VOURCH et al.,, 2008; VIDAL &
CAMPOS, 2009; BRUM et al., 2009; LUO et al., 2010; FARIZOGLU & UZUNER,
2011; CHO et al., 2011; LUO et al., 2012).

A microfiltracdo, processo de separagdo com membranas mais proximo da
filtracdo cléssica, utiliza membranas porosas com poros na faixa entre 0,1 um e 10 pm,
o que € indicado, na reten¢do de materiais em suspensdo e emulsdao (SCHNEIDER,
2001; SUTHANTHARARAIJAN et al., 2004; ARORA et al., 2011).

De acordo com uma série de autores, a principal limitacdo nestes processos, € a
colmatacdo das membranas, o que pode ser minimizado mediante coagulacdo prévia do
efluente. A coagulacdo modifica as caracteristicas da particula tais como o tamanho,
carga e forma, promovendo o aumento das taxas de permeabilidade e qualidade do
permedvel (ALLEGRE et al., 2005; KIM et al., 2005; VOURCH et al., 2008; VIDAL &
CAMPOS, 2009; PARK & YOON; 2009; RIERA-TORRES et al., 2010; KUSHWAHA
etal., 2010; CHO et al., 2011; RAYESSA et al., 2011).

Trabalhos como de Park & Yoon (2009) e Silva-Manetti et al. (2011) reportaram
o comportamento do ion férrico como coagulante no processo de coagulagdo combinado
com microfiltragdo visando o retso da dgua. Os resultados indicaram que a associagcdo
da coagulacdo antecedendo a filtracdo apresenta uma dgua residudria passivel de ser
reutilizada. Entre estes compostos coagulantes, ions célcio e polimeros organicos
também t€m sido estudados (ABDESSEMED & NEZZAL et al., 2005; HAMDANI et
al., 2005; BELTRAN & HEREDIA, 2010).

Abdessemed & Nezzal (2005) avaliaram a acdo conjunta do processo de
coagulacdo-adsorcdo e ultrafiltracdo no efluente proveniente do tratamento secundario
de uma planta de tratamento de efluente doméstico, utilizando cloreto de calcio como
agente coagulante e carvao ativado em p6 como adsorvente. Os resultados indicaram
um aumento significativo da performance da ultrafiltracao.

A literatura relata que a frac@o coloidal, a qual compreende faixa de tamanho de

particula proximo ao diametro dos poros das membranas de microfiltragcdo, € a principal
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responsavel na colmatacdo destes tipos de membranas, ocasionando, na maioria das
vezes, obstrucao interna dos poros. O processo de coagulacdo permite a transformacgdo
de grande parte do material coloidal e dissolvido em fracdo particulada a qual é mais
eficientemente removida nas membranas de microfiltracdo, de modo que os fendmenos
de colmatacdo sdo minimizados (VOURCH et al., 2008; VIDAL & CAMPOS, 2009;
KUSHWAHA et al., 2010; CHO et al., 2011; LUO et al., 2012; CHEN et al., 2012).

A escolha por uma determinada tecnologia de tratamento para fins de retdso deve
ser baseada nas caracteristicas inerentes ao tipo de efluente estudado, o que requer um
estudo de tratabilidade, avaliando suas particularidades e a real possibilidade de
aplicacdo dos equipamentos ou sistemas propostos (SANTOS et al., 2006; VOURCH et
al., 2008; KUSHWAHA et al., 2010; CHO et al., 2011; LUO et al., 2012; CHEN et al.,
2012).
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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da temperatura e indculo na produgdo de
carboidratos extracelulares em cultivos de Aphanothece microscopica Nigeli no
efluente de laticinios. Os cultivos foram conduzidos heterotroficamente em biorreatores
de coluna de bolhas, pH ajustado a 7,6, em sistema isotérmico, auséncia de luz e
aeracdo continua de 1 VVM. Realizou-se um planejamento experimental fatorial com
trés niveis (3%), com os fatores: temperatura de cultivo (10°C, 20°C, e 30°C) e in6culo
(100 mg.L'l; 200 mg.L'l; 300 mg.L'l). Considerou-se como resposta a producdo de
carboidratos extracelulares, bem como avaliacdo da cinética de crescimento celular. As
variaveis dependentes foram monitoradas a cada 4 h durante as fases de crescimento do
micro-organismo. Foi demonstrado o efeito da temperatura e da concentracdo do
in6culo na produgdo de carboidratos. Os melhores resultados, foram obtidos para os
cultivos nos quais foram, utilizadas concentragdes de indculo de 200 rng.L'1 e
temperatura de 20°C. Nestas condi¢des foram registradas velocidades especificas
maximas de crescimento de 0,36 h'l, resultando em produtividades em biomassa de
160,25 mg. L'h"'. Os resultados demonstraram que as maiores producdes de
carboidratos extracelulares foram registrados na fase estaciondria de crescimento celular
nas temperaturas superiores dos cultivos, com produtividades de 0,80 mg L. h™" (200
mg.L" 20°C), 1,07 mg L'".h™" (200 mg.L" 30°C) e 0,97 mg L"".h"" (300 mg.L" 30°C)
para os experimentos 5, 8 e 9, respectivamente. Em face aos resultados obtidos, ficou
demonstrado o potencial do efluente de laticinios para a producdo de biomassa
microalgal e carboidratos extracelulares. A manipulagdo da temperatura da reagdo e
inéculo inicial pode ser considerada uma estratégia vidvel para a producdo de
carboidratos extracelulares por Aphanothece microscopica Nageli.

Palavras-chave: Cianobactérias; Compostos extracelulares; Condi¢des de cultivo;
Cultivos heterotréficos.
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ABSTRACT

The work aimed to evaluate the effect of temperature and concentration of inoculum in
the production of extracellular carbohydrates in cultures of Aphanothece microscopica
Nigeli in dairy effluents. The cultures were conducted heterotrophically in bubble
column bioreactors with the pH adjusted to 7.6, in an isothermal system, in the absence
of light and continuous aeration of 1 VVM. A factorial experimental design with three
levels (32) was conducted with the factors: growth temperature (10°C, 20°C and 30°C)
and inoculum concentration (100 mg.L"', 200 mg.L", 300 mg L™). The production of
extracellular carbohydrates and evaluation of the kinetics of cell growth were
considered as response. The dependent variables were monitored every 4 hours during
the growth phase of the micro-organism. The effect of temperature and concentration of
the inoculum on the production of carbohydrates was demonstrated. The best results
were obtained from cultures in which inoculum concentrations of 200 mg L™ and 20°C
were used. Under these conditions, maximum specific growth velocities of 0.36 h™ were
recorded, resulting in a biomass yield of 160.25 mg L™".h"". The results showed that the
greatest production of extracellular carbohydrates were recorded in the stationary phase
of cell growth at temperatures greater than that of the cultures, with yields of 0.80 mg L
'h! (200 mg L™ 20 ° C), 1.07 mg L™".h" (200 mg.L™" 30° C) and 0.97 mg.L".h" (300
mg.L"' 30° C) for experiments 5, 8 and 9, respectively. In view of the results, the
potential of the dairy effluents in producing microalgal biomass and extracellular
carbohydrates was demonstrated. The Manipulation of the reaction temperature and
concentration of inoculum can be considered a viable strategy for the production of
extracellular carbohydrate by the Aphanothece microscopica Nageli.

Keywords: Cyanobacteria; Extracellular compounds; Culture conditions; Heterotrophic
culture.



48

1 INTRODUCAO

As informagdes relativas aos parametros abidticos sdo fundamentais para que
um sistema de cultivo de cianobactérias se torne efetivo. Para isso € necessario, o
controle de crescimento, reproducgdo, ciclo de vida, produc¢do de biomassa e composi¢ao
quimica. Estes fatores sdo regulados por complexa interacdo entre parametros
ambientais como, temperatura, inéculo e nutrientes biodisponiveis. Quando um dos
fatores se torna limitante, o efeito dos demais pode ser manifestado (SHU & LUNG,
2003; XU & YUN, 2004; LEE et al., 2007; MARKOU & GEORGAKAKIS, 2011;
DEVIL, 2012; PEREZ-GARCIA et al., 2011a).

O efeito da variacdo do inéculo e temperatura de cultivos tem sido muito
estudado, uma vez que estes fatores atuam diretamente em quase todas as fases do
metabolismo, particularmente nas reacdes de transformagdo de biocompostos, taxa de
crescimento, contetido de proteinas, cinzas, pigmentos e carboidratos (CHOPIN et al.,
1991; 1995; HAFTING, 1999; MISHRA & JHA, 2009; SATPUTE et al., 2010).

Muitas cianobactérias, em condi¢des adversas, sdo capazes de sintetizar um
envoltério mucilaginoso, ou formarem cdpsulas, que sdo estruturas compactas
associadas a superficie celular, bem como liberarem no meio, polissacarideos que
constituem estas estruturas, durante o crescimento celular. Estes compostos sdo
facilmente recuperados do meio e, em funcdo de suas propriedades fisico-quimicas
apresentam grandes perspectivas de aplicacdo industrial, quer na drea téxtil,
farmacéutica ou de alimentos, bem como agentes de despolui¢ao (DE PHILIPPIS et al.,
1998; MORENO et al. 1998; NICOLAUS et al., 1999; DOUMIT & PINOTTI et al.,
2004; KAWAI et al., 2006; PARIKH & MADANWAR, 2006; DONOT et al., 2012).

Nos ultimos anos, aplicacdes alternativas de carboidratos extracelulares
produzidos por cianobactérias tem sido salientadas, como a gestdo de dguas residudrias
e desintoxica¢do de meios contaminados com metais (LIU et al., 2010; MAGER &
THOMAS, 2011; DONOT et al., 2012). Estes biocompostos, devido a sua natureza
anidnica, apresentam grande capacidade de interagir fortemente com cations, tendo
importante desempenho no sequestro ou imobiliza¢do de ions metdlicos quer essenciais
ou perigosos para as cianobactérias (DE PHILIPIS et al., 1998).

Muitos sdo os trabalhos disponiveis, que discutem o tema producdo de
carboidratos extracelulares por cianobactérias tendo como cultivo dguas residudrias

oriundas dos mais diversificados processos industriais (DE PHILIPPIS et al., 1998; LEE
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et al., 2000; HIRASHI et al., 2002; LIU et al., 2010; MAGER & THOMAS, 2011;
DONOT et al., 2012). No entanto, no que se refere em especial a cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli a literatura disponivel ndo tem contemplado qualquer
informacao sobre o tema produg¢do de carboidratos extracelulares. Este micro-organismo
tem sido estudado sobre diferentes aspectos, cultivado em diferentes efluentes gerados
pela inddstria alimenticia, tais como frutas, parboilizacdo do arroz, pescado, laticinio
(QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al. 2005; SILVA et al., 2006; JACOB-LOPES,
2007; BASTOS et al., 2009; ZEPKA et al., 2010; SILVA-MANETTI et al., 2011;
VIEIRA-GUERRA et al., 2012).

Na linha de pesquisa que envolve a producdo de compostos celulares por esta
cianobactéria, importantes resultados t€ém sido obtidos, como produgdo de proteina
(QUEIROZ et al., 2004; BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006; QUEIROZ
et al., 2007; HORNES et al. 2008), aminoacidos (ZEPKA et al., 2010), dcidos graxos
(QUEIROZ et al. 2006; QUEIROZ et al., 2011; QUEIROZ et al., 2007a; b; c; ZEPKA
et al. 2007; ZEPKA et al. 2010), carboidratos (ZEPKA et al. 2007; HORNES et al.
2008); pigmentos (JACOB-LOPES et al. 2006; HORNES et al., 2010).

Em face disto, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da temperatura e
in6culo na cinética de crescimento Aphanothece microscopica Nigeli, bem como na

producdo de carboidratos extracelulares, quando cultivada no efluente de laticinios.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo
2.1.1 Preparo do inéculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92), cedidas pela
Unidade de Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande, isoladas do estuario
da cidade de Rio Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG-11
(Braun-Grunow medium) conforme indicado por Rippka et al. (1979). As culturas
foram mantidas a 2 klux com fotoperiodo de 12 h, 25°C e pH 7,6 (QUEIROZ et al.,
2004). O cultivo foi realizado em reator de vidro em camara otimizada quanto a luz e
temperatura. Foram utilizadas lampadas incandescentes e fluorescentes com intensidade
luminosa e temperatura controlada. A intensidade luminosa foi otimizada em fun¢do do

numero de lampadas que eram mantidas acesas.
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O meio BG-11 € composto por K,HPO,4. 3H,0 (0,04 g.L'l), MgS04.7H,0 (0,075
g L"), Na,CO;5 (2 gL', NaNOs (1,5 g.L'™"), EDTA (0,001 g.L™), H;BO; (2,86 g.L™),
MnCL.4H,0 (1,81 g.L'Y), ZnS0,.7H,0 (0,222 g.L'"), Na,M0oO4.2H,0 (0,39 gL™),
CuS0,4.5H,0 (0,079 gL™), CoCL.6H,O (0,040 gL), Ce¢HgO; (0,006 gL e
FeCgH507 (NH,)HCsHsO7 (0,006 g.L™") (RIPPKA et al., 1979).

A concentracdo celular na fase exponencial para tomada dos indculos foi
determinada gravimetricamente mediante filtracdo de volume conhecido de meio de
cultura BG-11 contendo as células do micro-organismo. A cultura foi filtrada em filtro
Millipore de poro 0,45 pm, previamente seco a 60°C por 24 h. Os filtros foram secos até

peso constante e a biomassa quantificada.
2.2 Efluente

A 4gua residudria do processamento de laticinios foi utilizada como meio de
cultivo. O efluente foi obtido em uma industria de processamento de produtos lacteos
(Pelotas, RS), coletado na saida do tanque de equalizag¢do da estacdo de tratamento de
efluentes por um periodo de 36 meses. As amostras foram transportadas em garrafas de
polietileno para o Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande
e congeladas a -18°C. O efluente foi caracterizado quanto ao pH, demanda quimica de
oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (N-NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH4"), P-
PO4'3: fosforo total dissolvido; solidos totais (ST), sélidos suspensos (SS), sélidos fixos
e solidos volateis (SV), alcalinidade, acidos volateis totais (AVT), célcio e dureza. As
andlises foram realizadas segundo os procedimentos descritos em Standard Methods
para andlise de 4dguas e efluentes (APHA, 2005). Foi caracterizado quanto a carboidrato
total pelo método fenol-sulfirico usando glicose como padrao (DUBOIS et al., 1956).
As razdes C/N e N/P foram determinadas em fun¢do das concentragdes de DQO, N-

NTK e P-PO,> presentes no efluente, conforme indicado por Hornes & Queiroz (2004).

2.3 Planejamento experimental

Os experimentos foram conduzidos de acordo com um delineamento fatorial
completo 3% em que foram analisados os efeitos do inéculo, nos niveis 100 mg. L, 200
mg.L"' e 300 mg.L"' e temperatura de cultivo nos niveis 10°C, 20°C e 30°C sob as
varidveis respostas producdo e produtividade de carboidratos extracelulares bem como
cinética de crescimento. Os experimentos foram realizados em triplicata, as varidveis e

niveis utilizados, sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1.Matriz do planejamento experimental

Valores reais e codificados

Tratamento
X, X,

1 -1 (10) -1 (100)
2 -1 (10) 0(200)
3 -1 (10) +1 (300)
4 0 (20) -1 (100)
5 0 (20) 0 (200)
6 0 (20) +1 (300)
7 +1 (30) -1 (100)
8 +1 (30) 0 (200)
9 +1 (30) +1 (300)

X;: temperatura de cultivo (°C) X;: in6culo (mg. L'l).

De acordo com as resposta do planejamento experimental os efeitos de cada
varidvel, foram calculados e as interagdes entre eles determinadas. As superficies de

respostas foram obtidas, através da definicdo de modelos empiricos, segundo a Equagdo

1.

Y =/60 +/81X1 +182X2 "‘:Buxl2 "‘:Bzzxz2 +/612X1X2

Equagao 1

Onde: X; e X; s@o os niveis codificados das varidveis independentes; B € o
coeficiente de regressdo (Bo: intercepcdo; P; e P: linear; P interacdo e Pii, Pao:

coeficientes quadraticos.
2.4 Desenvolvimento dos experimentos

Experimentos em triplicata na auséncia de luz, de acordo com o planejamento
experimental (Tabela 1) foram conduzidos, em reator de mistura perfeita em sistema
descontinuo com capacidade de 4,5 L, constituido de uma extensado cilindrica de PVC
com dimensdes de 100 cm de altura e 10cm de diametro. O sistema de dispersdo de
gases do reator consistiu em um difusor de ar de 1,5 cm localizado no centro da base da
coluna para promover a aeragdo constante e agitacdo do meio. A cada experimento, o
efluente da indistria de laticinio foi descongelado e entdo esterilizado a 1,1 kgf.cm™

(120°C) por 15 min, para a realizacdo dos experimentos. Os experimentos foram
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conduzidos em camara com controle de temperatura (TC-401) da marca Tecnal. No
efluente previamente ajustado a pH 7,6, células de Aphanothece microscopica Nigeli
foram inoculadas. Os experimentos foram monitorados, mediante tomada de amostras a
intervalos de 4 em 4 h, filtrados em filtro Millipore de 0,45 um e a biomassa

gravimetricamente determinada, para levantamento dos dados cinéticos.

2.5 Analise dos dados cinéticos

As variaveis cinéticas velocidade especifica de crescimento méaxima (umax),
tempo de geracdo (tg) e fator de conversdo de substrato em células (Yx/s), foram
determinadas conforme indicado por Levenspiel (2000). O procedimento de avaliacdao

teve como base as equagdes 2, 3,4, 5 e 6.

ax =uX (equacdo 2)
dt
onde:
Umax: Velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h™h;
dx: variacdo da concentracgdo celular (mg. L)
dt: variagdo do tempo (h);
X: concentragdo celular (mg. LY.
Integrando-se a equagao 2 obtém-se a equacao 3.
X=X,é" n (40) (equagdo 3)
onde:
X: concentragdo celular no final da fase exponencial (mg. L™);
Xo: concentragdo celular no inicio da fase exponencial (mg. L™);
Umax: maxima velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h'l);
At: intervalo de tempo do crescimento exponencial (h).
1g = In2 (equagdo 4)
Mo
onde:

tg: tempo de geracdo (h);
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Zo. . - . -1
Umax: mdxima velocidade especifica de crescimento (h™).

dX <
Yy 6= T (equacgdo 5)

onde:
Yxs = fator de conversao substrato em células (mg biomassa. mg S'l)
dX = variacdo da concentracio celular (mg. L)

dS = variacdo da concentracdo substrato (mg. L™)

P, == (equacado 6)

P, produtividade (mg. L'h™)
AX: variacdo da concentracdo final e inicial (mg. L")
At: diferenca entre o tempo final e inicial (h)

2.6 Producao de carboidratos extracelulares

A avaliagdo da producdo de carboidratos extracelulares foram realizadas a partir

de tomadas de amostras ao longo da curva de crescimento.

2.6.1 Extracao de carboidratos extracelulares

A extragdo dos carboidratos extracelulares foi realizada, segundo a metodologia
indicada por Dueiias et al. (2003). Aliquotas de 200 mL de efluente foram centrifugadas
a 4000 xg por 30 min, separando-se assim o meio de cultura da biomassa. A biomassa
precipitada foi adicionado NaOH 2 N, mantendo a mistura sob agita¢do por 2 h. Apds
este periodo, a biomassa foi descartada e o sobrenadante foi tratado com excesso de
etanol (3 v/v) por 24 h a 4°C, para que ocorresse a precipitacdo dos carboidratos

extracelulares. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 75 %.
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2.6.1.1 Quantificacao de carboidratos extracelulares

ApOs a extracdo dos carboidratos extracelulares, estes foram analisados quanto a
concentracdo de carboidratos totais quantificados espectrofotometricamente pelo
método fenol-sulfirico usando glicose como padrao. O método consiste na formacado do
derivado furfural, na presenca de H,SO4 concentrado, que reage com o fenol formando

um complexo de cor alaranjada (DUBOIS et al., 1956).
2.7 Analise Estatistica

Na andlise estatistica foram considerados os efeitos das varidveis, avaliados por
meio do Grafico de Pareto e Tabela de efeitos. O modelo (regressdo) gerado, conforme
Equacdo 1 foi avaliado por meio de andlise de variancia (ANOVA) e sua validade ou
grau de ajuste determinado por meio de teste F, que consiste em relacionar o valor de F
calculado (Fac) com o valor de F gpelado (Fran), s€ o valor de F.,. pela ANOVA for
maior que o Fry, a regressdo obtida ajusta os pontos experimentais de forma
satisfatéria, validando o modelo no intervalo de confianca estudado (MYERS &

MONTGOMERY, 2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao do efluente

O cardter quali-quantitativo da dgua residudria do processamento de laticinio, é
dependente da planta de processamento e consequente unidades de processamento,
resultando em um efluente com alta carga organica, lactose e sais minerais (DEMIREL
et al.,, 2005; FRAPPART et al., 2006; VOURCH et al., 2008; MARKOU &
GEORGAKAKIS et al., 2011; CHEN & LIU et al., 2012). Esta constatacao se reflete
nos resultados expressos na Tabela 2. Avaliando estes resultados, pode-se verificar a
alta variabilidade nos valores obtidos para os parametros avaliados, principalmente ao

que se refere a DQO, N-NTK e s6lidos.
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Parametros Maximos Minimos Média CV (%)
pH 9,75 6.5 9,05 0,18
NTK (mg. L™ 57,27 26,05 42,60 35,13
DQO (mg. L™ 2186 677,9 1230 40,30
N-NH,* (mg. L") 8,0 3,63 5,25 2,36
P-PO,” (mg. L) 5,97 2,26 4,98 22,10
Alcalinidade (mg. L") 336 287,5 619,30 32,70
AVT (mg. L™ 252 180 253 14,30
Célcio (mg. L) 103,04 28,43 83,83 26,41
Dureza (mg. L(CaCO;)™") 54,70 31 37,65 27,30
SS (mg. L™ 540 332 437,1 20,12
ST (mg. L™ 2725 1810 2187 27,73
SF (mg. L™ 2402 580 1257 35,68
SV (mg. L™ 1650 675 930 43,12
Carb. Totais (mg. L") 635,5 358,3 601,7 28,75
Glicose (mg. L™ 54,75 23,78 47,51 19,70
Lactose (mg. L™) 72,78 30,75 60,50 30,15
Sacarose (mg. L™) 70,91 29,18 51,54 29,45
Maltose (mg. L™) 48,73 16,30 34.54 30,10
Frutose (mg. L™ 66,80 25,87 47.50 29.50
C/N 25 17,3 22,09 36,42
N/P 14,2 6,3 9,7 33,60

pH: potencial hidrogenidnico NTK: nitrogénio total Kjeldahl; DQO: demanda quimica de oxigénio; N-
NH,": nitrogénio amoniacal; P-PO4’3 : fésforo; AVT: 4cidos volateis totais; SS: sélidos suspensos; ST:
solidos totais; SF: sélidos fixos; SV: sdlidos volateis; Carboidratos. Dados amostrais referentes ha 36

meses. Dados obtidos a partir de 20 repeticdes

A producdo de efluentes liquidos, se dd de forma intermitente, apresentando

variagdes de vazao hordrias e sazonais, de acordo com o ciclo de produ¢ao (DEMIRIEL

et al., 2005; HAMDANI et al., 2005; ARVANITOYANNIS & KASSAVETI, 2008;
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JANCZUKOWITCZ et al., 2008), o que justifica os altos coeficientes de variacao
registrados.

O perfil descrito pelos componentes que caracterizam o efluente em anélise é
muito proximo ao reportado pela literatura. Notadamente constituido, por matéria
organica biodegradavel, lactose, sélidos, nitrogénio e fésforo (BANU et al., 2008;
VOURCH et al., 2008; KAEWSUK et al., 2010; FARIZOGLU & UZUNER, 2011;
CHEN & LIU et al., 2012).

Salienta-se, quanto aos valores de N-NTK maximo de 57,27 mg. L' e minimo
de 26,05 mg. L™, o fato destas concentragdes serem baixas quando comparadas a outros
efluentes agroindustriais, como o efluente da parboilizacdo do arroz e da industria da
pesca (QUEIROZ et al., 1998; BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006;
ZEPKA et al., 2007; QUEIROZ et al., 2011). Esta constatacio torna-se interessante, no
momento em que se visa a producdo de exopolissacarideos, considerando-se que a
maioria dos estudos que tratam dos fatores que dizem respeito a producdo desses
biocompostos por cianobactérias se referem a deficiéncia de nitrogénio, como estimulo
para producdo destes compostos por estes micro-organismos (SUTHERLAND, 1998;
DE PHILIPPIS & VINCENZI, 1998; DOUMIT & PINOTTI et al., 2004; KAWALI et
al., 20006).

De acordo com Aguilar et al. (2002) a concentracdo em solidos volateis,
representa uma boa aproximacdo da quantidade de matéria organica presente em uma
agua residudria. Tomando como base este principio, bem como os dados expressos na
Tabela 2, é possivel estimar, que importante fracdo dos constituintes organicos do
efluente, é composta por carboidratos, com predomindncia de lactose e sacarose.
Arvanitoyannis & Kassaveti (2008) reportam que entre os carboidratos de maior
representacao nos efluentes de laticinio, a lactose torna-se destaque, podendo ser fonte
de material energético para processos biotecnoldgicos.

Relagdes de nutrientes no meio de cultura como razdes C/N e N/P tem
demonstrado que resultam em diferentes taxas de incorporacdo destes componentes nas
células, influenciando na formag¢ao de produtos celulares, ou na formagao de biomassa
(FAY et al., 1983; PEARSON,1990; XING et al., 2000; CAMPOS et al., 2002; SUNG
& LIU, 2003; LEE et al., 2007; QUEIROZ et al., 2007). Assim, razdes C/N 20, tém sido
indicadas para o crescimento de micro-organismos em geral (FAY, 1983) e razdes de 10
a 16 de N/P, foram consideradas favordveis para o crescimento de cianobactérias

(PEARSON, 1990).
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Neste trabalho, as razdes C/N e N/P calculadas a partir dos valores médios de
DQO, N-NTK, e fésforo como P—PO4'3 foram respectivamente 22,09 e 9,7. Estes
valores fazem deste efluente uma fonte em potencial de nitrogénio e fosforo para
producdo de compostos celulares a partir do cultivo de cianobactérias (FAY et al., 1983;
PEARSON et al., 1990; QUEIROZ et al. 1998; QUEIROZ et al.2004; QUEIROZ et al.
2007).

3.2 Producao de carboidratos extracelulares
3.2.1 Avaliacio da cinética de crescimento da Aphanothece microscopica Nageli

O comportamento cinético para a Aphanothece microscopica Niégeli, cultivada
no efluente de laticinio a diferentes temperaturas e concentracdes de indculos, podem
ser avaliados nas Figuras 1, 2 e 3. Em se tratando da avaliagdo de carboidratos
extracelulares, de acordo com Lee et al. (2007) a avaliagdo da cinética de crescimento €
um procedimento fundamental, para assegurar que o carboidrato quantificado seja
inerente as células vidveis e ndo a lise celular.

Segundo Pelczar et al. (2007) a curva de crescimento de um sistema fechado de
cultivo, € definida por trés fases, correspondentes a um periodo inicial (fase lag), na
qual ndo hda um aumento da concentracdo celular, seguido por um crescimento
exponencial (fase log), onde a maior taxa de crescimento celular é registrada, até ao
momento, que ocorre o esgotamento do meio de cultura e a biomassa aumenta apenas
gradativamente ou permanece constante (fase estaciondria). Na fase estaciondria, ocorre
a lise celular, liberando novos substratos, que serve de fonte de energia, para manter o
crescimento lento dos micro-organismos que sobrevivem. O processo termina, quando o
nimero de células vidveis diminui em fun¢do da mortalidade, cuja taxa aumenta
progressivamente, decrescendo paralelamente a producdo de biomassa, devido a
autdlise sobre acdo de enzimas da prépria célula. Observa-se pela andlise das Figuras 1,
2 e 3, nitidamente, o efeito da temperatura e da concentracdo do indculo na defini¢dao
das fases de crescimento, com maximos de duragcdo da fase logaritmica de 8 h, com

registro da fase de declinio de uma forma geral ap6s um tempo de residéncia de 20 h.
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Figura 1. Curvas de crescimento para culturas
de Aphanothece microscopica Nigeli a partir
de 100 mg.L"! de in6culo nas temperaturas de
cultivos 10, 20 e 30°C.

Figura 2. Curvas de crescimento para culturas
de Aphanothece microscopica Nigeli a partir
de 200 mg.L"' de in6culo nas temperaturas de
cultivos 10, 20 e 30°C.
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Figura 3. Curvas de crescimento para culturas
de Aphanothece microscopica Nigeli a partir
de 300 mg.L'1 de indéculo nas temperaturas de

cultivos 10, 20 e 30°C.

Este rapido crescimento € tipico de cianobactérias cultivadas no efluente de

inddstrias de alimentos, o que demonstra a capacidade destes micro-organismos em

removerem e assimilarem heterotroficamente compostos organicos e inorganicos de
efluente (GUERRERO et al., 1999; OGBONNA et al., 2000; BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2004; HORNES & QUEIROZ, 2004; QUEIROZ et al., 2007). O

comportamento descrito pelas curvas de crescimento indicam que o tempo de detengao
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celular de 24 h foi suficiente para definir o crescimento da cianobactéria em estudo,
quando cultivado no efluente da industria de laticinio.

A andlise dos perfis de crescimento celular sugere que em temperaturas de 30°C,
independente do inéculo sdo obtidas maiores densidades celulares, embora em cultivos
conduzidos a 20°C a multiplicacio celular ocorre de forma mais rapida. Temperaturas
de 10°C foram adequadas ao cultivo da Aphanothece microscopica Nigeli, ainda que
nessas condi¢des o efeito adverso causado por reduzidas temperaturas da reagdo
bioldgica tenha sido notadamente verificado. Nos cultivos realizados nesta temperatura
o crescimento celular foi inferior quando comparados com os cultivos a 20°C e 30°C,
independente das concentragdes de indculos estudados. Conforme pode ser observado,
os experimentos a 10°C apresentaram aumento da concentragdo celular. Contudo, este
aumento ndo foi suficiente para indicar um crescimento exponencial, o que evidencia o
efeito da temperatura, se fazendo necessério nestas condi¢des de um periodo maior de
adaptagdo para atingir o maximo crescimento.

O comportamento das curvas de crescimento, variam de um micro-organismo
para outro, em fun¢do das condicdes do meio, idade do in6culo, bem como seu estado
fisiolégico (MEEKS & CASTENHOLZ, 1971). Pode-se observar nas Figuras 1, 2 e 3
que as curvas de crescimento de Aphanothece microscopica Nigeli foram diferentes
para cada experimento realizado, o que se reflete nas varidveis de cinéticas registradas
(Tabela 3).

A avaliacdo da cinética de crescimento da Aphanothece microscopica Nigeli

cultivada no efluente da industria de laticinios pode ser avaliada na Tabela 3.
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Tabela 3.Parametros cinéticos de crescimento

Experimentos
Pardmetros

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ximax (mg. L) 240 335 540 485 841 850 460 1045 1100

TR (h) 12 12 12 8 4 8 8 6 12

Wiax (h™) 0,0186 0,0405 0,0375 0,0799 0,36 0,1261 0,163 0,25 0,0982
tg (h) 37,27 17,11 1848 3,86 1,92 5,50 425 2,77 7,06
Yxis

(MEhiomassa/ MEN- 21,21 13,63 11,26 8,43 101,7 8,12 25,73 44,52 29,25

NTK)
Px (mg.L'h") 4,16 10,41 11,67 46,25 160,2 67,50 41,9 136,7 63,33

Producao Carb.

Extracelulares 6,40 9,06 5,63 6,05 15,30 12,23 8,71 17,00 17,27
(mg.L™

Xmax: concentracdo maxima de biomassa; TR: tempo de residéncia celular; p4: velocidade especifica de
crescimento mdaxima; tg: tempo de geracdo; Yxs: fator de conversdo de substrato em célula; Py:
produtividade de biomassa; Producdo de carboidratos extracelulares. Média de 27experimentos em
triplicata cada. Experimentos: 1 (10°C, 100 mg. LY, 2 (10°C, 200 mg. L"), 3 (10°C, 300 mg. L"), 4
(20°C, 100 mg. LY, 5 (20°C, 200 mg. L"), 6 (20°C, 300 mg. LY, 7 (30°C, 100 mg. L"), 8 (30°C, 200 mg.
L") e 9 (30°C, 300 mg. L™).

Os dados cinéticos obtidos demostram o potencial desta dgua residudria como
meio de cultura para a producdo de biomassa e compostos celulares, a julgar pelas
concentracdes celulares registradas, principalmente para o experimentos 8 (200 mg. L™
de in6culo a 30°C), em curto tempo de geracdo (2,77 h), com importante producdo em
carboidrato extracelular (17 mg. L") em um tempo de residéncia de apenas 6 h. Estes
valores sdo substancialmente superiores se comparados as dguas residudrias do
processamento do pescado e parboilizacao do arroz (HORNES et al., 2010; QUEIROZ
et al., 2007), o que evidencia a potencialidade do uso de residuos agroindustriais para
suportar a producdo de biomassa microalgal.

Ainda analisando a Tabela 3, pode-se verificar que as maiores concentragdes de
biomassa, correspondem as maiores concentracdes de indculo e temperatura de cultivo,
atingindo valores de até 1045 mg. L' e 1100 mg.L" nos cultivos realizados sob as

condicdes dos experimentos 8 (200 mg.L™" e 30°C) e experimentos 9 (300 mg.L"' e
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30°C), respectivamente. No entanto, no experimento 5 (200 mg. L! 20°C), as maiores
velocidades especifica de crescimento (0,36 h™), e menores tempo de geragdo (1,92 h) e
maior consumo de substratos, evidenciando o efeito da temperatura da reacdo bioldgica
na conversao dos poluentes em biomassa. Os experimentos a temperatura de 30°C e 200
mg. L apresentaram velocidade maxima especifica de crescimento de 0,25 h™ sendo
este valor substancialmente superior ao obtido por HORNES & QUEIROZ (2008), para
o efluente do processamento do pescado e QUEIROZ et al. (2007), para o efluente da
parboilizacdo do arroz que foram de 0,04 h™ ¢ 0,11 h', respectivamente.

No que se refere aos experimentos conduzidos a temperatura de 10°C com
in6culo 100 mg. L7, 200 mg.L"' e 300 mg.L" verifica-se os menores valores para
velocidade especifica de crescimento (0,0186 h'l, 0,0405 h'e 0,0375 h'l) € maiores
tempos de geracdo (37,27 h, 17,11 h e 18,48 h), mostrando que a reducdo da
temperatura afetou diretamente o crescimento celular.

Os resultados das varidveis cinéticas (Tabela 3) ainda indicam, que independente
da temperatura os cultivos com concentragdo inicial de inéculo de 200 mg. L
apresentaram os melhores resultados, com tempos de geracdo baixos e velocidades
especificas de crescimento elevadas, seguidos dos cultivos com inéculos de 300 mg.L™!
e 100 mg.L", ficando demonstrado que tanto o inéculo como a temperatura de cultivo
influenciaram no crescimento do micro-organismo em estudo. Esta constatacdo é
melhor elucidada na Figura 4.

A andlise da Figura 4 evidencia, que ndo sé a temperatura exerce influéncia no
crescimento celular, considerando que tanto este fator como o indculo possui efeito
significativo na produtividade de biomassa, assim como a interagdo dos fatores (p <
0,05). Ficou demonstrado ainda um efeito maior do indculo sob a resposta
produtividade de biomassa quando comparado com o efeito da temperatura de cultivo.

O efeito da temperatura no crescimento de cianobactérias tem sido estudado por
outros autores, que reportam melhor crescimento em temperaturas de 30°C a 35°C, tais
como Martinez et al. (2000), Mathiensen et al. (1999) e Bastos et al. (2002) entre
outros. A cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli, foi avaliada por Bastos et al.
(2002), quando cultivada no efluente da parboilizacdo do arroz, sendo registrado maior
crescimento celular a 35°C. O efeito da temperatura é corroborada com o trabalho de
Matthiensen et al. (1999), que estudaram ao longo de doze meses floracdes de

cianobactérias na regido estuarina da Lagoa dos Patos e verificando que o valor maximo
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alcancado foi de 1,3. 10° células.L"! em dezembro e o minimo de 1,5.105 células.L’! em

agosto, demonstrando o efeito da temperatura no crescimento do micro-organismo.
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Figura 4. Gréfico de Pareto para a resposta produtividade de biomassa de Aphanothece

microscopica Nageli, para nivel de significancia de 5%.

No que se refere a producdo de carboidratos extracelulares por Aphanothece
microscopica Nigeli, ficou demostrado que utilizando 200 mg. L se obteve as maiores
concentracdes independente da temperatura utilizada, (experimentos 5, 8 e 9).
Concentragdes na ordem de 15,97 mg. L'l, 17 mg.L’l, 17,27 mg.L’l, foram quantificadas
respectivamente. Pode-se constatar ainda, que as maiores concentracdes de carboidratos
extracelulares, correspondem as concentracdes maximas de biomassa (experimentos 8§ e
9), ndo havendo diferenca significativa entre as concentracdes de carboidratos entre

estes experimentos, ao nivel de significancia de 5 % (Tabela 4).
3.3 Comportamento da producio de carboidratos extracelulares

As Figuras 5, 6 e 7 apresentam o comportamento da produgdo de carboidratos
extracelulares nos experimentos realizados ao longo do tempo de cultivo. Observa-se
que as maiores concentragdes foram registradas, quando foi utilizada, a temperatura de
30°C, independente da concentracdo do inéculo. Concentra¢des em torno de 17 mg. L™,
foram obtidas. Considerando os baixos tempos de residéncia registrados, este resultado
¢ bastante promissor, se comparado a dados da literatura, como no trabalho de Chi et al.

(2007). Estes autores, avaliaram a produg¢do de carboidratos extracelulares por
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Cyanothece sp. em condic¢des fotossintéticas, registrando uma produgdo de 22,34 mg. L

L'em 11 dias de cultivo.
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Figura 7. Comportamento da concentracdo de
carboidratos extracelulares ao longo do tempo de
cultivo a partir de 300 mg.L"' de inéculo nas
temperaturas de cultivos 10, 20 e 30°C.

O comportamento descrito pelas Figuras 5, 6 e 7 indicam que as maiores
concentracdes de carboidratos foram obtidas nas fases estaciondrias de crescimento,
independente do indculo e temperatura de cultivo, evidenciando que a depreciagcdo
nutricional ocasionada por esta fase de crescimento estimulou a excrecdo de

carboidratos. Demonstra ainda que na fase de desaceleracdo do crescimento (apds 20 h



64

de cultivo), os carboidratos extracelulares sdo consumidos e reduzidos a valores em
torno de 5 - 6 mg. L' devido a manutencdo do metabolismo.

A producdo de carboidratos por Aphanothece microscopica Négeli pode ser
favorecida pelo meio de cultivo utilizado, uma vez que o efluente de laticinio apresenta
em sua composicdo de uma forma geral, elevado teor de carbono (1500 -3000 mg. L) e
baixo teor de nitrogénio (16,5 mg. L' — 113,18 mg. L") favorecendo a sintese e
excre¢do desses biocompostos (VASHITZ & SHEINTUCH, 1991; SARKAR et al.,
2005; JANCZUKOWICHZ et al., 2007; BANU et al., 2008; KAEWSUK et al., 2010;
KUSHAWHA et al., 2010). Na Tabela 2 podemos verificar os registros médios para
estes constituintes na dgua residudria utilizada (1230 mg. L™ e 42,60 mg. L' para DQO
e N-NTK respectivamente), concentragdes estas que compreende o intervalo disponivel
na literatura. De acordo com Namboodiri et al. (2006) em geral o tipo e a concentracdo
da fonte de nitrogénio, influéncia no fluxo de carbono, bem como na formagdo de
produtos celulares e biomassa. O efluente de laticinio caracteriza-se por apresentar altas
concentracdes de matéria organica e deficiéncia em nitrogénio o que pode resultar em
altas razdes C/N, aumentos na razdo C/N, favorece um acumulo de carboidratos
extracelulares (PAPA et al., 2000; NAMBOODIRI et al., 2006).

Em geral no desenvolvimento destes bioprocessos, procuram utilizarem-se
meios que disponibilizem condi¢des tanto para o crescimento como para o acimulo de
carboidratos extracelulares (DAVIDSON, 1978). A utilizacdo de efluentes
agroindustriais além de fornecer substratos alternativos, a baixo custo minimiza
problemas ambientais causados pelo seu descarte no meio ambiente, transformando um
residuo poluente em um subproduto de maior valor agregado (PANDEY et al., 1999;
QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007).

A andlise dos perfis de crescimento celular (Figuras 1, 2 e 3) e concentracdo de
carboidratos extracelulares (Figuras 5, 6 e 7) sugerem que em temperaturas de 30°C sao
obtidas maiores concentracdes celulares (1100 mg. L") bem como concentracdo de
carboidratos extracelulares (aproximadamente 17 mg. L"), quando utiliza-se inéculo
200 mg. L. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que, segundo
Casas et al. (2000) o crescimento da biomassa e a producdo de biopolimeros aumentam
com a temperatura, rendendo um maximo em 28°C e que esses estdo parcialmente
associados ao aparecimento de metabdlitos e suas producdes sdo baixas quando o

crescimento e a concentracdo de biomassa também estdo baixos.
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Os resultados demonstraram que as maiores produgcdes de carboidratos
extracelulares por Aphanothece sdo registradas nos cultivos em que foram obtidos as
maiores concentracdes de biomassa. Com isso, foram selecionados os experimentos que
apresentaram esta caracteristica, experimentos 5 (200 mg. L' e 20°C), experimento 8
(200 mg. L 30°C) e experimento 9 (300 mg. L' 30°C) com concentracdes de 15,97
mg. L7, 17,00 mg.L"' e 17,27 mg.L", respectivamente. Com relagio aos experimentos 5
(200 mg. L' 20°C), verifica-se um crescimento rdpido de células em um curto periodo
(4h), no entanto, ndo sdo registrados aumentos significativos na concentracdo de
biomassa, o que se reflete em menor producdo de carboidratos extracelulares (15,97 mg.
L"), quando comparado aos experimentos 8 (17,00 mg. LY e experimentos 9 (17,27
mg. L. Lee et al. (2007), verificaram que a producdo de carboidratos extracelulares
dependem da concentra¢ido de biomassa e que a produgdo desses biocompostos diferem
entre as fases de crescimento.

A Tabela 4 apresenta a andlise de diferencas de média segundo o teste de Tukey
a nivel de confianca de 95 %, para os valores médios de carboidratos extracelulares no

que se refere aos experimentos 5, 8 e 9.

Tabela 4. Diferencas de médias pelo teste de Tukey entre os valores médios de
carboidratos registrados nos experimentos 5, § € 9

5 8 9
Experimento
*15,97 *17,00 *17,23
5 0,000249 0,000237
8 0,000249 0,542444
9 0,000237 0,542444

Experimento: 5 (200 mg. L' 20°C), 8 (200 mg. L' 30°C) e 9 (300 mg. L™ 20°C); *valores médios da
produtividade de carboidratos extracelulares para os experimentos 5, 6 e 8. p < 0,05 apresenta diferenca
significativa entre os valores médios de carboidratos extracelulares.

Analisando-se a Tabela 4 verifica-se notadamente haver diferencas, ao nivel de 5
% de significancia, entre as médias das concentragdes de carboidratos extracelulares
registradas para os experimentos 5 e 8. Os experimentos utilizando in6culo 300 mg. L'
e 20°C ndo apresentam diferenca estatisticamente definida dos experimentos com
in6culos 200 mg.L™, nas temperaturas de 20°C, experimentos 8, 9 e 5, respectivamente.
Isto fica evidenciado pelos dados apresentados na Tabela 3, velocidades especificas de
crescimento obtidas nos experimentos 8 (Umax. 0,25 h™) cerca de 3 vezes maior quando

comparado com o experimento 9 (0,09 h™), no entanto, apesar dos experimentos 5
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apresentarem as maiores velocidades especifica de crescimento (0,36 h'l), estes
apresentaram diferencas nas concentragdes de carboidratos extracelulares em relagdao
aos experimentos 8 e 9, portanto, menores concentracdes deste biocompostos foram
registrados nestas condi¢des. Sendo assim, quando se visa a associacdo de producdo de
biomassa microalgal com producao de carboidratos extracelulares por Aphanothece, nas
condi¢des avaliadas foi possivel constatar que a melhor condi¢gdo foram dos
experimentos 8 (200 mg. L! 30°C), ao se variar, temperatura de cultivo e indculo.

Na Tabela 5 estdo expressos os resultados obtidos de produtividade de
carboidratos extracelulares para os experimentos selecionados (5, 8 € 9), em que se
obtiveram as melhores condi¢des de cultivo de Aphanothece, avaliado pelas varidveis
cinéticas (Tabela 3). As produtividades de carboidratos extracelulares foram calculadas
com base nos tempos de cultivos em que se obtiveram as maiores concentracdes de
carboidratos (experimentos 5 e 8), conforme expresso na Figura 6. As maiores
producdes de carboidratos foram obtidas em 16 h de cultivo. Para os experimentos 9

(Figura 7), as maiores produgdes foram registradas em 12 h.

Tabela 5. Produtividade de carboidratos extracelulares por Aphanothece microscopica
Nigeli para os experimentos 5 (200 mg. L™ 20°C), 8 (200 mg. L™ 30°C) e experimento
9 (300 mg. L' 30°C) em funcdo do tempo de cultivo

Experimentos

5 8 9

ton t( 120 ton ta2n ton ta2n

“Concentracio de

carboidratos 5,43 15,01 5,14 17,97 5,30 17,26
totais (mg.L'l)

Produtividade

a b b
(mg L0 0,80 0,98 0,99

to ny: concentracdo de carboidratos nas culturas no tempo 0 h. t,e n): concentragdo de carboidratos nas
culturas no tempo 16 h. Letras diferentes significam haver diferenca estatistica ao nivel de 5 %, apés teste
Tukey.

Os resultados demonstram que as maiores produtividades ocorrem a 30°C
(experimento 8 e 9) perfazendo 0,98 e 0,99 mg LY h! em 12 h de cultivo,
respectivamente. No experimento 5 (200 mg. L' 20°C), foi registrado 0,80 mg L' h',
indicando haver diferenca estatistica, ao nivel de 5 %, quanto aos resultados das
produtividade de carboidratos (experimentos 8 e 9), sdo comparados. Para os
experimentos conduzidos nas condi¢des do experimento 9 (300 mg. L' 30°C), a

velocidade especifica de crescimento celular nestas condi¢des foi de 0,09 h™' (Tabela 3)
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substancialmente inferior quando comparada a velocidade especifica, registrada para o
micro-organismo cultivados segundo as condicdes do experimento 8 (200 mg. L' 30°C)
025 hh. A partir destes dados, pode-se constatar que os experimentos 8
(produtividades de carboidratos de 0,98 mg L. h™"), podem serem os mais adequados
quando se visa a associacdo de producdo de biomassa microalgal com produgdo de
carboidratos extracelulares. Esses resultados estao de acordo com Lee et al. (2007) em
que verificaram que o rendimento destes tipos de carboidratos aumentavam a medida
que a temperatura da cultura aumentava 10-25°C. A maior quantidade foi obtido nos
cultivos a 25°C (1,2 g.L'"). Estes autores constataram ainda, que as maiores producdes
de carboidratos extracelulares ndo foram nos cultivos que apresentaram maior
produtividade em biomassa, o que estd de acordo com os dados expressos na Tabela 3.
Resultados semelhantes para a producao de carboidratos extracelulares foram relatados
a partir de cultura de Agrocybe cylindracea (LEE et al., 2004) e Grifola frondosa
(NGUYEN et al., 2012).

3.3.1Efeitos e influéncia dos fatores temperatura e inéculo na producao de

carboidratos extracelulares

Os resultados dos efeitos e interagdes entre os fatores, temperatura de cultivo e

indculo, na producio de carboidratos extracelulares sdo expressos na Figura 8.
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Figura 8. Gréfico de Pareto para resposta producdo de carboidratos extracelulares

produzidos Aphanothece microscopica Négeli, para o nivel de significincia de 5%.

Avaliando os dados expressos na Figura 8, observa-se que as varidveis indculo e
temperatura de cultivo apresentam efeitos significativos sob a resposta producdo de
carboidratos, sendo o maior efeito atribuido a temperatura. Sao observados efeitos
positivos sobre a resposta produtividade de carboidratos, tanto pela temperatura, como
in6culo, bem como por suas interagdes. Isso justifica as elevadas produgdes de
carboidratos, nas maiores temperaturas e concentracdes de inéculo (Tabela 3), bem
como o registrado nas Figuras 6 (experimentos 5 e 8) e Figura 7 (experimentos 6 € 9).
Isso evidencia a habilidade da Aphanothece microscopica Nigeli em produzir
carboidratos extracelulares nas condi¢des avaliadas.

A temperatura € fator fundamental no desenvolvimento de bioprocessos devido
aos seus efeitos nas atividades metabdlicas de cianobactérias e micro-organismos em
geral. Nesse sentido, a temperatura pode ser mantida e manipulada a niveis 6timos a fim
de maximizar a produtividade tanto no crescimento microalgal como na produgdo de
biocompostos (GARZA-SANCHEZ et al., 2000; HORNES et al., 2010; PARMAR et
AL., 2011; DONOT et al.,, 2012). Para a maioria das espécies microalgais, a
temperatura 6tima esta em torno de 25°C e 30°C.

Para o desempenho das atividades metabdlicas dos micro-organismos, hd uma
interacdo de diferentes fatores, o que justifica o grau de significancia dos fatores
expressos na Figura 8. Temperaturas elevadas, superiores aos valores 6timo, ocasionam

o decréscimo, em niveis bioquimicos, das assimila¢cdes de carbono e nitrogénio,
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decrescendo consequentemente os compostos de carbono (LEVY et al., 1990;
MACLER & ZUPAN, 1991).

Shu & Yang (1990) reportam que o melhor intervalo de temperatura para o
crescimento celular situa-se entre 24-27°C, enquanto que para a produgdo de
biopolimeros, a temperatura deve se situar entre 30-33°C. Para os resultados obtidos no
presente trabalho, tomando como base estes autores, observa-se, que se 0s experimentos
visassem somente avaliar a produ¢do de biomassa de Aphanothece microscopica Nigeli
a temperatura indicada seria 20°C. No entanto, como o objetivo foi avaliar a maior
producdo de carboidratos extracelulares, 30°C € a temperatura que contempla os
objetivos tragados.

O efeito da varidvel in6culo sob a resposta producdo de carboidratos, também foi
significativo (p < 0,05) e positivo, no entanto, esta varidvel apresentou um menor efeito
sob a resposta.

A Equacdo 1 representa o modelo empirico obtido a partir da andlise de
regressdo para a resposta producdo de carboidratos utilizando varidvel temperatura de
cultivo e in6culo, considerando os efeitos significativos e interacdo dos fatores em
estudo na forma codificada (Tabela 1). Verifica-se bom ajuste do modelo aos dados
experimentais, expresso pelo coeficiente de determinacdo (R® = 0,97) registrado,

validando assim, os modelos como significativo ao nivel de confianca de 95 %.
10,70278+7,3150.X,+0,59083.X %+4,66167.X, + 4,53583.X,°+4,83250.X,X, Equagio 1

R’=0,97

A validacdo do modelo é confirmada pelo valor de F (Tabela 6), indicando que o
modelo proposto se ajusta aos dados experimentais, para a resposta produgdo de
carboidratos. Considerando a alta relaciao apresentada para os valores de F calculado e F
tabelado e o indice de significancia apresentado, € possivel expressar o modelo como

significativo e preditivo.
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Tabela 6. Andlise de variancia para a resposta produgdo de carboidratos extracelulares
por Aphanothece microscopica Nigeli

SQ GL MQ Feacutado Feritico
Regressao 330 5 66,15 52,12 3,11
Residuo 15,23 12 1,27
Falta de ajuste 9,93 3
Erro puro 5,30 9
Total 346 17

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadritica. F: fonte de variagdo para 95 %
de confianga.

A validacao do modelo obtido é representada pelas Figuras 9 e 10. Observa-se
que os residuos distribuem-se de forma aleatéria em torno de zero, para os valores
preditos e ndo hd a presenca de outliers, respectivamente, indicando a validade de
utilizagdo da estatistica F para verificar a validade do modelo e utilizar as superficies de

resposta para prever o comportamento do processo.

Residuos

-2,0
-25

-3,0

14 0o

[ele}

Valores Preditos
=

@ Erro puro=,0562889
(@]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Valores Observ ados

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Preditos

22

Figura 9. Grafico dos valores preditos versus
residuos
carboidratos extracelulares.

residuos para a resposta
carboidratos extracelulares.

para a resposta producdo de produgdo

Assim, segundo os dados de andlise de variancia (Tabela 6), verifica-se que o
valor obtido para 0 Feacuado = 52,12 foi maior que 3 vezes o Feiico= 3,11, portanto a

regressao ajusta os pontos de forma satisfatéria, demonstrando que o modelo conseguiu

Figura 10. Gréfico da probabilidade normal dos

de
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descrever satisfatoriamente a produ¢do de carboidratos extracelulares por Aphanothece
microscopica Niégeli, nas condi¢des estudadas.

A Figura 11 apresenta o diagrama da superficie de resposta elaborado a partir do
modelo de regressdo, o qual mostra o comportamento da produgdo de carboidratos em

funcdo dos fatores em estudo descritos pela matriz do planejamento experimental
(Tabela 1).

k=)

el VBT SORIDEOIET SRR

Figura 11. Superficie de resposta para producdo de carboidratos extracelulares por
Aphanothece microscopica Nageli.

Avaliando-se a superficie de resposta obtida pelo modelo, observam-se maiores
produgdes de carboidratos extracelulares quando foi utilizado inéculo de 200 mg. L™ de
Aphanothece microscopica Nigeli nas temperaturas de 20°C e 30°C. Fica evidenciado
que as condicdes dos experimentos 8 foram as mais adequadas para a producdo de
carboidratos extracelulares. Também se observa na Figura 11, que na temperatura
inferior estudada (10°C), houve baixa producdo de carboidratos extracelulares.
Resultados que estes que podem ser corroborados pelos dados representados na Figura
8, em que a temperatura apresentou efeito positivo na produgdo dos carboidratos

extracelulares, bem como o mesmo efeito registrado ao se avaliar a varidvel
independente, indculo nos cultivos de Aphanothece.

4 CONCLUSAO

O efluente da indudstria de laticinio caracterizou-se por apresentar alta

variabilidade quanto aos parametros avaliados, se caracterizando ainda por apresentar

baixa concentracdao em nitrogénio quando comparada a outros efluentes da industria de
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alimentos regionais o que faz dele um meio de cultivo promissor para a producdo de
carboidratos extracelulares.

Os resultados indicaram que Aphanothece microscopica Nigeli € uma
cianobactéria passivel de produzir carboidratos extracelulares quando cultivada no
efluente de laticinios.

Em termos cinéticos, a temperatura da reagdo bioldgica bem como a
concentracdo celular afetou o crescimento celular e a producdo de carboidratos
extracelulares.

Os experimentos nas condicdes de 200 mg. L' de in6culo e 20°C se obteve as
maiores velocidades de crescimento celular, porém producdo de carboidratos
extracelulares menores quando comparadas aos experimentos a 30°C.

Quando foram utilizados indculos de 200 mg. L™ e 300 mg. L™ a 30°C ndo foi
observado diferenca estatistica entre as producdes de carboidratos extracelulares.

A melhor condicdo estatisticamente definida para se obter maiores

produtividades de carboidratos extracelulares foi quando utilizou-se 200 mg. L' a 30°C.
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