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RESUMO

O termo microalga inclui tanto algas cloroficeasro cianobactérias. Recentemente
estes micro-organismos tém despertado interessdodas seu metabolismo versatil,
uma vez que algumas linhagens apresentam, alénotdssiintese como modelo de
cultivo preferencial, @&apacidade de desenvolverem-se no escuro a partiortsumo
de moléculas organicas simples, tais como glicasetato e glicerol. Esta habilidade
sugere a aplicacdo destes micro-organismos emsdsedreas, como 0 tratamento
biolégico de aguas residuarias agroindustriaisands a remocdo de nutrientes e
matéria organica. Apesar disso, sdo raros os trabala literatura que avaliam o cultivo
heterotréfico e 0 consumo ou incorporacdo de mtdécorganicas por microalgas ou
cianobactérias. O Estado de S&o Paulo respondgramode parte da producao nacional
de etanol a partir da cana-de-acucar, gerando wiaatidade consideravel de vinhaga.
A vinhaca € a principal agua residuaria do setorommergético, sendo normalmente
aplicada nos canaviais como fertirrigacéo. Nesteesto, 0 objetivo deste trabalho foi
estender os estudos a respeito do cultivo mixawoé heterotrofico da cianoficea
Aphanothece microscopica Nagelida cloroficeaChlorella vulgarisem meios com
adicdo de fontes de carbono organico e em vinhégando a producdo de biomassa e
aplicacdo no tratamento de &guas residuarias. &nsaotréficos foram conduzidos
visando selecionar a concentracdo ideal de substajanico para o cultivo das
microalgas, as quais foram posteriormente avaliagl@s sistemas heterotroficos.
Paralelamente foram conduzidos ensaios com vinkagéiando-se a remoc¢ao de DQO
e incorporacgéo de glicose e potassio pelas mia@salgos ensaios mixotroficos foram
selecionadas as concentracdes 6timas de 25 e 12*5ig glicose, 0,5 e 1,25 g'lde
acetato de potassio e 0,46 e 0,927gde glicerol como ideais para o cultivo de
Aphanothecee Chlorella, respectivamente, refletindo em velocidades eBpaside
crescimento entre 0,0072 e 0,043. HNos ensaios heterotréficos verificaram-se
velocidades especificas de crescimento iguais pargues para ambas as microalgas
em todas as fontes de carbono avaliadas, com resluedtre 30,4 e 90% da
concentracdo inicial dos substratos. Os ensaios e®@thaca demonstraram a
possibilidade de utilizacdo desta agua residuammocmeio de cultivo para ambas as
microalgas, com alta conversdo em biomassa pplanothece Nestas condicdes,
verificaram-se remocdes de 55,5% de glicose, 6@8MQO e 13% de potassio para a
cianobactéria, e de 83,7% de glicose, 25% de DQR® &% de potassio pathlorella.

Os resultados obtidos sugerem a presenca do mistabdheterotrofico nestes micro-
organismos e apontam uma alternativa interessaarie @ aproveitamento de aguas
residuérias, com a possibilidade de produzir biecmae alto valor agregado a partir de
um meio de baixo custo.

Palavras-chave: Aphanothece microscopica NagelChlorella vulgaris Cultivo
heterotréfico. Agua residuaria. Vinhaca.



ABSTRACT

Microalgae include both algae Chlorophycea and ayaoteria. These organisms have
attracted interest due to its versatile metabolsntge some strains have, additionaly to
photosynthetic metabolism, hability to grow in tthek by the consumption of simple
organic molecules, such as glucose, acetate arwbrgly This hability suggests the
application of these microorganisms in several freach as biological treatment of
agroindustrial wastewater, aiming the removal ofrieats and organic matter. Sao
Paulo/Brazil is one of the main producers of ethdmm sugarcane, generating a
considerable amount of vinasse. Vinasse repredéetsmain wastewater from de
sugarcane agroindustry, being usually applied dg#&tion in sugarcane crops. In this
context, this study aimed to evaluate the hetepbio growth of cyanobacterium
Aphanothece microscopica Nagehd the chlorophycedehorella vulgarisin synthetic
culture media supplemented with organic carbon ownd in vinasse, aiming to
produce biomass and application it in wastewatsattnent. Mixotrophic cultures were
conducted to select the optimal concentration gfanic substrate for the growth of
microalgae, which were evaluated in heterotrophiltuces. Additionally, experiments
have been conducted with pre-treated vinasse, a&uaduthe COD removal and the
glucose and potassium incorporation. By the miywitro tests was selected the optimal
concentrations of 25 and 12.5 d.glucose, 0.5 and 1.25 g'lpotassium acetate and
0.46 and 0.92 g:tglycerol as ideal for the cultivation éfphanothece microscopica
N&ageli and Chlorella vulgaris respectively, which reflected on the maximum gjpec
growth rate between 0.0072 and 0.043 m the heterotrophic cultures the maximum
specific growth rate was greater or equal to boitre@algae in all carbon sources, with
reduction between 30.4 and 90% of the initial com@ions of substrates. The
experiments demonstrated possibility to use vinaaseculture media for both
microalgae, especiallAphanothece microscopica Nageln this conditions, results
indicated the maximum removals of glucose (55.52D (60.8%) and potassium
(13%) by the cianobacterium, and 83.7% of glucé&®o of COD and 13.8% of
potassium byChlorella vulgaris The results suggest the heterotrophic metabdism
both microorganisms, pointing an interesting akiie to use of wastewater as culture
media to produce high-value biomass from a low-o@st.

Key-words: Aphanothece microscopica Né&agelChlorella vulgaris Heterotrophic
cultures. Wastewater. Vinasse.
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1 INTRODUCAO

7

“Microalga” é um termo genérico, sem efeito taxordn que envolve tanto
organismos eucariéticos, como as algas microscgpigaanto procarioticos, como
cianobactérias, formalmente conhecidas como ciesadi

Por décadas estes micro-organismos tém sido essidéshndo a producéo de
biomassa para diferentes aplicacfes. A primeiraur@lde microalga foi estabelecida
por Beijerinck, em 1980, constituindo-se na espé&iidorella vulgaris Em escala
comercial, a producdo de microalgas iniciou-seap@id, na década de 60, com espécies
do génercChlorella sp., visando a utilizacdo como suplemento alimeAtgartir dai, o
cultivo de microalgas passou a ser gradativo nodmunteiro, destinando-se as mais
variadas aplicacbes, como producdo de proteinaselutdres, lipidios, clorofila,
carotendides, enzimas, agentes antioxidantes, migsn antibidticos etc.
(BOROWITZKA, 1998; PULZ; GROSS, 2004; RICHMOND, 200TOMASELLI,
2004; QUEIROZ et al., 2011).

Recentemente estes micro-organismos passaram &isses como agentes
potencialmente (teis no tratamento de aguas res@dyduma vez que possuem
habilidade de remover matéria organica e nutriedtes efluentes, incorporando-os a
biomassa. Esta aplicacdo, entretanto, encontrdatjges principalmente devido ao
custo e operacdo dos sistemas autotréficos, alérfatdodas aguas residuérias, de
maneira geral, apresentarem turbidez elevadautdindo a penetracdo de luz solar.

No entanto, a literatura reporta ha algumas décapes embora sejam
organismos naturalmente fotossintetizantes, alguniamkagens de microalgas
apresentam a distinta capacidade de desenvolveram-guséncia de luz a partir do
consumo de moléculas orgéanicas sollveis (FAY, 198®@stes tipos de cultivos,
denominados mixotréficos e heterotréficos, subistitua fixacdo do COatmosférico
que ocorre nas culturas autotréficas por uma fdetearbono organico dissolvido no
meio de cultura. Nesse sentido, glicose, acetgtwerol sdo as fontes de carbono mais
frequentemente utilizadas, havendo também a pbdaile do aproveitamento de aguas
residuarias. Contudo, a literatura ainda é poucalosiva no que diz respeito a faixa de
concentracdo ideal das fontes de carbono que eomitesenvolvimento satisfatério

destes micro-organimos sem efeito inibitorio.



A vinhaca € um residuo liquido proveniente da &sto da solucdo obtida do
processo de fermentacdo do caldo de cana-de-aglocarelaco, ou da mistura destes.
Dentre todos os residuos gerados pela indUstrimaaooleira é o que apresenta o
maior impacto ambiental, uma vez que € geradaogoptao de cerca de 10 litros para
cada litro de etanol produzido a partir dos prazgssonvencionais de fermentacao
utilizados no Brasil (UNICA, 2011). A aplicacdo d&nhaca nos canaviais como
fertirrigacdo € uma prética antiga e muito difuladisendo relatados diversos beneficios
de ordem quimica, fisica e biologica ao solo, bema aumento da produtividade da
cultura da cana-de-acgucar. O valor fertilizantevidhaca advém fundamentalmente do
elevado teor de potassio e, em segundo plano, teximarganica contida no efluente.
Entretanto, os mesmos elevados teores de potassabéeia organica solluvel, aliados a
elevada DQO e baixo pH desta agua residuaria, soggue sua aplicacao no solo deve
ser feita de maneira criteriosa.

Apesar do potencial da vinhaga como meio nutritexastem poucos estudos na
literatura sobre sua utilizagdo como meio de aolpara micro-organismos. No tocante
as microalgas, os pioneiros Oliveira e Caceres g)L@8 Oliveira (1988) relatam a
utilizacdo de vinhaca de cana-de-acucar como congrito do meio de cultivo para
espécies de agua doce, em pesquisa realizada warsiddde Federal de Sdo Carlos
(UFSCar). Mais recentemente, Barrocal et al. (2@itDigaram vinhaca de beterraba
como complemento do meio para cultivoSj@rulina maxima

Chlorella vulgaris uma cloroficea de agua doce, € uma das microahges
estudadas no tratamento de agua residuaria8planothece microscopidsdageli é
uma cianobactéria de grande aplicagdo na valordgdesiduos agroindustriais no sul
do Brasil, reconhecida pelo seu elevado teor moté€isingle cell protein”) e pelo
potencial de remocdo de matéria organica de e#lseagroindustriais em cultivos
heterotroficos.

O presente estudo pretende aprofundar os conhecdsnem respeito do
metabolismo heterotrofico destes micro-organimosgue diz respeito a concentracdo
ideal da fonte de carbono visando intensificar @dpcdo de biomassa. Além disso,
como aplicacéo pratica no tratamento de aguasudsid, foi avaliado o crescimento
das microalgas em vinhaca, considerada a princigala residuaria da industria
sucroenergética, setor gue encontra-se fortemesgeido na cidade de Araras/SP.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o cultivo heterotréfico da cianobactérgphanothece microscopica

Nagelie da clorofice&€hlorella vulgarisem diferentes fontes de carbono e em vinhacga.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar a cinética de crescimento das microafgdsnothece microscopica
N&ageli e Chlorella vulgarisem cultivo mixotrofico suplementado com glicoskgegol
e acetato;

- Avaliar o consumo e incorporacdo dos substragtsspmicroalgas em sistema
heterotrofico nas condigbes previamente selecianpd®s cultivos mixotroficos;

- Avaliar a cinética de crescimento e perfis danaitscado de glicose, DQO e
potassio pelaAphanothece microscopica Néaged Chlorella vulgaris em cultivo
heterotrdéfico utilizando vinhaca;

- Caracterizar a biomassa microalgal obtida emdsrde proteinas e lipidios;

- Avaliar a separacdo da biomassa da cianobad@hanothece microscopica

N&agelicultivada em vinhaca.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas

O termo microalga engloba uma série de micro-osgaws de natureza distinta,
incluindo tanto organismos eucaridticos (algas eg&rdvermelhas, diatomaceas e
dinoflagelados) quanto procarioticos (algas vemigaalas ou cianobactérias) (MADIGAN
et al., 2004; TOMASELLI, 2004). Apesar da ocorréarestimada de mais de 50000 espécies
de microalgas no mundo, apenas cerca de 30000rgén feeconhecidas e analisadas
(RICHMOND, 2004).

Olaizola (2003) define que, para ser chamado deatga, um organismo necessita
ser pequeno (geralmente microscopico), uniceldarbpra possa formar coldnias com
diferenciacdo de células), colorido (devido a feitttese e presenca de pigmentos
acessorios), ocorrer principalmente (mas ndo rmt@sgente) em agua, e provavelmente,
mas também ndo necessariamente, ser fotoautotf®bdem ser micro-organismos recentes
ou muito antigos e, filogeneticamente, eucaridtmoprocarioticos.

As microalgas constituem um grupo extremamentedgdreo, sendo encontradas
em todo o mundo, principalmente em ambientes aggatmas também na superficie de
todos os tipos de solos. Embora sejam normalmegeniesmos de vida livre, algumas
espécies podem viver em associagdo simbidtica adrsoorganismos (TOMASELLI,
2004). Embora exista uma grande diversidade, destasl espécies distribuidas no mundo
apenas cerca de 1000 cepas sdo mantidas em cokggdess algumas centenas tém sido
investigadas quanto ao contetdo bioquimico e pouéas sendo cultivadas em escala
industrial (OLAIZOLA, 2003).

Tradicionalmente, as microalgas tém sido classifisaquanto ao tipo de pigmento,
natureza quimica dos produtos de reserva e camst#ula parede celular, além de critérios
citologicos e morfolégicos (TOMASELLI, 2004). As enbalgas eucaridticas apresentam
estrutura celular simples e grande superficie véltica, o que lhes permite absorver grande
guantidade de nutrientes. Devido a sua estrutumpliicada, sdo normalmente mais
eficientes em converter a energia solar do quegsauperiores, embora 0 mecanismo da
fotossintese seja semelhante. Além disso, pelo datacrescerem principalmente em

suspensdo aquosa, tém acesso mais eficiente aCigua outros nutrientes (KHAN et al.,



2009).

Uma das vertentes dos estudos com microalgas-s&fese seu cultivo visando a
alimentacdo animal e humana, além da extracdordpastos de elevado valor agregado,
como acidos graxos poliinsaturados, carotenoidsijbilinas, polissacarideos, vitaminas,
esterois, compostos bioativos naturais e toxinas &tividade biologica (PULZ; GROSS,
2004; DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006RHN et al., 2010). Dentre os
géneros mais cultivados visando a nutricdo humasstachm-seSpiruling Chlorella,
Dunaliella e Haematococcysatingindo uma producdo de biomassa de cerca 0@010
toneladas por ano (BENEMANN, 2009). Neste sentdwmpducdo de microalgas em escala
comercial teve inicio na década de 60, com o culte diversas espécies visando a
producao de suplementos alimentaggsr(linasp. eChlorellasp.), obtencdo de-caroteno
(Dunaliella saling, e varias espécies para aplicacéo na aquic(BEEEMANN, 1990).

Numa segunda vertente, as microalgas passaranestsgadas com relacdo ao seu
potencial para producdo de biocombustiveis. Pdos/a@nos, estes micro-organismos tém
sido estudados visando a producdo de gas hidrogémitano e bioetanol. Mais
recentemente, um dos principais focos das pesqeifss-se a otimizacdo do acumulo de
lipidios na forma de trigliceridios, os quais paaerser convertidos em biodiesel (CHISTI,
2007; CHISTI, 2008; RODOLFI et al.,, 2008; BENEMANIZ009; WEN; JONHSON,
2009; HARUN et al., 2010). As células das micraslgassuem composicao bioquimica
diversificada em termos de carboidratos, protegnigsidios, os quais estao relacionados a
natureza da espécie, fatores ambientais e meialltieoc Com relacdo a producéo de
biocombustiveis, o teor lipidico das microalgasfator mais importante e pode apresentar
ampla variacdo, dependendo da esp&uéryococcus brauniipor exemplo, pode atingir
75% da sua massa seca em lipidios, embora esteulac@steja associado a baixa
produtividade em biomassa. Outras espécies, coBfdorella, Dunaliella e
Nannochloropsisatingem niveis entre 20 e 60%, mas com prodatidd mais elevadas
(CHISTI et al., 2007; MATA et al., 2010; HUANG dt,2010).

Segundo Benemann (2009) o cultivo de microalgagssala comercial visando a
producéo de biocombustiveis ainda é uma perspadtivango prazo, a qual necessita de
esforcos na area de pesquisa visando a reduca@nistos de producéo. Neste sentido, uma
alternativa interessante seria aliar a producdmab@mbustiveis com o tratamento de aguas
residudrias, que podem servir como meio de culfaca o crescimento das algas,

fornecendo os nutrientes essenciais para seu dégerento (RODOLFI et al., 2008;



BENEMANN, 2009; WEN; JONHSON, 2009; XIN et al., 2)1

Uma terceira vertente, com estudos também iniciadogécada de 60, refere-se a
utilizacdo de microalgas como agentes importardaesitigacdo de problemas ambientais.
Neste contexto existem trabalhos relativos ao stgiele carbono por cianobactérias
(JACOB-LOPES et al., 2008) e ao tratamento de agsatuarias (Secdo 3.3).

Microalgas e cianobactérid®@m se mostrado agentes potencialmente Gteis no
tratamento de aguas residuarias, uma vez que possugbilidade de remover matéria
organica e nutrientes dos efluentes incorporand@-bsomassa (BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2007; DE-BASHAN; BASHAN, 2010). Alizacdo destes micro-
organismos na remoc¢do da matéria organica e rtesiele dguas residuarias industriais
vem sendo estudada devido aos baixos custos afagléficiéncia, valoracdo dos residuos
e obtencao de biomassa passivel de ser utilizejdana fertilizacdo dos solos, na forma de
proteinas unicelulares ou na obtencdo de biocombiss{TAM; WONG, 2000; BASTOS
et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007).

Taxonomicamente, as algas procariéticas podem gemadas nas divisdes
Cyanophyta e Prochlorophyta, enquanto as eucasoséo agrupadas em Glaucophyta,
Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta, CryptaphyDinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta e Chlorophyta (BARSANTI; GUALRE 2006).

O grupo das Chlorophytas ou algas verdes congiitmais diversificado de
todas as algas, tanto na morfologia quanto norigst@le vida, compreendendo cerca
de 7000 espécies. Possuem clorofdas b, além de caroteno e varias xantofilas. A
parede celular € composta por celulose e, assino @@nplantas superiores, acumulam
amido @-1,4-glicano) como carboidrato de reserva. Apresantloroplastos envoltos
por um envelope de duas membranas, sem reticulopksdnatico, e, dentro dos
cloroplastos, tilacdides empilhados formando gramas representantes deste grupo
habitam os mais diferentes nichos, estando presdatéo em aguas doces quanto
marinhas, além de ambientes terrestres. O gruplolEngepresentantes macroscopicos
e microscopicos e, na classe das Chlorophyceae, mrdlominam os organismos de
agua doce, encontra-se a ordem Chlorococcalesgtearada por organismos nao
flagelados, livres ou em coldnias, onde situa-g€ieroChorella sp. (CHAPMAN,
1977; RAVEN et al., 1992; BARSANTI; GUALTIERI, 206

As algas da divisdo Cyanophyta sdo também conlsgoaiacianobactérias pelo fato

de pertencerem ao Reino Monera. Embora sejam ergasiprocariotos, sdo capazes de



realizar fotossintese com producdo de oxigénio esnma forma que as algas eucarioticas.
As cianobactérias sao importantes componentesoftaficton tanto em aguas doces quanto
marinhas, podendo ocasionalmente formar floracGesapos d dgua eutrofizados. Além
disso, estdo presentes na maioria dos solos esawiagdes simbioticas com diatomaceas,
samambaias, liquens e esponjas. Apresentam casafdmo pigmento principal, além de
[3-caroteno e pigmentos acessoérios conhecidos doptilihas, que podem ser azuis ou
vermelhos. Os pigmentos acessorios encontram-seesmturas conhecidas como
ficobilissomas, as quais se localizam na superéxierna dos tilacoides. Os tilacoides se
encontram livres no citoplasma e ndo sdo orgarszato pilhas. A parede celular &
composta por peptidoglicano e a reproducdo eserimmassexuada, por divisdo celular
simples. Algumas linhagens possuem a habilidadefixde nitrogénio atmosférico,
conferindo a estes organismos as necessidadesamatis mais simples de todos os seres
conhecidos. O génerdphanothecesp. pertence a classe das Cyanophyceae, ordem
Chroococcales (FOGG, 1977; SCHMETTERER, 1994; RAERI., 1992; BARSANTI,
GUALTIERI, 2006).

3.2 Cultivo de microalgas

Atualmente, o método mais comum para cultivo de@aigas € o crescimento
autotrofico, uma vez que microalgas sao seresdwtigsizantes, com algumas espécies
especialmente eficientes em converter a energia EREZ-GARCIA et al., 2011a).
Em cultivos autotroficos, as células das microalgilizam energia solar e G@omo
fonte de carbono para realizacdo da fotossintdd®(SIACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004; PEREZ-GARCIA et al., 2011a).

Os sistemas utilizados para cultivo de microalgas s tanques abertos e 0s
fotobiorreatores. Os tanques ou lagoas abertagsséistemas de cultivo mais simples e
antigos, onde as microalgas se desenvolvem sohicéasdidénticas as do ambiente
externo. Constituem-se de lagoas construidascatifiente, com plastico, vidro ou
concreto, dotadas de sistemas de agitacdo e aerfago sistema apresenta como
vantagens 0s baixos custos de instalacéo e opezagdossibilidade de se trabalhar em
grande escala, podendo até mesmo ser construidéseas degradadas nao utilizadas
pela agricultura. Como inconvenientes, sédo bastal@eendentes das condicbes

ambientais, como radiacdo solar e temperaturagusis as contaminacdes, além de



apresentarem custo elevado no tocante a recupededmomassa devido a baixa
densidade de células.

Para superar estas limitagbes inerentes aos swtabmatos de cultivo de
microalgas surgiram os fotobiorreatores fechadesjuais possibilitam melhor controle
de temperatura, pH e difusdo de gases, aléem datemgdio de condicbes assépticas,
reduzindo a possibilidade de contaminacfes e bomido para maior produtividade.
Por outro lado, ha um elevado custo inicial e kgéto de volume (50-100L), uma vez
que volumes maiores dificultam a dispersdo da luzeu interior. Assim, as células
proximas as paredes do reator ficam expostas s ialiensidades de luz, enquanto as
localizadas no centro ficam sob escuro, afetangwodutividade final dos cultivos
(CHEN, 1996; ERIKSEN, 2008; HARUN et al., 2010; FERGARCIA et al., 2011a).

Em cultivos fotoautotroficos, a produtividade dasltuwas € limitada
principalmente pela fonte de luz e pela baixa @ficia fotossintética, ou seja,
conversao da energia luminosa em biomassa (ERIKQED08). Sob baixa iluminacao,
a energia disponivel € insuficiente, enquanto slevada iluminacdo ocorre foto-
inibicdo (YAN et al., 2011).

Em se tratando de tratamento de aguas residuariatilizacdo de microalgas
vem sendo estudada ha décadas, mas encontra Giesitdevido ao custo das condi¢bes
autotroficas. Além disso, como as aguas residuaosasmalmente apresentam turbidez
elevada, a luz ndo penetra de maneira homogéneeflueates (HEREDIA-ARROYO
et al., 2011).

Uma alternativa viavel para culturas autotroficas #otobiorreatores, mas
restrita apenas a algumas espécies de microalgas, wilizacdo de cultivos
heterotréficos ou mixotroficos. Embora apresentenfotssintese como modelo
metabolico preferencial, algumas linhagens de ralges e cianobactérias sdo capazes
de usufruir do metabolismo heterotréfico no escemmsumindo moléculas organicas
sollveis tais como agucares, &cidos organicos tatac@AY, 1983; FAY, 1992;
DUMAS et al., 1998; QUEIROZ et al., 2002; BASTOSakt 2004; JACOB-LOPES et
al., 2006; PEREZ-GARCIA et al., 2011a).

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), os temmmstrofico e foto-
heterotrofico ndo sdo bem definidos, tendo umaetifa particular na fonte de energia
necessaria para suportar o crescimento e a prodigametabdlitos especificos pelas

microalgas. A fotoautotrofia envolve a utilizaca@ldz como fonte Unica de energia, a qual



€ convertida em energia quimica atraves de re&giissintéticas (HATA et al., 2000). Sob
estas condigbes de cultivo, a atividade fotosgiatéesta intimamente relacionada ao
crescimento, sendo que a luz pode ser considepada em substrato, com sua intensidade
influenciando a taxa especifica de crescimenteguéntemente descrita pelos modelos de
Monod ou Haldane, conforme observa-se ou néo airfiligdo (CHOJNACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004). A heterotrofia, por sua vemde ser definida como a
utilizagcdo somente de compostos organicos comee fdet carbono e de energia. Tal
metabolismo consiste na substituicdo da fixaca8@@patmosférico que ocorre nos cultivos
autotroéficos pela adicdo de uma fonte de carbag@nao no meio de cultivo, possibilitando
0 aumento da concentracao de biomassa e sua piat (CHOIJNACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004; PEREZ-GARCIA et al., 2011a). Droop974) e Kaplanetal (1986),
citados por Perez-Garcia et al. (2011a), definemocbeterotréficos os organismos cujo
substrato e necessidades energéticas séo derdedasnpostos organicos sintetizados por
outros organismos, ao passo que heteretrofismoessde a utilizacdo de compostos
organicos para o crescimento de determinado mrgansmo. Finalmente, o termo
mixotrofia é definido como um processo metabolitogeie a fotossintese € a principal fonte
de energia, embora tanto compostos organicos q@inteejam essenciais. Sendo assim,
um organismo mixotréfico é aquele capaz de assitniapostos organicos como fonte de
carbono enquanto utiliza compostos inorganicos cdoaves de elétrons (CHOJNACKA,;
MARQUEZ-ROCHA, 2004). O regime mixotréfico € umaiaate do heterotrofico, onde o
CO, e o carbono organico sado simultaneamente assiowiladambos os metabolismos,
respiratorio e fotossintético, operam simultaneaen@rEE, 2004; KAPLAN et al., 1986
citado por PEREZ-GARCIA et al., 2011a).

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), vandatiteas tém sido feitas para
explicar o mecanismo de crescimento mixotrofico mhsroalgas, particularmente com
relacdo a contribuicdo das fases autotroficaseedtgdficas. Marquez et al. (1995), durante
cultivo mixotréfico deSpirulina platensisverificaram que a biomassa topabduzida sob
condi¢gdes mixotroficas coincide com a soma das dssas produzidas isoladamente em
cultivos autotréficos e heterotroéficos.

Num outro ponto de vista, os metabolismos envadvjplmdem ser diferenciados de
acordo com alteragfes no pH do meio de cultivoc&$m do metabolismo autotrdéfico, o pH
do meio torna-se mais alcalino devido ao consum&@e (Equacao 1); enquanto no

heterotréfico torna-se mais acido, devido ac, Pf@duzido a partir da fonte organica de
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carbono (Equacéo 2). Em cultivos mixotréficos tovdo pH dependera do metabolismo
dominante, mas na maioria das vezes permanecerdnapdamente constante (Equacao 3)
(CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

H.O + HCQ - C (biomassa) + Y24 3 OH Equacéo (1)
(1 +a) CHO + G, » C (biomassa) + aCG (1+x)H:0 Equacéo (2)
bHCG; + cCHO - (b + (c-a)) C (biomassa) + 30HaCQ Equacéo (3)

Segundo Perez-Garcia et al. (2011a), a utilizagésistemas heterotroficos para
o cultivo de microalgas elimina as duas principda$iciéncias dos fotobiorreatores,
uma vez que permite o uso de praticamente quafguaentador convencional como
biorreator e reduz os custos de producdo da bi@angss ser independente da
luminosidade e passivel de utilizacdo de aguadu@sas com carga organica. Além
disso é possivel obter, heterotroficamente, eleadacentracdes celulares, o que torna
mais viavel o processo de producdo de biomassaranteg escala. Com relacédo ao
cultivo mixotrofico, além destas vantagens, ha oefieio de permitir a producdo de
metabolitos fotossintéticos (CHEN, 1996).

Segundo Heredia-Arroyo et al. (2010), os cultivetelotréficos e mixotroficos
de microalgas sdo menos estudados do que o catiimencional devido a necessidade
de uma fonte organica de carbono, o que poderigpetntom a dieta humana. Assim,
torna-se necessario buscar espécies capazes dercaepartir de fontes de carbono
simples ou residuos agro-industriais.

Ao mesmo tempo em que diversas fontes de carbomaitdo propostas para o
cultivo heterotrofico de microalgas, uma avaliapéatica mostra que somente poucos
substratos sdo passiveis de uso pelos micro-omgasiYPEREZ-GARCIA et al.,
2011a). As fontes de carbono frequentemente wdizgara os cultivos heterotréficos e
mixotroficos de microalgas séo glicose, acetatticergl, além da utilizacdo direta de
aguas residuarias (HEREDIA-ARROYO et al.,, 2010; HERA-ARROYO et al.,
2011; PEREZ-GARCIA et al.,, 2011a; PEREZ-GARCIA ¢t 2011b). Entretanto,
informacfes sobre a concentracdo inicial ou faieaessaria para o crescimento
heterotréfico sdo ainda muito dispersas (PEREZ-GIARE al., 2011a).

A glicose é a fonte de carbono mais comumentezatii, tanto para microalgas

como outras espécies de micro-organismos. Em gqualndo se utilizam outros
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substratos, as microalgas requerem um periodoaj#aadio, representado pela extensa
fase lag, necessaria para a sintese das enzintssséstemas de transporte especificos
para a assimilacdo e o consumo das moléculas. @mgue a glicose € considerada o
substrato preferido pelas microalgas, o consumadasas fontes de carbono pode ser
reduzido na sua presenca, ja que as enzimas galesaet 0 consumo de substratos
alternativos sao dificilmente sintetizadas nessasdicbes (LEWIN; HELLEBUST,
1978; RATLEDGE et al., 2001; NARANG; PILLYUGIN, 2680citados por PEREZ-
GARCIA et al., 2011a).

Em cultivos mixotroficos, a maioria das microalgagianobactérias utiliza o
periodo escuro para ajuste da fotossintese e doaniemos de biossintese, para uma
posterior fase ativa na presenca de luz (ARDELARREREA, 1998; ZAK et al.,
2001). O glicogénio é o principal carboidrato deerga, podendo, assim como glicose
exdgena, ser convertido em glicose-6-fosfato e moditaado via respiratoria. Algumas
enzimas do Ciclo de Krebs s&o detectadas com adiegl extremamente baixas e o
metabolismo no escuro esté ligado a presenca dérogi sendo que a principal rota € a
Via das Pentose-fosfato. A glicose 6-fosfato é adéde descarboxilada em ribulose 5-
fosfato. As reacfes sao catalisadas pela glicokesféto-desidrogenase e 6-fosfo-
gluconato-desidrogenase, respectivamente. Ambaszasas estdo presentes em altas
concentragbes nas cianobactérias e duas molécaladADPH s&o geradas, com
subsequente oxidacdo na cadeia respiratoria, rdad2mATPs. Analises dos extratos
celulares revelaram que a ribulose-1,5-difosfaforte inibidora da glicose 6-fosfato-
desidrogenase, a primeira enzima da via oxidaRELROY; BASSHAM, 1973). A
transferéncia das culturas para cultivo no escusta eligada ao imediato
desaparecimento deste metabdlito, com ativacdo i@ametabdlica oxidativa. Os
componentes da cadeia respiratoria parecem esserges nas cianobactérias, apesar
das poucas informacdes sobre o fluxo de elétrotre &ADPH e oxigénio (FAY,
1983). No entanto, sabe-se que a sintese de AT#3awo é dependente do oxigénio
(fosforilacdo oxidativa) e encontra-se ligada det@de transporte de elétrons. Além do
metabolismo energético no escuro apresentar depeiadém relacdo ao oxigénio de
forma diferenciada, seu consumo no periodo esc@icoénnecessariamente devido a
respiragdo, podendo ocorrer, por exemplo, a oxaagde aminoacidos
(SCHMETTERER, 1994).

A medida que as cianobactérias tém se tornado neainente Uteis na
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elucidacao de estudos do mecanismo fotossintdét&cam acréscimo de atencéo ao fato
de que estas células sédo as Unicas capazes dmareasipiracdo aerdbia e fotossintese
nos mesmos compartimentos. Assim, ndo parece redistd cadeia de transporte de
elétrons exclusiva para respiracdo, sendo quesdisgrodutos sdo utilizados nas vias
fotossintéticas e respiratorias (SCHMETTERER, 1994)

Independente do substrato organico ou da espécimici®alga utilizada, o
suprimento de oxigénio € considerado fator-chavea pa cultivo heterotrofico de
microalgas, sendo que sua limitacdo pode reduzivelcidade especifica de
crescimento e a produtividade de biomassa dasraslt{WwU; SHI, 2007; PEREZ-
GARCIA et al.,, 2011a). A transferéncia de oxigémara as células € um dos
fenbmenos mais importantes para manutencédo dos-miganismos aerobios. Assim, o
coeficiente global de transferéncia de oxigénio-lgagdo (K.a) € a variavel mais
importante a ser considerada nestes processos (MONT al., 1999; GALACTION et
al., 2004). Apesar de ser uma ferramenta fundameatastudo do escalonamento de
processos aerdbios, a estimativa da Km cultivos com cianobactérias e/ou microalgas
€ objeto de raros estudos (GANTZER; MAIER, 1988;H®S; QUEIROZ, 2008). A
literatura indica baixas taxas de consumo de oxigpara cianobactérias em cultivo
heterotréfico e este fenbmeno parece estar ligada @xidativa usada por estes micro-
organismos (BASTOS; QUEIROZ, 2008; BASTOS et alQ0%Zb). Do ponto de vista
pratico, estas baixas taxas de consumo de oxig@mitam-se interessantes no
escalonamento visando a aplicacdo destes micraiergas no tratamento de aguas
residuarias, devido as baixas exigéncias de aeracéo

A principal limitacdo pratica dos sistemas de woltindustrial de microalgas e
cianobactérias refere-se a recuperacdo da bionfimsga DE-BASHAN; BASHAN,
2010). Buscando solucionar este problema, témestiadadas técnicas de imobilizacédo
celular e processos de separacao da biomassa sagmercoagulacéo-floculacdo (LEE
et al. 1998; GRIMA et al. 2003; MORENO-GARRIDO, &)0Bastos et al. (2010b)
verificaram a viabilidade de imobilizacdo da ciaacti@riaAphanothece microscopica
Néageliem esferas de alginato de 0,7mm, evidenciadoqmeisumo de glicose seguindo
comportamento nao limitante de ordem zero. Em dutitmalho, Matos e Bastos (2011)
verificaram ligeiro decréscimo do tamanho méths particulas de alginato de célcio no
cultivo deAphanothecem vinhaga, o que néo influenciou o consumo hitdico de

glicose do meio e o crescimento da cianobactéria.
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As células das microalgas carregam em sua suetffoa carga negativa que
impede sua agregacdo quando em suspensdo. Estapoatg ser neutralizada pela
adicdo de determinados produtos quimicos catibnicoshecidos como floculantes,
que sao capazes de coagular as células das algaafetar sua composicdo quimica
(HARUN et al., 2010).

O floculante ideal deve ter baixo custo, ser atdx& eficaz em baixa
concentracdo. Dentre os sais mais comumente dbiizadestacam-se sulfato de
aluminio [AL(SQy)s], cloreto férrico (FeG) e sulfato férrico [F€SOy),] (GRIMA et
al., 2003; HARUN et al., 2010). Neste sentido, athhndo com sais de ferro e aluminio
na floculacdo de microalgas e cianobactérias, Mia(2208) e Papazi et al. (2010)
obtiveram resultados promissores. Manetti (2008zoti Aphanothece microscopica
Nageli no tratamento do efluente de processamento deag®se, posteriormente,
avaliou o efeito de coagulantes na separacao daasi&a desta cianobactéria. O autor
verificou remocdes de 85; 97 e 93% de DQO, turbidezdlidos suspensos,
respectivamente, utilizando 300 mg.tde FeCJ. Papazi et al. (2010), com o objetivo de
desenvolver um método facil e eficiente para re@gé® da biomassa da microalga
Chlorella minutissimaavaliaram a capacidade de doze sais na coagulasaoélulas
da microalga. Os autores avaliaram concentracd8sade g.[* de cada um dos sais em
20mL de meio de cultura e observaram que, embomsaigsde aluminio foram mais
eficientes na coagulacao, alguns causaram liséacetnostrando-se inadequados para o
processo. Ferro e de zinco também apresentaraitacks) embora os sais férricos em
concentra¢des superiores a 1 jtenham levado & alteraces na coloragéo das sélula
enquanto os sais de zinco levaram a formacao aémadps celulares na superficie do
recipiente.

3.3 Tratamento biologico de aguas residuarias

O r4pido desenvolvimento das atividades humanas glevados volumes de
efluentes urbanos e industriais. Tais efluentes pdtem ser despejados diretamente
nos corpos d'agua sem um tratamento adequado sgieeduzir os contaminantes ali
presentes a niveis ambientalmente seguros. Aléso,disencdo especial deve ser dada a
presenca de substancias inorganicas que favorecemsoimento vegetal, tais como

nitrogénio e fosforo, uma vez que a presenca dastegntes pode levar a eutrofizacao
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dos corpos d agua receptores, contribuindo pasxideicdo da qualidade destas aguas
(MARTINEZ et al., 2000; LODI et al., 2003; ASLAN; APDAN, 2006; XIN et al.,
2010). O tratamento de aguas residuarias é normednaen procedimento que apresenta
custos envolvendo a remediacdo e a disposicdoodaasta gerada. Sendo assim, novos
processos de remoc¢do de nutrientes e matéria cagé@n sendo estudados de modo a
combinar estratégias de despoluicdo e obtenciaadieitps biotecnolégicos com maior
valor agregado (QUEIROZ et al., 2001; MANETTI, 20QRJEIROZ et al., 2011).

Com relacdo a presenca de nutrientes, o nitrogégéralmente removido das aguas
residuarias por processos fisico-quimicos e bictdgi(BOAVENTURA et al., 2001,
AYAZ; AKCA, 2001), tais como eliminagdo de amonia €ondi¢cdes alcalinas e altas
temperaturas, troca ibnica, osmose reversa, dldised e lagoas de estabilizacao.
Entretanto, a maioria destes métodos nao € totwneditiente, pois ndo carreiam as
diferentes formas de nitrogénio das aguas, repeesna perda deste nutriente (ORTIZ et
al., 1997).

O meio de cultivo para microalgas deve fornecerienies suficientes para o seu
crescimento, dentre os quais 0s mais importantesasfono, nitrogénio, foésforo e enxofre
(WANG et al., 2008). As aguas residuarias agrostrdus geralmente apresentam estes
nutrientes, o que sugeriria a sua utlizagdo conmsdo nde cultivo para estes micro-
organismos. Nesse contexto, Kumar et al. (201@)jeendo a influéncia da quantidade de
nutrientes e frequéncia de alimentacdo de um rimgétiso (fonte inorganica) e um efluente
digerido da suinocultura (fonte organica) no crasaito deChlorella vulgaris verificaram
gue ndo houve diferenca entre os meios organioorgénico na producao da microalga,
concluindo que elevado crescimento pode ser aldangan pouco tempo desde que haja
quantidades suficientes de nutrientes para os foigamismos. Wang et al. (2008) afirmam
que aguas residuéarias e efluentes secundariogtwemstontes de nitrogénio de baixo custo
para o cultivo de microalgas, uma vez que cont@&mdgs quantidades de diferentes formas
deste nutriente.

Assim, a utilizacdo de microalgas tem sido propgsiea remover nutrientes
inorganicos de aguas residuarias por incorporagimngassa, sendo que, em alguns casos, é
possivel converter a biomassa cultivada em subjaraiti(LODI et al., 2003; MARTINEZ
et al.,, 2010; XIN et al., 2010). Para Aslan e Kap@2006) as vantagens de se utilizar
microalgas na remoc¢do de fosforo e nitrogénio @l baixo custo de operacdo e a

possibilidade de aproveitamento dos nutrientesndados na biomassa das algas, evitando
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o problema de tratamento do lodo e descarga daenefs em corpos d agua.

A absorcdo € o principal mecanismo de remocao tfemes pelas microalgas,
existindo uma relacéo direta entre a velocidadeeoffsza de crescimento dos micro-
organismos e a remocao de nutrientes. Entretatrtmyénio e fosforo poderao ser utilizados
para o crescimento celular e removidos de forn@eafe somente se a agua residuaria
apresentar relacdo N/P apropriada (XIN et al., 010

Dentre os Vvérios géneros de microalg@ztdprella e Scenedesmuém sido as mais
frequentemente estudadas na remocédo de nutriemtéguads residuarias. Tam e Wong
(1996), avaliando diferentes concentracdes de anmincrescimento e remocao de amoénia
do meio porChlorella vulgaris, verificaram maxima remoc¢do de 53% do nitrogénio
amoniacal a 20°C. Os autores observaram que gedag¢eor de nitrogénio acompanhou o
crescimento da microalga, indicando que houve efisoe assimilagdo do nutriente.
Gonzalez et al. (1997), avaliando a remocao de angfosforo de uma agua residuéria
oriunda de uma industria de laticinios e suinocalpelas microalgaShlorella vulgarise
Scenedesmus dimorphobservaram alta remocéo de amonia (90%) e moddeaftsfato
(55%). Martinez et al. (2000), avaliando a remaigaitrogénio de efluentes artificiais pela
microalga Scenedesmus obliqguuspnstataram influéncia da temperatura e maximos de
remocao de 99% em 188 horas, a 25 e 30°C em fragitados.

De-Bashan et al. (2002) avaliaram a eficiénciaedeocdo de amodnia e fosforo de
agua residuaria sintética pela microalffaorella vulgarisimobilizada em alginato. Esses
autores estudaram também a associacdo da microafgaa bactéria promotora de
crescimentddzospirillum brasilense verificaram que tanto a associacéo quantoizagéio
somente da microalga foram eficientes na remocé&utaménio amoniacal, porém ndo na
remocéo do fosfato.

Kim et al. (2010), avaliando a capacidade @alorella vulgaris em remover
nitrogénio, na forma do ion amoénio, de um efluafdeuma planta de tratamento em
Cincinnati, Ohio, USA, verificaram remocdes deragiade da concentracdo de nitrogénio
em 48 horas.

Feng et al. (2011), avaliando a producéo de lipigmrChorella vulgariscultivada
em agua residuaria sintética verificaram que, asmmetempo em que foi possivel obter
produtividade lipidica de 147 mg.(Lg)houve remoc&o de 86% de DQO, 97% de N*NH
e 96% de fosfato total, com os melhores resultadoslo verificados durante a fase de

crescimento exponencial, com alta densidade cadutaescimento vigoroso das células da
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microalga.

Além de fésforo e nitrogénio, as microalgas téno grequentemente relatadas
COmMO micro-organismos potenciais para remocao rierietélicos e metais pesados de
aguas residuarias (TAM et al., 2001; HARUN et 2010). Estes sistemas sao eficientes
especialmente a baixas concentragcdes de metaissempam baixo custo e sao
ambientalmente corretos. O mecanismo de remoca@rie metalicos de solucdes
aquosas por microalgas baseia-se na biossorcamalaogorre em dois estagios:
adsorcéao rapida e passiva na superficie, seguitentteconsumo metabdlico dos ions
no interior das células. A grande vantagem do estiedcélulas viaveis para remocao de
ions metalicos € justamente o continuo consumobiéta para a adsorgdo fisica. Tam
et al. (2001), avaliando a remoc¢é&o de niquel arpietduas espécies @hlorellaem
dez sucessivos ciclos, observaram remocao de &eatOfinal do décimo ciclo. O
conteudo total de niquel acumulado correspondeaia que 0,9% da massa seca das
células e a formacdao de clorofila-a foi inibidagpebntinua adsorcéo do metal.

O tratamento simultdneo de carbono e nitrogénio ageas residuarias
agroindustriais por incorporacao dos nutriente®eassa vem sendo investigado como
alternativa aos processos convencionais de desfol((MARTINEZ et al., 2000).
Neste sentido, a aplicacdo de cianobactérias @destadevido as suas exigéncias
nutricionais e metabolismo versatil (DUMAS et d998; QUEIROZ et al., 2002;
BASTOS et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006).

A Aphanothece microscopica Nagéliuma cianobactéria de grande ocorréncia
nos corpos hidricos adjacentes a cidade de Riodéfafl e tem sido estudada com
relacdo a producgéo de proteinas unicelulares, @onde nitrogénio e matéria organica
do efluente da parboilizagdo do arroz (BASTOS gt28l04; QUEIROZ et al., 2007) e
de industrias de pescado visando relso das agualiEVII, 2008). Queiroz et al.
(2001), avaliando o potencial de remocé&o de nitrimgé matéria organica do efluente
da parboilizacdo do arroz pelphanothece microscopica Nagelonstaram maximos de
remocao em 24 horas de cultivo a 3000 lux de lusifzmle e 30°C. Segundo Queiroz
et al. (2002) esta cianobactéria € capaz de delsemsz no escuro a partir da matéria
organica presente neste efluente. Mais recentematphanothecdoi cultivadaem
fotobiorreatores visando o sequestro de carbonGQBALOPES et al., 2008) e avaliada
quanto ao conteudo de lipidios e perfil de acidomx@s da biomassa visando a
producao de biodiesel (FRANCISCO et al., 2010).
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3.4 Vinhaca

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol deaede-acucar, produzindo na
safra 2011/2012 um volume de 22,9 bilhdes de I(EBNAB, 2012). Neste processo
podem ser utilizados mostos de melaco, caldo odom{® mosto é submetido a
fermentacdo etandlica, principalmente por levedudas género Saccharomyces
obtendo-se o vinho. Apés separacdo das levedurasho é submetido ao processo de
destilacdo para obtencdo do etanol. Durante o gsocde destilacdo, a corrente de
fundo da coluna recebe o nome de vinhaga.

Tanto do ponto de vista qualitativo quanto quatiiba a vinhaca representa a
principal agua residuaria do setor sucroenergéticba vez que € produzida na
proporcdo de aproximadamente 10 litros para cdda die etanol produzido, pelos
processos convencionais de fermentacéao utilizadd&rasil (UNICA, 2011).

A composic¢ao quimica da vinhaga é bastante varideplendendo da natureza e
composicao da matéria-prima, do sistema usado ewapy do mosto, do sistema de
conducao da fermentacdo e da composicdo do vinfioetBnto, de maneira geral, a
vinhaca apresenta elevados teores de matéria oegéride potéssio, seguido do calcio
sulfatos, nitrogénio, fésforo e magnésio (FREIREDRTEZ, 2000; CAZETTA,
CELLIGOI, 2005). A Tabela 1 apresenta a composgdimica de vinhacgas oriundas da
fermentacao a partir de mostos de melaco, de eatdisto.

Em virtude dos elevados teores de matéria orgarbeio pH, elevada
corrosividade, altos indices de DBO e DQO, aléneldaada temperatura com que sai
dos destiladores, a vinhaca caracteriza-se peloaieupoder poluente (FREIRE;
CORTEZ, 2000; SILVA et al., 2007).

Apés proibicdo do despejo de vinhaga diretamengecoosos d agua (Decreto
Lei 303/1967), este efluente passou a ser aplioadochamadas “areas de sacrificio”,
locais proximos as destilarias que se tornavamicpraente inutilizaveis para a
agricultura, principalmente pelo efeito de salidielado solo. Com o surgimento do
PROALCOOL e a conseqiiente expansdo da industrieaaooleira no pais, com
aumento significativo da producéo de etanol e \gahaurgiu a necessidade de se dar
um destino adequado ao efluente, que encontrolugaucomo fonte de nutrientes para
a propria cultura da cana-de-agucar atraves darigatdo (CORTEZ et al., 1992). A
aplicagéo de vinhaga no solo fornece uma sérieedefizios de natureza quimica, fisica
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e biolégica, como aumento da disponibilidade derrsdgelementos, aumento da CTC
(capacidade de troca catidnica), pH e teor de matéganica no solo, com consequliente
melhoria no seu estado de agregacdo e aumentopdeidade de infiltracdo de agua
(FREIRE; CORTEZ, 2000; SILVA et al., 2007; ZAYASat, 2007).

Tabela 1. Composi¢cdo quimica média da vinhacga obtida arpdatifermentacdo de
diferentes mostos (GLORIA; ORLANDO FILHO, 1984, atibs por FREIRE;
CORTEZ, 2000).

Elemento Melaco Misto Caldo
N (kg.m?) 0,77 0,46 0,28
P,0s (kg.m®) 0,19 0,24 0,20
K,0 (kg.m°) 6,00 3,06 1,47
CaO (kg.nt) 2,45 1,18 0,46
MgO (kg.m°) 1,04 0,53 0,29
SO, (kg.m®) 3,73 2,67 1,32
Matéria organica (kg.i) 52,04 32,63 23,44
Fe (mg.L% 80,00 78,00 69,00
Cu (mg.L}) 5,00 21,00 7,00
Zn (mg.Lh 3,00 19,00 2,00
Mn (mg.L?) 8,00 6,00 7,00
pH 4,40 4,10 3,70

Apesar dos efeitos benéficos, é necessario quenka prévio conhecimento do
volume adequado de vinhaca a ser aplicada no jsotpie seu excesso pode acarretar
efeitos nocivos e queda na produtividade da cultdtaalmente, a disposicao de
vinhaca no solo é regulada pelo seu teor de potassia vez que altas concentragdes
deste ion contribuem para saturacéo do solo (CETEQE).

Apesar do seu potencial como meio nutritivo, hacpsuestudos na literatura
acerca da utilizacdo de vinhaca como substrato @araltivo de micro-organismos,
principalmente com o objetivo de despoluicdo dégfaa residuaria. Navarro et al.
(2000) utilizaram vinhaga concentrada como compigmelo meio de cultivo para

fermentacdo etanodlica p&accharomyces cerevisideazetta e Celligoi (2005 e 2009)
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utilizaram melaco e vinhacga para o cultivo de levad e bactérias visando a producao
de proteinas e lipidios pelos micro-organismos, msultados promissores.

Com relacdo a microalgas, Oliveira e Caceres (1986)trabalho pioneiro na
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar), atdin vinhaca diluida para o cultivo
de oito espécies de algas de agua doce. Durantha80 os autores compararam 0
crescimento das microalgas cultivadas em solucéuirdeaca com as cultivadas em
meio sintético e observaram que, das oito espésasiadasChlorella vulgaris e
Scenedesmus bijugati@am capazes de desenvolver-se melhor em sotlg&mhaca
do que no meio sintético, atingindo maior concedivacelular. Para as outras espécies,
0 crescimento em solucdo de vinhaca e em meidismt®i semelhante ou levemente
inferior. Dando sequéncia a este trabalho, um dder@s, em sua dissertacdo de
mestrado, aprofundou os estudos c@miorella vulgaris avaliando parametros de
adequacao da vinhaca para o crescimento heteootréfmixotréfico desta microalga.
Nas condicées ideais (1 ¢'lde vinhaca, 800 pM de uréia,*1@®lulas.m* e pH 7) o
autor verificou crescimento mixotrofico equivalemte cultivo fotossintético, além do
acumulo de carboidratos pelas células em condigéesotroficas (OLIVEIRA, 1988).
Ainda segundo este trabalho, o cultivo de micraalgsspecialmente em residuos
liguidos ricos em nutrientes, constitui uma posigiédile promissora de obtencdo de
uma fonte consideradvel de compostos e element@n@as a nutricdo humana, ao
mesmo tempo em que possibilita uma forma de comaap®luicdo dos recursos

hidricos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Inoculo

O in6culo da cianobactériAphanothece microscopica Nagdti mantido e
propagado no Laboratério de  Microbiologia  Aplicadae  Controle
(LABMAC/CCA/UFSCar) em meio BGN (Braun-Grunow Medi) (RIPKA et al.,
1979), assim como o indculo dghlorella vulgarisem meio WC (Water Culture)
(GUILLARD; LORENZEN, 1972). A composicao dos meids cultivo de manutencéo
e propagacao das microalgas € apresentada namaJ @bel3. Os pHs foram ajustados
com solucdo de NaOH 1N e os meios esterilizados 20ominutos a 121°C em
autoclave. Previamente a realizacéo de cada exgetonfoi realizada contagem celular
em Camara de Neubauer para verificar a concentiagdal de células e a pureza dos
inoculos.

As suspensfes microbianas foram monitoradas aietia tprbidez mediante
leitura em turbidimetro TecnopbnCom os dados obtidos, foram geradas correlacées
entre concentracdo celular (cél.hle turbidez (NTU), as quais foram utilizadas para
acompanhar o crescimento das microalgas nos erigai@ss utilizando meios BGN e
WC.

4.2 Vinhaga

A vinhaca utilizada nos experimentos foi obtidatgua uma Usina de AcUcar e
Alcool da regi&o de Araras/SP, diretamente de eslule destilacio a aproximadamente
95°C. As amostras foram imediatamente acondicicnagla garrafas de 2L e
congeladas no LABMAC/CCA/UFSCar, permanecendo diestaa até o0 momento da
sua utilizagdo. Anteriormente a cada experimerg@maostras de vinhaca passaram por
pré-tratamento incluindo hidrdlise &cida, ajustepttee esterilizagdo. A hidrélise foi
feita pela adicdo de HCI em banho termostatiza@6°&€. Apos a hidrolise, o pH foi

ajustado em 7,4-7,6 para cultivo da cianobac#plaanothece microscopiddégeliou

' Qualquer referéncia especifica &s marcas e prodeggstrados néo constitui endosso.
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6,5 para cultivo daChlorella vulgaris utilizando solucbes de NaOH. A amostra de

vinhaca pré-tratada foi entédo esterilizada em #atea 121°C por 20 minutos.

Tabela 2.Composicao do meio de cultivo BGN (RIPKA et a@79).

Volume da solugao

Espécie Solucéo estoque
estoque
KoHPO, 3 g.100mL* 1mL
MgSQ,.7H,0 7,5 g.100mt 1 mL
CaCb.2H,0 3,6 g.100mL 1mL
Citrato de amdnio férrico 0,6 g.100r/hL 1mL
Na; EDTA 0,1 g.100mr 1 mL
Acido citrico 0,6 g.100mt 1 mL
NaxCO;3 2 g.100mL* 1mL
NaNO; 15 g.100m* 10 mL
NacCl 7,2 g.100mt 1 mL
Metais Tracos 1mL
H3BO;3 2,860 g.L*
MnCl,.4H,0 1,810 g.r*
ZnSQ,.7H,0 0,222 g.r*
NapM00,4.2H,0 0,390 g.r*
CuSQ.5H,0 0,079 g.r*
CaCb.6H,0 0,040 g.r*
Agua destilada 980mL

pH 7,4-7,6
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Tabela 3.Composi¢ao do meio de cultivo WC (GUILLARD; LORERKX, 1972).

Volume da solugao

Espécie Solucéo estoque
estoque
CaCb.2H,0 3,68 g.100mL 1mL
MgSQ,.7H,0 3,7 g.100mL 1mL
NaoHCOs 1,26 g.100mL 1mL
K2HPO.3H,0 11,14 g.100mt 1mL
NaNO; 8,5 g.100mr* 1mL
N&SiOz.5H,0 2,12 g.100mt 1mL
Solucéao de ferro
NaEDTA 4,36 g.1000mL: 1mL
FeCk.H,0 3,15 g.1000mt
Solucéo de micronutrientes
MnCl,.4H,0 0,18 g.1000mt
NagM0O4.2H,0 0,006 g.1000mt:
H3BO;3 1 g.1000m[*
CuSQ.5H,0 0,01 g.1000mt tmt
ZnSQ,.7H,0 0,022 g.1000mt
CoChb.H,0 0,01 g.1000mt
Solucao de vitaminas
Tiamina HCI 0,1 g.1000mt
Biotina 0,0005 g.1000mit tmt
Agua destilada 1000mL
pH 6,5
4.3 Ensaios

4.3.1 Cultivos mixotroficos

Os ensaios foram realizados cémphanothece microscopica NagelChlorella
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vulgarisem frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 150 mheale de cultura (BGN
ou WC, paraA. microscopica C. vulgaris respectivamente), 10% v/v de in6culo10
cél.mLY) e uma fonte de carbono organico. As fontes deocer utilizadas foram
glicose p.a. (6H120g), acetato de potassio p.a. ($HDOK) e glicerol p.a. (§1503) nas
seguintes concentragoes:

- Glicose: 0-12,5-25-37,5-50 ;L

- Acetato de potéssio: 0,5 - 1,25 - 2,5 - 5 - 10'g.

- Glicerol: 0,46 - 0,92 - 4,6 - 9,2 - 46 'L

Os ensaios foram conduzidos em estufa de fotopetdetrolab, a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas (claro-escuro) e fluxo homd de 30umol/frs
(aproximadamente 1500 lux) durante 75 horas. Gsdsaforam mantidos sob aeracéo
forcada de 1VVM (volume de ar por volume de liqupms minuto) e, periodicamente,
as amostras eram coletadas para determinacdo dant@atéo celular por contagem
direta em microscopio com Camara de Neubauer. d¢ralo perfil de concentracao
celular foram obtidas as velocidades especificasrdecimento maximas (k) pela
inclinacdo do ajuste linear das curvas semi-logast

O efeito da concentracdo dos substratos organaasvéliado pelo Modelo de
Monod (Equacéo 4) e pelo Modelo de Haldane (Equaiaande S é a concentragéo de
substrato (g.1}), ks a constante de Monod (g'L.e k a constante de inibicdo (g')L A
concentragdo Otima de substratg;$oi calculada considerando os efeitos de inibigcéo

pelo substrato a partir da Equacéo 6, conformegstogpor Shi et al. (1999).

_ UmaxS .
# kg +S Equagéo (4)
_ EmaS
B g2 Equacéo (5)
+S+
kg +S K

Smi = VKsKi| Equagcéo (6)
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4.3.2 Cultivos heterotréficos

Os ensaios heterotroficos partiram das condicOemneentracdo dos substratos
selecionadas nos cultivos descritos no item 4@slexperimentos foram realizados em
frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 150 mL de owh 10% v/v de in6culo (20
cél.mLY) em BGN e WC paréphanothece microscopica NagelChlorella vulgaris
respectivamente, suplementados com uma fonte dtercarorganico na concentracao
previamente definida. Os ensaios foram conduzidosestufas de cultura Tecnal,
modelo TE-392/1, a 25°C e aeracao forcada de 1 \dk&nte aproximadamente 40
horas. Para garantir as condi¢cdes heterotroficaBagsos foram envoltos em papel
laminado que impedia qualquer fluxo luminoso. RBcamente, amostras foram
coletadas para monitoramento e analise dos perisainassa e substrato.

A concentragdo celular foi obtida por contagem tdirdas amostras em
microscépio com Céamara de Neubauer. As velocidadpecificas de crescimento
méximas foram determinadas pela inclinagdo daodgiéar da curva semi-logaritmica
concentracdo celulas. tempo. As amostras foram filtradas para avahiagiconsumo
de substratos. Para glicose e glicerol utilizaramfdtros de 0,45 pum, com
monitoramento através dos métodos enzimaticos sglicoxidase-peroxidase e
triglicerideos, respectivamente, com kit LABORLABa partir das especificacdes do
fabricante e usando curva-padrao para cada re&tara. 0 acetato de potassio utilizou-
se filtros de 0,2 um, sendo que 20 pL de amostteada foi injetado em um
Cromatografo Liquido de Alta Performance (HPLC) n&ilzu no Laboratério de
Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos (DEQ/ENICAMP). O HPLC foi
equipado com uma coluna de 7,8 mm x 300 milimearaghex HPX-87H (Bio-Rad) e
a fase mével utilizada foi composta de uma solutg6bSO, 0,004 mol.L* bombeada
a uma vazao de 0,6 mL.MifMACEDO, 2011).

4.3.3 Cultivos em vinhaca

A vinhaca utilizada foi primeiramente avaliada gwaa diferentes condicdes de
pré-tratamento, conforme sugerido por trabalhogrames (BASTOS et al.,, 2009a).

Para isto realizaram-se testes utilizando &cidddrioo (HCI) 1N e p.a. em diferentes



25

tempos de incubac&o das amostras em banho terizadte(Etica 501-D). A eficiéncia
da hidrdlise foi avaliada a partir do conteudo tleoge obtido na vinhaga pré-tratada,
utilizando o método enzimatico glicose oxidase-pielase, com kit LABORLAB ja
descrito no item 4.3.2.

Para o HCI 1N foram avaliadas as proporc¢des aditdwaga 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10,
enquanto para o HCI concentrado as proporc¢des :@aritlaca foram 1:2, 1:20 e 1:71.
As amostras foram mantidas em banho termostatiza60°C durante 15 minutos,
utilizando vinhaca bruta como controle. Na melhapprcdo acido:vinhaca verificada
no teste inicial, partiu-se para avaliacdo do terdpopermanéncia das amostras no
banho termostatizado, variando de 0, 5, 10, 1522030, 35, 40 e 50 minutos.

Os ensaios em vinhaga foram realizados em frasdesrikeyers de 250mL
contendo 150 mL de meio com 10% v/v de inéculo® (@6.mL%) em condicées
heterotroficas. Os frascos foram envoltos em pé&peinado e mantidos em estufa
Tecnal, modelo TE-392/1, a 25°C com aeracao fordadh/VM durante o periodo de
30 horas. Periodicamente, amostras foram coletpaies serem avaliadas quanto aos
perfis de biomassa, pH, DQO, glicose e potassiaoAcentracdo de biomassa foi
estimada por gravimetria, determinando o teor desmnaeca a 105°C por 24h conforme
metodologia proposta pelo Standard Methods (APHAQ52 descontando-se a
quantidade de sdlidos presentes na amostra decainAa velocidades especificas de
crescimento maximas foram determinadas pela irgdimala regido linear da curva
semi-logaritmica biomassa tempo.

As amostras foram centrifugadas a 711xg por 30 twénem centrifuga
Centribio, modelo TDL 80-2B, tendo o sobrenadantetado para as demais analises.

O teor de glicose foi monitorado através do métazimatico glicose oxidase-
peroxidase, com kit LABORLAB A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi
avaliada pelo método colorimétrico em refluxo fethasendo as amostras acrescidas
de solucao digestora {80, + K;Cr,O;) digeridas durante 2 horas em bloco digestor
(Modelo MA 4004, Marconi) a 150°C, com posterioituea da absorbancia em
espectrofotometro (Modelo SP-22, Biospectro) a@0As curvas-padrao para analise
de DQO foram construidas utilizando biftalato dépsio. Os teores de potassio foram
determinados em fotdmetro de chama (Modelo B262rdvial), construindo-se curvas-
padrdo com cloreto de potassio (APHA, 2005).

A incorporacéo de glicose e potéassio, assim comam@cao de DQO do meio
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foram avaliadas através dos seus perfis durantelltgos. O rendimento de DQO em
biomassa (Y¥s) foi quantificado de acordo com a Equacéo (7)wahdo-se as taxas
de crescimento {y e consumo § atraves da derivada do ajuste polinomialsXtempo

e DQOvs.tempo, respectivamente.

_ (k/dt) _rx
(~ds/dt) s

Yx/s Equacéo (7)

4.4 Caracterizacao da biomassa microalgal

Para a obtencdo de biomassa as microalgas forativadals em frascos
Erlenmeyers de 1000mL contendo 500mL de meio e d®%dculo (10 cél.mL?), em
BGN ou WC suplementados com glicose, glicerol etatgede potassio nas
concentracdes previamente selecionadas pelos sns@otroficos descritos no item
4.3.1 e em vinhaca. Os cultivos foram conduzidds sondi¢cdes heterotréficas em
Estufa Tecnal modelo TE-392/1 a 25°C e aeragdadarde 1VVM.

A biomassa foi concentrada por centrifugacdo a lger 30 minutos em
centrifuga Centribio, modelo TDL 80-2B, e caracadia quanto aos teores de lipidios e
proteinas, no inicio e no final dos cultivos. Oipéo total de cultivo foi estabelecido
com base nos resultados obtidos nos ensaios héferad com os diferentes substratos
e nos experimentos com vinhaca, considerando o mtontke maior concentracao de
biomassa para a finalizacdo do experimento.

A determinacdo de lipidios foi feita através darapdo com o0s solventes
cloroférmio e metanol, conforme a metodologia degiBle Dyer (1959), sendo
quantificado pelo método gravimétrico. A quantifida de proteinas foi estimada pelo
teor de nitrogénio total através do método da thgesom persulfato de potassio e
hidroxido de sodio, em bloco digestor (HACH DRB2G@f))rante 30 minutos, com
leituras a 410nm em Espectrofotometro HACH DR 5@@oncentragcédo de proteinas
foi entdo estimada usando o teor de nitrogénid ®ta fator geral de converséo 6,25
(AOAC, 1990; VOLTOLINA et al., 1999).
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4.5 Separacao da biomassa

O ensaio de separacao da biomassa foi conduzidabmratorio de Analises e
Simulacdo Tecnologica (LAST/CCA/UFSCar). Previameenta cianobactéria
Aphanothece microscopica N&getnicroalga selecionada nos ensaios anteridces,
cultivada no LABMAC/CCA/UFSCar em frascos Erlenmeyde 1000 mL contendo
500 mL de vinhaca e 10% v/v de inéculo Y@l.mL?Y) durante 24 horas, 25°C e
aeracao forcada de 1 VVM. Como controle foram aadas as mesmas condicbes de
cultivo em meio padrédo BGN.

A separagdo da biomassa da cianobactéria foi deapar ensaios em jar-test
utilizando cloreto férrico (Feg)ll como agente coagulante (MANETTI, 2008). O tempo
de agitacao foi de 20 minutos, iniciando-se comiXg25 minutos), seguido de 0,65xg
(10 minutos) e, por fim, 0,048xg (5 minutos). Postenente, os frascos foram
mantidos em repouso por 15 minutos, para sedim@mtig material coagulado.

O experimento foi realizado em duplicata e amodiwesm coletadas em trés
momentos: (1) logo apos a mistura do in6culo noom@) apos 24 horas de cultivo da
cianobactéria; e (3) ap0s o ensaio em jar-tesa Baneio BGN o monitoramento foi
realizado através da turbidez e da contagem dieetzélulas em camara de Neubauer,

enguanto para os testes com vinhaca avaliou-seetaratbQO (APHA, 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Cultivos em meio de cultura suplementado comigbse

5.1.1 Cultivo mixotroéfico

As Figuras 1 e 2 apresentam os perfis das concéesacelulares das
microalgasAphanothece microscopica NagelChlorella vulgariscultivadas em meios
BGN e WC, respectivamente, suplementados com difeseconcentragdes de glicose.

As Tabelas 4 e 5 apresentam as velocidades espsadiié crescimento maximas
e tempos de geracdo da cianobact&pghanothece microscopica Nagelda microalga
Chlorella vulgarisem meio de cultivo suplementado com glicose. Qioslandicam
perfis caracteristicos de crescimento microbianobatelada, sugerindo a viabilidade
do cultivo das microalgas nestas condi¢cdes. Ascidddes de crescimento para
Aphanothecsugerem uma faixa ideal de glicose entre 12,5% @T", com 6timo em
25 g.L*. De fato, quando sdo comparadas as velocidadegsirento par&hlorella
nas diferentes concentracbes de glicose verificans® faixa mais restrita de
crescimento, com 6timo em 12,5 g.LO crescimento de cianobactérias no escuro
suportado pelo consumo de moléculas organicas adocitha literatura, sendo
condicionado ao tipo de substrato e a espécie d®+arganismo (FAY, 1983).

Para ambas as microalgas verificou-se crescimeats atentuado nos ensaios
com adicdo de glicose, sendo as menores velocidmpesificas de crescimentgné
observadas quando o substrato organico nao faoadito ao meio de cultivo. De fato,
a adicdo de moléculas orgéanicas pode ser utilizad#o estratégia para aumentar as
taxas de crescimento e obter altas concentrac@idares no cultivo de cianobactérias,
devido a sua incorporacdo no periodo de escurctadleopndicdes, a principal via
metabodlica do catabolismo da glicose é o ciclo pestose-fosfato pela glicose 6-
fosfato desidrogenase, com sintese de transpoeta@specificos de protons e hexose
(PEREZ-GARCIA et al., 2011a).
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Tabela 4.Velocidades especificas de crescimento maximas)(g tempos de geracéo
(ty da cianobactérigdhphanothece microscopica Nageim cultivo mixotrofico sob
diferentes concentracdes de glicose

Concentracéo de

glicose (g.L*") b (1) i o
0 0,002 0,74 346
12,5 0,026 0,92 26,65
25 0,042 0,95 16,5
37,5 0,038 0,94 18,24
50 0,008 0,99 86,64

Tabela 5. Velocidades especificas de crescimento maximas) (g tempos de geracao
(ty da microalga Chlorella vulgaris em cultivo mixotrofico sob diferentes

concentracdes de glicose

Concentragéo de

glicose (g.L') b (1) i o®
0 0,008 0,57 86,64
12,5 0,042 0,95 16,5
25 0,028 0,88 24,7
37,5 0,012 0,92 57,76
50 0,012 0,77 57,76

Em se tratando de cultivos convencionais (fotoadfiobs), a maioria das
cianobactérias utiliza o periodo escuro para ajdatitossintese e dos mecanismos de
biossintese, para uma posterior fase ativa narmasde luz (ARDELAN; ZARNEA,
1998; ZAK et al., 2001), o que também se aplicaa paicroalgas verdes como as

cloroficeas Como os meios sintéticos utilizados para o culiilas microalgas néo
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apresentam nenhuma fonte organica de carbono, scirmento torna-se inviavel na
auséncia de luz, de modo que a adicdo de glicogg#eéessante para manter o
metabolismo durante o periodo de escuro. Adicioaate) conforme relatam
Chojnacka e Marques-Rocha (2004), em culturas miifichs a adicdo de substratos
organicos resulta em aumento na taxa de crescimnemfoe de fato foi verificado para
0S micro-organismos.

Para ambas as microalgas, a velocidade especé#ficeedcimento maxima foi de
0,042 R, refletindo num tempo de geracdo de 16,5 h. Nesies comAphanothece
microscopica Nageli pmax foi observado quando se utilizou a concentracdo
intermediaria de glicose (25 ¢'), enquanto par&hlorella vulgaris este valor foi
verificado na concentracdo 12,5 g.tle glicose. Este comportamento sugere inibicéo
pelo substrato, o que pode ser observado nas Bi§uat. De fato, altas concentracdes
de glicose tem se mostrado inibitérias para o oresto de microalgas e
cianobactérias, conforme reportado na literatukdl € al., 1999; LIANG et al., 2009;
PEREZ-GARCIA et al., 2011a; YAN et al., 2011).

De acordo conPerez-Garcia et al. (2011a), informacdes sobrenaertracao
ideal de glicose para o crescimento 0timo de migesasao ainda dispersas para se
alcancar uma conclusédo definitiva. Segundo estésrem) a resposta pode estar
relacionada a combinacdes especificas de fatomsp ® tipo de microalga e as
condicbes de cultivo. Além disso, como a assimdagé glicose tende a reduzir a
sintese de transportadores de nitrato e nitritassamilacdo de nitrogénio pode estar
sendo limitante nos meios BGN e WC suplementadas giccose. Sendo assim, este
efeito inibitério da glicose pode ser minimizado ®ecultivo das microalgas for
realizado em meios com diferentes fontes de nitiogécomo por exemplo aguas
residuérias.

A avaliacdo do efeito da fonte de carbono no anltimixotréfico ou
heterotréfico de cianobactérias é objeto de estuelntes na literatura. Ainda assim, a
melhor condicdo encontrada pafgphanothece microscopica NageR5 g.L! de
glicose) corrobora com os resultados obtidos postd@aet al. (2011) em ensaios
heterotréficos com esta mesma cianobactéria a par25 e 100 gt de glicose.

Yan et al. (2011), estudando as caracteristicazekeimento da cianobactéria
Synechococcusp. em cultivo mixotrofico em meio BGN suplementaaton glicose,

observaram que a concentracdo de 4'gdsultou em crescimento celular maximo.
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Adicionalmente, os autores relatam que, sob coedictixotréficas, a taxa de
crescimento da cianobactéria foi superior ao cnemiefo fotoautotroéfico.

Liang et al. (2009)avaliando a produtividade de biomassaitdorella vulgaris
sob condicbes mixotréficas, verificaram que a awligé 10 e 20 gt de glicose ao
meio de cultivo refletiu em maior taxa de crescitoeto que 50 e 100 g, sendo que
a maior concentracdo exerceu efeito inibitorio.a0®res adotaram a concentragédo de
10 g.L* de glicose como ideal para o cultivo heterotréfieomicroalga, visando atingir
elevadas produtividades de biomassa e lipidios.oéamPerez-Garcia et al. (2011b),
utilizando Chorella vulgaris no tratamento de &guas residuarias, adotaram a
concentracdo 10 g'Lcomo ideal para o crescimento heterotréfico daagaiga. Ja Shi
et al. (1999), trabalhando com outro génerd&derella (C. protothecoidgs avaliaram
diferentes concentracées de glicose (10 a 100)qa producéo de biomassa e luteina
pela microalga, e sugeriram 40 g.tomo a concentracdo ideal a ser suplementada para
o cultivo heterotrofico desta microalga, suportamdescimento celular relativamente
alto e elevada producéo de luteina.

Mesmo a velocidade especifica de crescimento magbtida nos ensaios com
Aphanothece microscopidéégelie Chlorella vulgaris(imax = 0,042 i) foi inferior as
verificadas por Heredia-Arroyo et al. (2011) emtigol mixotréfico com concentragdes
iniciais de 5, 15 e 30 gilde glicose (kax= 0,13; 0,13 e 0,12 hrespectivamente) para
C. vulgaris Entretanto, neste trabalho os autores utilizanam@io de cultura
relativamente mais rico do que o WC contendo, alé&s minerais inorganicos e da
fonte de carbono, extrato de levedura. Por outdw,la velocidade especifica de
crescimento méaxima de 0,042 lioi superior & observada por Yan et al. (2011), os
quais verificaram p = 0,025 durante o cultivo d&ynechococcusp. a partir de 4 giL
! de glicose. J& Shi et al. (1999), avaliando oivaulheterotréfico deChlorella
protothecoides em meio suplementado com glicose, observaram ideldes
semelhantes, de 1,10 e 1,14 duando o meio foi suplementado com 10 e 40 gl¢
glicose, respectivamente.

Considerando os dados apresentados na Figura 3pngoctamento da
velocidade especifica de crescimento pode serittepeio Modelo de Haldane, onde
obtém-se como concentracdo de glicose 6tima (seitoefde inibicdo) 24,48 gii.
valor muito préximo do experimental. Até 37,5 §.la curva segue a cinética de

Monod, com constante de saturacdo de 11.gAssim, ocorre inibicdo acima de 37,5
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g.L* de glicose e ha comprometimento no crescimento qareentracées inferiores a
11 g.L'!. Da mesma forma, a Figura 4 também demonstraz&ohpelo substrato para a
microalgaChlorella vulgaris com concentracédo 6tima de substrato de 5,2.¢ds
dados sdo comparaveis aos obtidos por Shi et @9flem ensaios com diferentes
concentracdes de glicose utilizando a microdtpgorella protothecoidesEntretanto,
estes autores indicam 40 g.lcomo sendo a concentracdo inicial de glicose jdeal
havendo também para esta microalga inibicdo pdistsato estimada pela Equacéo de
Haldane. Segundo Chen (1996), o efeito inibitbreosdbstratos organicos resulta ndo
somente no decréscimo da velocidade de crescimeat®,também na diminuicdo do
rendimento total do crescimento celular, uma vez @unecessario aumentar a energia

de manutencéo das células, em detrimento do crestom
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5.1.2 Cultivo heterotréfico

As Figuras 5, 6, 7 e 8 apresentam as variacOesiaieabsa e glicose da
cianobactériaAphanothece microscopica Nageadi da microalgaChorella vulgaris
cultivadas em meios BGN e WC suplementados com.2% g 12,5 g.L* de glicose,
respectivamente, sob condicfes heterotroficas. ddehportamento das curvas verifica-
se crescimento e assimilagéo de glicose por ansbascaoalgas.

Em condicdes heterotréficas, a velocidade espeadffiéxima de crescimento da
Aphanothece microscopica Nagfi de 0,09 H, refletindo num tempo de geracéo de
7,7h. Para a mesma concentracdo de glicose (25,galvelocidade especifica de
crescimento no cultivo heterotréfico foi supericd@cultivo mixotréfico (0,042 1). O
mesmo comportamento foi verificado durante o caltheterotréfico da microalga
Chlorella vulgaris,com méxima velocidade especifica de crescimentd,@®9 K, ou
seja, maior do que a verificada no cultivo mixdtof(0,042 H). Estes resultados

sugerem gue a assimilacdo continua de glicoseeon@n somente no periodo claro do
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cultivo mixotrofico, o que duplicou a velocidade deescimento maxima das
microalgas. A luminosidade € o parametro que nmdlisencia a assimilacédo de glicose,
uma vez que a luz inibe a expressado do sistemaadsporte de elétrons e hexoses.
Assim, os dados indicam a viabilidade do cultivo atebos micro-organimosm
condicdo ndo dependente da luminosidade. De fgios&ivel atingir altas velocidades
especificas de crescimento e obter altas densidddesélulas de microalgas e
cianobactérias em sistemas heterotréficos, tornar@el o processo de producdo de
biomassa em grande escala (PEREZ-GARCIA et al1201
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Chlorella vulgarisem meio WC suplementado com 12,5t glicose

Em condi¢cdes heterotréficas, a glicose é metalidizpor cianobactérias
principalmente pela via das pentose-fosfato, aésrda glicdlise (PEREZ-GARCIA et
al., 2011a). O maior fluxo metabdlico da via dastpse-fosfato pode explicar a maior
velocidade de crescimento das microalgas quandivanis heterotroficamente na
presenca de glicose. Yang et al. (2000) verificague o cultivo heterotrofico de
Chlorella pyrenoidosagerou mais ATP a partir do fornecimento de glicdseque
cultivos autotréficos e mixotréficos com energiantecida pela luz.

Para Aphanothece microscopica N&agel consumo de glicose foi mais
acelerado nas primeiras 10 horas de cultivo, eriqumraChorella vulgariso consumo
ocorreu mais lentamente, embora as velocidadesifispe de crescimento maximas
tenham sido semelhantes para ambas as espéciestafia, para os dois micro-
organismos ndo houve esgotamento do substratoyedugdes de 30,4 e 42%, para a
cianobactéria e a cloroficea, respectivamenteinadé 40 horas de cultivo.

Os resultados diferem de alguns trabalhos encadradh literatura onde
utilizou-se meio de cultivo suplementado com gkcoSansawa e Endo (2004),
avaliando o cultivo heterotrofico dghlorella regularisem meio suplementado com 1,5
g.L™* de glicose, observaraosonsumo total do substrato em 6 horas de cultimmbem
Liang et al. (2009), trabalhando cda@mlorella protothecoidegm cultivo mixotréfico,

observaram esgotamento total do substrato quandeeio foi suplementado com
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concentracdes de 5 e 15 ¢.de glicose em 48 e 144 horas, respectivamente. Os
resultados obtidos pafgphanothece microscopi@Chlorella vulgarissugerem que, ao

se utilizar concentragbes superiores de glicoséengpo de cultivo de 40 horas é
insuficiente para o consumo total do substrato.fdde, Shi et al. (1999), utilizando
concentracdes entre 10 e 60 Y.lde glicose no cultivo heterotréfico dE.
protothecoidesobservaram esgotamento da glicose apenas apas @elcultivo. Por
outro lado, o prolongamento dos cultivos heterato&f de microalgas geralmente
levam a problemas de contaminacdo (PEREZ-GARCIA.e2011a). Assim, como a
glicose € o substrato organico mais facilmentenaksiel, sua concentracdo deve ser
controlada de modo a obter altas produtividades m®omassa com a menor

contaminacgao possivel.

5.2 Cultivos em meio de cultura suplementado comigérol

5.2.1 Cultivo mixotroéfico

As Figuras 9 e 10 apresentam os perfis das coragées celulares das
microalgas Aphanothece microscopica N&agedi Chlorella vulgaris durante cultivo
mixotréfico em meios BGN e WC, respectivamente,lsupntados com diferentes
concentracdes de glicerol.

ParaAphanothece microscopica Nagalimenor concentracédo de glicerol (0,46
g.L™) refletiu na maior concentracao celular ao fimrBfehoras de cultivo, enquanto as
duas maiores concentracées (9,2 e 46'grefletiram nos menores valores finais de
crescimento. Com excecao da menor concentracadickroyl para todas as outras
observou-se decréscimo de massa celular da ciaéobaa partir de determinado
momento.

Para Chlorella vulgaris a maior concentracao final de biomassa foi obtida
quando o meio foi suplementado com 0,92'gde glicerol. Da mesma forma que para
A. microscopica para C. vulgaris também observou-se decréscimo no numero de
células nas amostragens finais do experimento guamdeio foi suplementado com as

trés maiores concentracdes de glicerol.
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O decréscimo das concentracbes celulares foi cemasld na selecdo da
condicdo otima de glicerol para o cultivo heterfid@d@de ambas as microalgas. Assim,
diferentemente dos experimentos em que se utiliglicose como substrato, as
velocidades especificas maximas de crescimentanfaralculadas apenas para o
periodo onde houve crescimento consideravel, exdtuse os pontos finais para todas
as concentracdes de glicerol avaliadas. Nestasgéims] as Tabelas 6 e 7 apresentam as
velocidades especificas de crescimento e tempgem@gdo das microalgas durante o
cultivo mixotréfico em meio suplementado com glader

Para Aphanothece microscopica N&agedis trés menores concentracfes de
glicerol refletiram em velocidades especificas tEs@mento maximas semelhantes e
superiores as verificadas para as maiores cong¢épsado substrato, enquanto para
Chlorella vulgarisas maximas velocidades especificas verificadasfagemelhantes
para todas as concentracdes de glicerol.

O glicerol é assimilado e convertido a piruvatcapeh glicolitica, o qual segue
para o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Logoaasimilacdo de glicerol pode estar
condicionada a uma disponibilidade de oxigénio md@mque em cultivos com glicose,
0 que pode explicar em parte as menores velocidiesescimento. Além disso, a via
das pentose-fosfato parece ser inibida quandocerglié a Unica fonte de carbono, o

que sugere periodo de adaptacéo e velocidades esguala via glicolitica.

Tabela 6.Velocidades especificas de crescimento maximas)(g tempos de geracéo
(ty da cianobactérisdhphanothece microscopica Nage&m cultivo mixotrofico sob

diferentes concentracdes de glicerol.

Concentracéo de glicerol (g.[}) Hmax (h™) R? ty (h)
0,46 0,027 0,92 25,7
0,92 0,024 0,94 28,8
4,6 0,029 0,86 23,9
9,2 0,019 0,61 36,5

46 0,0035 0,89 198
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Tabela 7.Velocidades especificas de crescimento maximas)(g tempos de geracéo
(ty da microalga Chlorella vulgaris em cultivo mixotrofico sob diferentes

concentracdes de glicerol.

Concentracéo de glicerol (g.1)  Hmax(h™) R? ty (h)
0,46 0,037 0,95 18,7
0,92 0,043 0,94 16,1
4,6 0,043 0,89 16,1
9,2 0,039 0,84 17,8
46 0,034 0,97 20,4

A concentracdo 6tima de glicerol para o cultiveehatréfico das microalgas foi
selecionada considerando as velocidades especifieagrescimento maximas, o
comportamento das curvas de crescimento e a coac&atfinal de células durante
todo o periodo de cultivo. Assim, foram adotadamesores concentragdes de glicerol,
0,46 e 0,92 g. para Aphanothece microscopica N&gedi Chlorella vulgaris
respectivamente, uma vez que nas concentracfesiosapehouve decréscimo da
concentracdo celular, demonstrando efeito inilwtae elevadas concentracbes do
substrato no crescimento de ambas as espéciescdealgas. Este efeito inibitério do
glicerol pode estar ligado a alteracdo da pressd@ootica do meio, que foi mais

prejudicial para a cianobactéria.

Nesse sentido, as Figuras 11 e 12 apresentam etesajdas velocidades
especificas de crescimento pAhanothece microscopica NagelChlorella vulgaris

pelo modelo de inibicdo proposto por Haldane.
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Considerando os dados da Figura 11 o comportantent@locidade especifica
de crescimento dAphanothece microscopiddagelipode ser descrito pelo Modelo de
Haldane, pelo qual obtém-se como concentracdo A&ienglicerol (sem efeitos de
inibicdo) 1,55 g.[*. Da mesma forma, a Figura 12 também demonstreo éfebitorio
do substrato durante o cultivo dehlorella vulgaris com concentracdo Otima de
glicerol de 3,19 g.L-.

Ceron Garcia et al. (2006), avaliando o efeito decentracbes de glicerol (0;
0,46; 9,2 e 18,4 g:t) no cultivo mixotréfico da microalgBhaeodactylum tricornutum
verificaram maior crescimento da microalga nasucatt suplementadas com glicerol
guando comparadas a um controle sem o substratiet&inio, os autores observaram
inibicdo do crescimento quando se utilizou a mammcentracdo, sugerindo 9,2 g.L
(0,1M) como a concentracao ideal de glicerol aassionada ao meio de cultivo, com
maior producdo de biomassa. Também Liang et ab9)2@valiando concentracdes de
10; 20; 50 e 100 g:t de glicerol no crescimento d@. vulgaris verificaram que,
embora o crescimento em cultivo mixotroéfico tenigi® Sempre superior ao autotrofico,
a adicao de menores concentracdes de glicerol amorafletiram em maiores producdes
de biomassa, sendo a maior velocidade de cres@merificada quando se utilizou 10
g.L™* de glicerol.

Heredia-Arroyo et al. (2011), avaliando o efeitodiferentes combinagdes de
glicose e glicerol no cultivo mixotrofico d€hlorella vulgaris verificaram maior
producdo de biomassa nas combinacées de gliceseajli= 100:0% (15:0 gf) e
80:20% (12:4,1 g.), com efeito inibitério no crescimento celular tr@atamento
contendo apenas glicerol (glicose:glicerol = 0:2§,4%). Os autores apontam que a
espécieC. vulgaris € pouco tolerante ao glicerol, com o crescimemibido em

concentracdes superiores a 15]g.L

5.2.2 Cultivo heterotréfico

As figuras 13, 14, 15 e 16 apresentam os perficdiasentracdes celulares e das
concentracdes de glicerol durante cultivo hetefismédas microalgasiphanothece
microscopica Nagele Chlorella vulgarisem meios BGN e WC suplementados com

0,46 e 0,92 g.t: de glicerol, respectivamente.
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Em condi¢cdes heterotréficas a velocidade especdfecarescimento méaxima
observada parAphanothece microscopica Nagfsi de 0,02 H, refletindo num tempo

de geracdo de 34,7h. Esta velocidade foi ligeiraenarferior a observada durante o
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cultivo mixotréfico sob a mesma concentracdo deegilil, de 0,027 'h J& para
Chlorella vulgarisa velocidade especifica de crescimento maximareéde foi de
0,09 K', superior a verificada durante o cultivo mixoteofi(p = 0,043 1) e refletindo
num tempo de geracgao de 7,7h.

Comparando os resultados com aqueles obtidos @upaniltivo das microalgas
em meio suplementado com glicose observou-se menetecidades de crescimento
da Aphanothece microscopica Nagelos ensaios com glicerol, tanto no cultivo
mixotréfico quanto no heterotrofico. JA4 a cloroficghlorella vulgaris apresentou
comportamento semelhante nos dois substratos. <D#a@dos sugerem que a via das
pentose-fosfato € mais importante nas cianobastéga que esta é mais
pronunciadamente inibida pela presenca de glic&uotra possivel explicacdo para o
crescimento mais lento da cianobactéria € a redogdsintese de transportadores de
nitrato, fonte de nitrogénio presente no meio BG@Kyido a presenca de glicerol
(PEREZ-GARCIA et al., 2011a). O Grady e Morgan (@0QXvaliando a producéo de
lipidios porChlorella protothecoidesm cultivo heterotréfico, também néo observaram
diferenca significativa nas velocidades de cresoimguando a microalga foi cultivada
em meio suplementado com os diferentes substra¢oglo relatadas velocidades de
0,096 e 0,1 # durante os cultivos em glicose e glicerol, respastente. Outros
autores, entretanto, relatam que, embora seja aattilizar glicerol como fonte de
carbono,C. protothecoidespresenta crescimento melhor quando se utilizaggi no
meio de cultivo (HEREDIA-ARROYO et al., 2010).

Para ambas as espécies ndo houve esgotamento slmatsudurante o cultivo
heterotréfico, chegando ao fim de 40 horas a umaogéo de 48,7% e 31% para
Aphanothece microscopica NageliChlorella vulgaris respectivamente. De acordo
com Perez-Garcia et al. (2011a) poucas espécigsalealgas sdo capazes de assimilar
glicerol do meio de cultivo. O Grady e Morgan (2Q)1avaliando os perfis de
assimilacdo de glicose e glicerol p&hlorella protothecoidesdurante cultivo
heterotréfico observaram que, em meio suplemergpgoas com glicerol (30 g'), o
substrato foi totalmente exaurido apd6s 120 horagudiévo; ja quando se utilizou
mistura glicose:glicerol = 1:1, apenas a glicosedt@mlmente assimilada, com o glicerol
permanecendo no meio mesmo apos 120 horas. Porofinautores adotaram uma
proporcao glicose:glicerol = 9:1, considerando estamaxima quantidade de glicerol

que permite a exaustdo completa de ambos os dolksti@ meio de cultivo. Em outro
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trabalho, Liang et al. (2010) avaliaram diferentescentracdes de glicerol, puro ou
oriundo da producdo de biodiesel, na producéo mididis pela microalga marinha
Schizochytrium limacinumNas concentracbes avaliadas (25; 35; 50 e 55 dd_
glicerol), os autores verificaram que s6 houve &sgento completo do substrato apos
pelo menos 4 dias de cultivo, e apenas quando Kieowtas duas menores
concentracdes de glicerol. Também Chen e Walketl(R@valiaram o potencial de
utilizacdo de glicerol puro e bruto como substiadoa a producdo de biomassa e de
lipidios porChlorella protothecoidesOs autores verificaram que, embora 0 consumo
do substrato tenha sido baixo nos primeiros 2 deultivo, ap0s este periodo de
aclimatacdo o crescimento da microalga foi satsfat atingindo niveis maximos de
biomassa e consumo total do substrato apos 6 dias.

Segundo Perez-Garcia et al. (2011a) embora glipesda servir como substrato
para o cultivo heterotréfico de microalgas o comheato sobre o metabolismo
ocorrente € ainda limitado. Entretanto, considaevajqut as produtividades de biomassa
e de lipidios tém se mostrado superiores quandgammdas ao cultivo autotréfico, a
utilizacao de glicerol bruto, derivado dos procesde producao de biodiesel, torna-se
atrativa pela abundancia e baixo custo quando ca@tdpacom outros substratos, como
glicose ou acetato (LIANG et al., 2009; CHEN e WAER, 2001; PEREZ-GARCIA et
al., 2011a).

5.3 Cultivos em meio de cultura suplementado com eiato de potassio

5.3.1 Cultivo mixotroéfico

As Figuras 17 e 18 apresentam os perfis das caacéets celulares das
microalgasAphanothece microscopica NagelChlorella vulgariscultivadas em meios
BGN e WC, respectivamente, suplementados com difeseconcentracdes de acetato
de potassio.
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ParaAphanothece microscopica Nagalimaior concentracéo celular foi obtida
quando se utilizou a menor concentracdo de ace&fmtassio (0,5 g1), sendo que
em todas as outras concentracdes de substratcoerife decréscimo do numero de
células ao final do cultivo.

ParaChlorella vulgarisa maior concentracdo de células foi verificadangoao
meio foi suplementado com 1,25 d.de acetato de potassio, ficando os valores finais
bem acima dos verificados para as demais concéeBado substrato. Na maior
concentracdo avaliada (10 g)Lobservou-se decréscimo no nimero de células logo
apos 20 horas de cultivo. Para todas as concertad® acetato foram verificadas
pronunciadas fases de adaptacdo. O acetato, canpetal coenzima A, é geralmente
oxidado metabolicamente pelos ciclos do glioxatatio 4cido tricarboxilico, sendo que
0s principais intermediarios de ambas as vias sfomesmos metabdlitos. O
metabolismo via ciclo do glioxalato exige a sintdsedeterminadas enzimas, como a
isocitrato liase (EC 4.1.3.1.) e malato sintase 2E823.9), 0 que pode explicar a fase de
adaptacao verificada para ambas as microalgas (PERRCIA et al., 2011a).

Da mesma forma que nos cultivos suplementados dicara@ o decréscimo no
namero de células foi considerado no calculo dasimes velocidades especificas de
crescimento (Way das microalgas. Assim, paraphanothece microscopica Nageli
considerou-se um periodo de 43,5 horas de cullimite em que o crescimento foi
positivo para todas as concentracdes de substwat@adas. Ja par@hlorella vulgaris
Mmax foi calculado para todas as concentragbes detacebeceto a maior, uma vez o
breve periodo de 20 horas de cultivo tornou o narderpontos amostrais insuficientes
para constru¢cdo de uma curva linearizada. Nestaslig@®s, as Tabelas 8 e 9
apresentam os valores das velocidades especificaescimento e tempos de geracao
para ambas as microalgas durante o cultivo em sgdementado com acetato de
potassio.

Em geral, Chlorella vulgaris apresentou valores denjt superiores aos
verificados par@&phanothece microscopica Nagelemonstrando maior adaptabilidade
ao substrato. Para ambas as microalgas o compatiardas curvas de crescimento
indica que o acetato de potassio exerceu efeitwtdnio no crescimento, sendo que
Aphanothece microscopica Nageiostrou-se mais sensivel do dDblorella vulgaris

De fato, quando o meio foi suplementado com conaedés maiores de acetato de
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potassio, a cianobactéria ndo apresentou céeludagigiao fim de 80 horas de cultivo

(Figura 19).

Tabela 8.Velocidades especificas de crescimento maximas)(g tempos de geracéo
(ty da cianobactérishphanothece microscopica Nage&m cultivo mixotrofico sob

diferentes concentracfes de acetato de potassio

Concentragéo de acetato

de potassio (g.[}) Hmer (1) R o ()
0,5 0,0072 0,97 96,3
1,25 0,0070 0,72 99,0
2,5 0,0069 0,72 100,5
5 0,0051 0,73 135,9
10 0,0129 0,96 53,7

Tabela 9.Velocidades especificas de crescimento maximag|e tempos de geragéo
(ty da microalga Chlorella vulgaris em cultivo mixotrofico sob diferentes

concentracdes de acetato de potassio

Concentragéo de acetato

de potassio (g.[}) Hmse (1) R fo ()
0,5 0,017 0,94 40,8
1,25 0,028 0,95 24,8
2,5 0,013 0,95 53,3
5 0,007 0,98 99,0
10 x % .

* Nao calculados.
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Figura 19. Aspecto déAphanothece microscopica Nageliltivada durante 80 horas

em condi¢des mixotréficas com concentracdes créssele acetato de potassio.

As Figuras 20 e 21 apresentam os ajustes das datles especificas de
crescimento pardphanothece microscopica NagelChlorella vulgarispelo modelo
de Haldane. Para ambas microalgas, o ajuste ndo adequado quanto nos ensaios

com glicose e glicerol para a faixa de concentralighacetato avaliada.
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Figura 20. Ajuste da velocidade especifica de crescimentmatabactéria

Aphanothece microscopica Nagpeélo Modelo de Haldane.
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Figura 21. Ajuste da velocidade especifica de crescimentoaaigaChlorella vulgaris

pelo Modelo de Haldane.

Pela Figura 20 obtém-se como concentracdo Otimece@to de potassio 6,91
g.L™* para o cultivo déAphanothece microscopica Nagdfintretanto, esta concentracao
nao foi considerada como ideal para o cultivo daabactéria, uma vez que o ajuste do
modelo de Haldane nédo foi obtido a partir dos datmperiodo total de cultivo, os
quais indicam efeito inibitorio do acetato. Ja pahdorella vulgaris a Figura 21 aponta
1,34 g.I'! como concentracdo 6tima de acetato de potassio,efeito inibitorio nas
concentracdes superiores, apresentando ajustenelelo de Haldane mais adequado
do que o obtido parphanothece

A concentragdo 6tima de acetato para o cultivorbtdico das microalgas foi
definida considerando a concentragéo final de agldurante o periodo total de cultivo,
0 comportamento das curvas de crescimento e asidatles especificas de crescimento
calculadas. Nestas condi¢des, foram adotadas @erdoacdes de 0,5 e 1,25 .He
acetato de potassio para o cultivo Aighanothece microscopica NageiChlorella
vulgaris respectivamente, as quais refletiram em veloesgacdspecificas de
crescimento maximas de 0,0072 e 0,028dom tempos de geracéo de 96,3 e 24,8 h,

respectivamente.
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Segundo Perez-Garcia et al. (201la) acetato nemprsemromove o
crescimento, podendo, em elevadas concentracdestoddeo para muitos micro-
organismos. Tal fato se deve ao aumento de pH gogeoem meios suplementados
com acetato, seja de sédio ou potassio, uma vepgyjiens remanescentes {da K
reagem com ions hidroxila (OHou outros anions presentes no meio formando bases
(PEREZ-GARCIA et al, 2011a). Assim, manter as catregdes de acetato em baixos
niveis € interessante para cultivos em batelad@ealada, uma vez que, conforme o
substrato € consumido, mais acetato é adicionadeador, evitando o aumento de pH
(WOOD et al., 1999; PEREZ-GARCIA et al., 2011a).

O efeito inibitdrio do acetato no crescimento deroalgas tem sido relatado por
diversos autores. Azma et al. (2011), avaliande ¢@ncentracdes de acetato de sodio
no crescimento d&etraselmis suecicaverificaram maior concentracdo de biomassa
quando se utilizou a menor concentracdo de aceéddiog.L*, sendo praticamente o
dobro da observada na maior concentracdo, Z.gllambém Ortega et al. (2004),
trabalhando conChlorella sp., verificaram diminuicdo do crescimento celdam o
aumento da concentracéo de acetato de 0,082 gdra @,82 g.L, atribuindo o efeito
inibitério do acetato a inibicdo de algum procefismlogico ou limitacdo de algum
nutriente essencial pela interferéncia da concg@tralo substrato. Yan et al. (2011),
avaliando diferentes concentracdes de acetataa(8,5.1") e de glicose (0 a 10 gl
no cultivo mixotréfico da cianobactéri@ynechococcusp. PCC 7942, observaram
maior crescimento celular nas concentracdes intiémas de ambos os substratos, 2
gL e 4 gL' de acetato e glicose, respectivamente, refletindp welocidades
especificas de crescimento semelhantes (i1 = 0,@2822 K para acetato e glicose,
respectivamente). Logo, 0s autores sugerem quersliictéria é capaz de crescer
mixotroficamente na presenca de substratos organidesde que em baixas

concentracoes.

5.3.2 Cultivo heterotréfico

As figuras 22, 23, 24 e 25 apresentam os perficdasentracdes celulares e de
acetato durante cultivo heterotréfico das micraalyghanothece microscopica Néageli
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e Chlorella vulgarisem meios BGN e WC suplementados com 0,5 e 1,25 dd_

acetato de potéssio, respectivamente.

T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

Figura 22. Perfil de biomassa durante o cultivo heterotmtleAphanothece
microscopica Nagekm meio BGN suplementado com 0,5 4de acetato de potassio.
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Figura 23. Perfil das concentra¢gfes de acetato durante iwvachieterotrofico de
Aphanothece microscopica Nageth meio BGN suplementado com 0,5 4de

acetato de potassio.
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Figura 24. Perfil de biomassa durante o cultivo heterotréfle€hlorella vulgarisem

meio WC suplementado com 1,25 §.de acetato de potassio.
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Figura 25. Perfil das concentra¢gfes de acetato durante iwachiketerotrofico de
Chlorella vulgarisem meio WC suplementado com 1,25yde acetato de potassio.

Em condi¢cGes heterotroficas, a velocidade espeaciiE crescimento maxima
observada paréphanothece microscopica Nagédi de 0,08 H (ty = 8,7h), sendo
superior & verificada durante o cultivo mixotr6fi¢0,0072 H). J& paraChlorella
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vulgaris a velocidade especifica de crescimento méxima éod.826 i (ty = 26,6h),
semelhante a observada durante o cultivo mixotyofic

Comparando as velocidades especificas de crescmedotimas com aguelas
obtidas nos ensaios anteriores, a cianobadiaanothecapresentou comportamento
semelhante ao do cultivo em meio suplementado darasg, com crescimento mais
satisfatorio do que nos cultivos com glicerol. Jan&roalga Chlorella vulgaris
apresentou menorespjx nos cultivos com acetato, com valores inferiores a
verificados nos cultivos com glicose e glicerol.

Yan et al. (2011) realizaram uma analise do flwetaiélico da cianobactéria
Synechococcusp. PCC 7942 gquando cultivada em meios suplementamio glicose e
acetato. Os autores concluiram que a rota glicali estimulada nos cultivos em
glicose e suprimida quando se utiliza acetato,ass@ que o fluxo através do ciclo do
acido tricarboxilico aumenta em ambos os casos.fiPpros autores sugerem que a
glicose é capaz de promover tanto energia quimieatq precursores para formacao
celular, ao passo que o acetato desempenha um ipgpaitante como suprimento
precursor para a sintese de lipidios. Neste trapalilizando as duas fontes de carbono
em cultivo mixotroéfico, os autores verificaram pugéo de biomassa superior quando o
meio foi suplementado com acetato. Da mesma fofeeez-Garcia et al. (2011b),
comparando onze fontes de carbono no cultivo heééico de Chlorella vulgaris
verificaram que, entre glicose e acetato, o cremgimfoi superior nos cultivos com
acetato. Ja Liang et al. (2009), também trabalhacma cultivo heterotrofico de
Chlorella vulgaris observaram crescimento superior em meio supledentom
glicose. Com relacéo ao glicerol, embora existatndes acerca da utilizagdo para o
cultivo de microalgas, poucos trabalhos comparapaarescimento em glicerol com
outras fontes de carbono. Liang et al. (2010), all@ndo comSchizochytrium
limacinum uma espécie marinha, verificaram produtividade bitemassa superior
guando se utilizou glicose. J4 O Grady e Morgari120em cultivo heterotréfico de.
protothecoidesverificaram velocidades de crescimento iguaiga panbos 0s substratos,
bem como produtividades lipidicas semelhantes,coasvariacdes na sua composicao.

Para ambas as microalgas, ndo houve esgotamemsigbdtvato em 40 horas de
cultivo. EntretantoAphanothece microscopica Nagafpresentou remogéo de 90% do
total de acetato adicionado ao meio, com 65% d®g¢émnas primeiras 7,5 horas de

cultivo, ainda durante a fase lag (Figura 23). JaieroalgaChlorella vulgaris ndo
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apresentou uma tendéncia de consumo do acetato, vemague, embora tenha
apresentado crescimento no escuro utilizando darstibomo Unica fonte de carbono
(Figura 24), as concentracdes oscilaram ao longeedodo de cultivo (Figura 25).

Na literatura encontram-se poucos trabalhos ad&r@ssimilacdo de acetato por
microalgas. Zhang et al. (1999) utilizaram 0,85'gde acetato e 0,2 g'lde diferentes
fontes de nitrogénio (nitrato, aménia e uréia) paracultivo heterotréfico de
Chlamydomonas reinhardtiiNas trés fontes de nitrogénio avaliadas, os autores
observaram deplecdo total do acetato em 70 horasulyo, com velocidades
especificas de crescimento médias de 0;06J& Jeon et al. (2006), trabalhando com
0,82 g.I'* de acetato no cultivo mixotréfico déaematococcus pluvialiserificaram
deplecdo completa do substrato apds trés dias ltheoclOs resultados obtidos para
Aphanothece microscopica Nageligerem rapido consumo da fonte de carbono, o que
torna interessante a utilizacdo do acetato paraltova heterotréfico de microalgas.
Conforme afirmam Perez-Garcia et al. (2011a), depge em baixas concentracoes,
microalgas podem utilizar acetato como Unica fatgecarbono, o que constitui uma
alternativa interessante pelo fato de ser um satbstie baixo custo e prontamente

disponivel, uma vez que é derivado de diversasagiles industriais.

5.4 Cultivos em vinhaca

A Tabela 10 apresenta a caracterizacdo da vinhagaatura”, considerando 0s
parametros que foram utilizados durante os expetivse

Previamente aos cultivos das microalgas em vinfaem realizados diferentes
ensaios de pré-tratamento desta agua residuaria, v@n que trabalhos anteriores
indicaram crescimento inexpressivo em vinhaga satarhento (BASTOS et al.,
2009a). Considerando a quantidade de glicose dispipada pela vinhaca a partir do
processo de hidrolise, adotou-se a proporcao d:@sihaca de 1:20, utilizando-se
HCI concentrado ao invés de HCI 1N para os testetepores com diferentes tempos

de aguecimento das amostras em banho a 60°C (Rgura



Tabela 10. Caracterizacdo de

experimentos.
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alguns parametros da vinhacadtura” utilizada nos

Parametro Teor * Unidade
DQO 29400 mg.L
Potéssio 2632 ppm
Glicose 71 mg.L
Glicerol 2,8 g
Acetato 150 mg.Lt
Solidos suspensos totais 40000 mg.L
Turbidez 8035 NTU
Condutividade 10,34 dS:n
pH 3,94
* Resultados oriundos da média de duplicatas.
200-
180
160
140
11204
o Tratamentos
£ 100 1. Vinhacain natura
o 80 1 2. Vinhaca + banho
3 ] 3.HCI 1 N :vinhaca = 1:1
B 60- 4. HCI 1 N : vinhaga = 1:2
1 5.HCI 1 N : vinhaca = 1.5
40+ 6. HCI 1 N : vinhaca = 1:10
20 1 7.HCl ¢ : vinhaca = 1:2
] 8. HCl ¢ : vinhaca = 1:20
0 : : : : : : 9. HCl ¢ : vinhaca = 1:70

Tratamentos

Figura 26. Teores de glicose em vinhaca hidrolisada comahtes concentracdes de

HCI

Com a variacdo do tempo de aquecimento das amoseaficou-se aumento

significativo da disponibilidade de glicose atéButos, atingindo 223 mgl, para

entdo apresentar leve decréscimo (Figura 27).
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Os principais componentes organicos da vinhacag$éerol, etanol, acido
lactico e acido acético. Além disso, podem estasgmtes melanoidinas e compostos
fendlicos, além de restos de leveduras, aldeidaspske, etc. (ORENDAIN, 2006;
ESPANA-GAMBOA et al., 2011). Avaliando-se os teodEs DQO das amostras de
vinhaca hidrolisadas com HCI concentrado nédo favaservadas diferencas estatisticas
entre os tratamentos (Figura 28). Assim, verifiearse houve transformacdo da matéria

organica disponivel na vinhaca, com disponibilivegé glicose.

250+
d d d d
cd
200 bc bc
ab
T‘j 1504 2 a Tratamentos
(o) 1) 0 min
E 2) 5min
Q 3) 10 min
81997 4) 15 min
6 5) 20 min
6) 25 min
504 7) 30 min
8) 35 min
9) 40 min
0 10) 50 min
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tratamentos

Figura 27. Variacéo dos teores de glicose com o tempo decagarto das amostras de
vinhaca adicionadas de HCI concentrado. (Médiasiidag pela mesma letra néo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%).
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Figura 28. Variagédo dos teores de DQO com o tempo de aquetingas amostras de
vinhaca adicionadas de HCI concentrado. (Médiasiidag pela mesma letra néo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%).

Considerando estes resultados e adotando a quidmtigaglicose no meio como
parametro mais importante, realizou-se o pré-tratdonda vinhaca com a proporgcao
HCI concentrado : vinhagca de 1:20, 35 minutos emhbatermostatizado a 60°C,
correcdo de pH para 7,4 ou 6,5 pagghanothece microscopiaaChorella vulgaris
respectivamente, e esterilizagdo a 121 °C por 20tws em autoclave.

Nestas condicOes experimentais, sdo0 apresentadesgair os perfis de
biomassa, glicose, DQO e potassio durante o culti@® microalgasAphanothece
microscopica Nagek Chlorella vulgarisem vinhaca.

Pela Figura 29 verifica-se que a cianobactériacépiaz de desenvolver-se em
vinhaca, atingindo uma concentragéo celular de 7890 ao término de 17 horas de
cultivo (produtividade maxima de 388 mg/L.h). Asncentracées médias de biomassa
mantiveram-se elevadas até cerca de 23 horas tieocylara entdo sofrerem uma
drastica reducgéo, correspondendo a fase de dedimorte da cianobactéria. Nestas
condicdes, a velocidade especifica de crescimerddnma paraAphanothecdoi de
0,1496 R (R* = 0,92).
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Figura 29. Perfil de biomassa d&phanothece microscopica Nagelirante o cultivo

heterotréfico em vinhaga

A concentracdo de biomassa maximan4X obtida durante o cultivo de
Aphanothece microscopiddageliem vinhaca foi superior a relatada na literatura e
cultivos de microalgas e cianobactérias em difeserdguas residuarias. Diversos
autores, trabalhando conAphanothece microscopicaNageli em efluente da
parboilizacdo do arroz, obtiveram maximas concefiga de biomassa entre 520 e 650
mg.L? (BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007; ZEPK#al., 2008). Borghetti
(2009), durante o cultivo da microalgahlorella minutissimaem meio de cultura
suplementado com 20% e 5% de residuo de manipobirve X.sde 1900 mg.L' e
2790 mg.L*, respectivamente. Feng et al. (2011), trabalhamao Chlorella vulgaris
em agua residudria sintética, obtiveramstle 1800 mg.Ll. Barrocal et al. (2010),
trabalhando com vinhaca de beterraba como complengm meio para cultivo de
Spirulina maxima obtiveram X de 4800 mg.'. Pelos resultados observados,
verifica-se potencial promissor da vinhaca comaoondei cultivo para cianobactérias.

A curva de crescimento d#@phanothece microscopica Nagediegue o
comportamento de uma curva tipica de crescimenterolviano, sendo possivel
identificar claramente as quatro fases principdsse de adaptacdo (lag) de
aproximadamente 5 horas, fase de crescimento emp@hdlog), fase estacionaria e

fase de morte.
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SegunddcShuler e Kargi (1992), a fase estacionaria temadrdo fim da fase de
desaceleracdo de crescimento, quando a velocidaderescimento liquido € zero
(auséncia de divisado celular) ou quando se iguale@lacidade de mortalidade das
células. Mesmo com crescimento liquido igual a zasocélulas ainda mantém-se
metabolicamente ativas nesta fase, e 0 motivogéralizacdo do crescimento se deve
ou a exaustdo de algum nutriente essencial ou amwe de produtos toxicos
produzido pelo préprio micro-organismo. No caso Alshanothece microscopica
N&ageli o pequeno periodo relativo a fase estacionaxia-de provavelmente a exaustao
de algum nutriente especifico, uma vez que o0 coasdm glicose do meio foi
consideravel (55,5% em 4,5 horas de cultivo), poréia houve esgotamento e 0s
valores oscilaram até o final do experimento (FAgR0).
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Figura 30. Perfil de glicose durante o cultivo heterotréfamAphanothece

microscopica Nagekm vinhaca

Com relacdo a DQO houve remocao gradual ao longempo, chegando ao
fim do experimento a reducdo de 60,76 % (Figurg 8&yuindo praticamente uma
cinética de consumo de ordem zero.
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Figura 31. Perfil de DQO durante o cultivo heterotréficoAlghanothece microscopica

Néageliem vinhaca

De acordo com o perfil de DQO verifica-se que hoasasumo de diversos
constituintes organicos da vinhaca e que, devidaltaovalor final (10400 mg:t), este
parametro ndo foi limitante para o crescimento idaabactéria. Assim, a explicacdo
para crescimento maximo em aproximadamente 20 heragcréscimo apos este
periodo pode ser a limitagcdo por algum outro noiteiecomo nitrogénio, ou oxigénio.
Considerando que a exigéncia de oxigénio em culthaterotroficos de microalgas é
baixa (BASTOS et al., 2009b) e que a razdo C/Nidlbaga é por volta de 15 (CERRI
et al., 1988), € provavel que o nitrogénio tenhdo b nutriente limitante para o
crescimento.

De acordo com Schmetterer (1994), a provavel funddorespiracdo de
cianobactérias em cultivos heterotroficos € geraa wuantidade minima de energia
necessdaria para manutencdo, com consequente coreinsabstratos organicos e
oxigénio. Algumas cianobactérias sdo capazes demikss substratos organicos
imediatamente no momento em que sao transferides @aescuro (FAY, 1983;
QUEIROZ, 2002; BASTOS et al., 2009b). Tal comporaito parece ter ocorrido com
a Aphanothece microscopica Nagebm respeito a assimilacdo de glicose, que se deu
em poucas horas de cultivo, ainda na fase lag dscionento. No caso da DQO,
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entretanto, a assimilacdo pela cianobactéria acateeforma mais lenta, o que sugere
gue o micro-organismo foi consumindo inicialmenge raoléculas mais simples em

detrimento dos substratos organicos mais compléxgsotencial de remocao de DQO
observado par#&phanothece microscopica Nagdti semelhante ao verificado por

Bastos et al. (2004), os quais utilizaram a mesar@bactéria em cultivo heterotréfico

em efluente da parboilizagcdo do arroz. Os autoeeiicaram remocdes de 66,84% de
DQO, 63,60% de nitrogénio total e 43% de acidosateid totais em 72 horas de
cultivo.

Em outro trabalho também utilizanddphanothece microscopica Nageim
efluente da parboilizagéo do arroz, Queiroz e{2007) verificaram remog¢édo de DQO
da ordem de 83% em 15 horas de cultivo com ajusteldcdo C/N da agua residudéria.
Ja Silva et al. (2005), utilizandédphanothece microscopica Nagedm cultivo
heterotrofico, verificaram remocdes de 42,1% de D£&B,5% de nitrogénio total em
efluente de beneficiamento de milho, e de 53,7%Q® e 73,2% de nitrogénio total
em efluentes de beneficiamento de péssego e figds @4 horas de cultivo da
cianobactéria.

Considerando os perfis de biomassa e DQO do cultmm Aphanothece
microscopica Nagelios rendimentos ys sdo apresentados na Figura 32 para as
primeiras 20 horas de cultivo, onde o crescimeatarfais expressivo. Neste periodo,
obteve-se rendimento maximo de 0,95mg/mg (biomB€§¥a) em 9,5 horas e
rendimento global médio de 0,58 mg/mg. Estes rado#t indicam viabilidade da
utilizacdo de vinhaca como meio de cultivo para esnobactéria, com alta converséo
da matéria organica do efluente em biomassa mamnabi

Pela Figura 33, verifica-se que a microalijdorella vulgaristambém foi capaz
de desenvolver-se em vinhaca, atingindo a maximaesuracao celular em 20,5 horas
de cultivo (produtividade maxima de 43,9 mg/L.h)sstm como ocorreu com a
cianobactériaAphanothece microscopica Nagetipés um pequeno periodo em fase
estaciondria, as concentracdes de biomassa dismmuif velocidade especifica de
crescimento maxima pat@hlorella foi 0,0024 R, com R = 0,75, uma vez que 0sS
pontos ficaram muito dispersos.

A capacidade de crescimento do gén@hmrella sp. em vinhaga ja havia sido
testada por Oliveira e Caceres (1986). Em trabatliaando 8 espécies de microalgas

de 4gua doce, os autores verificaram Guorella sp. eScenedesmus bijugati@am
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capazes de crescer melhor em solucdo de vinha&a dolque em meio de cultivo
padrdo, sugerindo, ainda que com resultados prems, a possibilidade de uso

alternativo desta agua residuaria para o cultiaedemicro-organismos.
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Figura 32. Perfis dos rendimentosy¥ para as primeiras 20 horas do cultivo de

Aphanothece microscopica Nagein vinhaca
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Figura 33. Perfil de biomassa dehlorella vulgarisdurante o cultivo heterotroficem

vinhaca
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Assim como pardphanothece microscopica Nageliassimilacéo de glicose da
vinhaca porChorella vulgarisfoi significativa e deu-se de forma gradual aogtmmio
tempo, chegando ao fim de 30 horas de cultivo aneshacdo de 83,7% do valor inicial
(Figura 34).

o
o
o

o 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)
Figura 34. Perfil de glicose durante o cultivo heterotrofamChlorella vulgarisem

vinhaca

Para DQO, a remocdo de 25% do valor inicial naosignificativa, havendo
oscilacdo dos valores a partir de 15 horas devoulfrigura 35). Estes resultados
indicam capacidade menor de incorporacdo da matéganica da vinhaca por
Chlorella vulgaris o que consequentemente levou a um crescimentormen

Lim et al. (2010) e Feng et al. (2011), trabalhandm Chlorella vulgarisem
adguas residuarias distintas, obtiveram remo¢BedD@© maiores. Os primeiros,
utilizando agua residuéaria oriunda de uma indugésél, observaram, além da remocao
de cor, remocao de 62% de DQO, 45,13% de N-B33,25% de P-PG em 10 dias
de cultivo da microalga. Ja Feng et al. (2011))ianrdo a producdo de lipidios pela
microalga cultivada em &agua residuaria artifickarificaram remocgfes de 86% de
DQO, 97% de N-NE e 96% de fosfato total do meio sintético. Emboeficiéncia de
remocao de DQO nestes dois trabalhos tenha sidwisup observada no experimento

com Chorella vulgaris € importante salientar que os autores trabalhamamefluentes
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cuja DQO inicial era inferior & da vinhaca, por taotle 400 mg.L* para a agua
residuéria da indUstria téxtil e méaximo de 990 rigphara a 4gua residudéria sintética. A
mesma observacao é valida para os resultados shta@oAphanothece microscopica

Nageli.
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Figura 35. Perfil de DQO durante o cultivo heterotréfico@elorella vulgarisem

vinhaca

Diferentemente do rendimento de DQO em biomassa Agaanothece
microscopicao cultivo deChorellavulgarisem vinhaca apresenta menor conversdao em
biomassa, com maximos de 0,38 pigsséMooo € valores decrescentes durante o
cultivo (Figura 36). Considerando estes resultadgmoducéo de biomassa a partir de

vinhaca se mostra mais promissora quando se udilczanobactéria.
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Figura 36. Perfis dos rendimentosy¥ para as primeiras 10 horas do cultivo de

Chlorella vulgarisem vinhaca

Em se tratando de vinhaga séo poucos os trabathéteratura que avaliam o
potencial de cultivo de microalgas e cianobactgesasdo que a maioria dos estudos
refere-se ao cultivo de outros micro-organismosjacteveduras. Navarro et al. (2000)
utilizaram vinhaca concentrada como complemento meio de cultivo para
fermentacdo deSaccharomyces cerevisia®s autores observaram que, embora a
utilizacdo de 100% de vinhaca tenha resultado amalo de compostos inibidores da
fermentacdo alcodlica, proporcdes menores como 6Gt8straram-se tecnicamente
viaveis, melhorando o processo de producdo do letserm efeitos inibitorios e
contribuindo para reducéo de 46,2% da quantidadéde agua exigida no processo. Ja
Cazetta e Celligoi (2005) utilizaram melaco a 10%irnaca bruta de cana-de-agucar
para o cultivo de trés espécies de leveduras e hanteria visando a producédo de
proteinas e lipidios pelos micro-organismos. Tamosicro-organismos foram capazes
de desenvolver-se nestes substratos, sendo quéormeescimento em vinhaca bruta
foi verificado pela levedurRhodotorula mucilaginosatingindo uma concentracao de
biomassa de 7050 mg'.com consumo de mais de 50% dos aclicares em 48 tier
cultivo. Em outro trabalho utilizando os mesmosroygrganismos, Cazetta e Celligoi
(2009) testaram diferentes combinacbes de melagmteaca como substrato para
producao de biomassa protéica e lipidica pelosortioganismos. A maior producao de

biomassa ocorreu com a leved®&amucilaginosg7560 mg.L'), na proporcéo 25% de
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melaco e 75% de vinhaca, refletindo numa produgiprdteinas de 2,54%, consumo
de 73,9% dos agucares e acumulo de lipidios dé4dér 48 horas de cultivo.

Com relacdo as microalgas e cianobactérias, oslastgeralmente utilizam
vinhaca diluida complementando meios de cultivosddesentido, Oliveira (1988)
avaliou o crescimento mixotrofico dehlorella vulgarisem vinhaca diluida a 0,5% e
0,1% em meio de cultura WC com diferentes valoresidis de pH. Adotou-se a
concentracdo de 0,1% de vinhaca e pH 7 como a gomddeal para o cultivo da
microalga, uma vez que proporcionou maior veloadate crescimento quando
comparado a concentracdo de 0,5% e pHs iniciai,dee 10. Posteriormente,
comparando esta condicdo com um controle (meio W€ pH inicial = 7), o autor
observou que, embora o rendimento final fosse madoicontrole, a velocidade de
crescimento da microalga foi maior quando se wotilia vinhaca, demonstrando a
capacidade da microalga de absorver carboidratandm. Vale ressaltar que os
experimentos realizados pelo autor tiveram duraghi4 dias e a partir da analise dos
dados é possivel notar que, até 3 dias de cultvorescimento da microalga foi
superior em vinhaca 0,1%, sendo superado pelortesii® controle apenas a partir do
6° dia. Em outro teste deste mesmo trabalho, o avadia a DQO e DB9dos meios
de cultivo, mas salienta que os dados obtidos séuficientes para elaborar uma
conclusdo a respeito da depuracdo da vinhaga camrestimento microalgal. No
entanto, como o préprio autor observa, os valomesisf de DQO e DB® foram
inferiores aos valores iniciais.

Valderrama et al. (2002), buscando desenvolver wocesso de tratamento
bioldgico para as aguas residuarias oriundas dmepsamento de acido citrico e etanol,
incluindo a vinhaga, utilizaram a microal@horella vulgaris seguida da macréfita
Lemna minusculaSegundo os autores, a coloracdo escura do efluestelevados
niveis de matéria organica e baixo pH impossibditao desenvolvimento da microalga
e da macrdfita. Assim, os experimentos foram coitldgzcom agua residuéria 10 vezes
diluida, obtendo-se reducéo de 71,6% de amoénia,dz8fbsforo e 61% de DQO.

Também Barrocal et al. (2010), trabalhando com amabactériaSpirulina
maxima,utilizaram vinhaca de beterraba como complemeatmeéio de cultivo para o
crescimento mixotréfico do micro-organismo, obsad@remoc¢des de DQO da ordem
de 20-50%.
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Andrade et al. (2009), com o objetivo de observafeito toxico da vinhaca em
Spirulina platensistambém avaliaram diluicbes, nas propor¢des 6,25; P5 e 50%,
concluindo que o tratamento com 12,5% de vinhaganfenos téxico para a
cianobactéria.

Os resultados destes autores sugerem a possibiliaditilizacdo da vinhaca
como meio de cultivo tanto para cianobactérias tuamicroalgas, aliado a
possibilidade de remocéo da carga organica ddsenés.

Fazendo uma relacdo entre a utilizacdo de meiaulizac suplementado com
glicose e da aplicacdo de microalgas no tratamaéataguas residuarias, os resultados
obtidos com vinhaga e os obtidos nos outros traisadigui citados indicam que ocorre
consumo mais satisfatério da fonte de carbono pa@roagas em meios mais
complexos, como efluentes industriais, do que goissel utilizam meios de cultivo
padrdo. Isto se deve, possivelmente, a presengautles nutrientes e da relacéo
carbono-nitrogénio dos efluentes, que contribuema maiescimento satisfatério dos
micro-organismos.

Para ambas as microalgas monitorou-se a variac@éidim longo do tempo de
cultivo em vinhaca (Figura 37). Como era esperhdaye reducdo do pH do meio com
o decorrer do tempo, uma vez que, em cultivos btietdicos, a energia é obtida pela
oxidagdo de compostos organicos, com liberacdo Qg € HO (CHOJNACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004). Estes perfis de pH confirmgoe de fato houve cultivo
puramente heterotréfico para ambas microalgas.

As Figuras 38 e 39 apresentam a incorporacdo desgotda vinhaca pela
Aphanothece microscopica pela Chlorella vulgaris. No caso da cianobactéria,
verificou-se remog¢do méaxima de 13% em 21 horas uv@, com reducdo de
aproximadamente 9% em 30 horas.

Assim como par&phanothecea assimilacdo do potassio filorella vulgaris
também néo foi significativa, com os valores osdtaao longo do tempo e chegando,
ao término de 30 horas de cultivo, a uma reduca®3j@% da concentragéo inicial
(Figura 39).
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Figura 37. Variacdo do pH durante cultivo heterotréficoAfghanothece microscopica
Néagelie Chlorella vulgarisem vinhaca
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Figura 38. Perfil das concentracdes de potassio durantéieahbeterotréfico de
Aphanothece microscopica Nagein vinhaca
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Figura 39. Perfil das concentracfes de potassio durant#ieaheterotrofico de

Chlorella vulgarisem vinhaca

A opcao pelo monitoramento do potassio deve-seadm deste ion ser o
principal composto nutriente da vinhaca, estandmpse presente em quantidade
significativa. Suelter (1970), Booth (1985), Suthed et al. (1986), Giaever et al.
(1988), Csonka et al., (1991) e Palleros et a®98), citados por Alahari et al. (2001),
relatam que o potassio tem papel fundamental nauteagéo do pH intra-celular,
ativacdo enzimatica, expressao génica e regulagdtress em células microbianas.

O mecanismo de transporte de ions em cianobactésts ainda pouco
elucidado. Dewar e Barber (1973), estudando a aegal catidonica enfAnacystis
nidulans concluiram que o micro-organismo possui um siatdmdiscriminacdo entre
sodio e potassio, sendo o sédio eliminado do mtelas células para o meio de cultivo
e 0 potassio acumulado na biomassa.

Segundo Berry et al. (2003), os mecanismos defoatgsde potassio ocorrem
de forma diferente em cianobactérias halofilicasn@ as do génerdphanothecesp.,
do que com micro-organismos nao tolerantes a samp Anabaenae Anacystis em
ambientes que apresentam baixa disponibilidade aiésgio e o transporte ativo é
exigido.

Nos experimentos com vinhaca os teores de potéssitaram ao longo do
tempo e, embora o comportamento @elorella vulgaris apresente uma tendéncia

melhor de consumo do que Aahanothece microscopica Nageldo houve remocao
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significativa deste nutriente. Pelo fato de néohvido monitoramento do ion sadio,
ndo foi possivel estabelecer relacdo entre o comsierum ion e o acimulo de outro.
Entretanto, levando em conta os objetivos do thebam questado, este fato ndo afeta a
viabilidade da utilizacdo da vinhaca como meiouléwo para as microalgas.

Segundo Freire e Cortez (2000% elevados indices de DBO e DQO, resultado
da riqueza da vinhagca em material organico colpiclahtribuem para o seu elevado
poder poluente quando aplicada no solo. Assim, gaidequar aos padrbes ambientais
de qualidade, deve haver um tratamento prévio pawsocdo do material coloidal
soluvel, o que tradicionalmenp®de ser feito através de métodos fisico-quimitas
métodos, entretanto, tendem a ter custo elevadon ale demandarem elevada
guantidade de agua, tornando-se pouco interess@ue® alternativa, o tratamento de
vinhaca via digestdo anaerdbia apresenta menougungde energia, com consequente
menor producdo de biomassa, além da obtencdo @monétil as industrias e producéo
de efluentes passiveis de serem utilizados comtilizi@ntes. Por outro lado, tal
tratamento é limitado quanto a reducao da cargadwh, podendo gerar efluentes com
valores de DBO ainda acima dos exigidos pela leggl ambiental (BASTOS et al.,
2009a). Neste sentido, o cultivo de microalgas @p@omo alternativa interessante
tanto do ponto de vista ambiental quanto econdnic® vez que, a0 mesmo tempo em
que remove nutrientes e matéria organica, contriliipara reducdo da carga
poluidora, é possivel obter biomassa passivel detidieada para diversas finalidades.

O cultivo das microalga&phanothece microscopica NagelChlorella vulgaris
em vinhaca demonstra alta eficiéncia na remocaglidese e DQO, além de elevado
rendimento em biomassa pefgphanothece Em outros termos, foi possivel obter
elevada concentracdo de biomassa da cianobactgadilada conversdo de compostos
organicos presentes na vinhaca.

A demanda por proteinas para alimentacdo humanam@alaaumenta cada vez
mais, especialmente nos paises em desenvolviniée$se sentido, proteinas de origem
microbiana sao interessantes porque seu cultivensito € menos dependente de
condicbes climaticas e de solo (KUHAD et al.,, 199Denomina-se “single-cell
protein” (SCP) as células secas de micro-organistais como leveduras, bactérias,
fungos ou microalgas, cultivadas em sistemas de lescala para utilizagdo como fonte
protéica na alimentacdo animal ou humana (ZEPKAalet 2010). Aphanothece

microscopica Nageliem sido estudada para producdo de SCP, senduerarada em
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termos sensoriais, perfil de acidos graxos e efegtwlogico na dieta de ratos Wistar,
com resultados promissores como fonte de nutri¢@e&IROZ et al., 2004; JACOB-

LOPES et al., 2006; ZEPKA et al., 2008; 2010). Logaitilizacdo de residuos, como a
vinhagca, como meio de cultivo para producéo deaualgas e cianobactérias constitui
uma fonte barata e abundante de nutrientes, cosimade de se obter biomassa com

alto valor agregado.

5.4 Caracterizacéo da biomassa microalgal

A Tabela 11 apresenta a composicdo em termos deimas e lipidios dos
in6culos das microalgag\phanothece microscopic&lageli e Chlorella vulgaris
cultivadas em meios BGN e WC, respectivamente, 25%0ndi¢cdes fotoautotroficas

(fotoperiodo claro-escuro, 30 pmofls).

Tabela 11 Composicao protéica e lipidica dos in6culosAgbanothece microscopica

N&agelie Chlorella vulgariscultivados em meios BGN e WC.

Microalga Proteinas (g.100y Lipidios (g.100¢)
Aphanothece microscopica 51,25 + 2,66 1,015+£0,16
Chlorella vulgaris 57,80 5,44 £ 0,48

-1 _
* 91009 =g proteinas ou Iipl’dioég biomassa seca

De acordo com Becker e Venkataraman (198#4)orella vulgaris apresenta
composicdo meédia de 51-58% de proteinas e 14-22%pikos. Entretanto estes
valores sdo muito variaveis. Morais e Costa (208@3Jiando o conteudo lipidico e o
perfil de acidos graxos de quatro espécies de mlgams, dentre ela€. vulgaris
observaram valores entre 3 e 4,6%.

Cianobactérias, coméphanothecesp., apresentam elevados teores protéicos,
entre 40 e 60% do peso seco, além de vitaminadpsagraxos e carboidratos que
justificam sua utilizacdo na alimentacéo (GRIMAa&t 2003; JACOB-LOPES et al.,
2006). O conteudo de lipidios, entretanto, tendsen inferior ao verificado em
microalgas cloroficeas. Queiroz et al. (2011), dtgacultivo heterotrofico de
Aphanothece microscopica Nagelin efluente de pescado, observaram conteddo de

lipidios entre 7 e 15%.
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A Tabela 12 apresenta a composicdo média das rgasa@m termos de
proteinas e lipidios apds cultivo heterotréfico mios de cultura suplementados com
diferentes fontes de carbono e em vinhaca, comsider o tempo de concentracdo

celular maxima.

Tabela 12 Composicdo protéica e lipidica dghanothece microscopica Nagdi
Chlorella vulgaris ap0s cultivo heterotrofico em meio suplementadm aglicose,

glicerol e acetato e em vinhaca.

Aphanothece microscopica Nageli

Proteinas Lipidios
Tratamento Média = Dp Produtividade Média = Dp Produtividade
(9.100g%) (9.100g"h™) (9.100g%) (9.100g".h™)
Glicose 20,5 +2,83 0,85 1,77 £ 0,06 0,074
Glicerol 258+1,19 0,86 3,4 £0,14 0,11
Acetato 49,8 + 5,94 1,66 1,8+0,24 0,06
Vinhaca 15,48 £ 0,39 0,86 1,11 +£0,18 0,06

Chlorella vulgaris

Proteinas Lipidios

Tratamento Média = Dp Produtividade Média = Dp Produtividade

(9.100g") (g.100g".h™) (9.100g") (9.100g".h™h)
Glicose 36,68 + 3,46 1,53 1,61+0,17 0,07
Glicerol 30,63 + 0,007 0,90 5,18 + 0,44 0,15
Acetato 49,6 + 3,14 1,27 2,57 0,45 0,06
Vinhaca 14,2 + 1,46 0,71 0,99+0,21 0,05

-1 _
* 91009 =g proteinas ou Iipl’dioég biomassa seca

Comparando os valores médios obtidos durante tisasiheterotréficos com o
conteudo protéico dos inoculos das microalgas, rohsmm-se valores sempre
inferiores, o que pode ser atribuido ao fato de gmiendoculos iniciais constituiam
culturas melhor estabelecidas, cultivadas duradigoy dias em meios de cultura
padrédo. Por este motivo, a composicdo da biomassdaodurante os cultivos
heterotroficos foi avaliada em termos de produsidiel e ndo somente do contetdo

médio de proteinas e lipidios.
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Com relacéo a fracdo protéica, pAy@hanothece microscopica Nagalimaior
produtividade foi obtida quando a cianobactériadativada em meio suplementado
com acetato de potassio (1,66 g.166d), enquanto nos demais cultivos a
produtividade foi semelhante (0,85 g.180%'). J& par&Chlorella vulgarisos maiores
valores foram verificados durante os cultivos emomsuplementados com glicose e
acetato (1,53 e 1,27 g.10bp™, respectivamente), sendo superiores aos observados
durante os cultivos em glicerol e em vinhaca (@971 g.1004.h, respectivamente).
De acordo com Perez-Garcia et al. (2011a), a sintedransportadores protéicos pelas
microalgas é reduzida na presenca de glicose,rglieeacetato, o que explicaria o
menor teor protéico da biomassa obtida nos cultheisrotroficos. J& com relacdo a
vinhaca, por constituir um subproduto da fermemagdcoodlica, os valores de
produtividade protéica sdo aceitaveis para ambasaealgas.

Com relacdo a fracdo lipidica, para ambas as nigasaa produtividade foi
superior nos cultivos em meio suplementado conegllc sendo praticamente o dobro
das produtividades observadas nas demais cond&@eesenca de glicerol como fonte
de carbono para o cultivo heterotréfico de micraslgende a reduzir a atividade
metabolica da via das pentose-fosfato (PEREZ-GARE€1Aal.,, 2011a), o que pode
sugerir crescimento mais lento e acumulo de coropode reserva. Entretanto, a
literatura ndo reporta relagédo clara entre a aksjao de glicerol e a sintese de &cidos
graxos. Narayan et al. (2005) utilizaram gliceromo complemento do meio para o
cultivo da cianobactérigSpirulina platensis Os autores verificaram reducdo no
conteudo de clorofila-a e ficocianinas, mas naaoatieudo de lipidios, cujo teor foi
comparavel ao tratamento controle com meio de rultonvencional, porém com
variacdes nos perfis de acidos graxos e lipidi@ésto

Liang et al. (2009), comparando diferentes fonesarbono no crescimento e
composicao celular de&. vulgaris verificaram maiores contetudos de lipidios e
proteinas quando o meio foi suplementado com glicen acetato do que quando
utilizou-se glicose. Também Yan et al. (2011), @velo a composi¢do celular da
cianobactériaSynechococcusp. em diferentes fontes de carbono, observaramr ma
conteudo de lipidios em cultivos com acetato do @pra glicose. Com base no fluxo
metabdlico da cianobactéria os autores destacapsgneondi¢cdes mixotréficas, a rota
glicolitica é estimulada pela glicose e deprimigéopcetato, enquanto a rota do acido

tricarboxilico aumenta com ambos os substratosolagglicose € capaz de fornecer
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energia quimica e precursores para formacao cekmamuanto o acetato desempenha
um importante papel no suprimento de precursonesgiatese de lipidios.

Para ambas as microalgas os cultivos em vinhaggtiraf em contetdos de
lipidios inferiores aos verificados quando se zdili meio de cultura suplementado com
as diferentes fontes de carbono. Da mesma formag&odos com outras aguas
residuarias foram observadas maiores produtividdigpédica e protéica do que as
obtidas nos experimentos com vinhaca. Zepka €é2@0D8), avaliando a composicéo de
Aphanothece microscopica Nageliltivada em efluente da parboilizacdo do arroz e
submetida a diferentes condicbes de secagem, abasrvprodutividades lipidica e
protéica de 0,29 e 1,67 g.10bg", respectivamente. J& Borghetti (2009), trabalhando
com C. minutissimaem meio suplementado com diferentes concentraglies
manipueira, verificou teores de lipidios de 8-11%ee34-55% de proteinas. Segundo
Ratledge (2004), para um micro-organismo acumulpfdibs na biomassa €
recomendado que seja cultivado em um meio com sscés carbono e quantidade
limitante de nitrogénio. Desta forma, conforme anmiorganismo se desenvolve, 0
suprimento de nitrogénio é rapidamente esgotadaagnq a assimilacdo da fonte de
carbono continua, fazendo com que o substrato dieggamente canalizado para a
sintese de lipidios, com consequente acumulo gécétideos nas células. A vinhaca,
entretanto, constitui um material rico em protejrcasn baixa relagcdo C/N (C/N = 15;
CERRI et al., 1988), o que justifica 0 menor actondé lipidios pelas microalgas.
Contudo, os valores de produtividade lipidica aisda superiores aos encontrados na
literatura para a maioria das microalgas (MATA let 2010). Assim, o processo pode
ser considerado viavel, haja vista o uso de uma éagiduaria e de indculos com baixo
teor de lipidios inicial.

Em geral, a produtividade de biomassa e o teolpdeids sdo inversamente
proporcionais, uma vez que a biossintese de Ipidiepresenta elevado custo
metabdlico para as microalgas (RATLEDGE, 2004; (QRIBX et al., 2011). Assim, a
limitacdo de nutrientes, como fésforo ou nitrogémén sido frequentemente relatada
como alternativa para reforcar o acumulo de ligdia biomassa (RODOLFI et al.,
2008; XIN et al., 2010; SU et al., 2011).

A composicao e a concentracao dos compostos adudiais microalgas refletem
a natureza do micro-organismo, a influéncia dasdicoes de cultivo e do estado
fisioldgico da cultura (TOKUSOGLU; UNAL, 2003; ZEPKet al., 2008). Assim, uma
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vez que existem diferentes aplicacbes para a beandas microalgas, é necessario
decidir qual a finalidade do cultivo para entdeesieinar a espécie e as condic¢des ideais

para otimizag&o do processo.

5.5 Separacao da biomassa

A cianobactériaAphanothece microscopica Nagelpresentou os melhores
resultados nos cultivos em vinhaca, ou seja, ma&ioocdo de DQO (60,7% em 30
horas) e alta conversdo de matéria organica dergéuem biomassa (média de 0,58
mg/mg). Desta forma, foram conduzidos ensaios dguacdo em “jar-test” posteriores
ao cultivo da cianobactéria em vinhaca para av@daga separacdo da biomassa e
matéria organica remanescente. Como controlegédizado o mesmo teste a partir de
cultivo em meio padrao BGN. A Tabela 13 apresentafi@éncia de remocéo de
turbidez e numero de células da cianobact@jdanothece microscopicBlagel

cultivada em meio de cultura BGN apdés o processmdgulacdo com Fegl

Tabela 13.Remocéo de turbidez e numero de célulassdkanothece microscopica

Né&gelicultivada em meio BGN ap0s processo de coagulag@cctoreto férrico

Parametro Eficiéncia de remocéao (%)
Turbidez (NTU) 89
Concentrac&o celular (cél.r) 93,5

Pelos dados verifica-se remocao consideravel dpatémetros, demonstrando a
aplicabilidade do processo de coagulacdo na remdgdmomassa desta cianobactéria
(Figura 40). Os resultados dos testes com vinhsté@ @presentados na Tabela 14.

A coagulacdo com cloreto férrico levou principalteea remocéo de turbidez e
do numero de células da cianobactéria. SegundoaGeiimal. (2003) e Harun et al.
(2010), as células das microalgas carregam umaa caegativa que impede a sua
agregacdo quando em suspensao, e esta carga podeusalizada pela adicdo de
floculantes. No caso da vinhaca, apesar da remdeds3% da turbidez, a aparéncia
geral ndo foi alterada, mantendo-se escura, comab@mocdo de DQO (10,4%)
(Figura 41).
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Tabela 14. Remocdo de DQO, turbidez e numero de célulasAgbanothece

microscopica Nagelcultivada em vinhaca apds o processo de coagulam@ocloreto

férrico
Parametro Eficiéncia de remocéao (%)
DQO (mg.LY) 10,4
Turbidez (NTU) 53
Concentracao celular (cél.m) 58,6

Figura 40. Meio de cultura BGN cultivado codyphanothece microscopidddgeliapos
processo de coagulagdo com Re(@l) Imediatamente apos a coagulacédo e (b) apos 15

minutos de sedimentacao

Figura 41. Vinhaca cultivada com\phanothece microscopidéégeliapds processo de
coagulacdo com Fegl(a) Imediatamente apds a coagulacao e (b) apdsiios de
sedimentacao
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Amuda e Amoo (2007), utilizando a mesma concentrafg 300 mg.Lt de
FeCk na coagulacdo de &gua residuédrias da industrisebleas, verificaram remocéo
de 73% de DQO. Ja Zayas et al. (2007), trabalhamio vinhaca pré-tratada em
reatores anaerébios UASB, utilizaram 20yde FeC e obtiveram remocées de 84;
98,4 e 99,2% de DQO, cor e turbidez, sugerindounnia elevada dose de coagulante &
necessaria para obter remocéo significativa naagamhdevido a elevada quantidade de
material organico ali presente. As menores remogéd3QO e turbidez observadas no
estudo com 300 mgtde FeCJ podem ser explicadas pelo fato da vinhaca ter sido
utilizada sem um tratamento prévio que reduza fsigivamente sua DQO e turbidez,
quando se comparam os resultados com os obtidasapanhaca pré-tratada e a dgua
residuaria da industria de bebidas.

Embora varios sais de metal possam ser utilizado®dloculantes, sulfato de
aluminio pode ser mais eficiente (LEE et al., 1998)pazi et al. (2010) avaliaram o
potencial de doze sais quanto a capacidade de leoagélulas em culturas de
microalgasChlorella minutissima.Os autores observaram que, embora os sais de
cloreto, incluindo FeGJ foram mais eficientes comparando-se com os samulfatos,

o ion aluminio foi mais eficiente do que o ion iffr Segundo os autores, ions de
aluminio sdo mais eficientes pois apresentam nuosidade de carga e menor peso
molecular do que ions férricos, implicando em melheutralizacdo das cargas de
superficie das células de microalgas e em menabilidade. Entretanto, Manetti
(2008), avaliando o efeito de dois coagulantes [fFe€ AlL(SOQy); em trés
concentracdes (300 e 550 mg)Lna separacdo da biomassa Aphanothece
microscopicaN&ageligerada no tratamento do efluente da industriayssy verificou
que os melhores resultados foram obtidos quanddilssu 300 mg.I* de FeC na
coagulacéo, resultando em remocfes de 85, 97 e d@3®WQO, turbidez e solidos
suspensos, respectivamente.

Visando futuras aplicagbes, a biomassaApdanothece microscopiddageli
separada por FegHdeve ser avaliada em termos de composi¢do quitfrmgdo de
proteina ou lipidios). Papazi et al. (2010) obsenvaque, na coagulacdo Glorella
minutissimapor sais férricos, a coloracdo da biomassa mudoteke para castanho-
amarelado, sugerindo influéncia dos coagulantes pngmento da microalga,
especialmente clorofilas. Entretanto, os autoresoh&ervaram efeitos adversos sobre o

aparato fotossintético e viabilidade celular. Tambéarun et al. (2010) relataram que
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0s produtos quimicos catibnicos sao capazes delleoas células das algas sem afetar
a composicao e toxicidade do produto final obtido.

Os resultados sugerem a possibilidade de remocadO@d@s de DQO pela
utilizacdo de FeG) além da parte removida biologicamente pela ciackdbia, em
torno de 60% (Figura 31). Assim, a utilizacdo dagudacdo constitui alternativa
interessante para separacao desta biomassa paimeisgvel, embora mereca estudos

mais profundos.
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6 CONCLUSOES

Nas condicbes experimentais deste estudo podeaskizo

- Dos cultivos mixotroficos foram selecionadas ascentracdes 6timas de 25 e
12,5 g.I'* de glicose; 0,5 e 1,25 g'Lde acetato de potassio e 0,46 e 0,92 gle
glicerol como ideais para o cultivo das microal§ahanothece microscopica Nageli
Chlorella vulgaris respectivamente;

- Nos ensaios heterotroficos, as microalgas aptasan velocidades especificas
de crescimento maximas e concentracdes celulauessigu superiores aos cultivos
mixotroficos, com remocgdes entre 30 e 90% dos rtbstavaliados;

- Nos ensaios com vinhaca verificaram-se remoc@&$55% e 60,8% de
glicose e DQO pela cianobactéAphanothece microscopica Nagetom crescimento
expressivo e alto rendimento em biomassa;

- A biomassa de ambas microalgas obtida nos ensarmsas diferentes fontes
de carbono apresentou maior teor de proteinas qusmditilizou glicose e acetato,
enguanto os teores de lipidios foram maiores nlis@si com glicerol;

- O processo de coagulacdo com cloreto férrico vem@arte da turbidez e do
namero de células da cianobactéjzhanothece microscopica Nagglodendo ser uma
alternativa de separacéo da biomassa;

- Os resultados comprovaram o metabolismo hetdimirde ambos os micro-
organismos e demonstram a possibilidade de utfizaga vinhaca como meio de
cultivo para microalgas, com destaque para a caiébhaAphanothece microscopica
N&ageli que apresentou maior conversao em biomassa,islgex possibilidade de

produzir biomassa com alto valor agregado a pdetiim meio de baixo custo.
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APENDICE A - Relacédo entre turbidez e concentracdo celular désulos das
microalgas.
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APENDICE B - Curvas-padréo para analises de DQQesmpectrofotdmetro UV/VIS e
de potassio em fotdbmetro de chama.
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APENDICE C - Curvas-padrido para andlises de gligede método enzimatico em
espectrofotometro UV/VIS.
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