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EFEITO DA TEMPERATURA NO CULTIVO E PRODUCAO DE LIPIDIOS
MICROALGAIS POR Phormidium autumnale EM VINHACA DE CANA-DE-
ACUCAR

Autor: ALINE SOTTA RECO

Orientador: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

RESUMO

Os Oleos microbianos, conhecidos como "lipidios unicelulares”, vém se
tornando uma opcéo mais ambientalmente correta para producéao de biodiesel, uma
vez que apresentam vantagens tecnologicas quando comparados aos 0leos vegetais.
A obtencéo de biodiesel com propriedades adequadas a partir de microalgas poderia
ser viabilizada a partir da utilizacdo de fontes de carbono organico de baixo custo,
preferencialmente vinculando o aproveitamento de subprodutos agroindustriais, nos
moldes de uma biorrefinaria. A vinhaca é a principal agua residuaria do setor
sucroenergeético, gerada pela destilacdo da solucéo alcodlica obtida pela fermentacéo.
Nos atuais métodos utilizados para producdo de alcool, para cada litro de etanol
produzido sdo gerados aproximadamente 10 litros de vinhaca. Como trata-se de um
subproduto com elevado impacto poluidor e gerado em elevada temperatura, 0 seu
resfriamento é fundamental para qualquer aproveitamento, embora acelere reacfes
de degradacdo por meio de microrganismos promissores na degradacdo das
moléculas deste poluente, pela sua capacidade degradadora de substancias
recalcitrantes presentes no residuo, em virtude da producdo de enzimas que
promovem alto potencial redox dos compostos organicos. Neste contexto, a presente
proposta pretende avaliar o efeito da temperatura no crescimento e producédo de
lipidios por Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-acucar, com avaliacao do
perfil de acidos graxos no 6leo microalgal. A maior produtividade em biomassa (90 mg
Ltht) foi obtida para o periodo inicial do cultivo em vinhaca com resfriamento
progressivo, com remogdes em torno de 30 a 40% de carbono e nitrogénio do meio
em torno de 72 horas. O 6leo obtido na biomassa gerada apresentou 59% de acidos
graxos saturados, 4% de mono-insaturados e 29% de poli-insaturados (PUFAS),
sendo que grande parte das propriedades do biodiesel ficou dentro dos padrdes

internacionais. Os resultados sugerem um potencial de obtencdo de lipidios

Vi



microalgais por Phormidium autumnale cultivada em vinhaca de cana-de-agucar em

um sistema de biorrefinaria.

Palavras-chave: microalgas, biodiesel, vinhaca, biorrefinaria
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EFFECT OF TEMPERATURE ON THE CULTIVATION AND PRODUCTION OF
MICROALGAL OILS BY Phormidium autumnale IN SUGARCANE VINASSE

Author: ALINE SOTTA RECO

Adviser: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

ABSTRACT

Microbial oils, known as "unicellular lipids”, are becoming a more
environmentally friendly option for biodiesel production, since they have technological
advantages when compared to vegetable oils. Obtaining biodiesel with adequate
properties from microalgae could be made possible through the use of low-cost organic
carbon sources, preferably linking the use of agro-industrial by-products, along the
lines of a “biorefinery”. Vinasse is the main wastewater from sugarcane processing,
generated by the distillation of the solution balanced by fermentation. In the current
methods used for alcohol production, for each liter of ethanol produced, approximately
10 liters of vinasse are generated. As it is a byproduct with a high polluting impact and
generated at high temperature, its cooling is essential for any use, although it
accelerates degradation reactions, degradation through promising microorganisms in
the degradation of the molecules of this pollutant, due to their ability to degrade
recalcitrant substances present in the residue, due to the production of enzymes that
promote high redox potential of organic compound. In this context, the present
proposal intends to evaluate the effect of temperature on growth and lipid production
by Phormidium autumnale in sugarcane vinasse, with evaluation of the fatty acid profile
in microalgal oil. The highest biomass productivity (90 mg L*h'') was maintained for
the initial period of cultivation in vinasse with progressive cooling, with removals of
around 30 to 40% of carbon and evolved from the medium around 72 hours. The olil
obtained from the biomass generated showed 59% extraction of saturated fats, 4% of
monounsaturated fats and 29% of polyunsaturated fats (PUFAs), and most of the
properties of biodiesel were within international standards. The results suggested a
potential for obtaining microalgal lipid by Phormidium autumnale grown in sugarcane

vinasse in a biorefinery system.

viii
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1 INTRODUCAO

A diversificacdo das matrizes energéticas € de vital importancia para a
desaceleracdo dos efeitos ambientais relacionados com o0 excessivo uso de
combustiveis fésseis. Neste contexto, a demanda por biocombustiveis aumenta a
cada ano, com destaque para o etanol e biodiesel. Enquanto o primeiro é obtido no
Brasil majoritariamente a partir da cana-de-acucar, o biodiesel pode ser definido como
ésteres alquilicos combustiveis de &cidos carboxilicos de cadeia longa obtidos pela
transesterificacdo de 6leos vegetais, animais e microbianos. Os éleos microbianos,
conhecidos como “lipidios unicelulares”, vem sendo objeto de diversas pesquisas por
representarem uma op¢ao mais ambientalmente correta, mais produtiva e com menos
efeitos sazonais ou de clima, passiveis da utilizacdo de diversas fontes de carbono,
além da maior facilidade no escalonamento. Estes 0leos apresentam usualmente um
perfil semelhante aos 0Oleos vegetais, com destaque para composicdo em acido
palmitico (C16:0), esteérico (C18:0) e oléico (C18:1) (RIZWAN et al., 2018).

Em termos de producéo de lipidios microbianos, as microalgas se destacam
em termos de produtividade, com potencial de 40 mil quilogramas de 6leo por hectare
por ano. Porém, um dos problemas tecnoldgicos que precisariam ser contornados diz
respeito a separacao da biomassa ao final dos cultivos, operacdo que normalmente
envolve elevados gastos energéticos. Tais limitacbes podem ser minimizadas quando
sdo atingidas concentracdes celulares superiores a 1,5 gramas por litro, 0 que apenas
ocorre quando os cultivos sdo conduzidos em sistemas heterotroficos, ou seja, com o
fornecimento de fontes exdgenas de carbono organico. Como muitas linhagens de
microalgas sdo passiveis de crescimento desta forma e, em muitos casos, a partir de
aguas residuarias ou subprodutos, esta alternativa tecnolégica apresenta um grande
potencial e, na geracdo de bioprodutos, sdo plataformas conhecidas como:
biorrefinarias microalgais (RIZWAN et al., 2018).

O conceito de Dbiorrefinaria considera bioprocessos que integrem
equipamentos e tecnologias quimicas com baixo impacto ambiental para a conversao
de biomassa com o objetivo de gerar energia, combustiveis, quimicos renovaveis,
bioquimicos na area médica, combinando sinergeticamente conversdes quimicas e

biolégicas orientadas a recuperacéo e purificagdo de biomassa (RIZWAN et al., 2018).
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De acordo com Brasil et al (2017), biorrefinarias sao instalagdes que integram
conversdo de biomassa em varios produtos que podem ser comercializados,
destacando a importancia da otimizagcdo do uso de recursos utilizados, como por
exemplo, os residuos. As biorrefinarias tém potencial de atender uma parte
significativa da crescente demanda por energia, combustiveis, produtos quimicos.
Dessa forma, espera-se que as industrias de base biol6gica desempenhem um papel
fundamental nesses sistemas. Os autores ainda salientam que ao produzir diversos
bioprodutos as biorrefinarias podem explorar ao maximo o potencial das biomassas,
dessa forma, tem-se valor agregando, aumentando da rentabilidade e reducéo da

emissao dos gases de efeito estufa.

Atualmente os bioprodutos microalgais sao utilizados comercialmente como
nutricdo humana, alimentacdo animal e aquatica, em cosméticos, pigmentos,
biofertilizantes, bioquimicos para a sintese de medicamentos antimicrobianos,
antivirais, anticancer, antibacterianos. Além do mais, sado capazes de produzir
diferentes tipos de antioxidantes, carotendides, lipidios, corantes, polimeros
enzimaticos (RIZWAN et al., 2018).

Espécies da cianobactéria Phormidium sdo reconhecidamente robustas e
tolerantes a variagcbes de nutrientes e temperatura, requisitos fundamentais no
escalonamento para producédo de biomassa microalgal. Além disso, sua morfologia
filamentosa facilita as etapas de recuperacdo da biomassa, conhecidas como

operagdes unitarias de “downstream” (RIZWAN et al., 2018).

Apesar do processamento da cana-de-agclUcar minimizar as emissfes de
gases de efeito estufa pela reducdo no consumo de combustiveis fosseis, € importante
considerar que as operacdes de lavoura e colheita dependem de um elevado consumo
de diesel, entre 200 a 300 litros por hectare por ano (RECK; et al, 2016). Sendo assim,
a possibilidade de obtencado de biodiesel na mesma plataforma industrial de geracéo
de etanol e aclcar elevaria ainda mais a sustentabilidade do setor sucroenergético
(RECK; et al, 2016). Em termos ambientais, a vinhaca é a principal agua residudria,
deste setor, gerada pela destilacdo da solucéo alcodlica obtida pela fermentacdo na
razdo de aproximadamente 10 litros por litro de etanol produzido (RECK; et al, 2016).
Apesar do potencial da vinhaca devido a sua composicdo em matéria organica de

elevada massa molar e nutrientes, sdo poucos o0s estudos que abordam a utilizagao



desta &gua residuaria como substrato para o cultivo de micro-organismos (RECK; et
al, 2016). Por ser a agua residuaria presente no fundo da coluna de destilagéo, a
vinhaca € gerada com elevada temperatura, em torno de 105°C, sendo obrigatério o
seu resfriamento tanto para o seu aproveitamento na fertirrigagdo como em meios de
cultivos microbianos (RECK; et al, 2016).

O presente trabalho apresenta um carater académico inovador, considerando
gue sdo escassos 0s relatos na literatura comparando os teores de lipidios e perfil de
acidos graxos por Phormidium a partir de dguas residuarias. Além disso, o carater
regional da proposta pode ser destacado considerando o uso de vinhaca, a principal
agua residuaria do setor sucroenergético amplamente presente no interior de Sao
Paulo. Desta forma, a separacdo e aproveitamento posterior desta microalga
filamentosa gerada a partir de um subproduto na obtencédo de um biodiesel que
poderia ser utilizado no proprio ambiente de processamento da cana-de-agucar

poderia viabilizar tecnicamente a proposta seguindo o modelo de biorrefinaria.

Neste contexto, a presente pesquisa buscou avaliar o efeito da temperatura
no crescimento e producéo de lipidios pela cianobactéria Phormidium autumnale em
vinhaca de cana-de-acucar, visando o aproveitamento desta agua residuaria e

obtencao de biodiesel microalgal.



2 OBJETIVOS

Objetivo geral

O obijetivo desta dissertacao é avaliar o efeito da temperatura no crescimento
e producéo de lipidios pela cianobactéria Phormidium autumnale em vinhaca de cana-
de-acUcar e meio padrdo BG11, visando o aproveitamento desta agua residuéria e
obtencéo de biodiesel microalgal.

Objetivos especificos

- Coletar e caracterizar amostras de vinhaca coletada diretamente de uma

unidade industrial de processamento de cana-de-acucar;
- Manter e propagar indculo de Phormidium autumnale em meio padréo;

- Montar um sistema de cultivo heterotréfico de Phormidium autumnale em

diferentes condi¢cBes de temperatura e resfriamento da vinhaca e em meio padréo;

- Avaliar a remocdo de carbono e nitrogénio da vinhaca por Phormidium

autumnale nas diferentes condi¢des de cultivo;
- Separar a biomassa gerada e caracterizar em termos de proteinas e lipidios;

- Determinar o perfil dos acidos graxos obtidos e estimar as propriedades do

biodiesel gerado;

- O mesmo roteiro foi seguido para o experimento usando meio padrdo BG11

adicionado de glicose como meio de cultivo.

- Avaliar a proposta em termos de biorrefinaria microalgal, estimando o

rendimento de vinhaca e microalgas em biodiesel.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microalgas

O setor agroindustrial tende a gerar grandes volumes de aguas residuarias
inerentes ao processamento das matérias-primas, devido as inUmeras atividades que
necessitam de agua durante as etapas de produc¢do. A resolucao n® 357 presente na
Norma Brasileira estabelece certos padrbes que invalidam o descarte impréprio
destas aguas residuarias no meio ambiente (RECK; et al, 2016). Diante do cenario
mundial, se faz necessario o desenvolvimento de tecnologias de tratamento que
integrem o reuso e a valoracao de efluentes, de modo que esses tratamentos sejam

eficientes e de baixo custo de producéo.

Nesse sentido, o conceito de biorrefinaria emprega meéetodos de reuso de
efluentes e/ou residuos na cadeia produtiva, minimizando o desperdicio dos mesmos
através de sua valoracao como matéria prima (RECK; et al, 2016). Segundo Visentin
(2020), entende-se como biorrefinaria um bioprocesso capaz de integrar
equipamentos e tecnologias de baixo impacto ambiental visando a conversédo de
biomassa para a geracdo de energia, combustiveis e até mesmo quimicos
renovaveis. Uma das vertentes da biorrefinaria é a chamada “biorrefinaria microalgal”,
através do aproveitamento de efluentes no cultivo de microalgas e/ou cianobactérias
na obtencédo de biomassa rica em produtos intracelulares. A Figura 1 ilustra as etapas

envolvidas na obtencéo de biomassa microalgal e bioprodutos.

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes o que permite a sintese de
acidos graxos (lipidios) no meio intracelular através de fontes de carbono, sao
eucarioticas, como algas cloroficeas (Chlorophyta), ou organismos procariotos, como
cianobactérias (Cyanophyceae) (MATA et al., 2010; BARBOSA, 2019). Segundo
Reck e colaboradores (2016), as cianobactérias sao facilmente encontradas na
natureza, fotossintetizantes em sua maioria e capazes de obter energia na auséncia

de luminosidade.

As cianobactérias tém sido utilizadas na remocao de nitrogénio e fésforo de
aguas residuarias agroindustriais. Algumas linhagens destes micro-organismos, Sao
passiveis de desenvolverem-se no escuro a partir do consumo de moléculas

organicas simples, conhecido como cultivo heterotréfico, com o intuito de remover ou
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reduzir os niveis de matéria organica e nutrientes de efluentes provenientes da
agroindustria, No entanto, sdo raros os trabalhos na literatura que abordam a
estimativa ou determinacdo de parametros de engenharia, tais como consumo de
oxigénio ou transferéncia de massa gas-liquido, Uteis no caso da aplicacdo destes

micro-organismos.

—> Proteinas

Agua
MNutrientes ) —= Lipidios
- Cultivo de : Recuperagdo 5 Secagemde | .|
microalgas de biomassa biomassa .
Indeulo —> Carhoidratos

microalgal @ ", ‘ L5 Pigmentos

—] Regime de crescimento ] -Centrifugacao *Evaporacdodeagua
——> Autotrofico -Filtragdo -Licfilizagdo
— Heterotrofico -Flotagdo

= Mixotréfico -Floculagao

—| Sistemas decultivo

— Blorreatores abertos

—= Blorreatoras fechados
Sistermabalelada

—» Slstema batelada alimentada
L—= Sistamacontinua

L

Figura 1- Etapas da obtencéo de biomassa microalgal e bioprodutos (Adaptado de
Klein et al., 2018)

3.2Metabolismo heterotroéfico

O estudo das microalgas para o tratamento de efluentes tem se tornado uma
opcao alternativa e econbmica, pois além do tratamento de &aguas residuarias,
também ha possibilidade de se acumular lipidios no meio intracelular, o qual pode ser
utilizado para producédo de biocombustiveis (BARBOSA, 2019).

Apesar das cianobactérias apresentarem a fotossintese como modelo
metabdlico preferencial, muitas linhagens usufruem do metabolismo heterotréfico no
escuro, consumindo moléculas organicas sollveis através de fontes externas, tais

como agucares, acidos organicos e acetato, conforme esquematizado na Figura 2



(FAY, 1983; DUMAS et al., 1998; QUEIROZ et al, 2002; BASTOS et al., 2004;
JACOB-LOPES et al.,, 2006). Estas propriedades sugerem possiveis aplicacfes
destes micro-organismos na remoc¢ao de matéria organica e nitrogénio de aguas
residudrias agroindustriais, o que vem ocorrendo com o género Aphanothece no sul
do Brasil (QUEIROZ et al., 2007; MANETTI, 2008).

Glicose

Glicose 1-fosfato

l 2H,0

Frutose 6-fosfato —_— ullCOSE 6-fosfato
— NuDP

ATP
FJADF'H %
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6- fosfoBIuconato
."-\DP
@ FIADP
H»\DPH
0,
fosfato \\

ribulose 5-fosfato

AU’

ribulose 1,5-bifosfato
foglcarato

COz

Figura 2- Metabolismo de carbono em cianobactérias para periodos de escuro
(reacdes indicadas pelas setas escuras) e no escuro (Adaptado de FAY, 1983)

A maioria dos estudos citam que a funcdo da respiracao nas cianobactérias
€ somente a geracdo da quantidade minima de energia necessaria para 0 seu
sustento no escuro (FAY, 1983; SCHMETTERER, 1994; ANAND, 1998). No entanto,
esta habilidade de assimilar moléculas organicas poderia ser estudada e
desenvolvida para remocdo de nutrientes e despoluicdo de aguas residuarias

agroindustriais.



3.3 Tratamento de &guas residuérias por microalgas

O uso de cianobactérias e microalgas na remocdo de matéria organica e
nutrientes inorganicos de aguas residuarias industriais vém sendo estudado devido
aos baixos custos envolvidos, eficiéncia, valoragédo dos residuos e obtencdo de uma
biomassa gerada no processo de tratamento do efluente, a qual pode ser utilizada
para a obtencdo de subprodutos de interesse econémico, como por exemplo na
fertilizacdo dos solos, na forma de proteinas unicelulares ou na obtencdo de
biocombustiveis (TAM e WONG, 2000; VASCONCELOS e PEREIRA, 2001;
BASTOS et al, 2004; RICHMOND, 2004, QUEIROZ et al, 2007; BASTOS et al., 2011;
SU et al., 2012, BASTOS et al, 2015, BARBOSA, 2019; JESUS et al., 2019).

Dentre as espécies que estdo ganhando notoriedade em pesquisas, esta a
cianobactéria Phormidium sp., flamentosa ndo ramificada e com uma coloracao
azulada ou esverdeada, que é reconhecida como uma espécie robusta encontrada
normalmente em ambientes extremos em razao da sua tolerancia a certas condicoes,
como elevadas concentracdes de nutrientes, altas temperaturas, além da capacidade
de cultiva-la em efluentes (VIEIRA, 2016). Conforme pode ser visualizado na Figura
3, a cianobactéria P. autumnale possui filamentos com diametros de 3 a 6 um, e pode
ser uma alternativa para processos de biorremediacdo e para producéao de o6leos,
devido ao seu teor lipidios entre 7 a 15%, além de apresentar uma produtividade
significativa de biomassa (VISENTIN, 2020).

De acordo com Francisco et al., 2015, a cianobactéria Phormidium sp
apresentou a partir de manipueira (agua residuaria do processamento de mandioca)
produtividade lipidica de 43.8 mg Lth!, de composicéo predominantemente saturada
(50,72%) e monoinsaturada (69,27%), o que seria adequado para a obtencdo de
biodiesel (99,98% de cetano, 57,28% de numero de cetano, 45,22% de indice de
iodo, grau de instauracao de 49,72% e ponto de furgor de 61,43°C).



(a) (b)

Figura 3 -Microscopia da cianobactéria Phormidium autumnale em meio de cultivo
padréo (Acervo do LABMAC/UFSCar) com aumento de 100 (a) e 40 (b) vezes

As microalgas tém sido frequentemente reportadas como micro-organismos
potenciais para remoc¢ao de ions metalicos e metais pesados de aguas residuarias
(TAM et al., 2001; HARUN et al., 2010). Estes sistemas séo eficientes especialmente
a baixas concentracfes de metais, apresentam baixo custo e sdo ambientalmente
corretos. O mecanismo de remocdo de ions metalicos de solu¢cdes aquosas por
microalgas baseia-se na biossorcao, a qual ocorre em dois estagios: adsorcao rapida
e passiva na superficie seguida de um lento consumo metabdlicos dos ions no interior
das células. A grande vantagem do estudo de células viaveis para remocao de ions
metalicos é justamente o continuo consumo metabdlico apds a adsorcéao fisica. Tam
et al. (2001) estudaram a remocéao de niquel a partir de duas espécies de Chlorella
em dez sucessivos ciclos, com 70% de remocao ao final do décimo ciclo. O contetudo
total de niquel acumulado correspondeu a mais que 0,9% da massa seca das células

e a formacéao de clorofila “a” foi inibida pela continua adsor¢cao dos metais.

3.4 Vinhaca de cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol de cana-de-acucar, com um
volume em torno de 30 bilhdes de litros ao ano, na safra 2022/23 a fabricacdo do

biocombustivel totalizou 28,91 bilhées de litros (UNICA, 2023). Na producao do etanol
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podem ser utilizados mostos de melaco, caldo ou misto. O mosto € submetido a
fermentacdo etandlica, principalmente por leveduras do género Saccharomyces,
obtendo-se o vinho. Apés separacao das leveduras, o vinho é submetido ao processo
de destilagcéo para obtencédo do etanol. Durante o processo de destilagcéo, a corrente
de fundo da coluna recebe o nome de vinhaga. A vinhaca possui pH na faixa de 3,5
a 5, tem uma coloracéo escura, um odor forte e rica em matéria organica, a qual a
demanda quimica de oxigénio é de 50 a 150g L"* (MORAES, 2018.)

Com o avanco das industrias sucroalcooleiras, haverad também um aumento
na producao dos residuos, como a vinhacga, sendo a agua residuaria principal do
processo de producédo de etanol. Em razdo da sua composic¢ao, a vinhaca é o residuo
gue mais impacta negativamente o meio ambiente, possibilitando a salinizacdo do
solo, afetando a fertilidade, pode contaminar os cursos de agua subterranea, auxilia
na emissdo de gases do efeito estufa e aumento na concentracdo de potassio
(VISENTIN, 2020).

Tanto do ponto de vista qualitativo quanto quantitativo, a vinhaca representa
a principal agua residuaria do setor sucroenergético, uma vez que é produzida na
proporcao de 10 a 18 L de vinhaca por litro de etanol produzido, dependendo das
condicBes tecnoldgicas da destilaria, pelos processos convencionais de fermentacao
utilizados no Brasil (NOVACANA, s.d.). Em 2015, o Brasil entrou para COP21 com o
objetivo de reduzir as emissdes de gases de efeito estufa até 2030, Portanto estima-
se que a producéo de etanol ira aumentar para 45 bilhdes de litros produzidos, com

consequente aumento da producao da vinhaca.

A composicdo quimica da vinhaca é bastante variavel, dependendo da
natureza e composicao da matéria-prima, do sistema usado no preparo do mosto, do
sistema de conducdo da fermentacdo e da composicdo do vinho. Entretanto,
conforme apresentado na Tabela 1, a vinhaca apresenta elevados teores de matéria
organica e de potassio, seguido do calcio, sulfatos, nitrogénio, fésforo e magnésio
(FREIRE; CORTEZ, 2000; CAZETTA e CELLIGOI, 2005; SAAVEDRA, 2019).

Em virtude dos elevados teores de matéria organica, baixo pH, elevada
corrosividade, teores elevados de compostos nitrogenados e em fosfato, altos indices
de DBO e DQO, além da elevada temperatura com que sai dos destiladores, a

vinhaca caracteriza-se pelo seu alto poder poluente (FREIRE; CORTEZ, 2000).
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ApOs proibicdo do despejo de vinhaca diretamente nos cursos d agua
(Decreto Lei 303/1967), este efluente passou a ser aplicado nas chamadas “areas de
sacrificio”, locais proximos as destilarias que se tornavam praticamente inutilizaveis
para a agricultura, principalmente pelo efeito de salinidade do solo. Com o surgimento
do PROALCOOL e a consequente expansao da industria sucroalcooleira no pais,
com aumento significativo da producéo de etanol e vinhaga, surgiu a necessidade de
se dar um destino adequado ao efluente, que encontrou seu lugar como fonte de
nutrientes para a proépria cultura da cana-de-acucar através da fertirrigacéo, processo
de aplicacéo da vinhaca no solo (FREIRE; CORTEZ, 2000).

A aplicacao de vinhaga no solo fornece uma série de beneficios de natureza
guimica, fisica e biolégica, como aumento da disponibilidade de alguns elementos,
aumento da CTC (capacidade de troca catidnica), pH e teor de matéria organica no
solo, com consequente melhoria no seu estado de agregacdo e aumento da
capacidade de infiltracdo de agua (FREIRE; CORTEZ, 2000).

Apesar dos efeitos benéficos, é necessario que se tenha prévio conhecimento
do volume adequado de vinhaca a ser aplicada no solo, ja que seu excesso pode
acarretar efeitos nocivos e queda na produtividade da cultura. Em 2014, a CETESB
pela normativa P4.231/2005 (Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo)
regulamenta o uso da vinhaca de cana-de acucar nos solos agricolas, considerando
o relevo destes solos, quais sdo as necessidades e deficiéncia da cultura e a
composicao quimica do solo a fim de evitar a contaminag¢do dos cursos de agua,
liberacdo de odores, proliferacdo de vetores e também a anaerobiose radicular.
(MORAES, 2018; SAAVEDRA, 2019). Atualmente, a disposic¢ao de vinhaca no solo é
regulada pelo seu teor de potassio, uma vez que altas concentracdes deste ion

contribuem para a saturacao do solo (CETESB, 2015).
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Tabela 1 - Parametros fisicos e quimicos da vinhaca de cana-de-acgucar (Adaptado

de Bastos et al, 2022)

Parametro Faixa
Carbono organico total (TOC), g L™ 58-14,1
Demanda quimica de oxigénio (DQO), g L™ 22,9-35,8
Demanda biolégica de oxigénio (DBO), g L 14,4-219
Nitrogénio total (TN), mg L* 500 — 1500
Razao carbono:nitrogénio 3,87 — 28,2
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), mg L 630 — 1405
Nitrogénio amoniacal (N-NHs), mg Lt 85 - 165
Nitrato (NO37), mg L? 45 - 75
Nitrito (NO2), mg L2 1,6 —4,2
Fosforo total (TP), mg L 2,66 — 155
Potassio (K), mg L* 1330 - 4010
Sédio (Na), mg L? 10-65
Célcio (Ca), mg L? 460 — 2240
Magnésio (Mg), mg L 145 - 235
Sulfato (SO42), mg L 2060 — 7000
Aluminio (Al) mg L 25-11,8
Ferro (Fe) mg L 8,8 — 15,3
Sélidos suspensos (SS), g L* 24-34
Sélidos dissolvidos (DS), g L 43-56
Condutividade elétrica (EC), mS cm™ 6,7 —-8,7
pH 4,346
Turbidez, NTU 1314 - 9550
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Mesmo considerando o seu potencial como meio nutritivo, h4 poucos estudos
na literatura acerca da utilizacédo de vinhagca como substrato para o cultivo de micro-
organismos, principalmente com o objetivo de despoluicdo desta agua residuéria.
Navarro et al. (2000) utilizaram vinhaga concentrada como complemento do meio de
cultivo para fermentacédo etandlica por Saccharomyces cerevisiae. Cazetta e Celligoi
(2005 e 2009) utilizaram melaco e vinhaga para o cultivo de leveduras e bactérias
visando a producao de proteinas e lipidios pelos micro-organismos, com resultados

promissores.

Com relacdo a microalgas, Oliveira e Caceres (1986), em trabalho pioneiro
na Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), utilizaram vinhaca diluida para o
cultivo de oito espécies de algas de agua doce. Durante 30 dias, os autores
compararam o crescimento das microalgas cultivadas em solucdo de vinhaca com as
cultivadas em meio sintético e observaram que, das oito espécies estudadas,
Chlorella vulgaris e Scenedesmus bijugatus foram capazes de desenvolver-se melhor
em solucao de vinhaca do que no meio sintético, atingindo uma maior concentracao
celular. Para as outras espécies, 0 crescimento em solucédo de vinhaca e em meio
sintético foi semelhante ou levemente inferior. Dando sequéncia a este trabalho, um
dos autores, em sua dissertacao de mestrado, aprofundou os estudos com Chlorella
vulgaris, avaliando parametros de adequacdo da vinhaca para o crescimento
heterotréfico e mixotréfico desta microalga. Nas condicdes ideais (1 g L-*de vinhaca,
800 uM de uréia, 10°células por mL e pH 7) o autor verificou crescimento mixotréfico
equivalente ao cultivo fotossintético, além do acumulo de carboidratos pelas células
em condi¢cBes heterotréficas (OLIVEIRA, 1988). Ainda segundo este trabalho, o
cultivo de microalgas especialmente em residuos liquidos ricos em nutrientes
constitui uma possibilidade promissora de obtencédo de uma fonte consideravel de
compostos e elementos essenciais a nutricdo humana, ao mesmo tempo em que

possibilita uma forma de combate a polui¢do dos recursos hidricos.

Segundo Visentin (2020), Reis e Hu (2017) o cultivo de microalgas néo é
afetado pela turbidez elevada da vinhaca devido o metabolismo heterotrofico destes
micro-organismos favorecem o crescimento de biomassa na auséncia de luz. Sendo
assim, a utilizacdo de microalgas tem sido atrativa, pois a mesma pode ter um

aumento da producgdo de biomassa através do consumo de nutrientes da vinhaga,
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diminuindo seu custo de producdo bem como a redugdo do potencial poluente
(VISENTIN, 2020).

Embora sejam organismos naturalmente fotossintetizantes, algumas
linhagens de microalgas sdo capazes de se desenvolver na auséncia de luz a partir
do consumo de moléculas organicas simples, tais como agucares, acetato e acidos
organicos (FAY, 1983; PEREZ-GARCIA et al.,, 2011). Nestes tipos de cultivo,
denominados mixotroficos ou heterotroficos, dependendo da disponibilidade de luz,
substitui-se a fixagdo do CO2 atmosférico que ocorre nas culturas autotroficas por
uma fonte de carbono organico dissolvida no meio de cultura (PEREZ-GARCIA et al.,
2011). Nesse sentido, o cultivo heterotrofico de microalgas tem sido proposto como
uma alternativa para a obtencado de elevadas concentracdes de biomassa, uma vez
gue elimina deficiéncias dos sistemas de cultivo convencionais fotoautotroficos,
reduzindo os custos de producdo da biomassa e possibilitando a utilizacdo de
gualquer reator de mistura para o cultivo (CHEN, 2006; O GRADY E MORGAN, 2011,
PEREZ-GARCIA et al., 2011). Entretanto, o crescimento heterotréfico esta limitado
somente a algumas espécies de microalgas e, apesar da reducdo dos gastos
energeéticos, ha o custo de adicdo do substrato organico, essencial para manutencao
do metabolismo microalgal nessas condi¢des (CHEN, 2006; CERON-GARCIA et al.,
2000; O°'GRADY e MORGAN, 2011; PEREZ GARCIA et al., 2011).

Glicose, acetato e glicerol sdo as fontes de carbono mais frequentemente
utilizadas em sistemas de cultivo mixotroficos e heterotroficos, havendo também a
possibilidade de se utilizar aguas residuarias (JACOB-LOPES et al., 2006; de-
BASHAN e BASHAN, 2010; BASTOS et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Por
tratar-se de um substrato abundante e de baixo custo, oriundo do processo de
producéo de biodiesel, o glicerol tem sido proposto como alternativa interessante para
o cultivo heterotréfico de microalgas (O GRADY e MORGAN, 2011). Por outro lado,
elevadas concentra¢des da fonte de carbono podem inibir o crescimento heterotréfico
microalgal (CHEN, 2006; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Apesar da diversidade de
possiveis fontes de carbono, a literatura ainda € pouco conclusiva no que diz respeito
a faixa de concentracdo ideal que permita desenvolvimento satisfatério das

microalgas heterotréficas, assim como a relagéo entre carbono e nitrogénio.
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3.5 Biodiesel microalgal

A ASTM (Sociedade Americana para Teste de Materiais) define biodiesel como
um combustivel liquido sintético, originario de matéria-prima renovavel e constituido
pela mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos de cadeias longas, derivados de
oleos, principalmente de origem vegetal e animal (KNOTHE, 2013). O biodiesel &
resultado da transesterificacdo dos triglicerideos com &lcoois de cadeia curta
resultando em monodlquis ésteres de acido graxos de cadeia longa, cuja rota metilica

e mais comum pode ser ilustrada na Figura 4.
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Figura 4- Reacao global de transesterificacdo dos triglicerideos resultando no
biodiesel (Adaptado de Girardi, 2019)

Cianobactérias séo produtoras de 6leos unicelulares, os lipidios, que séo vistos
como uma ferramenta alternativa a producéo de 6leo para biocombustiveis (SILVA et
al., 2017). Esses biocombustiveis de 32 geracdo (assim chamados aqueles
provenientes de microalgas) apresentam elevado potencial para se tornarem
substitutos sustentaveis para os combustiveis fosseis, que geram gases do efeito
estufa (GEE) além da producao requerer menos agua, fertilizante e espaco de terra
em relacdo aos combustiveis sintetizados a partir de alimentos (FIGUEROA-TORRES
et al., 2020).

Dentre as diversas vantagens e motivos para a aplicacao de microalgas para
producdo de biocombustiveis, entre eles é a producdo associada a compostos de alto
valor, como proteinas e pigmentos que podem ser recuperados da biomassa restante
da extracdo de carboidratos e lipidios, a alta produtividade de lipidios e carboidratos,
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muitas vezes ultrapassando a produtividade de culturas convencionais como a soja e
a cana-de-acucar, pelas microalgas obterem sucesso em diferentes meios de cultivo,
como efluentes, reduzindo o uso de consumo de agua e pela facilidade de alterar o
meio de cultivo para producao do bioproduto de interesse (KLEIN et al., 2018).

Para minimizar custos de producdo e se tornar um processo menos
dispendioso, Andrade e Coluzzi Filho (2014) mencionam cultivar as cianobactérias em
efluentes com boas cargas nutricionais que favorecem seu crescimento, como a
vinhaca de cana-de-acUcar. Ainda comenta que a producdo de biocombustiveis
microalgais pode compatibilizar o potencial de se conseguir altas produtividades

aliados a economia e ao baixo impacto ambiental.

Francisco et al., (2015) avaliaram a producéo de lipidios microalgais utilizando
Phormidium sp. em cultivo heterotréfico de manipueira, obtendo uma produtividade de
biomassa de 320,1 mg L h' e uma produtividade lipidica de 43,8 mg Lt h't, com
composicao predominantemente em saturados e monoinsaturados, além de atender

as normas nacionais e internacionais para a sintese de biodiesel.

Através dos lipidios microalgais também € possivel obter 6leos ricos em acidos
graxos poliinsaturados (EPA e DHA - w 3) para consumo humano, tendo um alto valor
nutricional (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Geralmente s&do encontrados em
composicdes de acidos graxos que contenham C18:1 (acido oleico), C18:2 (acido
linoleico), C18:3 (acido linolénio) e as vezes conjuntamente com C16:0 (&cido
palmitico) (RATLEDGE, 2004).

Os PUFA, assim chamados os acidos graxos poliinsaturados, sdo considerados
essenciais para o desenvolvimento infantil e importante para a prevencéo de doencas
crbnicas. Muitas organizacbes nacionais e internacionais de saude (OMS)
recomendam consumir diariamente esses 0leos essenciais em paralelo as doses

diarias recomendadas de nutrientes essenciais (ROBERTSON et al., 2013).

Se tratando de biocombustiveis possiveis de producéo por meio dos lipidios de
microalgas, em grande escala pesquisado tem-se o biodiesel (CHEN et al., 2018;
CHISTI, 2007; FARROKH et al., 2019; FIGUEROA-TORRES et al., 2020; KNOTHE;
KRAHL; GERPEN, 2010; SIQUEIRA et al., 2016).

Os biocombustiveis produzidos a partir do 6leo microalgal sdo chamados de
biocombustiveis de 32 geracdo e apresentam potencial de se tornarem substitutos
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sustentiveis dos combustiveis fosseis que sdo contribuintes para as emissées de
gases do efeito estufa (FIGUEROA-TORRES et al., 2020). Outra vantagem para o
biocombustivel de 32 geracdo € a baixa exigéncia do uso da terra, agua e fertilizantes
guando comparados com os biocombustiveis a base de alimentos (FARROKH et al.,
2019; FIGUEROA-TORRES et al., 2020).

Farrokh et al. (2019) mencionam que as cianobactérias sdo consideradas
fontes mais promissoras para a producédo de biodiesel, devido ao curto tempo de
cultivo atrelado ao alto teor de Oleo. Além disso, podem conter uma mistura de
alcanos, alcodis e acidos graxos semelhantes aos combustiveis fosseis. Os autores
ainda descrevem que a utilizacdo de aguas residuarias no cultivo microalgal torna a
producéo de biomassa rica em 6leos mais econdmica, ou seja, sem gastos com meios

sintéticos.

Para a producéo de biodiesel o ideal € uma composicado de biomassa rica em
acidos graxos saturados (SFA) e monoinsaturados (MUFA) em comparacdo com
acidos graxos poliinsaturados (PUFA) (FRANCISCO et al., 2019). O que diferencia
séo as ligacdes entre os carbonos, em geral, os acidos graxos incluem os insaturados
gue contemplam os monoinsaturados (uma ligacdo dupla de carbonos) e
poliinsaturados (mais de uma ligacao dupla) e os saturados (sem ligacdes duplas de
carbonos) (CHEN et al., 2018).

Segundo Knothe (2013) duas normas geralmente séo utilizadas como diretrizes
para o desenvolvimento de outros padrdoes de biodiesel em todos os paises, bem
como para avaliar a qualidade combustivel do biodiesel produzido, sendo ASTM
D6751 proveniente dos Estados Unidos e a EN 14214 da Europa. As especificacfes
contidas nessas normas sdo atribuidas a varios fatores que influenciam as
propriedades do biodiesel, mas principalmente ao perfil de &cidos graxos. Os
parametros mensurados de acordo com as normas sdo o numero de cetano (CN), o

indice de iodo (IV), a estabilizacdo a oxidacdo (OS) e a viscosidade cinematica (u).

Outras caracteristicas importantes para a sintese de biodiesel sdo, o grau de
insaturacdo (DU), indice de saponificacdo (SV), fator de cadeia longa saturada
(LCSF), ponto de entupimento de filtro a frio (CFPP), ponto de névoa (CP), posi¢cédo
alilica (APE), posi¢cdo bis-alilica (BAPE), maior valor de aquecimento (HHV) e
densidade (p) (KNOTHE; KRAHL; GERPEN, 2010).
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O numero de cetano (NC) & um indicativo admensional da qualidade de ignicao
de um combustivel diesel, sendo assim, um composto que tem alto nimero de octanas
tende a apresentar um baixo NC e vice-versa. Para a escala de cetanos, 0
hexadecano (CisHaas, hidrocarboneto linear) é considerado o padréo de alta qualidade
com NC de 100, enquanto que o 2,2,4,4,6,8-8-heptametilnonaro (HMN, também
Cis6Hz4), € um composto altamente ramificado com péssima qualidade de ignicdo em
motores a diesel tem NC atribuido de 15. Assim, as ramificacdes e o comprimento da
cadeia influenciam o NC com valor reduzido, com a diminui¢cdo da cadeia e o aumento

do grau de ramificagéo.

Geralmente, o numero de cetano aumenta com o aumento do comprimento da
cadeia e a diminuicdo da insaturacdo, (KNOTHE; KRAHL; GERPEN, 2010), bem
como, quanto maior o numero de cetanos, menor o atraso e melhor a qualidade de
ignicdo (ALLEMAN E MCCORMICK, 2016).

O indice de iodo (IV) € uma medida do teor de insaturacdes totais de um
material graxo, baseando-se na adicdo formal de iodo nas duplas ligacbes e
determinada em g de iodo por 100 g de amostra. Este parametro indica a propensao
do 6leo ou gordura a oxidacéao, polimerizacéao e formacao de depdsitos no motor. Por
outro lado, a viscosidade € uma propriedade de resisténcia ao escoamento do fluido.
Assim, quanto maior a viscosidade, maior a tendéncia de o combustivel causar
problemas, sendo que, a viscosidade dos 6leos transesterificados, isto €, do biodiesel
€ aproximadamente de uma ordem de magnitude inferior ao 6leo de origem (KNOTHE;
KRAHL; GERPEN, 2010). Sabe-se também que além do numero de iodo estar
relacionado com a viscosidade, tem relacdo com o numero de cetano (CN) e o ponto
de entupimento de filtro a frio (CFPP) (Sakthivel et al., 2018).

A estabilidade a oxidacdo do biodiesel é um dos principais indicadores dos
graus de oxidacdo e reatividade do ar, dependendo principalmente do nimero de
posicdes bis-alilicas (BAPE) nos compostos insaturados. A oxidagdo se inicia pela
formacéo de radicais nas posi¢des bis-alilicas formando peréxidos, dessa maneira sdo
produzidos compostos organicos volateis, cetonas e aldeidos, destruindo o éster
metilico que por fim se polimeriza e pode danificar o sistema de injecdo de combustivel
no motor. Quanto maior o grau de insaturagcdo na cadeia de carbono, menor a
estabilidade do biodiesel (Sakthivel et al., 2018).
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De acordo com Knothe et al. (2010), a estabilidade a oxidacdo € mensurada
pela adicdo da amostra em um tubo aquecido até a temperatura especificada nas
normas (110°C), por meio da qual o ar é varrido. Entdo, com 0 aquecimento da
amostra na presenca de ar, da-se o inicio da oxidagdo. A corrente de ar varre 0s
compostos volateis, como os acidos orgéanicos, formados pela oxidacdo em outro
recipiente contendo agua deionizada. A condutividade da agua entdo € mensurada
continuamente na medida que vai se alterando com o aumento da quantidade de
compostos volateis (acidos organicos) varridos para a 4gua. Dessa maneira, 0 tempo
até a variagdo maxima da taxa na condutividade é o tempo de inducéo, o qual deve

ser registrado e especificado pelas normas padroes.

Knothe (2013) também menciona que além da presenca de ar, outros fatores
influenciam significativamente a estabilidade oxidativa, como o tamanho da area de
contato com o ar, a temperatura e a presenca de luz e que na maioria das vezes se

faz necesséria a adicdo de aditivos antioxidantes para atingir essas especificacdes.

A viscosidade cinematica é uma das principais caracteristicas de um
combustivel, desempenhando um papel importante na atomizacdo e penetracdo do
spray. Como o biodiesel possuiu uma maior estrutura quimica e massa molecular, sua
viscosidade é de 10 a 15 vezes maior que o combustivel féssil convencional. Ou seja,
combustiveis mais viscosos tendem a causar atomizacao insuficiente resultando em
menor eficiéncia térmica. Ja uma viscosidade baixa, leva a gotas mais finas de
combustivel, facilitando o injetor a bombear o combustivel para a camara de
combustdo. Além disso, o processo de transesterificacdo é utilizado para reduzir a

viscosidade dos ésteres metilicos (Sakthivel et al., 2018).

Chen et al. (2018) também cita que a viscosidade aumenta com ao aumento
do comprimento da cadeia e do nivel de saturacdo dos acidos graxos, ou seja, uma
melhor estabilidade a oxidacdo necessita de um alto nivel de saturacdo de acidos

graxos.

Knothe (2013) menciona que € possivel de obter biodesel de qualidade
adequada a partir dos lipidios microalgais. Chisti (2007) também cita essa
possibilidade e que existe uma grande oportunidade para esse setor, inclusive para
aquelas produzidas heterotroficamente com fontes de carbono exdgenas. Chen et al.
(2018) menciona alguns fatores para a produgdo mais econdémica de biodiesel

microalgal, sendo a utilizacdo de efluentes, uma vez que também ocorre a remocao
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de contaminantes, cultivo integrado com a producédo de outro bioproduto de alto valor

agregado, e também no cultivo juntamente com peixes e camaroes.

A temperatura influencia significativamente a composicao de acidos graxos de
certas espécies de microalgas, sendo que o seu efeito no crescimento pode ser
ilustrado na Figura 5 (Nalley et al., 2018). De acordo com esses autores, as
cianobactérias apresentam um alto teor relativo de &cido palmitico, muitas vezes
superior a 50%, aumentando consideravelmente em temperaturas mais elevadas.
Além disso, sdo encontrados niveis relativamente altos de acido esteérico, decaindo

com o0 aumento da temperatura.
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Figura 5- Perfil da velocidade especifica de crescimento maxima de microalgas em
diferentes temperaturas (Adaptado de Nalley et al., 2018)

De uma forma geral, os perfis de acidos graxos das microalgas tendem a
variar drasticamente com a temperatura. Essas mudancas induzidas pela temperatura
dos cultivos nas concentracfes dos diferentes acidos graxos podem ter efeitos
consideraveis nas propriedades do biodiesel obtido. Certas espécies de
Desmodesmus e Chlorella transitaram para perfis indesejaveis de acidos graxos,
como aumento dos poli-insaturados e reducdo dos monoinsaturados, a medida que a
temperatura aumentava (Nalley et al., 2018). Nesse sentido, a dependéncia da

temperatura da composicdo de acidos graxos sugere que a selecdo de cepas
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candidatas com base na producdo total de acidos graxos pode ser equivocada. Por
exemplo, C. vulgaris e Anabaena sp. sdo microalgas recorrentemente pesquisadas
para suas aplicacdes de biocombustiveis, porém, os seus elevados niveis de altos
niveis de acidos linolénicos limitam este potencial como candidatos na obtencao de

biodiesel.

De acordo com El-sheekh et al. (2017), a quantidade e a qualidade dos lipidios
intracelulares séo resultado de alteragcées nas condi¢cdes de crescimento, incluindo
intensidade de luz, temperatura, disponibilidade de CO2 nos cultivos fotoautotroficos,
limitag@o de nitrogénio ou fosfato, deficiéncia de silicio e suplementacdo de ferro. A
composicdo da vinhaca apresentada na Tabela 1 sugere limitacbes em termos de
nitrogénio e fosforo, além de uma diversificada quantidade de sais, ou seja, um
potencial de estudo que precisa ser explorado como meio de cultivo para microalgas

objetivando lipidios unicelulares.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Inéculo

O in6culo da cianobactéria Phormidium autumnale, isolada do Deserto Cuatro
Cienegas no México (26° 59' N 102° 03W) e gentilmente cedido pela Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), foi mantido e propagado em meio BG11 (Braun-
Grunow Medium) (RIPKA et al., 1979) no Laboratério de Microbiologia Aplicada e
Controle (LABMAC) do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA) da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar) em estufa a 25°C e fotoperiodo de 12 horas claro-escuro
(Figura 6).

A concentracao celular foi obtida por gravimetria apés filtracdo de um volume
conhecido em filtro 0,45 um (APHA, 2005) e para averiguar se o inéculo estava em
condicdes fisicas adequadas, foi avaliado a qualidade em microscépio MOTIC BA
210TL equipado com Céamera de video Moticam de 2 Mega pixels, com auxilio de
software MOTIC IMAGE 2.0 Plus e Camara de Neubauer.

Figura 6- Imagens da manutencgéo de microalgas com destaque para o inéculo de
Phormidium autumnale em meio BG11 a 25°C e fotoperiodo de 12 horas
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4.2 Vinhaga de cana-de-agucar

A vinhaca usada nos experimentos foi coletada de uma Usina de Aclcar e
Alcool da regido de Araras/SP, sendo levadas ao laborat6rio para caracterizagdo e
acondicionadas em congelador. A caracterizacdo da vinhaca foi realizada de acordo
com a metodologia proposta por APHA (2012): turbidez por medida direta em
turbidimetro; pH por potenciometria; carbono organico total (TOC) e nitrogénio total
(TN) em Analisador TOC - LCPN SIMADZU®, sendo calculada a razao
carbono/nitrogénio (C/N); fésforo (P) através de reacao colorimétrica e medida em

espectrofotdmetro; e solidos suspensos (SS) por gravimetria.

4.3 Efeito da temperatura no cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca e
BG11

Os ensaios dos cultivos mantidos em diferentes temperaturas e com
resfriamento progressivo foram realizados a partir de vinhaca e em meio padrao
BG11 em agitador orbital a 100 rpm com amostragem em intervalos de tempo pré-
definidas. Considerando as condi¢cdes heterotroficas, ou seja, na auséncia de
luminosidade, os ensaios em meio BG11 foram acrescidos de glicose de forma a
manter a mesma razao C/N original da vinhaca (em torno de 16), assim como ajuste
do pH inicial para 7,5 nos ensaios com a agua residuaria (Mattos e Bastos, 2015;
Morais e Bastos, 2018, Visentin, 2020).

O efeito da temperatura foi avaliado a 25, 35 e 45°C durante todo o periodo
experimental e com resfriamento gradativo em frascos de 125 mL esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos, cobertos com papel aluminio para evitar incidéncia
luminosa e preenchidos com 25 mL de vinhaca ou meio padrdo BG11 modificado com

glicose previamente esterilizados com 10% de volume de inéculo.

4.4 Cinética de crescimento microalgal e consumo de substratos da vinhaca

A concentracdo da biomassa durante os ensaios foi monitorada pela
densidade por gravimetria apos filtracdo de volume conhecido da suspenséo
amostrada durante os cultivos em filtro 0,45 pm e secagem a 130°C por 2 horas

23



(APHA, 2005). Com estes dados, foram obtidas curvas de crescimento, sendo
calculadas velocidades especificas de crescimento maximas (MUmax) a partir da
regressao linear da curva semilogaritmica, ou seja, pela integracao da Equacédo 1. A
partir disto, o tempo de geragdo (tg) foi calculado para a fase exponencial de
crescimento (Equagéao 2):

1 dX
H=3a (1)
In2
t, = 2
g Umax ( )

A produtividade em biomassa (Px) foi calculada através da variacdo de

biomassa no tempo considerado, conforme Equacao 3:

Py = (3)

Os teores de carbono organico total (TOC) e nitrogénio total (TN) foram
determinados em analisador TOC - LCPN SHIMADZU® nas amostras filtradas em
filtro 0,45 pm e livre de células. O rendimento de carbono e nitrogénio em biomassa
calculados pela relacdo das taxas de crescimento e consumo de substratos, ou seja,

usando a inclinacdo da curva biomassa vs TOC ou TN (Equacbes 4 e 5):

dx

Yx/Toc = aTog) (4)
dx

Yx/Tn = TN (5)

As taxas de consumo dos substratos (rs) da vinhagca (TOC e TN) foram
avaliadas pelas curvas S versus tempo conforme Equacgéo 6, sendo “k” a constante

cinética e “n” a ordem de reagéo. Além disso, a eficiéncia de remocéo (E) destes

substratos foi calculada pela Equagao 7:
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= —=2 = kS (6)

E ==-x100 (7)

O tempo de batelada ideal (tb) para producédo de biomassa pode ser estimado
a partir do balanco de massa de células microalgais em biorreator batelada conforme
Equacao 8, onde X é a concentracao celular, V volume, p velocidade especifica de
crescimento e kq velocidade de morte celular. Como o volume é constante, a Equacao
8 pode ser simplificada até a Equacao 9 e, integrando para condic¢des iniciais e finais,
podemos calcular a concentracao de biomassa a partir de um valor inicial (Xo) atraves

da Equacéo 10:

% = UXV — kgXV (8)
dXx

FT (Mmax — Ka)X 9)
X = X, e(tmax—Ka)t (10)

Para condicdo onde as células se encontram na fase exponencial de
crescimento, a morte celular pode ser considerada desprezivel (1 >>> kq), 0 tempo de

batelada ideal pode ser estimado pela Equacao 11.:

1

tp = —In(3* (11)

Hmax
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4.5 Caracterizacédo da biomassa

O teor de proteinas na biomassa microalgal cultivada em vinhaca foi estimado
pelo método espectrofotométrico de Warburg e Christian (1941). A biomassa foi
separada ao final dos cultivos por centrifugacdo (2500 rpm por 15 minutos) e
submetida ao método de rompimento mecanico em Disruptor celular Modelo TE-099
com uso de esferas de vidro a 55°C, 1600 rpm por 15 minutos. Apés, foi utilizada a
Equacao 12 para estimativa da concentracdo de proteinas no lisado celular:

Proteinas (mg mL™1) = [(1,55 x A,g) - (0,76 X Ayeo)]DF (12)

Onde Ago € a absorbancia medida em 280 nm; Azeo € a absorbancia medida

em 260 nm (correcao de acidos nucleicos) e DF € o fator de diluico.

O teor de lipidios na biomassa microalgal foi determinado pelo método de
extracdo proposto por Bligh e Dyer (1959). Aproximadamente 1 g de biomassa seca
em estufa a 130°C por 2 horas foi macerada e transferida para um tubo Falcon®,
sendo adicionado 10 mL de metanol, 4 mL de agua deionizada e, por ultimo, 5 mL de
cloroformio. A amostra permaneceu em contato com a solucao extratora "overnight",
sendo posteriormente centrifugada. O sobrenadante foi coletado e a extracao
realizada mais duas vezes, seguida de uma mistura de cloroféormio, metanol e agua
deionizada nas proporcdes de 1:2:0,8. Os trés sobrenadantes agrupados tiveram a
adicdo de agua deionizada para promover a separacdo de fases e obter a fase
organica depositada ao fundo do tubo. A fase orgéanica foi coletada em Placa de Petri
previamente tarada para determinacdo da massa lipidica. A produtividade lipidica foi
calculada considerando o teor de lipidios e a produtividade em termos de biomassa
(Equacéo 3).

Apés a extracao lipidica, o material obtido foi transesterificado de acordo com
o procedimento adaptado de Van Wychen et al (2015). Primeiramente foram
adicionados 200 pL de cloroférmio em 100 mg das amostras em um tubo de ensaio
com rosca. O tubo foi encaminhado para bloco de aguecimento a 80°C por 2 minutos,
em seguida adicionados 3 mL do catalisador (acido sulfurico 1% m/v) em metanol e

aquecidos novamente por 2 minutos. Apoés, sao incorporados 1 mL de hexano e 3 mL
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de &gua deionizada ao tubo até ocorrer a separagdo da fase orgéanica, que logo apés
foi transferida para um tubo Eppendorf e adicionado 1 mL de &gua MiliQ para
novamente coletar a fase organica.

A amostra final foi transferida para um vial para determinacdo por
cromatografia em fase gasosa em GC -FID Shimadzu® GC 2010 Plus. O equipamento
apresenta um auto injetor e uma coluna RTX-Wax de 30 m com diametro interno de
0,25mm e espessura de filme de 25 uym. Uma aliquota de 1 yL da amostra foi injetada
em modo splitless, com a porta de injecdo a 250°C e o detector a 300°C. A
temperatura do forno utilizada foi 50°C por 1 minuto, 25°C por minuto até 200°C, e
por fim 3°C por minuto até 230°C. O padréo Supelco 37 component FAME mix (CRM-
47885) foi usado para identificar os picos. A area relativa de cada pico de interesse
(metil-ésteres) foi empregada como medida indireta para a quantificacdo de cada
acido graxo. A partir do perfil de acidos graxos obtidos pela cromatografia em fase
gasosa foi utilizado o Software Biodiesel Analyzer para estimativa das propriedades
do biodiesel produzido (TALEBI et al., 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢cao serdo apresentados e discutidos os resultados desta dissertacéo,
sendo que parte destes ja foram apresentados em eventos cientificos nacionais e

internacionais, conforme pode ser verificado no Apéndice.

5.1 Caracterizagéo da vinhaca

A composicao fisico-quimica da vinhaga utilizada nos ensaios é apresentada
na Tabela 2. Os valores estdo dentro da faixa usualmente encontrada na literatura
para vinhaca de diferentes mostos (Freire e Cortez, 2000; Morais e Bastos, 2019).
Como trata-se de um efluente, os parametros fisico-quimicos podem variar
consideravelmente a depender da qualidade e tipo de cana-de-acucar, assim como
as condicdes de fermentacdo e destilacdo alcodlica. De qualquer forma, os valores
estdo na faixa normalmente encontrada para vinhaca, sendo que qualquer
variabilidade também pode ser decorrente de outros aspectos como época da safra e

o processamento de diferentes culturas de cana-de-acucar (Ferreira et al. 2021).

Independente desta variacdo esperada na caracterizacdo fisico-quimica, em
termos de aproveitamento da vinhaca como meio de cultivo microbiano, um dos
aspectos mais importantes é a relacdo carbono:nitrogénio (C/N), sendo favoravel em
torno de 20. No caso da amostra de vinhaca usada nos experimentos, o valor esta
ligeiramente inferior, 0 que sugere uma maior quantidade de nitrogénio com relacéo
ao carbono, indicando nao limitacdo deste nutriente e potencial de producdo de
biomassa. Além disto, destaca-se o elevado teor de potassio, superior a 3000 mg L,
0 qual poderia ser reciclado via fertirrigacdo a partir da biomassa microalgal gerada
como alternativa de incorporacdo deste nutriente. Bastos et al. (2009) reportaram
remocdes de potassio pela microalga Aphanothece sp. em torno de 65% durante o
cultivo em vinhaga bruta, sendo que o0s autores sugerem que a incorporacdo a
biomassa foi fundamental para tal variacdo. Além do potassio, de acordo com Morais
e Bastos (2018), a vinhaca apresenta teores consideraveis de magnésio, manganés
e ferro, o que pode auxiliar a fotossintese de microalgas em cultivos mixotréficos,

desde que seja permitida a disponibilidade de luz.
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Outro ponto importante a ser considerado € o pH original que é encontrado na
faixa acida, normalmente em torno de 4 (Ferreira et al. 2021). Mattos e Bastos (2015)
obtiveram valores de pH até inferiores, em média, 3,5. Porém, estes valores podem
ser decorrentes da variedade de cana-de-aclUcar e nivel de contaminacdo da
fermentacdo alcodlica. De qualquer forma, esta caracterizagdo indica a necessidade
inevitavel de ajuste do pH até valores proximos a neutralidade para qualquer

aproveitamento microbiolégico da vinhaga.

Tabela 2 Caracterizagdo da amostra de vinhacga utilizada nos ensaios

pH 4,37 + 0,10
Turbidez (NTU) 111,30 + 0,47
Sélidos suspensos (mg L) 720 £ 70
TOC (mg LY 8955 + 4,0
TN (mg LY 508,65 + 3,85
P (mg LY 34,50 + 4,13
K (mg L) 3313 + 166
Razao C/N* 17,61

*calculada pela relacdo entre TOC e TN

A elevada turbidez indica que esta agua residuaria somente poderia ser
aproveitada no cultivo de microalgas que usufruam do metabolismo heterotréfico, ou

seja, ndo limitada pela luminosidade.
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5.2 Cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca submetida a diferentes

temperaturas

Como a vinhagca € a agua residuaria gerada no processo de destilacdo
alcodlica, grandes volumes sdo obtidos em temperaturas elevadas, atingindo até
105°C na base do destilador. Por outro lado, de acordo com Nalley et al. (2018), a
faixa 6tima de temperatura das microalgas fica entre 25 e 35°C, indicando que um
resfriamento serd sempre necessario para este tipo de aproveitamento. Nesse
sentido, foram conduzidos ensaios em diferentes temperaturas para avaliagdo dos
parametros de crescimento e consumo de substratos pela cianobactéria Phormidium
autumnale. A Figura 7 apresenta o perfil de biomassa para o cultivo em vinhaca de
cana-de-acucar mantida a 25°C. O perfil indica um crescimento praticamente
constante sendo obtido valores superiores a 6000 mg L. A auséncia de uma fase
prévia de adaptacdo e estacionaria sugere que a vinhaca apresenta carbono,
nitrogénio e demais nutrientes em teores adequados para cultivo desta cianobactéria

durante o periodo amostrado.
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Figura 7 - Curva de crescimento de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-
acucar mantida a 25°C
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Este perfil praticamente linear de crescimento leva a uma produtividade

constante de biomassa (Figura 8), entre 50 e 60 mg L*'h?, indicando que a

temperatura de 25°C e a composicdo da vinhaca nao afetaram a producao de

biomassa.

Produtividade (mg L' h'")

80 —

70 -
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—0—
——
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Figura 8 - Perfil de produtividade em biomassa de Phormidium autumnale em
vinhaca de cana-de-acucar mantida a 25°C

O comportamento tanto do crescimento (Figura 9) como da produtividade

(Figura 10) a 35°C apresentaram tendéncias muito proximas as obtidas a 25°C. sendo

gue as produtividades em biomassa foram discretamente superiores, em torno de 70

mg Lthl. De fato, de acordo com Nalley et al. (2018), a faixa de temperatura 6tima

para cianoficeas € frequentemente entre 30 e 35°C, 0 que pode explicar estas

produtividades mais elevadas.
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Figura 9 - Curva de crescimento de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-
acucar mantida a 35°C

Diferentemente das temperaturas inferiores, o perfil de biomassa a 45°C
apresentado na Figura 11 indica uma fase de adaptacao superior a 40 horas, seguida
de uma fase de crescimento, porém, atingindo valores maximos bem inferiores do que
a 25 e 35°C. Com isso, ha uma grande oscilacdo da produtividade, atingindo os

maiores valores ao final do cultivo (Figura 12).
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Figura 11 - Curva de crescimento de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-
de-acucar mantida a 45°C
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Figura 12- Perfil de produtividade de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-
acucar mantida a 45°C

Os resultados dos cultivos em termos de crescimento e produtividades podem
ser melhor visualizados na Tabela 3, a qual apresenta os parametros cinéticos de
crescimento para Phormidium autumnale em vinhaca nas diferentes temperaturas. As
velocidades especificas de crescimento maximas e 0s tempos de geracao expressam
as melhores condicdes de cultivo a 25 e 35°C, com valores similares e superiores a
45°C. Mesmo assim, os valores foram inferiores aos obtidos para a microalga
cloroficea Desmodesmus subspicatus em cultivo heterotrofico a partir de vinhaca
(Mattos e Bastos, 2015), assim como para a cianoficea Aphanothece em vinhaca
complementada com meio BG11 (Morais e Bastos, 2018). Como a Phormidium
autumnale é uma cianobactéria flamentosa, € esperado um crescimento mais lento,
devido a sua morfologia. De qualquer forma, os valores de pumax indicam crescimento
consideravel e aproveitamento dos substratos da vinhaca, uma vez que, em torno de

40 horas ha duplicacédo da biomassa considerando os tempos de geracao calculados.

A partir do balanco de células (Equagfes 8 a 11), é possivel predizer o tempo
de batelada ideal para uma determinada producdo de biomassa. Nesse sentido,

considerando os valores experimentais e 0s parametros cinéticos da Tabela 3, a

34



Figura 13 apresenta tempos de batelada ideais para os cultivos de Phormidium

autumnale em vinhaca de cana-de-agUcar mantida a 25, 35 e 45°C.

Tabela 3- Parametros cinéticos de crescimento para Phormidium autumnale em
vinhaca de cana-de-acUcar submetida a diferentes temperaturas

250C 35°C 45°C
Hmax (0D 0,0179 0,0168 0,0118
ty (h) 38,72 41,25 58,73

Prodmax (mgL?*h?) 63,60 (48 horas) 70,19 (72 horas) 11,94 (72 horas)
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Figura 13 - Tempos de batelada calculados para o cultivo de Phormidium autumnale
em vinhaca de cana-de-acUcar mantida a 25, 35 e 45°C

Os resultados indicam tempos de batelada ideais em torno de 120 horas
(25°C), 80 horas (35°C) e 70 horas (45°C) para uma producdo maxima de biomassa.
Estes resultados justificam a manutencéo de bateladas entre 80 e 120 horas, ou seja,
intervalos ideais para obtencdo de biomassa passivel de utilizacdo. O menor tempo
de batelada em 45°C indica que esta seria a pior condi¢cdo, com crescimento mais
limitado. Assim, manter nesta condicdo por mais tempo acarretaria em uma

diminuicdo ainda maior na produtividade. Sendo assim, outro parametro que pode ser
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estimado considerando os perfis de concentracdo celular é a produtividade maxima
(Tabela 4).

Tabela 4 - Produtividade méaxima de biomassa, tempo de batelada 6timo experimental
e tedrico no cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-agucar

submetida a diferentes temperaturas

25°C 35°C 45°C

Produtividade maxima (mg Lth1) 63,60 70,19 11,94
texperimental () 48 72 72

thatelada ideal (M) 118,20 84,67 63,93

A produtividade maxima a 25°C (63,60 mg Lth!) € medida a 48 horas. Porém,
h& uma tendéncia desse valor se manter por mais tempo, ja que a batelada poderia ir
até 118 horas sem maiores prejuizos ao cultivo. Por outro lado, tanto 35 como 45°C
apresentam tempos de bateladas ideais proximos ao experimental. A 45°C, como a
temperatura esta acima do 6timo, o tempo ideal fica discretamente abaixo do tempo
de cultivo, ou seja, quanto mais tempo, pior vai sendo o desempenho. A maior
produtividade ocorre a 35°C (70,19 mg L*h?) e, nesse sentido, fica justificado que os
cultivos sejam mantidos por um pouco mais de 80 horas, momento em que os valores

experimental e tedrico se aproximam.

Com relacéo a produtividade, Montalvo et al. (2019) obtiveram 0,150 g L-*dia
! para o cultivo em vinhaca de Arthrospira maxima, com reducéo da DBO (89,2%) e
DQO (81%). Em outros estudos usando vinhaca apos biodigestao houve producéo de
biomassa de 300 mg L' ap6s 10 dias usando 50% de vinhaca no meio de cultivo
usando Chlorella vulgaris (Trevisan et al., 2020) e produtividade de biomassa de 70
mg L dia! usando 100% vinhaca (Marques et al., 2013). Assim, a produtividade
maxima obtida neste trabalho (63,60 mg L*h*ou 1526 mg L *dia) foi muito superior
ao reportado na literatura, com a vantagem de usar vinhacga bruta com resfriamento e
ajuste de pH. Além disso, de acordo com Ferreira et al (2021), a maioria dos estudos
gue avaliam o cultivo de microalgas em vinhaca indica que etapas prévias como
filtracdo, adsorgdo, tratamento com 0z6nio ou mesmo biodigestédo para melhorar as

condi¢cBes de crescimento, elevando a produtividade em biomassa.
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A Figura 14 apresenta os perfis de carbono e nitrogénio na vinhaga durante o
cultivo de Phormidium autumnale a 25°C. Os resultados indicam um comportamento
de consumo mais intenso do carbono organico, o que € esperado em condicfes
heterotroficas, em aproximadamente 20 horas, com reducdes em torno de 50% neste
periodo. Ja o consumo de nitrogénio foi praticamente constante durante todo o
periodo experimental. Este comportamento pode ser melhor analisado a partir dos
dados da Tabela 5, onde as taxas de consumo de nitrogénio inicial (rinicia) € final (rfina)
foram praticamente constantes em torno de 0,4 mg L*h™. Isso indica um consumo
lento e praticamente constante do nitrogénio, com remo¢do maxima de 37,55%. No
caso do carbono ha uma grande variacao do perfil cinético antes e depois de 20 horas,
com a taxa de consumo variando em praticamente dez vezes (91,82 para 9,20 mg L-
'h'1). Esta evidéncia pode ser decorrente da complexidade em termos de composicéo
da vinhaca, uma vez que pode ser considerada um meio de cultivo complexo,
apresentando diversas fontes de carbono que podem ser assimiladas pelas

microalgas.
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Figura 14 - Perfis de carbono (o) e nitrogénio (o) da vinhaga durante o cultivo de
Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-acuUcar a 25°C
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Tabela 5 - Velocidades de consumo de substratos, razao entre as taxas e remocao
maxima de carbono e nitrogénio para cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca

de cana-de-acucar a 25°C

Minicial (Mg L*hY)  riina (Mg Lth'Y)  Remoc&do maxima (%)

TOC 91,82 9,20 67,46
TN 0,40 0,41 37,55
rroc/rTn 229,55 22,43

Por outro lado, os perfis de carbono e nitrogénio seguem praticamente juntos
a 35°C, sugerindo um crescimento equilibrado (Figura 15). Assim, a razao
carbono:nitrogénio se mantém praticamente constante durante todo o periodo
experimental (Tabela 6), destacando que, nesta temperatura, as condi¢cdes de

crescimento sdo melhores do que a 25°C.
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Figura 15 - Perfis de carbono (o) e nitrogénio (o) da vinhacga durante o cultivo de
Phormidium autumnale em vinhacga de cana-de-agucar a 35°C
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De fato, h4 uma proximidade maior das taxas de consumo de carbono e
nitrogénio, como se nao houvesse limitagdo com relacdo a estes substratos. Esta
constatacao a 35°C destoa completamente do que ocorre a 45°C, conforme os perfis
apresentados na Figura 16. Ha um consumo discreto das primeiras horas, como se

ocorresse uma adaptacao a esta temperatura acima da faixa étima.

Tabela 6 - Velocidades de consumo de substratos, razdo entre as taxas e remocao
maxima de carbono e nitrogénio para cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca

de cana-de-acucar a 35°C

linicial (Mg L*h?Y)  riina (Mg Lth'Y)  Remocdo maxima (%)

TOC 18,06 18,06 54,31
TN 1,24 1,24 69,14
rroc/rTn 14,56 14,56
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Figura 16 - Perfis de Carbono (o) e Nitrogénio (o) da vinhaga durante o cultivo de
Phormidium autumnale em vinhaga de cana-de-agucar a 45°C
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Como resultado, s&o obtidas as menores taxas de consumo de carbono e
ocorre uma grande variagcdo da razdo C/N durante o periodo, com reducao brusca na
relacéo entre as velocidades. A temperatura mais elevada parece interferir mais no
consumo de carbono, o que pode estar ligado ao seu efeito nas macromoléculas que
compde a vinhacga. Assim, reacdes de degradacao térmica podem ter influenciado na
disponibilidade da matéria organica do meio. De qualquer forma, € possivel constatar
consumo de carbono (remoc¢do maxima de 36,35%) e nitrogénio (58,53%) nessas
condicdes mais drasticas.

Tabela 7- Velocidades de consumo de substratos, razao entre as taxas e remocao
maxima de carbono e nitrogénio para cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca

de cana-de-acucar a 45°C

linicial (Mg L*h?Y)  riinar (Mg Lth'Y)  Remocdo maxima (%)

TOC 13,18 10,56 36,35
TN 0,11 2,28 58,53
rroc/rTn 119,82 4,63

A partir destes resultados pode-se concluir que a temperatura exerce uma
grande influéncia no cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca, porém, houve
producédo de biomassa e remocédo de parte dos poluentes na faixa de temperatura
avaliada. Assim, os dados podem indicar a viabilidade deste cultivo sem a
necessidade de manutencdo da temperatura no valor 6timo para a atividade das

microalgas.
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5.3 Cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca e meio BG11 submetido a

resfriamento progressivo

Considerando os resultados apresentados no item 5.2, tornou-se necessaria
a avalicao do cultivo de Phormidium autumnale em vinhacga de cana-de-agucar a partir
de um gradiente de temperatura. Os ensaios foram conduzidos partindo-se de
temperaturas mais elevadas, ja que a 4gua residuéria € gerada em altas temperaturas,
com resfriamento progressivo. Nesse sentido, a Figura 17 apresenta a curva de
resfriamento da vinhaca utilizada como meio de cultivo nos experimentos. Em termos
gerais, houve uma reducédo da temperatura de 45 a 25°C em 88 horas, com uma lenta
taxa de resfriamento média de 0,34°C hl. Assim, considerando que as regides de
producéo de cana-de-agucar no Brasil apresentam um clima tropical e mais quente,
os grandes volumes de vinhaga levariam um periodo razoavel para resfriar

naturalmente.
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Figura 17 - Curva de resfriamento da vinhaca utilizada como meio de cultivo nos
experimentos

A Figura 18 apresenta a curva de crescimento da Phormidium autumnale em
vinhagca de cana-de-acUcar com resfriamento progressivo. De acordo com perfil
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apresentado, observa-se uma elevacgdo consideravel nas primeiras 36 horas, seguido
de uma estabilizacdo. Nalley et al. (2018) reporta que a temperatura maxima critica
para cianoficeas fica em torno de 35°C, sendo que, acima deste valor, ocorre uma
gueda significativa na velocidade especifica de crescimento destes micro-
organismos. Entretanto, o perfil apresentado na Figura 18 foi semelhante ao obtido
por Visentin (2020) em cultivo desta cianobactéria em vinhaca, conduzido em
biorreator batelada de bancada a 30°C durante todo o periodo experimental. De
acordo com o comportamento, € possivel sugerir que a faixa de temperatura entre 40
a 45°C parecem ter exercido pouca influéncia no crescimento. Este resultado pode
ser considerado promissor porque a vinhagca apresenta-se originalmente numa
temperatura muito elevada e o seu resfriamento pode levar algumas horas. O
aproveitamento deste subproduto a partir de temperaturas em torno de 45°C poderia
viabilizar tecnicamente a producao de biomassa microalgal associada a producao de

etanol nas destilarias.
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Figura 18 - Perfil da biomassa de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-
acucar com resfriamento progressivo

Segundo Visenti (2020) relatou que a obtencdo da melhor concentracdo de
biomassa da P. autumnale cultivada em vinhacga foram obtidas entre 31 a 35°C em

pH 6timo de 7,5. Entretanto, de acordo com a Figura 19 ha interagéo entre a faixa de

42



temperatura ideal e a disponibilidade de nutrientes. Nas primeiras horas a vinhaca é
mantida a 45 e 40°C, temperaturas notadamente mais desfavoraveis para o
crescimento. Porém, nessas condi¢des, h4 uma maior quantidade de nutrientes e

uma razdo C/N da vinhaca mais adequada.
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Figura 19 - Perfil da produtividade em biomassa de Phormidium autumnale em
vinhaca de cana-de-acucar com resfriamento progressivo

Neste contexto, ensaios de cultivo heterotrofico simulando o mesmo gradiente
de temperatura foram conduzidos em meio padrdo BG 11 adicionado de glicose
(Ripka et al., 1979). A Figura 20 um perfil com uma variacéo inicial mais lenta, seguido
de oscilacbes, com as maiores produtividades foram obtidas na faixa de 35 a 30°C
(Figura 21). Estes resultados indicam que a variacdo de temperatura tem um maior
impacto quando o meio padrdo € fornecido, podendo ser atribuido a uma maior
instabilidade térmica ou tendéncia de oxidacdo da glicose quando comparado a

complexa matéria organica da vinhaca.
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Figura 20 - Perfil da biomassa de Phormidium autumnale em meio BG11 com
resfriamento progressivo
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Figura 21 - Perfil da produtividade em biomassa de Phormidium autumnale em meio

BG11 com resfriamento progressivo.
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Estas constatacoes podem ser melhor quantificados de acordo com a Tabela
8. A proximidade do tempo de batelada ideal, tedrico e obtido a partir do balanco de
massa de células, com o tempo experimental onde foi obtida a maior produtividade,
indica condi¢gbes equilibradas de crescimento. Neste caso, a vinhaga fornece uma
diversidade maior em termos de fonte de carbono organico, fundamentais no cultivo
heterotréfico. Assim, cultivos microalgais em meios complexos como &aguas
residuarias parecem ser ter uma influéncia menor da temperatura do que meios
padréo quimicamente definidos. Isto demonstra o potencial de aproveitamento da
vinhaca de cana-de-acucar no Brasil para producdo de biomassa e bioprodutos

microalgais, seguindo os conceitos de biorrefinaria.

Tabela 8 - Produtividade maxima de biomassa, tempo de batelada 6timo experimental
e tedrico no cultivo de Phormidium autumnale em vinhaca de cana-de-agucar e meio

BG11 com resfriamento progressivo

Vinhaca Meio BG11
Produtividade maxima (mg Lth1) 89,58 17,58
texperimental () 24 40
thatelada ideal (N) 23,84 61,42

Em termos de produtividade, a Tabela 9 apresenta a variacdo da biomassa
nos diferentes periodos e faixas de temperatura. Como 0 maior crescimento ocorreu
nos periodos de 45 a 40°C (Figura 22), isso repercutiu nas maiores produtividades.
Cabe ressaltar que a produtividade maxima obtida a 40°C (90 mg L*h'!). Estes
resultados podem ser explicados pela combina¢do de um valor de temperatura mais
proximo do ideal associado a um meio ainda contendo um excesso de substratos. A
medida que vai ocorrendo o resfriamento, mesmo que atingindo temperaturas mais
préximas do ideal, o consumo concomitante de substratos tende a desequilibrar a
composicdo do meio, comprometendo o crescimento e a produtividade. Prova disto
€ que produtividade maxima so6 € obtida no intervalo de tempo onde a temperatura é
40°C. Visentin (2020) reporta produtividades em biomassa em torno de 58 mg Lth
durante todo o periodo experimento. Se formos considerando todo o intervalo de
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tempo em toda a faixa de 25 a 45°C, a produtividade global seria em torno de 30 mg
Lth1, sugerindo que as temperaturas mais elevadas podem ter apresentando um
efeito menor justamente devido ao intervalo de tempo restrito. Assim, os resultados
indicam que é possivel utilizar a vinhagca em uma temperatura acima do 6timo de

crescimento das cianobactérias, desde que exista um resfriamento continuo.

Tabela 9- Produtividades em biomassa nas diferentes temperaturas

Temperatura no intervalo de tempo (°C) Produtividade (mg L*h?)
45 71,88
40 90
35 20
30 =
25 =
Produtividade global (mg L*h?) 24,43
45°C 40°C 35°C 30°C 25°C
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Figura 22 - Perfil da biomassa de Phormidium autumnale em vinhaca com destaque
para a variagao de temperatura
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A Figura 23 apresenta o perfil do pH da vinhaca durante o cultivo de
Phormidium autumnale, onde constata-se uma variacao discreta, mantendo o valor

na faixa 6tima de crescimento em torno de 7,5.
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Figura 23 - Perfil do pH da vinhaca durante o cultivo de Phormidium autumnale com
resfriamento progressivo

A Figura 24 apresenta o perfil do teor de carbono organico total na vinhaca
durante o cultivo de Phormidium autumnale. E notadamente percebido um consumo
progressivo e praticamente constante, sugerindo que o crescimento ndo esteve
limitado com relacéo a este substrato, apesar das remocdes inferiores ao reportado
na literatura (Visentin, 2020). Porém, se considerarmos dois extratos relativos ao
periodo inicial de maior crescimento (45 e 40°C) e ao periodo final (temperatura
inferior a 35°C), nota-se na Figura 25 a existéncia de duas taxas de consumo de
ordem zero representadas pelas retas tracejadas. No periodo inicial, ocorre um
consumo de 46 mg TOC por litro por hora, enquanto que, apos 36 horas, até mesmo
devido a desaceleracdo do crescimento (Figura 22), temos uma taxa de consumo de
15 mg L*ht. A vinhaca apresenta elevados teores de matéria organica composta por
diferentes tipos de moléculas. Estes resultados indicam que, independentemente do
substrato organico consumido, tais como glicose, glicerol ou acetato, 0 consumo nao

é limitado pela concentracdo, seguindo uma cinética de ordem zero. Porém, este
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consumo ocorre em diferentes velocidades, comprometendo desta forma a remocao

global do carbono orgéanico.
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Figura 24 - Perfil de remocao de carbono organico total da vinhaca no cultivo de
Phormidium autumnale com resfriamento progressivo
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Figura 25 - Perfil e taxas de consumo de carbono orgéanico total da vinhaca no
cultivo de Phormidium autumnale com resfriamento progressivo

A Figura 26 apresenta o perfil de consumo de nitrogénio total da vinhaca no

cultivo de Phormidium autumnale. Assim como verificado para carbono, ocorre uma
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reducdo progressiva e praticamente constante deste nutriente. Porém, analisando
mais criteriosamente percebe-se também dois periodos de consumo, com taxas de
consumo de 3,38 mg L*h'e de 1,18 mg L'h?! (Figura 27). Como observado, o
primeiro estagio de remocao tanto de TOC como de NT corresponde ao periodo com
maior crescimento de biomassa, coincidindo com o aumento do consumo de carbono
e nitrogénio. Segundo Barbosa (2019), o nitrogénio é considerado como o nutriente
mais fundamental para o metabolismo das microalgas devido sua intensa
participacdo na formacdo de substéncias do metabolismo primario. Quando em
abundancia no meio de cultivo, hd uma tendéncia no aumento do teor de proteinas,

engquanto que a sua auséncia interfere nas taxas de crescimento.
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Figura 26 - Perfil de remocao de nitrogénio total da vinhaca no cultivo de
Phormidium autumnale com resfriamento progressivo
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Figura 27 - Perfil e taxas de consumo de nitrogénio total da vinhaca no cultivo de
Phormidium autumnale com resfriamento progressivo.

As taxas de consumo apresentadas nas Figuras 25 e 27 parecem indicar que
0 nitrogénio € o substrato limitante, haja vista os valores muito inferiores quando
comparados ao carbono. Esta limitacdo de nitrogénio pode ser interessante
considerando que a sua menor disponibilidade no meio de cultivo quando comparado
ao carbono, tende a alterar a composi¢cdo da biomassa microalgal no sentido dos

carboidratos e lipidios em detrimento das proteinas.

A razdo C/N permanece praticamente constante durante todo o periodo
experimental, conforme pode ser observado na Figura 28. Com isso, pode-se afirmar
gue o nitrogénio permanece sendo o substrato limitante durante todo o cultivo nas
diferentes faixas de temperatura. Visentin (2020) trabalhando nas mesmas razées C/N
obteve produtividade em biomassa de 107,92 mg L*h! a 25°C, com remocéo de TOC
e TN de 49% 47% respectivamente. As menores remoc¢des de carbono e nitrogénio
apresentadas na Tabela 10 levam a obtencdo de elevados rendimentos destes
substratos em biomassa, similares aos obtidos na literatura para Phormidium
autumnale (VISENTIN, 2020).
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Figura 28 - Perfil da razdo C/N da vinhaga durante o cultivo de Phormidium
autumnale com resfriamento progressivo.

O rendimento de carbono em biomassa de 0,83 g gtindica que praticamente
todo o carbono orgénico consumido foi convertido em biomassa. Porém, como a
remocao nao foi elevada (maxima de 30,18 % em 72 horas), a concentracdo maxima
de células é inferior a 3,5 g L (Figura 22). O elevado rendimento de nitrogénio em
biomassa € caracteristico deste tipo de nutriente, ou seja, que perfaz a biomassa nao
sendo o majoritario.

A Tabela 10 apresenta ainda os parametros cinéticos de crescimento da de
P. autumnale como velocidade especifica de crescimento e tempo de geracao, sendo
gue os valores estdo em faixas nhormalmente encontradas para cultivos heterotréficos
(PEREZ-GARCIA et al., 2011; MORAIS, 2018; VISENTIN, 2020). Gupta et al. (2019)
obtiveram velocidades especificas de crescimento maximas nesta ordem de
grandeza para Scenedesmus abundans apenas nos cultivos em batelada alimentada,
levando a um acumulo de biomassa.

Com relacéo ao teor de lipidios, foram obtidos 9,38 g de 6leo em 100 gramas
de biomassa, valor superior ao obtido por Visentin (2020), mas inferior ao que
normalmente encontrado no indculo de Phormidium mantida em meio BG 11 (em
torno de 16%). Estas variagfes sao certamente atribuidas a composi¢do do meio de
cultivo e relagdo carbono/nitrogénio, assim como a incidéncia luminosa em sistemas
fotoautotréficos. Quando se trata de producédo de dleos para producao de biodiesel,

deve-se considerar a quantidade produzida, bem como a qualidade desses 6leos
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gerados pela biomassa. (BARBOSA, 2019). Tanto a produtividade de biomassa como
o teor de lipidios influenciam na viabilidade econémica da producdo de biodiesel a
parir da geracao dos 6leos produzidos por microalgas e cianobactérias. Morais (2018)
obteve elevada produtividade lipidica, mesmo que a cianobactéria A. microscopica
tenha apresentado um teor de lipidios de 6,38% em sua biomassa apoés cultivo
heterotréfico em vinhaca. Gupta et al. (2019) obtiveram produtividades lipidicas
similares na ordem de 50 mg L-'dia!, mesmo a partir da biomassa de Scenedesmus

abundans com teores de 6leo bem superiores (30%) ao reportado nesta pesquisa.

Tabela 10 - Parametros cinéticos de crescimento, remocao de carbono e nitrogénio e

teor de lipidios na biomassa final

Parametro Valor
Velocidade especifica de crescimento maxima, pmax 0,053 h't
Tempo de geracgdo, tg 13,15 h
Remocao maxima de TOC e tempo 30,18 % (72 h)
Remocdo maxima de TN e tempo 38,23% (88 h)
Rendimento global de TOC em biomassa 0,83gg*
Rendimento maximo de TN em biomassa 11,06 gg+?
Teor de lipidios na biomassa 9,389 100 g
Produtividade lipidica global 67,54 mg Ldia*
Teor de proteinas na biomassa 53,339 100 g

Para fins de comparacéao, foram conduzidos ensaios nas mesmas condicdes
de gradiente de temperatura em meio BG11 acrescido de glicose para avaliacao do
consumo de carbono e nitrogénio. Neste caso, trata-se de um carbono fornecido na
forma de glicose e nitrogénio como nitrato de sédio. A Figura 29 apresenta uma
grande oscilagdo em termos de consumo destes substratos, o que pode sugerir a
transformacdo e liberagdo de outras formas de moléculas carbonaceas e
nitrogenadas. A matéria organica mais complexa da vinhaca parece “sustentar” o
crescimento por um periodo maior, com incorporacdo das moléculas mais simples e
acumulo de biomassa. Assim, diferentemente do que ocorre para a vinhaga (Figura
28), arazao C/N ndo permanece constante durante o periodo experimental, havendo

variagao nas taxas de consumo (rroc/rrn, Tabela 11) elevada.
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Figura 29- Perfis de carbono (o) e nitrogénio (o) no meio BG11 durante o cultivo de
Phormidium autumnale com resfriamento progressivo

Tabela 11 - Velocidades de consumo de substratos, razao entre as taxas e remocao
maxima de carbono e nitrogénio para cultivo de Phormidium autumnale no meio
BG11 com resfriamento progressivo

rs (mg Lth't) Remocgédo maxima (%)
TOC 49,47 56,11
TN 0,32 42,52
rroc/fTn 154,59

A comparacédo dos cultivos em vinhaca com o BG11 € importante para avaliar
justamente os efeitos da temperatura e composicao e, a partir dos resultados obtidos,
fica demonstrado o potencial da vinhaca para gerar biomassa microalgal com

produtividade elevada.
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5.4 Perfil de &cidos graxos e estimativa das propriedades do biodiesel

microalgal a partir do cultivo de Phormidium autumnale em vinhaga

De forma a caracterizar o 6leo microalgal obtido, a Tabela 12 apresenta a sua
composicdo em termos de acidos graxos. O &cido palmitico (C16:0) apresenta maior
ocorréncia, com 43% em massa, seguido do acido linoleico com 22%, &cido estearico
e eicosapentanoico com cerca de 18%. Quando em elevadas concentracdes, o C16:0
concede importantes propriedades ao biodiesel, como por exemplo um alto indice de
cetano. Além disso, segundo Visentin, 2020, quanto maior a porcentagem de SFA

melhor € o favorecimento do 6leo para o uso de biodiesel.

Tabela 12- Perfil dos acidos graxos de P. autumnale cultivada em vinhaca

Acidos Graxos (% em massa)
C11:0 (hendecandico) 8,34 £1,33
C12:0 (laurico) 1,68 £ 0,23
C14:0 (mistirico) 2,29+0,16
C16:0 (palmitico) 43 + 0,02
C17:0 (margarico) 1,81+0,11
C18:0 (estearico) 18 £ 0,05
C18:1 (oléico) 4,00 + 0,07
C18:2 (linoléico) 22 +£0,27
C18:3 n6 (y-linolénico) 2,52+0,24
C20:0 (araquinidico) 1,65 +0,05
C20:2 (eicosadiendico) 6,75+ 0,88
C20:5 (eicosapentandico) 18 £0,01
C22:0 (behénico) 1,54 £ 0,06
C24:0 (Acido lignocérico) 2,07 +£0,21
SFA (saturados) 59,84%
MUFA (mono-insaturados) 4,00%
PUFA (poli-insaturados) 29,33%
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De acordo com Gupta et al (2019), elevadas concentracdes de C18:3 podem
afetar a estabilidade dos metil ésteres obtidos apos transesterificacdo. Estes autores
ainda indicam que o teor do C18:3 decrescem com o aumento da concentracdo de
carbono organico nos cultivos mixotroficos e heterotréficos. Nesse sentido, conforme
os resultados da Tabela 4, o baixo valor obtido deste acido graxo (3,87%) obtido na
biomassa pode ser atribuido a elevada quantidade de matéria organica na vinhaca.

A Tabela 13 avalia o potencial de producéo do biodiesel a partir da estimativa
das propriedades estimadas considerando o perfil de &cidos graxos na biomassa de
P. autumnale gerada em vinhaca nas condi¢cdes experimentadas. Dentre o0s
parametros, destacam-se o0 numero de cetano, indice de iodo, indice de
saponificacdo, fator de cadeia longa saturada, viscosidade e densidade, os quais
geralmente séo analisados considerando as normas brasileira (ANP 255), americana
(US ASTM 675) e europeia (EM 14214). Cabe ressaltar ainda as variacdes das
propriedades a partir do 6leo obtido do in6culo, ou seja, a partir do cultivo em meio
fotossintético padrdo BG11. Nesse sentido, hd um indicativo que a composi¢cédo da
vinhaca e a variacdo da temperatura influenciaram indesejavelmente nas
propriedades estimadas do biodiesel microalgal. Segundo Visentin (2020), os acidos
graxos que mais influenciam na viscosidade sdo dos de cadeia C10 até C18:0,
capazes de reduzir a viscosidade e aumentar o niumero de cetano obtido.

O indice de iodo (IV), medida de insaturacdo do biodiesel, deve estar abaixo
de 120 gl2/100 g de acordo com a norma EN 14214.

Alguns parametros conhecidos como “propriedades de fluxo a frio” como o
ponto de entupimento de filtro a frio e o ponto de névoa apresentaram valores
inadequados considerando as normas apresentadas na Tabela 13. O ponto de
congelamento de filtro a frio (CFPP) é definido com a temperatura mais alta em que
determinado volume de combustivel ndo passa por meio de um dispositivo de filtracéo
(45 pm) em 60 s (GIRARDI, 2019). Esta propriedade define a temperatura de
obstrucdo das pecas presentes no motor. Neste caso, o valor ficou em 37°C para o
6leo gerado em vinhaca, diferindo drasticamente da amostra do in6culo. O ponto de
nuvem ou névoa (CP) é a temperatura a partir da qual se observa o primeiro cluster
por conta da cristalizacdo dos ésteres do biodiesel. O ponto de nuvem influencia
diretamente na obstrucdo de injetores e pegas do motor, por conta dos depdsitos. Os
valores inadequados destas propriedades de frio dificultariam a utilizacdo deste

biodiesel sem mistura em paises mais frios.
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Tabela 13 - Propriedades estimadas do biodiesel obtido da fracao lipidica da
biomassa de P. autumnale

P. autumnale In6culo*
Propriedades  cultivada em ANP 255 ASTM 6751 EN 14214
vinhaca
CN 56,12 50,62 min. 45 min. 47 min. 51
IV gl> 100g 77,84 102,41 méax. 120
DU (%) 62,66 113,15
SV 200,23 119,46
LCSF (%) 17,05 4,07
CFPP (°C) 37,10 3,69 max. 19 max. 5
CP (°C) 9,84 6,26 -3a-12
APE 74,74 113,15
BAPE 47,23 51,01
OS (h) 9,43 0 min.12 min. 3 min. 8
HHV 36,43 37,69
v (mm? st) 3,196 1,21 30-60 19-6,0 3,5-50
p (g cm3) 0,817 0,84 0,85 a max. 0,88 0,86 a
0,90 0,90

Parametros: CN numero de cetano; IV indice de iodo; DU grau de instauracéo; SV indice
de saponificacdo; LCSF fator de cadeia longa saturada; CFPP ponto de entupimento de
filtro a frio; CP ponto de névoa; APE posicdo alilica; BAPE Posicao bis-alilica; OS
estabilidade a oxidacdo; HHV maior valor de aguecimento; v viscosidade cinematica; p
densidade. Normas: ANP 255 (Brasil); US ASTM 675 (Estados Unidos); EN 14214 (Unido

Europeia)

*Adaptado de Visentin (2020)

Mesmo que algumas das propriedades fisico-quimicas possam estar fora da

faixa adequada, € sempre possivel misturar uma parte de diesel ao biodiesel

microalgal renovavel de forma a adequar determinados pontos, tornando-o a sua

utilizacéo viavel tecnicamente.

Um outro ponto a ser destacado sdo os elevados teores de acidos graxos

essenciais apresentados na Tabela 12, extraido desta cianobactéria nas condi¢des

de cultivo a partir de um subproduto do setor sucroenergético. Este potencial poderia

ser explorado em outras aplicagbes ainda mais nobres como nas industrias
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alimenticia e farmacéutica, ampliando o campo de aproveitamento da biomassa
microalgal. Nos ultimos anos tem sido dada uma ateng¢éo muito particular aos lipidios
de microalgas, os quais sdo constituidos de acidos graxos com 12 a 24 atomos de
carbono, incluindo os acidos graxos poliinsaturados das familias n-3 ou n-6 (n-3
PUFAs e n-6 PUFAs, respectivamente), também chamados de acidos graxos 6mega-
3 e Omega-6. Nesse sentido, conforme apresentado na Tabela 12, cerca de 30% do
total do 6leo obtido refere-se aos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), produtos
de alto valor agregado que sdo caracterizados por seus beneficios para a saude
humana e animal. Os PUFAs podem atuar na prevencao e tratamento de diversas
doencas cardiovasculares, sendo considerados essenciais tanto para nutricao infantil
guanto para o desenvolvimento cerebral (SIMOPOULQOS, 2002). Neste contexto, as
suas propriedades dos Oleos com esta composi¢cao levam a um interesse central no
desenvolvimento de novos ingredientes ou compostos para varios setores, incluindo
a industria alimenticia e farmacéutica, na obtencéo de produtos com elevado valor
comercial. A ingestdo dietética de n-3 PUFAs € reconhecidamente destacada na
reducéo de riscos no desenvolvimento de problemas cardiovasculares (Remize et al.,
2021). O fato é que, até o momento, as microalgas ainda sdo pouco exploradas e
valorizadas como fonte natural para uma alimentacdo saudavel. Apenas algumas
espécies sao produzidas comercialmente com viabilidade econdémica, dentro dos
padrdes e regulamentacbes de seguranca alimentar, principalmente na Europa.
Desta forma, pode-se afirmar que ha um elevado potencial de producdo e
comercializacdo dos mais diversos produtos derivados desta biomassa nos proximos

anos.

5.5 Proposta de biorrefinaria microalgal a partir do cultivo de Phormidium

autumnale em vinhaca

A partir dos resultados obtidos, é possivel propor um sistema que integre a
geracdo de vinhaca nas Usinas de Aclcar e Alcool com a producéo de biomassa
microalgal, com a busca pelo aproveitamento de todos os subprodutos no circuito
conhecido como biorrefinaria microalgal. Assim, a Figura 30 ilustra o que seria a
sequéncia de processos envolvendo diversas operacdes unitarias. Cada tonelada de

cana-de-acUcar processada no Brasil através dos processos convencionalmente

57



utilizados aproximadamente 60 kg de aclUcar e 50 L de etanol, considerando uma
destilaria anexa. Além disso, tera como subprodutos 250 kg de bagago, comumente
usados na cogeracao de energia, 40 kg de torta de filtro e 500 L de vinhaca. Para fins
de estimativa, foi considerado um aproveitamento de 1 m? de vinhaca, ou seja, o que

seria equivalente a moagem de 2 toneladas de cana-de-acUcar.

Vinhacga de cana-de-acucar

l

l Biomassa microalgal l
Proteinas - l . Biomassa pos extragao
l Fragao lipidica de lipidios e proteinas
Alimentacdo animal : l l l
Biodiesel PUFAs Biodigestdo

Figura 30 - Proposta de biorrefinaria microalgal integrada ao processamento de
cana-de-acucar no Brasil (Cultivo de Phormidium autumnale em vinhaga com
resfriamento progressivo)

A biomassa microalgal cultivada em vinhaca seria separada do meio de cultivo
por centrifugacédo, sendo realizada a extracdo de lipidios e proteinas. Cabe ressaltar
gue a microalga Phormidium autumnale, por ser flamentosa, apresenta uma grande
vantagem em termos de recuperacao mais facilitada do meio de cultivo. A biomassa
pos extracdo das proteinas e lipidios poderia entdo ser encaminhada para um
biodigestor, gerando biogas que supriria em termos energéticos parte das operacdes
de separacao. No caso da fracao lipidica, os PUFAs poderiam ser separados para
aplicacdes mais nobre, alimentacdo por exemplo, enquanto o restante do 6leo seria
encaminhado para transesterificacdo e obtencdo do biodiesel. Assim, considerando
a proposta ilustrada na Figura 30, € possivel estimarmos a quantidade de biomassa
e produtos obtidos utilizando valores experimentais e algumas referéncias.

Conforme apresentado na Tabela 14, tendo como base o aproveitamento de
1 m?® (1000 L) de vinhaca, oriundo do processamento de aproximadamente 2

toneladas de cana-de-agucar numa destilaria anexa), seriam obtidos em torno de 7,43
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kg de biomassa de Phormidium autumnale na proposta de cultivo com resfriamento
progressivo. Assim, partindo-se desta quantidade e considerando a composicao da
biomassa determinada (Tabela 10) seriam obtidos cerca de 3,95 kg, quantidade que
poderia ser utilizada na alimentacdo animal. 0,70 kg de Oleo poderiam ser
encaminhados para a obtencéo de 0,77 L de biodiesel microalgal ou 0,54 L com o
aproveitamento dos PUFAs.

Tabela 14 - Balan¢o de massa da proposta de aproveitamento da vinhaca a partir do
cultivo de Phormidium autumnale

Parametros Valor Referéncia
Vinhaca 1m?d Base de calculo (valor adotado)
TOC na vinhaga 8955 mg L Experimental (Tabela 2)
Rendimento de TOC em biomassa 0,83gg? Experimental (Tabela 10)
Biomassa microalgal gerada 7,43 kg Calculado
Proteinas microalgais 3,95 kg Calculado
Lipidios microalgais 0,70 kg Calculado
PUFAs 0,21 kg Calculado
Densidade do 6leo microalgal 0,9gcm3 Batista et al., 2018
Biodiesel gerado 0,77 L Calculado
Biodiesel excluindo os PUFAs 0,54 L Calculado
Biomassa remanescente para biodigestao 2,8 kg Calculado
Rendimento de microalgas em metano 0,3 m3kg? Ehimen et al., 2011
Metano produzido pelo residuo da biomassa 844 L Calculado

Como restariam cerca de 2,8 kg de biomassa remanescente por m*® de
vinhaca, esta quantidade poderia ser encaminhada para um processo de digestédo
anaerobia, gerando em torno de 844 L de metano a partir do rendimento citado na
literatura (Ehimen et al., 2011). Cabe ressaltar que a quantidade de biogas produzido
poderia ser ainda maior se fosse utilizada a vinhaca remanescente e/ou parte da torta
de filtro. No entanto, como tais subprodutos apresentam geralmente aplicacbes
agricolas, a tabela apresenta os dados do uso exclusivo da biomassa microalgal.
Como uma usina de cana-de-agucar no Brasil de porte médio processa em torno de
10 mil toneladas, a quantidade diaria de vinhaca seria 5000 vezes maior, levando a
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valores estimados bem superiores aos apresentados na tabela. Além disso, outros
bioprodutos oriundos da biomassa poderiam ser considerados, como pigmentos, com
destaque para a ficocianina nas cianobactérias. Assim, os resultados apresentados
na Tabela 14 sugerem a viabilidade da proposta de biorrefinaria microalgal integrada
ao setor sucroenergético, com um potencial portifélio de diversos produtos e

bioenergia.
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5.6 Sugestdes para trabalhos futuros

- Realizar ensaios em biorreator de bancada visando a obtencdo de maior
guantidade de biomassa e o estabelecimento de parametros para o escalonamento
desta producéo;

- Conduzir ensaios de biodigestdo da biomassa com e sem tratamento, assim

como com a vinhaga remanescente;

- Avaliar a qualidade da proteina de P. autumnale cultivada em vinhaca em

termos da sua composi¢cédo de aminoacidos.

- Realizar uma analise econémica da biorrefinaria microalgal integrada ao

setor sucroenergético.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais foi possivel concluir que:

- Os parametros cinéticos indicaram crescimento lento da P. autumnale em

vinhaga a 45°C, com velocidades superiores a 25 e 35°C;

- No cultivo em vinhagca com resfriamento progressivo, a maior produtividade
em biomassa (90 mg L* h'!) foi obtida no periodo onde a temperatura ficou mantida
em 40°C, levando a uma produtividade lipidica global de 67,54 mg L dia!

considerando todo o periodo de resfriamento da vinhacga;

- As remog0Oes de carbono e nitrogénio ficaram em torno de 30%, havendo
duas etapas de consumo que seguiram os diferentes perfis de crescimento da

biomassa;

- O Oleo obtido na biomassa gerada apresentou 59% de acidos graxos
saturados, 4% de mono-insaturados e 29% de poli-insaturados, o que indicou grande

parte das propriedades do biodiesel dentro dos padrdes internacionais;

- Os resultados indicam um potencial de obtencéo de lipidios microalgais por

P. autumnale cultivada em vinhaca de cana-de-acucar em um sistema de biorrefinaria.
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