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Resumo

Os processos convencionais de despolui¢do bioldgica de 4guas residuarias
agroindustriais envolvem sistemas aerobios e/ou anaerobios, com geracdo de
biomassa sem valor comercial e inevitdvel perda dos nutrientes contidos nos
efluentes. Alternativamente, vem sendo estudada a aplicacdo de microalgas e
cianobactérias com potencial producéo de proteinas, lipidios ou outros constituintes
da biomassa, minimizando o impacto poluidor e representando a valoracdo dos
residuos. Nesse sentido, o cultivo heterotrofico de microalgas € uma proposta que
vem ao encontro da viabilidade destes processos de biorremediacédo de efluentes,
uma vez que envolve o consumo de compostos organicos para o crescimento destes
micro-organismos na auséncia de luz. A vinhaca € a agua residudria gerada em
abundéancia no processo de fermentacao-destilacdo para producédo de etanol a partir
de cana-de-acucar. De acordo com a sua composi¢cao bioquimica, em termos de
matéria organica e nutrientes, o aproveitamento da vinhaga é aparentemente atrativo
para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos. Apesar disto, tratamentos
fisico-quimicos, como ajuste de pH e adicdo de floculantes, devem ser estudados
para viabilizar este uso. Desmodesmus subspicatus é uma microalga cloroficea que
tem apresentado alta viabilidade celular em cultivos utilizando aguas residuarias
industriais e domésticas, tolerando variagfes de temperatura e pH. Neste contexto, o
trabalho teve como objetivo estudar o tratamento fisico-quimico de coagulacao-
floculacéo e o cultivo heterotréfico de D. subspicatus em vinhaca de cana-de-acglcar
visando a producao de biomassa. Os resultados indicaram que o pH e a aeragao
apresentam pouca influéncia no cultivo, sendo que o tempo de batelada ideal deve
ser em torno de 9 horas, minimizando os efeitos da contaminacdo bacteriana. O
tratamento fisico-quimico levou a remoc¢des maximas de DQO em torno de 40% com
Ca(OH), e 60% com Al,(SO,)s. A otimizacdo das condi¢des de processo permitiram
um aumento da produtividade lipidica de 69 para 244,8 mg.L™ .dia®, sugerindo a
viabilidade do cultivo heterotrdéfico de D. subspicatus em vinhaca.

Palavras-chave: microalgas, vinhaca, Desmodesmus, tratamento fisico-quimico



Abstract

The traditional processes of biological dispollution of agro industrial waste
water use aerobic and/or anaerobic systems, which generate biomass without
commercial value and inevitable effluent nutrient losses. Alternatively, it's being
studied the microalgae and cianobacteria application for a potential protein, lipid and
other biomass constituent production for a minimization of the pollutant impact and
as a way of valuating the residue. This way, heterotrophic cultivation of microalgae, is
a proposal that could increase the viability of waste water treatment, once it uses
organic compounds for the growth of this microorganisms in absence of light, being
researched together with the bioremediation of effluents. Vinasse is a waste water
highly produced in the fermentation-distillation process for the sugarcane based
ethanol production. Depending on its biochemical composition in terms of organic
matter and nutrients, the use of vinasse appears to be attractive as a substrate for
biotechnological process development. Besides, physical-chemical treatments like
pH adjusting and suspended solids flocculation must be studied for its use
viabilization. D. subspicatus is a Chlorophyceae which has presented high cellular
viability in cultivations using domestic and industrial waste water as substrate, easily
tolerating temperature and pH variations. This said, this study aimed the the physical-
chemical treatment of coagulation-flocculation and the heterotrophic cultivation of D.
subspicatus in sugarcane vinasse aiming the biomass production. The results
pointed that pH and aeration had low influence in the cultivation, and the ideal batch
time is near 9 hours, lowering the effects of bacterial contamination. The physical-
chemical treatment was able to remove COD at the maximum of 40% using calcium
hydroxide and 60% using aluminum sulfate. The optimization of the process
conditions raised the lipidic productivity from 69 to 244,8 mg.L™.day™, suggesting the

viability of the heterotrophic cultivation of D. subspicatus in vinasse.

Key-words: microalgae, vinasse, Desmodesmus, physical-chemical treatment
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1 Introducao e justificativa

As pesquisas objetivando a produgéo de biomassa de microalgas para as
mais diversas finalidades sofreram um aumento expressivo nas ultimas
décadas, o que se deve principalmente a busca pela diversificacdo das
matrizes renovaveis e por energia.

Para que a tecnologia de producgéo de microalgas seja realmente sustentavel
economicamente, sera necessario pensar o cultivo como mais uma etapa de
um processo maior dentro de um conceito de biorefinaria, fazendo uso dos
subprodutos em novos processos, aproveitando ao maximo os recursos obtidos
a partir da matriz inicial.

A exceléncia brasileira na producdo de etanol a partir de cana-de-agucar,
mundialmente reconhecida, aponta também para a grande producdo de
residuos por parte dessa industria, a qual ja passa a ter sua sustentabilidade
guestionada por 6rgdos internacionais por suas praticas de descarte,
principalmente da vinhaca. Esta 4gua residuaria de coloragdo escura, devido a
formacdo de melanoidinas durante a destilacdo do vinho, apresenta também
altas concentracfes de matéria organica com alta massa molar e de minerais
como potassio, nitrato e calcio, aléem de pH entre 3,5 e 4,0. Estas
caracteristicas oferecem limitacdes para a passagem de luz, fundamentais para
cultivos autotroficos, além de um ambiente estressante e com alto potencial
osmotico, o que consequentemente influencia na velocidade de crescimento
das microalgas. Apesar da grande quantidade de matéria organica, a maior
parte desta encontra-se na forma de dispersao coloidal, estando indisponivel
para assimilagdo durante os cultivos microbianos, o que também é um ponto
critico para qualquer tratamento biologico proposto.

As microalgas sdo consideradas agentes potencialmente Uteis no
tratamento de aguas residuarias, uma vez que possuem habilidade de remover
matéria organica e nutrientes dos efluentes, incorporando-os a biomassa.
Entretanto, esta aplicacdo encontra limitagdes principalmente devido ao custo e
a operacdo dos sistemas autotroficos. Além disso, as aguas residuarias
agroindustriais, de uma maneira geral, apresentarem turbidez elevada,

dificultando a penetracéo de luz solar. Sendo assim, uma alternativa viavel para



culturas autotréficas em fotobiorreatores, embora restrita apenas a algumas
espécies de microalgas, é a utilizacdo de cultivos heterotréficos ou
mixotroficos. Algumas linhagens de microalgas e cianobactérias, apesar de
preferencialmente fotossintetizantes, sdo capazes de usufruir do metabolismo
heterotréfico no escuro a partir do consumo de moléculas organicas soluveis
tais como acuUcares, &cidos organicos e acetato (Fay, 1983; Fay, 1992;). Tal
habilidade vem sendo estudada nos ultimos anos ndo apenas com o objetivo
de despoluicdo de aguas, mas também visando um incremento na producéo de
biomassa, uma vez que o0s rendimentos a partir de substratos organicos
tendem a ser mais elevados do que nos sistemas fotoautotroficos (Dumas et
al., 1998; Queiroz et al., 2002; Bastos et al., 2004; Jacob-Lopes et al., 2006;
Perez-Garcia et al., 2011).

O problema da opacidade da vinhaca poderia ser contornado através do
processo de coagulacdo seguido de floculagdo e sedimentagdo, com a
obtencdo de um sobrenadante translicido e um decantado de matéria coloidal
com alta DQO.

Esse processo por si sO ja € uma forma valida de tratamento da vinhaca,
pois concentra parte consideravel da matéria organica nela presente,
diminuindo seus impactos no meio ambiente e oferecendo uma matriz de alta
carga organica para o processo de biodigestdo anaerdbia, aumentando a
eficiéncia energética e consequentemente a rentabilidade. Discutindo-se mais
além do simples tratamento da vinhaga, surge como proposta de utilizacdo do
sobrenadante como meio de cultivo para a producdo de biomassa de
microalgas com alto valor agregado em termos de fracdo proteica e/ou lipidica,
como uma forma de aproveitamento e tratamento do residuo para uma
atividade mais agregadora e sustentavel.

O cultivo de microalgas, reconhecidamente caro e atualmente
economicamente inviavel pela via fotossintética comumente estudada, poderia
apresentar uma nova abordagem com o aproveitamento da vinhaca de forma
integrada com a biodigestdo, aproximando-se desta forma do conceito de
biorefinarias e apontando um novo rumo mais sustentavel para o setor
sucroenergético. Além disso, os poucos trabalhos desenvolvidos a respeito da

utilizacao deste subproduto para cultivo de algas ou microalgas na década de



1980 estéo restritos ao uso de vinhaca extremamente diluida, o que leva a um
aproveitamento bastante limitado (Oliveira, 1988).

Sabendo-se que para o funcionamento de um sistema de cultivo de
microalgas o0s parametros como pH, temperatura, contaminacdo por
competidores e luminosidade sao variaveis que delimitam a eficiéncia do
processo, torna-se fundamental o estudo dos diferentes tratamentos
necessarios para atingir qualidades 6timas nestes parametros de forma
econbmica a fim de se obter um meio contendo substratos que levam a altas
produtividades e a um melhor desenvolvimento microalgal.

Neste contexto, a presente dissertagdo tem como objetivo avaliar o cultivo
heterotréfico da microalga cloroficea Desmodesmus subspicatus em vinhaca,

além de estudar diferentes tratamentos fisico-quimicos desta agua residuaria.



2 Revisao bibliografica
2.1 Vinhaga

Os paises industrializados geram consideraveis quantidades de efluentes
urbanos e industriais, ndo podendo ser despejados diretamente em rios, lagos
ou mares sem tratamentos prévios para reducao dos contaminantes ambientais
(Martinez et al., 2000). Nesse contexto, direcionando para o setor
sucroalcooleiro, a vinhaga ou vinhoto é a principal agua residuéria, consistindo-
se no liquido proveniente da destilacdo da solucéo alcoolica obtida do processo
de fermentacdo. O vinho € o produto da fermentacdo alcodlica do caldo de
cana-de-agucar, do melagco ou da mistura de caldo e melaco. Nos atuais
métodos utilizados para producédo de alcool, para cada litro de etanol produzido
sdo gerados aproximadamente 10 litros de vinhaca, constituindo-se de fato
como a agua residuaria mais expressiva do ponto de vista tanto quantitativo
guanto qualitativo do setor sucroenergético. Seu poder poluente, cerca de cem
vezes maior que esgoto doméstico, é decorrente da sua riqueza em matéria
organica, baixo pH, corrosividade, elevadas DBO e DQO, além de cor escura e
odor caracteristico, como pode ser observado na Tabela 2.1 (Freire e Cortez,
2000; Sartori, 2011; Bonini, 2012).

A prética chamada fertirrigacdo € apresentada como a solucdo para o
enorme problema da disposi¢do desse residuo desde quando foi proibido o seu
simples descarte no curso d’agua mais proximo da usina; pratica comum
durante a histdria (Bonini, 2012). De fato, quando depositada no solo, a vinhaca
pode promover uma melhoria na fertilidade, o que beneficia as culturas
agricolas (Falcdo, 2005). Entretanto, as dosagens dependem das
caracteristicas do solo e ndo devem ultrapassar a capacidade de retencédo de
ions do mesmo, pois quando aplicada em propor¢cbes exageradas, ocorre a
lixiviagdo de ions, sobretudo nitrato e potassio, que podem alcancar &reas
adjacentes causando impactos ambientais e sanitarios (Corbi, 2006; Silva,
2007).



Tabela 2.1:Composi¢cdo quimica meédia da vinhaca produzida a partir da
fermentacao de diferentes mostos a base de cana-de-acucar (Freire e Cortez,
2000)

Elemento Melaco Misto Caldo
N (kg.m”) 0,77 0,46 0,28
P,0s (kg.m™) 0,24 0,20 0,19
K,0 (kg.m™) 6,00 3,06 1,47
CaO (kg.m™) 2,45 1,18 0,46
MgO (kg.m™) 1,04 0,53 0,29
S04 (kg.m”) 3,73 2,67 1,32
Matéria organica (kg.m™) 52,04 32,63 23,44
Fe (mg.L™) 80,00 78,00 69,00
Cu (mg.L™) 21,00 7,00 5,00
Zn (mg.L™) 9,00 3,00 2,00
Mn (mg.L™) 8,00 7,00 6,00
pH 4,40 4,10 3,70

A preocupacdo quanto aos impactos do uso da vinhaca no ambiente e
a continua mortandade de peixes como consequéncia da disposicdo da
vinhaga nos rios gerou o Decreto-Lei N° 303, de 28 de fevereiro de 1967, que
proibiu definitivamente a disposicao da vinhaga nos rios, lagos e cursos d’'agua.
ApoOs a proibicdo da disposicdo da vinhaca nos rios, a primeira solucao
encontrada foi a aplicacdo da vinhaga nas chamadas areas de sacrificio, ou
seja, areas muito proximas as destilarias que sofriam a deposicado de grande
quantidade de vinhaca, ano apdés ano. Estas areas ficavam praticamente
inutilizadas para a agricultura, principalmente pelo efeito de saliniza¢do do solo,
tornando-o improdutivo e de dificil remediacdo. Com o advento do
PROALCOOL, e a conseqilente expansdo da industria alcooleira do pais,
ocorreu um aumento significativo da producéo de alcool, e também da geracéo
de vinhaca, que na safra de 2012/2013 atingiu cerca de 240 bilhdes de litros de
vinhaca (CONAB, 2013). A tecnologia de uso agricola da vinhaga no cultivo da
cana como fonte fertilizante foi praticamente desenvolvida toda no Brasil,
datando os primeiros estudos para aplicacdo da vinhaca nos solos a década de
1950 e foram conduzidos na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
da Universidade de S&o Paulo (ESALQ/USP).



A composicdo da vinhaca € funcdo de diversos fatores, tais como
matéria-prima e tipo de processo fermentativo. Quando se utiliza o caldo de
cana-de-agUcar para a fermentacdo etandlica, a vinhaca resultante é sempre
menos concentrada do que aquela resultante do mosto de melaco ou da
mistura destes. Além disto, a quantidade e as caracteristicas fisico-quimicas da
vinhaca variam de usina para usina e dentro da mesma planta produtiva
existem variacdes nos diversos periodos da safra em fungdo da moagem de
diferentes variedades com diferentes indices de maturacdo, provenientes de
diferentes solos e de diferentes niveis de fertilidade. De maneira geral pode-se
dizer que a vinhacga proveniente do mosto de melago € mais rica em matéria
organica e elementos minerais do que a proveniente de mosto misto e caldo,
apresentando o potassio como mineral predominante (0,58 — 0,78%), seguido
de célcio, sulfato, nitrogénio, fésforo e magnésio (Freire E Cortez, 2000).

Na grande maioria dos casos, a vinhaca € empregada “in natura” na lavoura
da prépria cana-de-aglcar, substituindo em parte o uso de fertilizantes. E
importante ressaltar que, ainda que a pratica da fertirrigacdo seja apresentada
atualmente, no setor sucroalcooleiro, como a solugdo para o problema da
geracdo de vinhacga, parece claro que seu objetivo principal é descartar um
residuo incbmodo e perigoso, da forma mais rapida e econémica possivel e
que a aplicacdo da vinhaca diretamente nas soqueiras de cana-de-acucar
pode levar a um acumulo de sais de potassio, bem como a um desequilibrio
fisico-quimico e bioldgico do solo (Macedo, 1991; Pinto, 1999).

Do ponto de vista bioquimico, a vinhaca pode ser considerada um
caldo nutriente, podendo ser aproveitada como fertilizante, na extracdo de
componentes, secagem e utilizacdo como suplemento de racfes e em cultivos
aerébios e anaerdbios. Apesar do potencial da vinhaca devido a sua
composicdo em nutrientes, sdo poucos os estudos que abordam a utilizac&o
desta agua residuaria como substrato para o cultivo de micro-organismos,
sendo que quase a totalidade diz respeito ao uso de leveduras e fungos
filamentosos (Macedo, 1991).

De acordo com Freire & Cortez (2000), a Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) da vinhaca é da ordem de 12000 a 20000 mg.L™, rica em
matéria coloidal. Sendo assim, para adequacdo aos padrdes ambientais de

qualidade, deve haver tratamento para remoc¢ao de matéria organica coloidal
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soltvel. O uso unicamente de processos fisico-quimicos de tratamento pode
ser economicamente muito custoso, principalmente devido a alta quantidade de
agua presente, 0 que torna o tratamento biolégico desta agua residuaria

possivelmente mais interessante.

2.2 Microalgas

7

“Microalga” € um termo genérico, sem efeito taxonébmico, que envolve
tanto  organismos  eucariéticos (cloroficeas), quanto  procariéticos
(cianobactérias). Por décadas estes micro-organismos tém sido estudados
visando a producdo de biomassa para diferentes aplicacdes, tais como
proteinas unicelulares, lipidios, clorofila, carotendides, enzimas, agentes
antioxidantes, vitaminas e antibiéticos (Borowitzka, 1998; Pulz e Gross, 2004;
Richmond, 2004; Tomaselli, 2004; Queiroz et al., 2011).

Além disso, estes micro-organismos também despertam atencao devido
ao seu potencial de tratamento de aguas residuérias, uma vez que possuem
habilidade de remover matéria organica e nutrientes dos efluentes,
incorporando-os a biomassa, permitindo a valoracéo dos residuos e a obtencao
de uma biomassa passivel de ser utilizada 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; Queiroz et al, 2007).

Apesar destes micro-organimos apresentarem a fotossintese como
modelo metabdlico preferencial, muitas linhagens usufruem do metabolismo
heterotréfico no escuro, consumindo moléculas organicas soluveis tais como
acucares, &cidos organicos e acetato, conforme esquematizado na Figura 2.1
(Fay, 1992; Dumas et al., 1998; Queiroz et al., 2002; Bastos et al., 2004; Jacob-
Lopes et al., 2006).
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Figura 2.1: Metabolismo de carbono em microalgas para periodos de escuro
(reacOes indicadas pelas setas escuras) e claro (Adaptado de Fay, 1983)

Estas propriedades sugerem possiveis aplicacbes destes micro-
organimos na remocao de matéria organica e nitrogénio de aguas residuérias
agroindustriais, o que vem ocorrendo com o género Aphanothece no sul do
Brasil (Queiroz et al., 2007; Manetti, 2008).

Entretanto, sao raros os trabalhos na literatura que avaliam a oxidacéo
de moléculas organicas sollveis e o consumo de oxigénio por estes micro-
organimos em efluentes (Oren e Shilo, 1979; Bastos e Queiroz, 2008; Bastos et
al., 2009; Bastos et al., 2011). A transferéncia de oxigénio para as células € um
dos fendmenos mais importantes para a manutencao do metabolismo aerobio e
o coeficiente global de transferéncia de massa gas-liquido (K,a) € a variavel
mais importante a ser considerada nestes processos (Montes et al., 1999;
Galaction et al., 2004). Apesar de ser uma ferramenta fundamental no estudo

do escalonamento de processos aerdbios, a estimativa do K a em cultivos com



microalgas é objeto de raros estudos (Gantzer et al., 1988; Bastos et al., 2011).
A literatura indica baixas taxas de consumo de oxigénio para microalgas em
cultivo heterotrofico e este fenbmeno pode estar ligado a via oxidativa usada
por estes micro-organimos (Bastos e Queiroz, 2008; Bastos et al., 2009).

A maioria das microalgas pode utilizar varias formas de nitrogénio para
0 Seu crescimento e, entre estas, a amonia € a mais prontamente incorporada
pelas células (Flores e Herrero, 1994). A posicao central do metabolismo do
nitrogénio via assimilacdo de aménia é dada pelo ciclo da glutamina sintetase e
glutamato sintetase. O glutamato € produzido nesta via ndo apenas pelos
doadores maiores de nitrogénio para a biossintese de compostos nitrogenados,
mas por precursores de alguns aminoacidos, levando a porfirina, ficobilinas e a
sintese de clorofila (Fay, 1983).

Devido ao metabolismo diversificado ja citado, as microalgas séo
encontradas praticamente em todos os nichos terrestres (Fay, 1983). Segundo
Grossman et al. (1994), os fatores de maior importadncia no cultivo de
microalgas séao luminosidade, temperatura, agitacdo e nutrientes. O potassio €
fundamental na manutencdo do pH intra-celular, na ativacdo de enzimas, na
expressao génica e na regulacao do stress (Alahari et al., 2001). O transporte
de ions para sistemas biol6gicos apresenta importancia reconhecida embora
seja objetivo de poucos estudos (Reed et al., 1981). No que diz respeito as
microalgas, o mecanismo de transporte de ions esta pouco elucidado.
Entretanto, entende-se que as microalgas possuem um sistema de
discriminagdo entre sodio e potassio, sendo que o é sbdio eliminado do interior
das células para o meio de cultivo, enquanto ha acumulo de potassio na
biomassa.

Com relacdo aos nutrientes inorganicos, foi verificado o acumulo de
potassio pelas microalgas Anabaena e Anacystis, em cultivos com iluminacao e
25°C, a taxas de até 15 pmol.m™?.s™. Os mecanismos de transporte de potassio
ocorrem de forma diferente em microalgas halofilicas, como as do género
Aphanothece, do que com micro-organimos nao tolerantes a sais (Anabaena e
Anacystis) nos ambientes que apresentam disponibilidade pobre de potéassio,
onde o transporte ativo € exigido (Berry et al. 2003). Apesar do transporte e de
acumulo de ions apresentarem fundamental importancia no cultivo de

microalgas, sdo raros os estudos que evidenciam estes aspectos (Reed et al.,
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1981; Alahari et al., 2001; Berry et al., 2003).

As microalgas tém sido frequentemente reportadas como micro-
organimos potenciais para remo¢do de ions metalicos e metais pesados de
aguas residuarias (Tam et al., 2001; Harun et al., 2010). Estes sistemas séo
eficientes especialmente a baixas concentracdes de metais, apresentam baixo
custo e sdo ambientalmente corretos. O mecanismo de remocdo de ions
metélicos de solu¢Bes aquosas por microalgas baseia-se na biossor¢éo, a qual
ocorre em dois estagios: adsorcéo rapida e passiva na superficie seguida de
um lento consumo metabdlico dos ions no interior das células. A grande
vantagem do estudo de células vidveis para remoc¢do de ions metélicos é
justamente o continuo consumo metabdlico apos a adsorcao fisica. Tam et al.
(2001) estudaram a remocao de niquel a partir de duas espécies de Chlorella
em dez sucessivos ciclos, com 70% de remocao ao final do décimo ciclo. O
conteudo total de niquel acumulado correspondeu a mais que 0,9% da massa
seca das células e a formacédo de clorofila “a” foi inibida pela continua adsorcao
dos metais.

Perez-Garcia et al. (2011) reportam que certas espécies de microalgas sdo
adaptadas a este tipo de condicdo de baixa luminosidade e se desenvolvem
naturalmente em tanques abertos nas estacdes de tratamento de efluente onde
a agua é escura, mas rica em nutrientes, predominando comumente espécies
do género Chlorella e Scenedesmus.

Ainda de acordo com Perez-Garcia et al.(2011), o metabolismo heterotroéfico
de microalgas ocorre com difusédo facilitada da glicose e/ou de acetato como
fontes de carbono organico com um jon H* por suas enzimas correspondentes,
bem como com a difusdo facilitada de glicerol quando existente no meio, com
eficiéncias relacionadas de forma inversamente proporcional a presenca de
CO, dissolvido no meio, predominando melhores eficiéncias na remocé&o

destas fontes de carbono quando a presenca de CO dissolvido é baixa.

2.3 Desmodesmus

Nesse sentido, diferentes espécies da microalga cloroficea

Desmodesmus (Scenedesmus) vém sendo cultivadas na forma de células
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livres e imobilizadas em aguas residuarias industriais, domésticas e artificiais,
apresentando velocidades especificas de crescimento similares as obtidas em
meios sintéticos (Martinez et al., 2000; Voltolina et al., 2004; Zhang et al., 2008;
Ruiz-Marin et al., 2010; Xin et al., 2010; Bhatnagar et al., 2011; Hodaifa et al.,
2012; Prathima Devi et al., 2012; Wu et al., 2012).

Esta microalga tem apresentado alta viabilidade celular em &guas
residuarias domeésticas, tolerando variacbes de temperatura e pH. Martinez et
al. (2000) avaliaram o cultivo da microalga Scenedesmus obliquus em efluente
coletado do tratamento secundario da cidade de Granada, Espanha. Estes
autores reportam velocidades especificas de crescimento maximas em torno de
0,0438 h™ a 30°C, com remocéo de praticamente todo o fésforo e o nitrogénio
do meio. Xin et al (2010) avaliaram o cultivo de Scenedesmus sp. LX1 em
diferentes fontes de nitrogénio, obtendo remocao de nutrientes proxima a 90%
utilizando nitrato ou uréia. Neste mesmo estudo, os autores obtiveram a
velocidade especifica de crescimento maxima (0,034 h™) com aménia, apesar
da inibicdo causada pela reducdo do pH. Bastos et al. (2012) avaliaram o
cultivo da microalga Desmodesmus subspicatus em vinhaga de usinas de
acucar e alcool, constatando crescimento a velocidade especifica maxima de
0,096 h™, com produtividade de biomassa em torno de 1,8 g.L*.h™ Os autores
destacam que estes resultados sdo promissores para geracao de biomassa
com valor agregado em termos de lipidios e proteinas a partir de aguas
residudrias agroindustriais.

Entretanto, os estudos com microalgas do género Desmodesmus sdao,
em sua maioria, relativos a fisiologia e ecotoxicologia, onde se avaliam os
danos celulares e inibicdes causados por diversos agentes, minerais, organicos
ou fisicos.

Kramarova et al. (2012) testaram o efeito de arsénico e selénio em
culturas de Desmodesmus quadricauda observando o efeito téxico sinérgico
destes minerais as culturas, provavelmente devido ao acumulo destes agentes
nas células e o consequente comprometimento do sistema antioxidativo das
mesmas.

Malev et al. (2012) testaram o efeito da exposicdo de culturas de
Desmodesmus subspicatus ao inseticida agricola Imidacloprid, a Confidor

200SL (formulacdo comercial de Imidacloprid) e ao acido 6-cloro-nicotinico
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(metabdlito ativo do Imidacloprid) observando significante sensibilidade da
microalga ao Confidor 200SL e ao acido 6-cloro-nicotinico.

Combinando elementos téxicos organicos e minerais, Pokora (2010)
testou o efeito de antraceno e cadmio sobre a atividade fotossintética de trés
diferentes espécies de Desmodesmus, chegando a constatacdo de que um
possivel mecanismo de defesa possa existir, protegendo o cloroplasto dessas
microalgas das espécies reativas de oxigénio, por nao ter sido possivel
observar qualquer efeito téxico sobre a fotossintese desta microalga pelos
elementos testados.

Rosa et al. (2006) demonstraram a inibicdo do crescimento de
Desmodesmus subspicatus pelo antagonista feroménico (Z)-11-hexadecil-
trifluormetil-cetona, utilizado para conter a broca do milho Sesamia
nonagrioides.

Fargasova et al. (2010) observaram o acumulo de Fe* por
Desmodesmus quadricauda até 20 vezes maior quando este ion encontrava-se
complexado com 3-carboxamida-piridina do que quando este se encontrava
livre no meio.

Estudando quatro isolados de Desmodesmus, Pan et al. (2011)
selecionaram duas linhagens termotolerantes, resistentes a 45°C por 24 horas,
com taxa lipidica de até 50% apOs estresse por privacdo de nitrogénio. Os
autores apontam para a ligacdo direta entre a eficiéncia fotossintética e a
formacao das cadeias lipidicas em microalgas sob privacao de nitrogénio.

Samori et al. (2013) verificaram a capacidade de uma linhagem de
Desmodesmus communis recém isolada de um efluente industrial em remover
nitrogénio e fosforo deste mesmo efluente obtendo remocdes proximas a 100%
apo6s 14 dias em cultivo fotossintético com adigédo de CO..

Pertencente a mesma familia (Scenedesmaceae) que as microalgas do
género Desmodesmus, as do género Scenedesmus sdo amplamente
estudadas para o tratamento de efluentes. Nesse sentido, Alva et al. (2013),
buscando conciliar a remocédo de nutrientes do efluente doméstico com a
acumulacéao de lipidios, verificaram a eficiéncia de Scenedesmus acutus nestes
quesitos utilizando um efluente bruto e um de tratamento secundario obtendo

melhores taxas de remocao no efluente de tratamento secundario. Os autores
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relatam remocOes de até 66% do fésforo e 94% do nitrogénio com
implementacéo lipidica de 28% ao final de 18 horas.

Verificando a capacidade de remocdo de nitrogénio e fésforo de agua
residudria urbana, apds tratamento secundario, por Scenedesmus obliquus,
Martinez et al. (2000) obtiveram remocdo maior que 99% de nitrogénio
amoniacal, tanto por dessor¢cdo quanto por bioacumulagéo, apos 188 horas de
cultivo, concluindo ao final que a diluicdo do efluente antes do tratamento por
microalgas regularia as condi¢cdes para uma remoc¢do Otima de nitrogénio e
fosforo.

Ji et al. (2013) compararam o desenvolvimento de trés espécies de
microalgas em efluente de tratamento terciario de uma planta de tratamento de
esgoto domeéstico com aeracéo forcada e adicdo de CO, obtendo remocdes
maiores que 99% dos nutrientes em 96 horas e conseguindo velocidades
especificas de crescimento de 1,37, 1,14 e 1,00 d* para Chlorella vulgaris,
Scenedemus obliquus e Ourococcus multisporus, respectivamente.

Abou-Shanab et al. (2012), testando o desenvolvimento de 7 espécies
de microalgas, dentre elas Scenedesmus obliquus, obtiveram concentracdes
maximas de biomassa de 800 mg.L™ apés 20 dias de cultivo desta microalga
em efluente de suinocultura com remocdes de aproximadamente 60% de
nitrogénio e fésforo, observando a remocédo de 70% do célcio ao final deste
mesmo periodo.

Usando &gua residuéria artificial em cultivos semi-continuos e ciclos de
luz e temperatura controlados, Voltolina et al. (2004) avaliaram a remocéo e a
re-ciclagem do nitrogénio por Scenedesmus obliquus, obtendo produtividades
entre 25,2 e 39,3 mg.L™.d* de biomassa e verificando que a maior reducéo de
nitrogénio se deu durante os periodos luminosos. Os autores apontam para o
fato de 43,7% do nitrogénio removido ter sido reciclado em proteinas e outros
compostos organicos pelas células.

Nufies et al. (2001), também em agua residuaria artificial, constataram, a
partir de cultivos de Scenedesmus obliquus, que uma das principais
importancias das microalgas no tratamento de efluentes esta na deplecdo do
nitrogénio amoniacal do meio pela elevagdo do pH gerada por esses

organismos.
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2.4 Tratamento de aguas residuarias

2.4.1 Tratamento fisico-quimico

Apesar de bastante estudadas como agentes de tratamento biolégico de
efluentes, as microalgas possuem necessidades muito especificas, o que leva
a necessidade de manipulacéo prévia do efluente, de forma a favorecer o seu
desenvolvimento (Giordano, 2012).

A coloragdo escura, o baixo pH, as altas temperaturas e as elevadas
qguantidade de matéria organica e contaminantes microbianos sdo problemas
que devem ser superados previamente ao cultivo de microalgas, a fim de
garantir as condi¢cdes Otimas para o seu desenvolvimento visando a obtencéo
de uma biomassa de boa qualidade, possivel de ser escoada como um produto
de alto valor.

Para isso, técnicas de tratamento fisico-quimico ja usuais no tratamento de
efluentes industriais, como a utilizacdo de agentes floculantes, corretores de
pH, resfriadores, decantadores e flotadores surgem como uma alternativa
interessante, por ser tecnologia ja desenvolvida empregada em diversos
setores, com custos viaveis de implantacdo e manutencéo, além da facilidade
de manuseio, exigindo pouca mao de obra, com baixo grau de especializacéo
(Giordano, 2012).

A técnica de floculagdo e coagulacdo se fundamenta na aproximacgdo das
particulas em suspensdo pela alteracdo das cargas entre suas superficies,
gerando agregados de maior tamanho e de maior densidade, 0 que acelera o
tempo de sedimentacao deste material (Felici, 2010).

Para que esse fenbmeno ocorra sdo utilizados agentes quimicos organicos e
inorganicos portadores, em sua maioria, de carga positiva. Como exemplo dos
agentes inorganicos, pode-se citar o cloreto férrico, o Aly(SO4)s, 0 sulfato
ferroso, o policloreto de aluminio e o Ca(OH),. Ja como exemplo de agentes
organicos citam-se os polimeros catibnicos e os polications. Por fim, como
otimizador de coagulagdo, os polimeros aniénicos e n&o-ibnicos (Dewolf,
2003).
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Os polications e os céations metalicos como AP, Fe®*, Fe** e Ca*
neutralizam as cargas negativas da superficie do material em suspensao e
aproximam as particulas pela diminuicdo das forcas repulsoras entre elas. Ja
0s polimeros catibnicos atraem as particulas e formam pontes entre elas
formando agregados maiores e mais estaveis, semelhante ao que acontece na
utilizacdo dos polimeros anidénicos e ndo ibnicos em etapa secundaria a adigdo
de floculantes inorganicos. Essa formagdo maior e mais estavel tende a
sedimentar mais rapidamente, o que € uma caracteristica desejavel em
qualquer processo deste tipo.

Além da adicdo dos agentes floculantes, é necessario o ajuste do pH a um
pH o6timo de floculagcdo e uma branda agitacdo do meio para que ocorram

colisdes agregadoras entre os flocos formados (Dewolf, 2003).

2.4.2 Tratamento Bioldgico

Apesar do potencial nutritivo da vinhacga relacionado a sua composicao em
termos de matéria organica e minerais, sdo poucos o0s estudos que abordam a
utilizacdo desta agua residuaria como substrato para o cultivo de micro-
organismos (MACEDO, 1991). Pesquisadores da Divisdo de Acucar e
Fermentacdo do Instituto Nacional de Tecnologia estudaram a producédo de
biomassa fungica cultivada em vinhaca in natura e vinhaca concentrada de
cana-de-agcucar e mandioca. O tratamento da vinhaga para producdo de
proteinas unicelulares de Torula utilis é dispendioso por exigir grandes
quantidades de minerais e aparelhagem de alto custo, devido a dificil
separacao das células. Desta forma, a alternativa seria a utilizacdo de fungos
filamentosos de facil separacéo. Neste caso, foi possivel obter reducdo de DBO
de 83%, com producdo de aproximadamente 4000 mg.L™* de biomassa seca
em vinhaca esterilizada. Navarro et al. (2000) usaram vinhaca ao invés de dgua
no preparo de meio de cultivo para fermentacédo alcodlica de Saccharomyces
ceverisiae CMI237 com resultados promissores. Macedo (1991) estudou o
crescimento de leveduras e bactérias fixadoras de nitrogénio em vinhaca

verificando crescimento da levedura Candida utilis em cultura mista com
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bactérias fixadoras de nitrogénio, provocando um decréscimo na DBO da
vinhaca.

O tratamento simultdneo de carbono e nitrogénio de aguas residuarias
agroindustriais por incorporacdo dos nutrientes a biomassa vem sendo
investigado como alternativa aos processos convencionais de despoluicdo
(Martinez et al., 2000), sendo a utilizacdo de microalgas uma das propostas
para a remocdo de nutrientes de &guas residudrias por incorporacdo a
biomassa, com a possibilidade, em alguns casos, de tornar a biomassa
cultivada um subproduto com valor negociavel (Lodi et al., 2003; Martinez et
al., 2000; Xin et al., 2010).

Xin et al. (2010) afirmam que a remocdo de nutrientes, que ocorre
principalmente por absorcdo, possui uma relacdo direta com a velocidade
especifica de crescimento dos micro-organismos. Entretanto, nitrogénio e
fésforo poderao ser utilizados para o crescimento celular e removidos de forma
eficiente somente se a &gua residuaria apresentar relacdo N:P apropriada
(Bonini, 2012).

2.4.3 Utilizacdo de microalgas

O tratamento biolégico de aguas residuarias, que é normalmente um
procedimento atrelado a elevados custos, envolvendo a remediacdo e a
disposicéo da biomassa gerada, passa a ter este problema atenuado com a
producdo de biomassa de alto valor, a qual contribui para a viabilizacdo do
processo através da possibilidade de ser escoada como um produto e ndo

como um poluente (Queiroz et al., 2001; Manetti, 2008).

Dentre os varios géneros de microalgas, Chlorella e Scenedesmus tém sido
as mais frequentemente estudadas na remocdo de nutrientes de &guas
residuarias. Neste cenario, Tam e Wong (1996), avaliando diferentes
concentragbes de amonia no desenvolvimento de Chlorella vulgaris e sua
consequente remocdo do meio de cultivo, verificaram o maximo de remoc¢éo de

53% do nitrogénio amoniacal a 20°C acompanhando o crescimento da
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microalga, sendo este um indicio de que houve absorcdo e assimilacdo do
nutriente.

Gonzalez et al. (1997), avaliando a remocao de amonia e fosforo de uma
agua residuaria decorrente de processo de fabricacdo de laticinios e
suinocultura pelas microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus dimorphus,
observaram remocdes de 90% e 55% do nitrogénio amoniacal e de fosfato,
respectivamente.

Os resultados obtidos por Martinez et al. (2000) mostram que a remogéao de
nitrogénio de efluentes artificiais pela microalga Scenedesmus obliquus foi
influenciada pela temperatura, observando-se remo¢do maxima de 99% em
188 horas, a 25 e 30°C.

De-Bashan et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de remocado de amoénia e
fosforo de &gua residudria sintética pela microalga Chlorella vulgaris
imobilizada em alginato e também a associagdo desta com a bactéria
promotora de crescimento Azospirillum brasilense, verificando diferencas
significativas na eficiéncia de remocdo com essa associacdo, apenas no caso
do fésforo, verificando-se a semelhanca entre os resultados de remocao do
nitrogénio.

Ainda no contexto do tratamento de efluentes liquidos, Kumar et al. (2010)
verificaram a inexisténcia de diferenca entre fontes nutricionais organica e
inorganica no que concerne ao desenvolvimento microbiano quando avaliaram
a influéncia da quantidade de nutrientes e da frequéncia de alimentagcédo de um
reator com um efluente digerido da suinocultura (fonte organica) e com agua
residuaria sintética de composicdo semelhante (fonte inorganica) no
crescimento de Chlorella vulgaris, concluindo que uma elevada taxa de
crescimento pode ser alcancada desde que haja quantidades suficientes de
nutrientes para 0s micro-organismos se desenvolverem.

Sobre este aspecto, Wang et al.(2008) afirmam que aguas residuarias e
efluentes secundarios constituem fontes de nitrogénio de baixo custo para o
cultivo de microalgas, uma vez que contém grandes quantidades de diferentes
formas deste nutriente, sendo assim uma opc¢ado mais rentavel quando o
objetivo é produzir biomassa.

Novamente, a producdo de microalgas com aproveitamento de residuos

agroindustriais se baseia na utilizacdo dos nutrientes: matéria organica e sais
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dissolvidos nestes residuos, para o desenvolvimento de biomassa que surge
como uma alternativa para suplementacdo alimentar animal, principalmente

peixes e moluscos (Ferreira, 2009).

18



3 Objetivos

O objetivo da presente proposta de dissertagcdo de mestrado foi avaliar o
tratamento fisico-quimico da vinhaca de cana-de-agclucar e o cultivo de

Desmodesmus subspicatus em diferentes condigbes operacionais
Objetivos especificos:

- cultivo da microalga D. subspicatus em vinhaca de cana-de-agucar em

condicOes de bateladas simples e alimentada em biorreator de bancada,;

- avaliar o desempenho da microalga D. subspicatus em condi¢cdes
heterotréficas de cultivo;

- avaliar o potencial de remocao de nutrientes da vinhaca por D. subspicatus

em biorreator de bancada;

- tratamento fisico-quimico da vinhaca por adi¢cdo de coagulantes para remog¢ao
de parte da matéria organica;

- cultivo da microalga D. subspicatus em vinhaca apdés tratamento fisico-

quimico, analisando a produtividade em biomassa.
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4 Material e métodos

4.1 Preparo do meio de cultivo

Para a manutengcdo das cepas em nosso banco de culturas e o seu
cultivo autotréfico foi utilizado o meio Braun-Grunow Medium (BGN) como

modificado por Ripka et al. 1979.

O meio BGN foi preparado a partir de solucbes-mae de seus
macronutrientes e de uma solugcdo-mée contendo seus micronutrientes, cujas

concentracdes sdo apresentadas na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Composicédo do meio BGN (RIPKA et al. 1979)

Componente Solucao estoque Quantidade para 1 L
K,HPO, 3 g.100mL* 1mL
MgSO, . 7H,0O 7,5 g.100mL™* 1mL
CaCl2 . 2H,0 3,6 g.100mL™* 1mL
Citrato de amoénio férrico 0,6 g.1OOmL'l 1mL
Na, EDTA 0,1 g.100mL™* 1mL
Acido citrico 0,6 g.100mL™* 1mL
Na,CO; 2,0 g.100mL™* 1mL
NaNO; 15 g.100mL™* 10 mL
NaCl 7,2 g.100mL™* 1mL
Metais traco 1mL
HsBO; 286,0 mg.100mL™*

MnCl, . 4H,0 181,0 mg.100mL™

ZnS0, . 7TH,0O 22,0 mg.100mL™

NaMoO, . 2H,0 39,0 mg.100mL™

CuSO, . 5H,0 7,9 mg.100mL™

CoCl, . 6H,0 4,0 mg.100mL™
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Inicialmente adicionaram-se na proporcdo devida para 0 volume
desejado as solu¢des-mée, em seguida completou-se o volume com &gua

destilada e procedeu-se a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 20 minutos.

4.2 Manutencéo e cultivo do inoculo

4.2.1 Manutencao da cepa no banco de culturas

A microalga cloroficea Desmodesmus subspicatus foi mantida em tubos
de ensaio contendo 20 mL de meio BGN (Tabela 4.1), tampados com rolhas
feitas de algodao e gaze, sendo repicada a cada 30 dias a fim de manter sua
viabilidade. Os tubos foram mantidos em incubadora TECNAL® TE-402 a 25°C
com fotoperiodo de 12 horas (claro-escuro) e fluxo Iuminoso de
aproximadamente 45 umol.m?.s™.

Para a manutencao da cepa no banco de culturas, cada repicagem era
feita a partir do tubo com maior concentracéo celular e em triplicata a fim de

prevenir a perda por possiveis contaminaces de um dos tubos.

4.2.2 Propagacao do inoculo

Para cada experimento, um tubo contendo a microalga D. subspicatus
foi replicado a partir de um dos trés tubos contidos no banco de cultura e a
propagacdo se deu pela transferéncia de seu conteudo para um frasco
Erlenmeyer contendo 500 mL de meio BGN, sendo mantido sob aeracéao e
fotoperiodo de 12 horas até a obtencéo de concentracdo préxima a 1,0 g.L™*. O
conteudo do Erlenmeyer foi vertido no vaso do biorreator de bancada (descrito
em 4.3.1) previamente esterilizado, e o volume do vaso completado para 3,0 L
com meio BGN esterilizado.
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4.3 Cultivo de Desmodesmus subspicatus em vinhaca

4.3.1 Biorreator de bancada

O equipamento utilizado para conducdo dos cultivos de D. subspicatus
em vinhaca foi um Biorreator A&Z® composto por um vaso de vidro
borossilicato encamisado com 3,0 L de capacidade util, um controlador
eletrbnico com 5 bombas peristalticas para alimentacdo e dreno do vaso e
adicao de acido, base e anti-espumante, um sensor de pH, termémetro, sensor
de oxigénio dissolvido (O.D.) e sensor de gas carbdnico dissolvido (CO,),
agitador mecéanico por pas, aeragdo por compressor interno e iluminacdo por
LED controlados atravées do computador por um software especifico do
fabricante, com a temperatura sendo controlada diretamente no painel do
banho-maria com circulacdo e resfriamento acoplado a camisa do vaso de
cultivo.

A figura 4.1 apresenta o reator descrito acima ja inoculado com D.

subspicatus.

Figura 4.1: Biorreator de bancada A&Z
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4.3.2 Ensaios preliminares — Selecado das condi¢cbes de cultivo e tempos de
batelada

ApoOs ser propagado, tendo o indéculo e seu conteudo vertido no
biorreator como descrito em 4.2.2, o cultivo de D. subspicatus foi conduzido
proximo a pH 7,5 sem controle durante o cultivo, sendo o0 mesmo conduzido a
temperatura de 25°C, agitacdo de 3,0 xg (forca centrifuga relativa) e aeracao
de 1,0 VVM (volume de ar por volume de meio por minuto) até a obtencao de
concentracéo de biomassa de aproximadamente 1,0 g.L™.

Atingida tal concentracéo, o meio de cultivo com biomassa foi sifonado e
a biomassa separada por centrifugacdo em frascos de 600 mL em centrifuga
Solab® SL-701 a 1260 xg.

O centrifugado de biomassa umida foi ressuspenso em vinhaca e
procederam-se 0s experimentos de estresse com diferentes qualidades de
vinhaca (sem tratamento e apds 4 tipos de tratamento), condi¢cdes de
temperatura e tempos de batelada, havendo monitoramento de biomassa,

DQO, nitrogénio e fésforo na vinhaca.

A figura 4.2 apresenta um diagrama de como foram conduzidos o cultivo
autotréfico e a inducdo de estresse em Desmodesmus subspicatus no

biorreator de bancada utilizando vinhaca.

23
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a cada 45 minutos até atingir 1
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Realizar a anélise
das amostras

Figura 4.2: Diagrama esquematico do cultivo de Desmosdemus subspicatus em
vinhaca

As curvas de crescimento da biomassa foram realizadas através do
acompanhamento da massa celular seca (descrito em 4.4.1) e do numero de
células por contagem direta em Céamara de Neubauer (descrito em 4.4.2). O
acompanhamento da contaminacdo por heterotroficos totais foi realizado
utilizando placas Petrifilm 3M® (descrito em 4.4.3). As velocidades especificas
de crescimento maximas (Umax) foram calculadas através da inclinacdo da
curva semi-logaritmica “biomassa versus tempo”, conforme descrito no item
4.5.1. O rendimento de substratos em biomassa foi calculado pela inclinagéo
das curvas “substrato versus biomassa” (item 4.5.2), enquanto que a
produtividade em biomassa e em termos dos seus constituintes foi obtida pela

variacdo do parametro considerado no tempo (item 4.5.3).

4.3.3 Pré-tratamento da vinhaga

A vinhaca coletada em galdes de 80 litros em uma industria de acucar
e alcool da regido de Araras foi conduzida ao Laboratorio de Microbiologia
Aplicada (LABMAC) do DTAISER/CCA/UFSCAR onde foi fracionada em
garrafas PET de 2 litros e congelada a -20°C até a sua utilizagcdo nos

experimentos.
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Os experimentos relativos ao pré-tratamento de vinhaca compararam
quatro floculantes diferentes e a adicdo de acido fosférico na remogéo de DQO,
nitrogénio total (NT) e fésforo total (PT) da vinhaga, com a observacédo de duas
etapas de floculacdo: uma com a elevacdo até préximo de pH 12 e outra
durante a neutralizacdo com acido fosférico, como sera apresentado nos

resultados e discussdo em 5.2.

Para o tratamento com cal, uma suspensdao de Ca(OH), com
concentracdo de 500 g.L™ foi preparada e 40 mL da mesma foram adicionados
para cada 1,0 L de amostra de vinhaca. A mistura foi agitada em “Jar-test” por

5 minutos a 1,5 xg e deixada decantar por 10 minutos.

Em outro ensaio, uma solucdo de Alx(SO,); a 100 g.L™ foi preparada e
dela foram aplicados 1,0 mL para cada 1,0 L de amostra de vinhaca. Em
seguida o pH foi elevado até proximo de 12, quando se iniciou a formacédo de
flocos. A mistura foi agitada em “Jar-test” por 5 minutos a 1,5 xg e deixada

decantar por 10 minutos.

Os polimeros cationicos Clariflot® SQ20 e SQ30 foram testados em
concentracfes de 50, 100 (concentracdo indicada pelo fabricante), 300, 500 e
1000 mg.L™ sem qualquer indicio de eficiéncia na faixa de pH 3,5 até 12 para a
floculacdo dos colodides da vinhaga.

A ineficiéncia dos polimeros catibnicos testados em clarificar a vinhaca
fez com que apenas os resultados obtidos com Ca(OH), e Alx(SO,4); fossem

apresentados nos resultados e discussao.

Com a finalidade de preparar a agua residuaria para os cultivos de
microalgas, o sobrenadante foi sifonado para a separacdo do decantado. A
neutralizagcdo do pH do sobrenadante foi realizada com é&cido fosfoérico p.a.
inicialmente até o pH 11, quando uma intensa coagulacao foi observada, e uma
centrifugacédo foi conduzida a 1260 xg por 3 minutos para a separacao do
floculado, apds a qual separou-se o centrifugado e ajustou-se o pH até 7,0 com

0 mesmo acido.

A determinacdo da velocidade de sedimentacdo foi realizada com o

auxilio de régua e cronbmetro, observando o tempo necessario para a
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decantacédo do floculado em relacdo ao caminho percorrido pelo decantado na

coluna ao final do periodo.

4.4 Andlises

4.4.1 Massa celular seca

A massa seca foi obtida por filtragdo a vacuo em frasco Kitasato e
aparato de filtracdo de 5,0 mL de suspensdo algacea, utilizando filtros de
acetato de celulose com porosidade de 0,45 um previamente secos e pesados.
Apos a filtragédo, os filtros foram secos por uma hora em estufa a 105°C, entéo
colocados em dessecador para esfriar e posteriormente foram pesados. A
massa seca foi obtida pela diferenca entre a massa da membrana limpa e apos

a filtracdo, secagem e resfriamento.

Um branco para esta andlise foi realizado com a vinhaca de cada
experimento para anular a interferéncia de possiveis solidos suspensos neste

material.

4.4.2 Contagem celular em camara de Neubauer

Para a realizacdo de contagem celular em camara de Neubauer,
adicionou-se 1 gota da amostra previamente homogeneizada sobre a superficie
quadriculada e cobriu-se com uma laminula esperando aproximadamente 3

minutos até que as células sedimentasse sobre a superficie de contagem.

Com a ajuda em um microscopio, no aumento de 80x, realizou-se a
contagem de células e a média dos valores de contagem dos cinco quadrantes

multiplicada por 10° é a concentracéo celular por mL de amostra.
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4.4.3 Contagem de heterotroéficos totais

O monitoramento da contaminacdo durante os cultivos em vinhaca foi
realizado utilizando-se placas Petrifim 3M® inoculadas com 1,0 mL de amostra
em camara de fluxo laminar Pachane PCR T2.5 Vertical, previamente
sanitizada e irradiada com luz UV, e incubadas por 24 horas a 36°C em uma
estufa de cultivo Tecnal® TE-392/1.

A contagem de heterotroficos totais foi feita pela contagem de todas as
colonias formadas na placa apos o periodo de incubac&o, multiplicada pelo
fator de diluicAo, quando necessario, sendo o0 resultado dessas analises
expresso em Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

4.4.4 Umidade

O teor de agua foi medido na biomassa decantada ao final dos
experimentos pesando-se aproximadamente 10 g de material imido em vidro
de relégio seco a 105°C por 24 horas em estufa de secagem, devidamente
identificado e com sua massa anotada, e deixando secar em estufa de
secagem a 105°C por 24 horas. Ap6s a retirada do material da estufa, o
mesmo foi colocado para resfriar em dessecador com silica gel, pesando
posteriormente em balanca analitica Metler Toledo AE160. A umidade foi
calculada a partir da porcentagem de massa perdida apos a secagem (AOAC,
1995).

4.4.5 Solidos totais na vinhaca

Aliguota de 10 mL de cada amostra foi pesada em vidro de reldgio seco
a 105°C por 24 horas em estufa de secagem, devidamente identificado e com

sua massa anotada. ApOs a retirada do material da estufa, o mesmo foi
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colocado para resfriar em dessecador com silica gel, pesando posteriormente
em balanca analitica Metler Toledo AE160. A quantidade de solidos totais foi
encontrada pela diferenca entre a massa Umida e a massa seca (AOAC, 1995).

4.4.6 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

A quantificacdo de DQO foi realizada pelo método descrito pela APHA
(2005) que utiliza uma solucdo acida de cromo e aquecimento a 150°C por 120
minutos em bloco aquecedor para a digestdo das amostras e quantificacdo
colorimétrica, em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm, da
coloragdo formada pela oxidacdo do cromo em contato com a matéria organica

presente na amostra.

A solugéo digestora foi preparada adicionando-se 10,216 g de dicromato
de potéassio a 500 mL de agua destilada, a esta solucéo foram adicionados 167
mL de acido sulfurico p.a. e finalmente completou-se o volume com agua

destilada para um litro.

A padronizacdo da solucdo foi feita titulando-se solucbes de
hidrogenoftalato de potassio em gradiente de concentragdo, que foram
preparadas a partir da diluicdo sequencial de uma solucdo-mae de

concentracdo 425 mg.L™" e DQO teérica de 500 mg.L™.

Para a realizacdo da curva padrdo, as amostras padrdo foram
submetidas a digestdo sob aquecimento como descrito anteriormente e
analisadas em espectrofotometro quanto a sua absorbancia em comprimento

de onda especifico.

Os dados de DQO tedrica e absorbancia foram entdo inseridos em um
grafico, sendo a equacado da reta obtida deste gréafico utilizada como formula
para a conversdo de valores de absorbancia em DQO das amostras

analisadas.

A figura 4.3 apresenta um diagrama com cada etapa da analise de DQO

descrita acima. E necessario o preparo de um “branco” para a realizagdo desta
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utilizando agua desmineralizada no lugar da amostra.

analise, que segue o0 mesmo procedimento esquematizado abaixo, porém,

Testar solugbes de
Preparar solucéo concentragéo S Em tubo de ensaio
digestora conhecida em adicionar:
gradiente
Ler absorbancia em 150°C por 2 Aquecer 2 mL de amostra e
espectrofotdmetro a horal?s em bloco |€<—— 4 mL dasolugao
600 nm digestor: digestora

Utilizar equagéo da reta do teste com
concentra¢cdes conhecidas para converter
absorbancia em concentragéo

Figura 4.3: Diagrama de analise da DQO

4.4.7 Carbono organico total (TOC)

O carbono organico total das amostras foi determinado em analisador
TOC - LCPN SHIMADZU®. A andlise fundamenta-se na oxidacdo do material
organico da amostra a 720°C em presenca de atmosfera oxidante (ar sintético)
catalisada por alumina e platina, transformando o material em CO, e uma

mistura de gases incluindo agueles compostos de nitrogénio.

A quantificacdo de TOC é feita por um analisador de gases em
infravermelho (NDIR) com limite de deteccdo de 4,0 ug.L™ presente no préprio
equipamento que detecta a absorbancia do CO, a um comprimento de onda

especifico no espectro infra-vermelho.
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4.4.8 Nitrogénio total (NT)

A quantificacdo foi feita utilizando-se kit HACH® para determinacéo de
nitrogénio total utilizando-se o método 10071 do manual fornecido pelo préprio
fabricante do kit.

O método, descrito pela APHA (2005), fundamenta-se na transformacéo
do nitrogénio da amostra em nitrato através de uma digestdo alcalina com
adicdo de persulfato, e na formacao de cor pela reacdo do nitrato com um

acido cromotrépico em meio fortemente acido.

A figura 4.4 apresenta um diagrama com cada etapa da andlise
utilizando o kit supracitado. E necessario o preparo de um “branco” para a
realizacdo desta analise, que segue 0 mesmo procedimento esquematizado,

porém, utilizando agua desmineralizada no lugar da amostra.

Adicionar 1

envelope de
persulfato em 1
tubo de hidréxido

Pipetar 2 mL da

amostra para o
tubo de hidréxido

Aquecer em bloco
digestor:

Agitar vigorosamente
e aguardar 3 minutos

Adicionar

Adicionar

um envelope

do reagente
A

um envelope
do reagente
B

Agitar vigorosamente
e aguardar 2 minutos

Aguardar °
resfriamento lo?niﬁuptgrs %0
dos tubos
Pipetar 2 mL da Agitar

amostra digerida
para o tubo de
reagente C

delicadamente
e aguardar 5

minutos

analise

Ler absorbancia em espectrofotometro HACH® utilizando o programa relativo a esta J

Figura 4.4: Diagrama esquematico da determinacéo de nitrogénio total usando

kit HACH® (os envelopes aqui citados acompanham o kit)

Também para a quantificacdo de NT foi utilizado analisador TOC - LCPN

SHIMADZU®, cujo principio de analise se encontra no tépico 4.4.7.
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A diferenca para a quantificacdo de NT, entretanto, € o principio de
deteccdo, enquanto a analise de TOC se fundamenta na absor¢cdo do CO, a
um comprimento de onda especifico no espectro infra-vermelho, a
quantificacdo de NT se fundamenta na emissdo de um comprimento de onda
especifico apds a ozonizacdo dos gases compostos de nitrogénio e na

quantificacdo dessa emissao.

4.4.9 Fosforo Total (PT)

Fésforo total foi quantificado por colorimetria utilizando-se um kit
reagente Bioclin® seguindo-se o procedimento descrito na bula fornecida pelo

fabricante.

O método, descrito pela APHA (2005), se fundamenta na reacdo do
fésforo inorganico com o molibdato de amdénio formando fosfomolibdato de
amonio, que posteriormente é reduzido a azul de molibdénio, cuja intensidade
de cor desenvolvida € proporcional & concentracdo de fosforo presente na

amostra.

Por ndo haver realizado a hidrolise do material analisado, a
concentracdo de fésforo quantificada é do fosforo inorganico dissolvido e,

dessa forma, mais prontamente disponivel para 0 consumo microbiano.

A figura 4.5 apresenta um diagrama com cada etapa da analise
utilizando o kit supracitado. E necessario o preparo de um “branco” para a
realizacdo desta analise, que segue o mesmo procedimento esquematizado

abaixo, porém, utilizando agua desmineralizada no lugar da amostra.
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Efetuar leitura da
absorbancia a
650nm em
espectrofotdmetro

Agitar e deixar em
repouso por 5
minutos

y

<

Branco | Padrdo |Amostra
Nomear 3 tubos Adicionar reagentes Agua destilada | 2.5mL | 2.5mL | 2.5mL
como: Branco, de acordocoma |——> |Amostra - - 100pL
Amostra e Padrao tabela: Reagente n° 4 100uL -
Reagente n” 1 Tgota | 1gota | 1gota
Reagente n” 2 Tgotq | 1gota | 1gota

Adicionar 2 gotas do
Reagente 3 em cada
tubo

Aplicar a equacgéo
para a conversao de
absorbancia em
concentragédo (mg/L):

Aplicar a equacéo
para a conversao de
absorbancia em
concentracdo (mg/L):

———> Fosforo{mg/L) =

e

\!

Homogeneizar e
aguardar 2 minutos

Absorbincia daamostra

Absorbincia do padréo ®

Figura 4.5: Diagrama esquematico da determinacao de fosforo total utilizando o
kit Bioclin®

4.4.10 Composicao da biomassa

O teor lipidico foi medido sempre ao final da fase de estresse em

vinhaca, utilizando a biomassa centrifugada.

Separou-se aproximadamente 1,0 g da biomassa centrifugada para a

avaliacao do teor de agua como descrito em 4.4.4, para se conhecer a massa

inicial a ser extraida. Foi pesado entédo o equivalente a 1,0 g de massa seca do

material Umido centrifugado e a ele foram adicionados cloroférmio e metanol

em propor¢cdo a quantidade de &agua presente na amostra, seguindo a

propor¢cdo proposta por Bligh e Dyer (1959) de 1,0 2,0: 0,8

(cloroféormio:metanol:agua).

Em um tubo Falcon® de 50 mL,0 material sob extracdo foi deixado em
contato com o solvente por 12 horas e, em seguida, colocado em banho de
ultra-som por 20 minutos a fim de romper as células, aumentando a eficiéncia

de extracao.

Apés tratamento em banho ultrassom, o material foi distribuido em tubos
de centrifuga e centrifugado a 1260 g, separando o liquido sobrenadante e

repetindo mais duas vezes a extracdo sem sonicacdo com o centrifugado.
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Ao sobrenadante reunido das trés centrifugacdes foi adicionado
cloroformio suficiente para a separacdo de fases, sendo a fase organica

recuperada e evaporada em capela, e a fase aquosa descartada.

O material seco ap0s a evaporacdo do cloroformio foi pesado e tido

como a fracao lipidica da biomassa analisada.

O teor de proteinas foi obtido pela multiplicacdo do resultado da analise
de nitrogénio total da biomassa (como descrito em 4.4.7 e ilustrado na figura
4.4), pelo fator 6,25, obtendo com isso a quantidade de proteina por massa

seca.

A figura 4.6 apresenta um diagrama da extragdo lipidica pelo método
proposto por Bligh e Dyer (1959).

Calcular a Pesar o equivalente Adicionar
umidade da 21,0 g de amostra cloroférmio e
amostra seca em um tubo metanol
Falcon® \//
cIoron:j&CiL?n;:etanol Centrifugar Aguardar 12 Propgrgé}o 1:2:0,8
e Agua (1-é-o 8) a0 separar o <— horas <— (cloroférmio:metanol:
A sobrenadante agua)
centrifugado
. Adicionar .
Banho ngtrgfsraé € cloroférmio, metanol LS ngtrgragra(; €
Ultrasom por sobrgnadante e agua (1:2:0,8) ao sobrgnadante
20 minutos centrifugado \l/
Pesar o Secar a fase Pipetar a fase Adicionar cloroformio
. PN ) <— ao sobrenadante
extrato seco pipetada em capela organica (inferior) separado

Figura 4.6: Diagrama esquematico da determinacéo de lipidios totais na

biomassa, conforme adaptado de Bligh e Dyer (1959)
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4.5 Parametros Cinéticos

4.5.1. Velocidade especifica de crescimento

As velocidades especificas de crescimento foram determinadas através
da Equacéo 4.1, sendo que o valor maximo (Umax) foi obtido pela inclinacdo da
curva de crescimento semi-logaritima.

_1dX
T X dt

(Equacéo 4.1)
Onde:
u: Velocidade especifica de crescimento (h™)

X: Concentracdo de biomassa (mg.L™)

t: Tempo de cultivo (h)

4.5.2. Rendimento de substrato em bhiomassa

Para o calculo de rendimento de substrato (Yys) em biomassa foram
utilizados os dados de biomassa obtidos pelo método descrito em 4.4.1 e os
dados de DQO, NT e PT, descritos em 4.4.6, 4.4.7 e 4.4.8, respectivamente, e
sua consequente variagao no decorrer do tempo, de acordo com a Equacéo
4.2:

YX/S = —— (Equacéo 4.2)

Y,s: Rendimento de substrato em biomassa (mg.mg™)
X: Concentracdo de biomassa (mg.L™)

S: Concentracdo do substrato (mg.L™)
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4.5.3. Produtividade de biomassa

A produtividade de biomassa (Px) foi calculada utilizando os dados de
biomassa obtidos pelo método descrito em 4.4.1 e sua consequente variacao
no decorrer do tempo, de acordo com Equagéo 4.3:

Py = Tmir%o (Equacéo 4.3)

tprocesso

Onde:

Px: Produtividade de biomassa (mg.L™*.h™)

Xmax: Concentracdo de biomassa maxima (mg.L™)
Xo: Concentracdo de biomassa inicial (mg.L™)

tprocesso: T€MpO de processo (h)

4.5.4. Velocidade de consumo do substrato

A Velocidade média de consumo dos substratos (Cs) foi calculada
utilizando os dados de concentragédo obtidos pelos métodos descritos em 4.4.6,
4.4.7, 4.4.8 e 4.4.9 e sua consequente variacdo no decorrer do tempo, de
acordo com Equacéo 4.4:

p=—20% (Equacéo 4.4)

tprocesso
Onde:
r: Velocidade de consumo do substrato (mg.L™.h™)
So: Concentracao inicial do substrato (mg.L™)
S: Concentracao final do substrato (mg.L™)

tprocesso: T€MpO de processo (h)
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4.5.5. Coeficiente global de transferéncia gas-liquido

O coeficiente global de transferéncia de oxigénio géas-liquido (K.a) foi
obtido pelo método dinamico, considerando reoxigenacdo do meio e

concentracdo de oxigénio no regime permanente (Ca.), conforme Equacéao 4.5.

In (CAL - CAl)
K,a= (Ca—Cu)
(tz - tl)

(Equacéo 4.5)

Onde:

K.a: Coeficiente de transferécia gas-liquido (s'l)

CaL: Concentracdo de O, dissolvido em regime permamente (mg.L™)
Ca1: Concentracdo de O, dissolvido no tempo 1 (mg.L™)

Ca2: Concentracdo de O, dissolvido no tempo 2 (mg.L™)

t1: Tempo 1 (s™7)

t,: Tempo 2 (s7)

4.6. Andlise estatistica

Para a andlise dos dados obtidos nos ensaios de floculacéo, andlise de
variancia e teste t foram realizados com a finalidade de verificar a diferenca
estatistica entre cada ponto de amostragem (em triplicatas) utilizando o

software livre para pesquisa Instat® na versédo 3.36 e suas funcgdes.
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4.7. Ensaios exploratorios para a determinacdo das condicbes de
floculagéo da vinhaca

A vinhaca coletada em uma industria sucroalcooleira da regido de
Araras, diretamente das colunas de destilagcdo, a aproximadamente 95°C, foi
levada ao Laboratério de Microbiologia Aplicada (LABMAC) do
DTAISER/CCA/UFSCar onde foi acondicionada para os experimentos.

Os ensaios preliminares de floculacdo-coagulacdo-decantacdo de
vinhaca foram conduzidos empregando doses crescentes de Alx(SO4)s ou
Ca(OH), isoladamente em aliquotas de 1,0 L de amostra de vinhaca,
alcalinizando o meio para a inducdo da floculaggo com NaOH quando

necessario, até que fosse observado o fenébmeno da floculacao.

Testes com polimeros catiénicos Clariflot® SQ 20 e SQ 30 também

foram conduzidos, aplicando as dosagens sugeridas pelo fabricante.

ApoOs encontrada a faixa de pH onde ocorre a floculagdo com cada um
dos floculantes empregados, ensaios foram conduzidos com o auxilio de um
pHmetro Digimed DM-22 para encontrar o pH 6timo de floculagéo, elevando o
pH de 0,1 em 0,1, partindo do pH onde primeiro se observou a floculacédo e

recolhendo aliquotas de 50 mL a cada elevacao de pH.

Encontrados a dose e o pH 6timos para a floculagdo com cada
coagulante, experimentos foram conduzidos em “Jar-test” com o volume de 1,0
L em triplicatas, para a avaliacdo do tempo de sedimentacdo do floculado,
empregando-se agitacdo inicial de 1,5 g por 5 minutos seguida por 0,4 xg por
10 minutos e entdo 0,1 xg por 5 minutos como feito por Gongalves e Silva
(2000), cessando a agitacdo e iniciando a contagem do tempo com o

crondmetro a partir deste momento.

A eficiéncia na remocdo de solidos suspensos pelos coagulantes foi
avaliada através das determinacbes de DQO, NT, PT e sdlidos totais na
vinhaca bruta, tratada e no material sedimentado. Além disso, a velocidade de

sedimentacao foi utilizada como critério para selecionar as condicbes de pH
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otimo para coagulacdo, sendo determinada utilizando-se régua e cronémetro

para o célculo da velocidade média de decantacdo apos o cessar da agitacao.
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5 Resultados e discussao

5.1 Cultivos preliminares de Desmodesmus subspicatus em biorreator de
bancada com vinhaca bruta

5.1.1 Sistema de cultivo em batelada simples por 30 horas

Os ensaios preliminares foram realizados com amostras de vinhaca
bruta submetidas apenas a centrifugacdo para se verificar inicialmente as
velocidades de crescimento de D. subspicatus em cultivo heterotréfico com
vinhaca bruta, de consumo de nutrientes e o tempo ideal de batelada com base
nesses parametros, servindo também para verificar as possiveis limitacdes,
dificuldades e parametros com maior necessidade de controle no cultivo

heterotréfico de D. subspicatus.

A Figura 5.1 apresenta as curvas de crescimento em termos de
biomassa de D. subspicatus em vinhagca bruta para ensaios com e sem

controle de pH em biorreator de bancada.

45001
4000- § §
3500- 5 ° ° 55

3000-
2500- &

20004 g © -
1500-
1000 o © ©

5004 o o B

Biomassa (mg.L)

o

0 ! i ! i ! i ! i ! i ! i !
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (horas)
Figura 5.1: Curvas de crescimento de Biomassa em vinhaca bruta centrifugada

em biorreator de bancada para ensaio com (o) e sem (o) controle de pH
(barras de erros indicam o desvio padréao das triplicatas dos pontos)
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De acordo com os dados, verifica-se que, apesar da concentracao final
apresentar um valor superior para 0 ensaio com controle de pH, as velocidades
especificas de crescimento maximas (Umax) foram similares para ambos os
casos, ficando em torno de 0,09 h™, o que indica um tempo de geracdo de
aproximadamente 7,7 horas. Esta similaridade entre as velocidades especificas
de crescimento méaximas aponta que a diferenca final de concentragfes foi
devida apenas a diferenca entre as concentracdes iniciais de biomassa nos
dois ensaios, ocasionada por uma dificuldade na obtencdo de indculo
padronizado nestes ensaios preliminares. Entretanto, sabe-se que a avaliacao
da cinética de crescimento € mais importante do que a concentracao final de
biomassa obtida. Além disso, os valores de pmax encontrados estdo de acordo
com as informacdes reportadas na literatura para este micro-organismo, em
torno de 0,05 h conforme os dados obtidos por Matinez et al.(2000) em
cultivos da microalga Scenedesmus obliquus. Sendo assim, foi desconsiderado
o efeito do controle de pH como parametro de processo para a condug¢ao dos

proximos ensaios.

Para verificar a qualidade da biomassa produzida, a contagem celular de
D. subspicatus em camara de Neubauer e de heterotréficos totais em Petrifilm®

foram realizadas.

A Figura 5.2 apresenta os resultados das contagens de D. subspicatus
durante a batelada simples de 30 horas com vinhaga bruta centrifugada sem
ajuste de pH.

E possivel verificar um crescimento celular nas primeiras 9 horas de
cultivo e seu decréscimo a partir deste momento até as 15 horas, quando se
estabiliza praticamente na concentracdo celular inicial. Cabe ressaltar que a
contagem celular que inicia em torno de 8 x 10" células. mL™, o que é préximo
a 10° células. mL™?, ndo havendo portanto um aumento de um ciclo logaritmo
durante o cultivo, conforme ja havia sido evidenciando na Figura 5.1. A
discussédo destas curvas € dificultada pela auséncia de dados na literatura

sobre a contagem de células de microalgas durante os cultivos.
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Figura 5.2: Contagem celular de D. subspicatus em batelada simples de 30
horas em vinhaca centrifugada sem controle de pH (barras de erros indicam o
desvio padréo das triplicatas dos pontos)

O monitoramento e o controle da contaminag¢ao nos cultivos visando
a producao de biomassa de microalgas é outro aspecto que carece de estudos
na literatura. A Figura 5.3 apresenta os resultados de contagem de
heterotréficos totais no ensaio de batelada simples com vinhacga centrifugada
sem ajuste de pH e mostra um desenvolvimento exponencial dos

contaminantes neste ensaio a partir de 10 horas de cultivo.

A alta contaminacdo da biomassa produzida por bactérias mostra uma
fragilidade dos cultivos heterotréficos de microalgas e a baixa confiabilidade na
quantificacdo de biomassa por gravimetria quando a composi¢cao da biomassa
é relevante, dessa forma a contagem especifica do micro-organismo em estudo
e dos contaminantes torna-se fundamental para a qualificacdo dos resultados
obtidos.

Apesar da contaminacdo bacteriana ser citada amplamente na

literatura como uma das grandes desvantagens do cultivo heterotrofico de
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microalgas (Perez-Garcia et al., 2011), os trabalhos ndo costumam quantificar
este efeito no cultivo e na biomassa produzida.

400
350 —
300 +
250 —

200 -

Bactérias (x10'UFC.mL™)

150

100

50 +————————

Tempo (Horas)

Figura 5.3: Contagem de bactérias heterotroficas em batelada simples de 30
horas em vinhaca centrifugada sem controle de pH.

Neste contexto, a Figura 5.4 apresenta as curvas de demanda quimica

de oxigénio (DQO) e nitrogénio total (NT) na vinhaca durante o ensaio em
reator de bancada sem o controle de pH.

De acordo com as curvas, verificaram-se remogdes de DQO e NT em
torno de 40 e 50%, respectivamente, nas 30 horas de ensaio. Apesar destes
resultados indicarem um representativo consumo de matéria organica e
nutrientes, esta eficiéncia ndo seria suficiente para adequar a vinhaca do ponto
de vista ambiental de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005, que
estabelece as condicdes padrdo de lancamento de efluentes a valores
maximos de 10 mg.L™ para DBO e 20 mg.L™ para o nitrogénio amoniacal total,

dependendo da classe do corpo receptor.
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Figura 5.4: Curvas de DQO (o) e NT (o) da vinhaca bruta centrifugada durante
o cultivo de Desmodesmus subspicatus sem controle de pH

Entretanto, pode-se considerar viavel o cultivo de Desmodesmus
subspicatus em vinhaca e o0 uso de microalgas como uma das etapas de
tratamento desta &gua residuaria do setor sucroenergético. Além disso, se
considerarmos 0 aproveitamento deste subproduto para a geracdo de
biomassa com valor comercial, € importante salientar o elevado rendimento
médio de DQO em biomassa (Yyxs) calculado a partir dos dados apresentados
nas figuras 5.1 e 5.4. O valor médio em torno de 0,55 mgBio,m,\ssa.ngQo'1 obtido
para o periodo indica uma alta conversdo da matéria organica disponivel em
biomassa, maior que aquela descrita por Bastos et al. (2010) para a
cianobactéria Aphanothece microscopica em efluente da parboilizacdo do
arroz de 0,17 mg.mg™>, mas compativel com o rendimento de 0,58 mg.mg™
apresentado por Leesing et al. (2013) para uma linhagem de Chlorella sp.

cultivada em meio sintético suplementado com 20 g.L™ de glicose.

Analisando ainda a Figura 5.4, pode-se notar um alto consumo do

substrato até 20 horas de cultivo, quando essa velocidade desacelera e ocorre
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pouca variagdo nas concentracdes tanto de DQO quanto de NT. Este
comportamento sugere o consumo mais intenso dos substratos prontamente
disponiveis durante as primeiras 20 horas, restando ap0s essa fase o0s
elementos mais recalcitrantes e de complicada assimilacdo biolégica. Por
tratar-se de uma agua residuaria da destilacéo alcodlica, a vinhaca € composta
basicamente por moléculas organicas de alta massa molar e sais, sendo, por
este motivo, de assimilacdo complicada de parte da matéria organica nela

presente.

O monitoramento da concentracdo de oxigénio e CO, dissolvidos no
meio de cultivo para o ensaio sem controle de pH podem ser visualizados na

Figura 5.5.
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Figura 5.5: Concentracéo de oxigénio (o) e gas carbdnico(o) na vinhacga bruta
centrifugada durante o cultivo de Desmodesmus subspicatus sem controle de
pH

Durante o periodo verifica-se uma queda na concentracdo de O, e
aumento de CO, dissolvidos entre 10 e 20 horas, durante a fase de
crescimento exponencial dos micro-organismos e periodo de consumo mais

intenso de substratos.
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Apos 20 horas foi possivel notar uma diminuicdo na producdo de CO; e
um gradativo aumento no O, dissolvido no meio, 0 que demonstra uma
diminuicdo no consumo de matéria organica pelos micro-organismos presentes
no meio. Esse fato corrobora com a hipotese de que apds 20 horas o substrato
presente no meio € de complicada assimilacdo bioldgica e por esse motivo
estagna-se 0 consumo de nutrientes e consequentemente o0 crescimento

bioldgico.

Cabe ressaltar a baixa demanda de oxigénio, mantendo o teor em
torno de 80% da saturacdo com ar. Muitas espécies de microalgas e
cianobactérias apresentam metabolismo heterotrofico em cultivos na auséncia
de luminosidade e com disponibilidade de moléculas organicas soluveis, tais
como agucares, acidos organicos e acetato (Fay, 1983; Fay, 1992). No entanto,
sao raros os trabalhos na literatura que mencionam a demanda de oxigénio
para estabilizacdo dos substratos organicos, mesmo que estes aspectos sejam
fundamentais para a aplicagdo destes micro-organismos no tratamento
bioldgico de efluentes agroindustriais (Oren & Shilo, 1979; Bastos et al., 2004;
Queiroz et al., 2007).

A transferéncia de oxigénio para as células é um dos fenbmenos mais
importantes na manutencado do crescimento dos micro-organismos. Assim, o
coeficiente global de transferéncia de massa gas-liquido (K a) € a variavel mais

importante a ser considerada nestes processos.

Em meio liquido, a transferéncia de oxigénio depende da forma e de
tamanho do biorreator e do sistema de agitacdo e aeracdo (Durand, 2003).
Nestes casos, 0 K a tem sido bem definido para avaliar o transporte de massa,
sendo usado para expressar a capacidade do equipamento de transferir

oxigénio independentemente do volume do reator.

Apesar de algumas correlacdes serem utilizadas para predizer K.a em
cultivos microbianos (Montes et al., 1999; Galaction et al., 2004), a
determinacdo experimental pelo método dindmico é a mais utilizada em escala
de laboratério para reatores de mistura (Doran, 1995), e apesar de ser uma

ferramenta fundamental no estudo do escalonamento de processos aerébios, é
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dificil encontrar na literatura trabalhos que estimem K,a em cultivo de

cianobactérias (Bastos e Queiroz, 2008).

Neste sentido, a Figura 5.6 apresenta a curva de determinacdo de K,a
pelo método dinamico, sendo obtido um valor em torno de 0,0012 s™ para o
biorreator de bancada utilizado. Este valor encontra-se na mesma ordem de
grandeza dos obtidos em biorreatores de mistura para bactérias, leveduras e
fungos com baixa relacdo aeracdo/volume (Montes et al., 1999; Galaction et
al., 2004).
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Figura 5.6: Curva de determinacdo de KLa no biorreator de bancada com
vinhacga a 25°C. As setas indicam o corte (esquerda) e a realimentacéo (direita)
de ar a vazao de 1 VVM

Apesar disto, cabe ressaltar, conforme apresentado na Figura 5.5, que
as exigéncias de oxigénio para as microalgas heterotroficas sdo bem inferiores
aguelas reportadas para bactérias e fungos, o que sugere viabilidade de cultivo
e condicbes nado limitantes de oxigénio para crescimento destes micro-

organismos. Estes dados indicam exigéncias simples de aeracdo e, assim
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como a pouca influéncia do controle de pH, sugerem a viabilidade do

escalonamento deste processo.

A andlise da composicdo da biomassa recuperada de Desmodesmus
subspicatus ao final destes ensaios preliminares em vinhaga centrifugada sem
controle de pH apresentou teores de proteinas e lipidios em torno de 15,6% e

3,8%, respectivamente.

Considerando esses valores, verificam-se na Tabela 5.1 produtividades
similares aos valores encontrados na literatura (Rodolfi et al., 2009; Chen et al.,
2011).

Tabela 5.1: Produtividades em termos de biomassa, proteinas e lipidios para
cultivo de Desmodesmus subspicatus em vinhaca bruta centrifugada sem
controle de pH

Parametro Valor (mg L™ dia™)
Produtividade em biomassa 1831
Produtividade protéica 291
Produtividade lipidica 69

Entretanto, € importante salientar que os referidos trabalhos reportam
produtividades obtidas para cultivos realizados em meio padréo, ou seja, sem a
limitacdo de nutrientes e em condicbes fotoautotroficas. Sendo assim, os
resultados de produtividade obtidos para estes ensaios exploratorios foram
promissores, uma vez que sao oriundos de cultivos a partir de aguas

residuarias em sistema heterotrofico ndo convencional.

As produtividades protéica e lipidica obtidas deveram-se mais a alta
concentracdo de biomassa atingida do que efetivamente ao seu percentual na
composicdo da biomassa, uma vez que os teores de proteinas e lipidios foram

apenas de 15,6 e 3,8%, respectivamente, como citado anteriormente.

Estes resultados sugerem um encaminhamento estratégico diferente do

que tem sido adotado e citado na literatura para acumulo de lipidios e produc¢éo
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de biodiesel por microalgas, ou seja, a busca por micro-organismos que
apresentem altos teores de lipidios na biomassa (Miao e Wu, 2006; Chisti,
2007), o que deixa claro que a producdo de biomassa é tdo importante quanto
o acumulo de lipidios para tornar viavel a utilizagcdo de microalgas como fonte

de matéria prima para a fabricacdo de biocombustiveis.

5.1.2 Sistema de cultivo em batelada simples com resfriamento

Independentemente da qualidade da biomassa produzida nos ensaios
exploratorios do item 5.1.1, buscou-se o acumulo de lipidios na biomassa
induzido pelo stress em um ensaio com reducdo da temperatura de cultivo,
conforme apresentado na Figura 5.7.
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Figura 5.7: Curva de crescimento de biomassa em vinhaga bruta centrifugada
para ensaio com resfriamento de 25 para 15°C

De acordo com o comportamento da curva, observou-se uma fase de
adaptacdo prolongada de cerca de 12 horas, seguida de duas fases de

crescimento até as 18 horas e apds as 21 horas de cultivo em vinhaca. Na
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primeira fase exponencial, 0s micro-organismos cresceram a uma velocidade
especifica de crescimento méaxima (Umac) de 0,14 h™ até 18 horas a 25°C. Caso
permanecesse neste regime de crescimento a esta temperatura, o cultivo teria
o potencial de atingir a concentracdo méxima de 9800 mg L™ em 27 horas, de

acordo com a equacgdo 5.1, onde X, € a concentragdo inicial e X é a

concentracéo de biomassa apdés transcorrido o tempo t.

X= X, eHmaxt (Equacéo 5.1)

Entretanto, com a reducdo da temperatura para 15°C, houve uma
discreta queda na pmax para 0,12 h™* em decorréncia do resfriamento, levando a
uma concentragdo maxima em 27 horas de 7700 mg L™.

Por outro lado, analisando as figuras 5.8 e 5.9 percebe-se que o fator
mais relevante para a geracdo de biomassa neste ensaio ndo foi
necessariamente a multiplicacao celular de D. subspicatus, mas possivelmente
0 acumulo de material intracelular pela biomassa e a multiplicacdo dos

contaminantes heterotroéficos.

Com uma fase de adaptacdo de cerca de 12 horas ap0s o resfriamento e
uma continuidade no desenvolvimento apés esse periodo pode-se concluir que
o resfriamento foi um fator menos critico para os organismos contaminantes do

gue para D. subspicatus.
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Figura 5.8: Contagem de D. subspicatus em vinhaca bruta centrifugada em

Figura 5.9:

Bacterias heterotroficas (x10° UFC.mL™)

30000

10000

5000

ensaio de resfriamento

18h

resfriamento

25°C

15°C

0 5 10 15 20 25

Tempo (horas)

30

Contagem de heterotroficos totais em vinhaca bruta centrifugada

em ensaio de resfriamento

De acordo com Xin et al (2011), os fatores que mais influenciam o

acumulo de

lipidios na biomassa microalgal

sao

luminosidade,

COy,

temperatura, adicdo de carbono organico exdégeno e ions férricos. De todos 0s

parametros mencionados, a temperatura € agquele que mais afeta o
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crescimento microbiano e a atividade metabdlica. Assim, os autores reportam
teores de lipidios em Scenedesmus sp. superiores nos cultivos em
temperaturas entre 10 e 20°C, na ordem de 30% (base seca). Mesmo assim,
cabe ressaltar que estes autores realizaram ensaios em meio fotossintético
avaliando a biomassa gerada por densidade Otica, obtendo perfis de
crescimento muito similares para a faixa de temperatura entre 10 e 30°C, com
contagens méaximas em torno de 10’ células por mL. Além disso, foram obtidas,
por esses autores, velocidades especificas de crescimento maximas na faixa
de 0,2 a 0,8 dia™, valores bem inferiores aos resultados cinéticos calculados a
partir da Figura 5.7. Desta forma, o crescimento apontado pelos autores pode
ter sido ocasionado por contaminantes, considerando um periodo de cultivo de
14 dias.

Conforme ja mencionado, a composicdo quimica das microalgas €
influenciada por diversas condicdes ambientais, tais como temperatura e
luminosidade. Entretanto, a literatura ainda € controversa quanto ao efeito da
temperatura no teor de lipidios, apesar da indicacdo de que o resfriamento leva
a um aumento na relacdo entre acidos graxos insaturados e saturados na
biomassa microalgal (RENAUD et al., 2002).

Em trabalho mais recente, Roleda et al. (2013) reportam exatamente a
consideravel correlacdo negativa entre o crescimento e o conteudo de acidos
graxos nas microalgas. Os autores, estudando seis microalgas oleaginosas
(Thalassiosira pseudonana, Odontella aurita, Nannochloropsis oculata,
Isochrysis galbana, Chromulina ochromonoidese Dunaliella teretiolecta),
observaram que a resposta a condicfes de estresse leva a uma reducao na
insaturacdo de acidos graxos com um aumento na taxa de producdo de

triglicerideos.

Neste contexto, torna-se fundamental o estudo da fisiologia das
microalgas para que se possa avancar na producao de biomassa em diferentes
condicbes de temperatura e luminosidade. Quando se trata de um sistema
heterotréfico de cultivo, ao invés da luminosidade, a fonte de carbono orgéanico
e a quantidade de nitrogénio sdo os fatores que mais interferem na composi¢éo

quimica da biomassa gerada. Nesse sentido, a assimilacdo de acetato tende a
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aumentar a sintese de acidos graxos em microalgas devido a maior atividade
da malato desidrogenase (Perez-Garcia et al., 2011). Sendo assim, no caso do
aproveitamento de aguas residuéarias para producao heterotrofica de biomassa,
é fundamental a caracterizacdo quimica do meio, principalmente em termos de

carbono e nitrogénio.

A quantificacdo dos lipidios da biomassa resultante deste ensaio
apontou um teor de apenas 2,2%, resultado menor que aquele obtido em
batelada simples. Isso sugere novamente que a biomassa obtida apresenta
uma fracdo de contaminantes bacterianos, nos quais o teor lipidico €

comumente baixo (Gao, et al., 2012; Thevenieau & Nicaud, 2013).

De acordo com os resultados obtidos, a produtividade lipidica desta
biomassa em vinhaca foi elevada de 69 (Tabela 5.1) para 108 mg L™ dia™.
Entretanto, este aumento na producédo de lipidios totais se deu novamente pela
alta produtividade em biomassa e ndo pelo aumento no teor lipidico da mesma,
0 que ndo permite maiores conclusdes a respeito do efeito da temperatura no

acumulo de lipidios em D. subspicatus.

5.1.3 Sistema de cultivo em batelada alimentada

De acordo com Doran (1995), as operacdes em batelada alimentada
(fed-batch) envolvem intermitente ou continua entrada de substrato, com
suplementacdo de nutrientes, diluicio do meio de cultivo e obtencédo de
massas celulares elevadas.

A figura 5.10 apresenta a curva de crescimento da biomassa em vinhaca
bruta centrifugada adicionada ao reator a um fluxo de alimentacéo de 67 mL.h
1 ou seja, partindo-se de 1 L para atingir um volume final de 3 L em ensaio de

batelada alimentada por 30 horas.

52



2600
2400
2200
20004
1800 0
1600

1400

Biomassa (mg.L™)

1200
1000

800

T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (horas)

Figura 5.10: Curva de crescimento de biomassa para ensaio em batelada
alimentada com vinhaca bruta centrifugada.

O in6culo foi mais concentrado quando comparado aos experimentos
anteriores, uma vez que foi utilizada a mesma quantidade em massa referente

ao reator cheio, contendo apenas 1/3 do volume total.

Foi possivel observar que a taxa de diluicho do meio superou a
velocidade de crescimento da biomassa até as 12 horas de cultivo, quando a

curva tornou-se ascendente.

Como foi possivel verificar pela contagem de D. subspicatus na Figura
5.11, novamente a implementacdo da biomassa foi provavelmente devida ao
acumulo de material intracelular e/ou a evolucdo da contaminacdo do meio.
Entretanto, € possivel concluir que houve crescimento celular no periodo ja que
a concentracdo celular se manteve praticamente estével, diluindo-se menos

que o esperado devido a alimentacéo de vinhaca.
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Figura 5.11: Contagem de D. subspicatus em vinhaca bruta centrifugada em
ensaio de batelada alimentada com vinhaca bruta centrifugada

A contaminacdo bacteriana foi maior que em qualquer outro ensaio
realizado, sendo possivel apenas ser quantificada até as 9 horas de cultivo,
tamanha a necessidade de diluicdo das amostras apés esse periodo (>107).
Assim, a andlise por Petrifilm® foi inviavel, ndo sendo apresentada. Este
aspecto tem um efeito bastante pronunciado no ensaio em fed-batch devido a

alimentagao constante de vinhaca no reator.

A variagdo de biomassa no reator em regime de batelada alimentada
pode ser avaliada de acordo com o balanco de massa proposto pela Equacéo
5.2, onde D € a taxa de diluicdo (relacdo da vazéo de alimentagéo e o volume
do biorreator). Assim, conforme verifica-se na Figura 5.10, X pode permanecer
praticamente constante, ou seja, a concentragdo celular final ser similar a
inicial. Apesar disto, houve um acumulo de biomassa no reator, sendo a queda
na concentracao celular nas primeiras 10 horas devido ao efeito da diluicéo.
Entretanto, apesar da concentracao final ter sido atingida para um volume
maior, a produgéo de biomassa foi inferior aos ensaios anteriores em batelada

simples, sugerindo que a operacao em batelada alimentada pode ser complexa
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quando o0 meio € composto por aguas residuarias, devido a dificuldade de

controle dos contaminantes através do sistema de alimentacgéo.

& =X(u-D) (Equagéo 5.2)

5.1.4 Repeticdo do cultivo de D. subspicatus em biorreator de bancada com
vinhaca bruta centrifugada

Com a finalidade de repetir o primeiro ensaio conduzido no reator de
bancada com a vinhaca bruta sem qualquer pré-tratamento além do ajuste
inicial de pH e centrifugacdo dos sdlidos suspensos, apdés 0S ensaios
preliminares, procedeu-se novamente um cultivo de 30 horas, dessa vez
autoclavando a vinhaca diretamente no reator e adicionando a biomassa
centrifugada ao invés de cultivar a biomassa e decanta-la no reator e, ap0s sua

decantacéo, adicionar a vinhaca autoclavada.

Esse procedimento permitiu menos contato da vinhaca diretamente com
0 ar externo ao reator e diminuiu a carga inicial de contaminantes provenientes
do inb6culo por sua separacdo durante a centrifugacdo a 5 xg (forca
relativamente baixa para a separacdo de bactérias do sobrenadante, mas
empiricamente constatada como suficiente para separar D. subspicatus do

mesmo).

Esse novo ensaio apresentou a curva de crescimento conforme

observado na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Curva de crescimento de biomassa em vinhaca bruta centrifugada.

Neste ensaio foi possivel a obtencdo de uma quantidade grande de
biomassa, cerca de 4 vezes maior que a inicial. Conforme se pode verificar na
figura 5.13, a microalga D. subspicatus chegou a dobrar sua contagem celular
dentro das primeiras 9 horas de cultivo, porém essa concentracao tendeu a
decrescer deste momento em diante, diferentemente das bactérias que
chegaram a uma elevacao de praticamente trés ciclos logaritmicos, como foi

possivel observar na figura 5.9.

De acordo com a contagem celular, concluiu-se que a biomassa obtida
por filtracdo ndo estava representando exatamente o desenvolvimento celular
de D. subspicatus nos ensaios, mas uma meédia entre a proliferacdo de D.
subspicatus, seu acumulo de material intracelular e o desenvolvimento dos

contaminantes.

Também foi possivel observar um padréo entre as contagens celulares
de quase todos os cultivos preliminares independentemente do tratamento ou
do modelo estudado: um pico de crescimento apareceu sempre dentro das
primeiras 9 horas, indicando que neste periodo a microalga estava
respondendo ao estimulo da vinhaga, iniciando um colapso da populagéo logo

apos esse periodo.
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Figura 5.13: Contagem celular da microalga Desmodesmus subspicatus
durante cultivo em vinhaga bruta centrifugada.

Considerando essa observagao, concluiu-se que as bateladas deveriam
ter tempo reduzido de forma a manter a populacéo de microalgas ainda viavel e
crescendo e a contaminacdo bacteriana sob controle, evitando que essa se
torne majoritaria no meio de cultivo. Assim, 0s proximos ensaios foram
mantidos por 9 horas, momento em que ha elevado desenvolvimento celular e

uma contaminacao bacteriana ainda discreta.

Os problemas de contaminagdo por bactérias ou outras microalgas séo
relatados para todos os sistemas de producdo de biomassa microalgal,
inclusive os fotoautotroficos, os quais tendem a ter tempos de residéncia
elevado (Perez-Garcia et al, 2011). Entretanto, as pesquisas a respeito desses
processos limitam-se a indicar a ocorréncia de contaminagéo do ponto de vista
qualitativo, apresentando pouca objetividade ou propondo alternativas para

minimizar ou contornar tais problemas.

O tempo de processo € um dos parametros mais importantes nos
cultivos em batelada. De acordo com Doran (1995) o tempo de batelada ideal

pode ser definido como:
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th=— In(xf) (Equacéo 5.3)

MmMax X_o

onde t, é o tempo de batelada, umax € a velocidade especifica de
crescimento maxima, e Xs e Xo as concentracdes final e inicial de biomassa,
respectivamente.

Considerando os dados de aumento de biomassa obtido nos ensaios
com vinhaca bruta centrifugada, conforme dados da Figura 5.1, temos que X; é
aproximadamente 3 vezes a concentracdo inicial Xy, enquanto 0 Pmax vale
aproximadamente 0,1 h™. Sendo assim, o t, ideal calculado est4 em torno de
10 h, ou seja, proximo do valor que foi adotado para minimizar os efeitos da

contaminacao bacteriana.
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5.2 Tratamento fisico-quimico da vinhaca

Todos os ensaios realizados neste trabalho utilizaram vinhaca de um
mesmo lote de coleta, sendo os seus valores iniciais de pH, DQO, NT, PT e
sélidos totais, para a vinhaca bruta sem qualquer tipo de tratamento ou

separacao, apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Concentragdes iniciais de nutrientes da vinhaga utilizada nos
ensaios.

pH DQO NT PT Solidos totais
(mgL™) (mgL™) (mgL™) (oL
3,5 35181 £ 703 404 + 35 1,6+0,3 26,22

*DQO: demanda quimica de oxigénio; NT: nitrogénio
total; PT: fosforo total

5.2.1 Ajuste de pH e floculagao da vinhaga

Conhecendo o carater tamponante da vinhaga e a grande quantidade de
hidroxido necessaria para ajustar o seu pH para 7,0 (aproximadamente 3 g.L™
de NaOH), a proposta foi estudar a utilizacdo de outro agente alcalinizante em
substituicdo ao NaOH com a proposta de diminuicdo de custos, pensando em

um possivel aumento de escala futuro.

Como primeira alternativa, foi utilizada a cal extinta (Ca(OH),) de padréo
comercial, que € conhecidamente um insumo de baixo custo utilizado na
construcéo civil e também comumente utilizado nas usinas de agucar e alcool

no pré-tratamento do caldo de cana para a fabricacao de acucar.

A alteracdo do pH da vinhaca pela cal foi mais lenta quando comparada
com a alteracdo quase instantanea observada com NaOH, causando uma

elevacéo lenta e gradual do pH deste efluente.

No primeiro ensaio de ajuste do pH com a cal foi adicionada uma dose
excessiva fazendo com que o pH se elevasse muito acima de 7,0,
aproximando-se de 11,0. Uma intensa floculagdo do coldide presente na
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vinhaca foi observada com a adicdo de aproximadamente 25 g.L*' de cal
extinta, conforme verificado na Figura 5.14.

-

Figura 5.14: Aspecto da amostra de vinhaca e coldide floculado com cal extinta

Com a intengao de confirmar se o resultado de floculagéo obtido com a
cal extinta foi devido a acdo do Ca(OH), ou algum contaminante presente na
cal comum utilizada, foi testado o Ca(OH), p.a., obtendo a confirmacdo do
potencial floculante deste reagente em vinhaga a partir do pH 11,4. A aparéncia
da vinhaca apos a decantacdo é apresentada na Figura 5.15.

Figura 5.15: Triplicatas de vinhaca ap6s decantacdo em Jar-test utilizando
Ca(OH); p.a. como coagulante
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Com a finalidade de verificar se a floculagdo observada foi devida
exclusivamente ao elevado pH alcancado, realizou-se um ensaio utilizando
como coagulante o NaOH. Nessas condicbes néo foi observada nenhuma
floculacdo, apontando a negacédo da hipotese, mesmo quando o pH foi elevado
al2.9.

Para aproveitar a amostra, decidiu-se aplicar 100 mg.L™ de Al;(SO4)s
(concentracdo comumente empregada para o tratamento de efluentes) aos
testes feitos com NaOH com a intencao de verificar se esse conhecido, e
amplamente utilizado, floculante também era capaz de flocular os coloides da
vinhaca, podendo servir como um padrao de comparagao para 0S ensaios com

Ca(OH),, caso fosse observado resultado positivo.

O resultado apresentou-se como esperado e, quase instantaneamente,
foi possivel verificar a formag&o dos flocos. A figura 5.16 ilustra a aparéncia da
vinhaca ap6s decantacdo com 100 mg.L™ de Al,(SO4)s a pH aproximadamente
12,9 ajustado com NaOH.

Nessas mesmas condicdes, uma intensa floculacdo do coldide presente
na vinhaca foi observada quando se adicionou aproximadamente 25 g.L™ de

cal extinta a vinhaca dos ensaios feitos com NaOH.

Figura 5.16: Triplicatas de vinhaca decantada em Jar-test apds adicao de
Al>(SO4);3 e pH ajustado para 12,9 com NaOH.
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Observado esse fendbmeno, o estudo sobre as alternativas de uso do
NaOH para a neutralizacdo do pH da vinhacga foi reavaliado, dando preferéncia
a avaliacdo da clarificacdo da vinhaca previamente ao cultivo de D.

subspicatus.

Para quantificar a eficiéncia da floculacdo, selecionou-se o pH 6timo de
floculacdo considerando a velocidade de decantacdo (Figura 5.17) e sua
relacdo com o pH do meio para os testes com o pH ajustado com Ca(OH), e

com o pH ajustado com NaOH e adicdo de Aly(SO,)s.
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Figura 5.17: Velocidades de sedimentagc&o do material suspenso em relagcdo ao
pH do meio usando Ca(OH), (o) e Alx(SO4)s (A)

Observa-se que a floculacdo comeca com um pH mais baixo para o
Ca(OH), e que também uma adicdo maior deste reagente ndo foi capaz de
elevar o pH para cima de 12. Por outro lado, a floculagcdo comeca a um pH
mais elevado quando conduzida com a adicdo de NaOH e Al;(SO,)s, atingindo

uma estabilidade de pH por volta de 12,9.

Nota-se que a velocidade de decantacdo tende a diminuir com o
aumento do pH, sendo mais rapida ao pH 11,5 ajustado com Ca(OH), e 12,2

quando ajustado com NaOH com adicéo de Aly(SO,)s.
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A velocidade de sedimentacdo foi escolhida como parametro a ser
analisado apd6s a verificacdo pratica de que, em condicdes de pH mais
elevadas, em ambos 0s casos, o coldide demorava mais a sedimentar do que

em condi¢des de pH menos elevadas.

Também para verificar a eficiéncia da floculagcéo foi avaliada a DQO do
sobrenadante para ambos os tratamentos. O decaimento é demonstrado na
figura 5.18, onde podemos verificar uma diminuicdo méxima da DQO de 40%
para a floculacdo conduzida com Ca(OH), em pH 11,9 e de 60% com a
utilizacao de Alx(SO4); em pH 12,3 ajustado com NaOH. Isto corresponde ao
que é citado na literatura por Gongalves e Silva (2000) em ensaios com 6xido
de célcio e sulfato ferroso em vinhaca, sendo obtidas remogdes de 52 e 44%,

respectivamente, em pH préximo a 12.
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Figura 5.18: Remoc¢éo da DQO no sobrenadante ap0s a decanta¢cdo com
Ca(OH). (o) e Alx(SO4)s3 (A)

As Tabelas 5.3 e 5.4 apresentam a analise de variancia entre as médias
de cada pH testado em ensaio com Ca(OH); e Aly(SO,)s, apontando diferenca

significativa ao nivel de 5% em ambos 0s ensaios.
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Tabela 5.3: Analise de variancia das médias de decaimento da DQO no ensaio

conduzido com Ca(OH),

G.L. S.Q. Q.M. F Prob.
Testes 5 22333186 4466637 7.6 0.002
Residual 12 7067007 588917

Total 17 29400193

Média geral 23264

s (Residual) 767.4

Coeficiente de variacdo 3.3%

*GL: graus de liberdade; S.Q: soma de quadrados; Q.M: quadrado médio; F:

resultado do teste F; Prob: probabilidade

Tabela 5.4: Analise de variancia das médias de decaimento da DQO no ensaio

conduzido com Aly(SO4)3

G.L. S.Q. Q.M. F Prob.
Testes 8 46868061 5858508 24 0.057
Residual 18 43576716 2420929
Total 26
Média geral 15841
s (Residual) 1556
Coeficiente de variacdo 9.8 %

*GL: graus de liberdade; S.Q: soma de quadrados; Q.M: quadrado médio; F:

resultado do teste F; Prob: probabilidade

A comparacdo mdultipla de médias pelo teste LSD (menor diferenca

significativa) de Fisher para o ensaio utilizando Ca(OH), é apresentada na

Tabela 5.5 e nos mostra que houve apenas diferenca significativa entre o pH

11,9 e os demais, com o pH 11,7 aparecendo como um intermediario e

pertencendo aos dois grupos formados.
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Tabela 5.5: Comparacao entre as médias de DQO com o aumento do pH com

Ca(OH),
pH DQO (mgL™

11,4 24217°
11,6 24177%
11,7 22811%
11,8 23052°
11,9 21124°
DQO

, Q 35181
inicial

J& a comparacdo multipla de médias pelo teste LSD de Fisher para o

ensaio utilizando o Aly(SO4); como agente floculante com NaOH como

alcalinizante, apontou diferenca significativa a 5% de probabilidade apenas

entre as meédias de DQO do pH 12,2 e 12,3 e a semelhanca entre os demais e

este, revelando que é desnecesséria a elevacdo do pH para niveis acima deste

patamar, como podemos ver na tabela 5.6.

Tabela 5.6: Comparacao entre médias de DQO mediante a utilizacao de

A|2(SO4)3 e NaOH

pH DQO (mgL™

12,2 16747%
12,3 14297"
12,4 15984
12,5 15904
12,6 16346%
12,7 14779%
12,9 14980
DQO

inicial 35181
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Dessa forma, foi necesséario avaliar em conjunto a velocidade de
decantacdo com os valores de DQO para selecionarmos o valor de pH
aproximado para a decantagdo em ambos 0s casos.

Na tabela 5.7 s@o apresentados os valores de DQO e a velocidade de
decantacdo para cada pH analisado nos dois ensaios, bem como, em

destaque, os valores eleitos como 6timos para a decantacdo em cada caso.

Tabela 5.7: pH 6timo para a decantacao

pH Ca(OH); Aly(SOy)s

DQO Velocidade de DQO Velocidade de

(mgL™Y) decantacéo (mgL™Y decantacéo
(cmminuto'l) (cmminuto'l)

11,4 242177 4,5 - -
11,6 24177° 4,7 - -
11,7 22811% 3,2 - -
11,8 23052° 2,5 - -
11,9 21124° 2,3 - _
12,2 - - 16747° 5,1
12,3 - - 14297° 2,5
12,4 - - 15984 2,0
12,5 - - 15904° 1,9
12,6 - - 16346 1,7
12,7 - - 14779%° 1,4
12,9 - - 14980%° 1,1

Os valores em destaque foram selecionados como as condi¢cdes Gtimas
de decantacdo, com base ndo apenas na eficiéncia na remoc¢cdo da matéria
organica em suspensdo, mas também pelo tempo de decantacdo em escala
maior e pela quantidade de insumo necesséaria para elevar o pH ao nivel

escolhido.

Esses valores diferem em parte daqueles concluidos como étimos por
Goncalves e Silva (2000) que, focados na remocdo maxima de DQO,

concluiram que valores de pH acima de 12,4 mostravam melhores resultados,
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o que fatalmente, sob sua otica, é verdadeiro. Entretanto, o tempo de processo
e 0 uso racional dos insumos se mostram mais importante que a pequena
diferenca estatistica entre valores de pH tao préximos quando se pensa em um

futuro escalonamento.

Analisando os dados com foco na remoc¢ao da DQO, o tratamento com
Alx(SO4)3 e NaOH se mostrou mais eficiente que aquele utilizando cal extinta,
entretanto o comportamento desta vinhaga enriquecida com aluminio no solo e
no desenvolvimento das culturas de cana-de-acucar deve ser estudado antes
de uma conclusdo definitiva sobre o assunto, levando em consideracdo o

processo como um todo e nao apenas como uma parte.

Sabendo-se que um pH tdo elevado pode ser esterilizante, foi realizada
a contagem de heterotréficos totais no sobrenadante da vinhaca clarificada
(Figura 5.19). Foi possivel observar que a vinhaca bruta armazenada sob
refrigeracdo e mantida a pH 3,5 permaneceu estéril, enquanto o tratamento
com cal extinta de padrdo comercial trouxe contaminacao microbioldgica de 80
UFC.mL™? para a amostra, diferente do tratamento com NaOH que manteve a
esteriidade da amostra. Ap6s a neutralizacdo do pH, tanto as amostras
tratadas com NaOH e Aly(SO4)s quanto as tratadas com cal extinta
apresentaram contaminacdo microbiolégica de 90 e 290 UFC.mL*
respectivamente, apontando uma melhor qualidade de tratamento com o NaOH

e Aly(SO4)3 no que tange a menor contaminagao microbiolégica.
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Figura 5.19: Imagens das placas Petrifilm® inoculadas com os sobrenadantes
da vinhaca decantada (B: Bruta; CA: Ca(OH),; AL: Alx(SQy)3).

5.2.2 Neutralizagéo do pH

Apb6s realizacdo da decantacdo como tratamento fisico-quimico com
separacdo do sobrenadante, tornou-se necessario o ajuste do pH em torno de
7 previamente a conducédo dos cultivos das microalgas

Como as conexdes e a tampa do biorreator de bancada sdo constituidas
de aco inox, ndo foi utilizado o &cido cloridrico como comumente ocorre em
ensaios conduzidos em frascos menores de vidro, sendo aplicado acido
fosférico para o ajuste de pH para 7,0.
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Iniciado o ajuste, observou-se uma nova floculagéo, tornando a vinhaca
limpida apds 20 minutos de decanta¢do, com uma nitida reducdo da turbidez,
conforme apresentado na Figura 5.20.

Figura 5.20: Fotografias das amostras de vinhaga decantada com Ca(OH),
apos adicao de acido fosforico (A) e do sobrenadante clarificado (B)

Inicialmente, este fendmeno pdde ser atribuido a complexagéo do célcio
em solucdo com o ion fosfato gerado pela ionizacdo do &cido fosférico,
formando o fosfato de calcio insoluvel (Lazic et al., 2001). Entretanto, o
fenbmeno também se repetiu quando o acido fosférico foi adicionado ao
sobrenadante obtido na decantagdo com Alx(SO,4)3, como se verifica na figura
5.21.

Sendo assim, com os tratamentos fisico-quimicos propostos foi obtido
um meio de cultivo com matéria organica predominantemente sollvel e mais
adequado ao cultivo heterotréfico de microalgas.
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Figura 5.21: Aspecto visual da amostra de vinhaga decantada com Al2(S04)3
apos adicao de acido fosforico
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5.3. Sistema de cultivo de D. subspicatus em vinhaca a partir de tempos
de batelada inferiores

5.3.1 Ensaios com vinhaca bruta centrifugada e autoclavada.

Conforme discutido anteriormente, devido aos problemas de
contaminagao bacteriana relatados, a viabilidade da produgéo de microalgas
em vinhaca depende do tempo de cultivo. Assim, foram conduzidos ensaios
com tempo de batelada de 9 horas. A Figura 5.22 apresenta a curva de
crescimento da biomassa no reator ao longo do ensaio de 9 horas.
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Figura 5.22: Perfil de biomassa em vinhaca bruta, com destaque para trés
periodos de crescimento com a divisdo entre os trés periodos observados (l) no
ensaio com vinhaca bruta de 9 horas

A partir dos dados observa-se uma fase adaptacdo de pouco mais de 2
horas, (periodo 1) e aparentemente duas fases de crescimento consecutivas no
periodo 2, seguidas de uma fase de degeneracdo apds aproximadamente 5
horas (periodo 3).

A produtividade de biomassa ao longo da fase de crescimento foi de 130

mg.L™.h™ com pmax de 0,07 h™. O pmax (calculado pela equacéo 4.1 descrita em
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material e métodos) do primeiro e do segundo ciclos de crescimento foram 0,04

e 0,075 h*, respectivamente.

A composicédo da biomassa observada ao final do ensaio foi de 14,4%
lipidios, 49,1% proteinas e 36,4% carboidratos (estimativa por diferenca), o que
demonstra que tanto a fracdo lipidica como a proteina sdo passiveis de

aproveitamento.

Os perfis dos substratos oscilaram durante as 9 horas, se mostrando
divergente entre TOC e NT no periodo 1, mas concordante nos periodos 2 e 3,

como se verifica na figura 5.23.
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Figura 5.23: Perfis de carbono organico total — TOC (o) e nitrogénio total —
TN(m) em vinhaca bruta, com a divisado entre os trés periodos observados (I) no
ensaio com vinhaca bruta de 9 horas

Em aproximadamente 2 horas (periodo 1), observou-se a diminuicao de
3% da concentracdo de NT, concomitante a um aumento de 2,4% na
concentracdo de TOC, praticamente sem geracdo de biomassa. No intervalo
definido como periodo 2, observou-se um aumento de 3,5 e 3,4% nas
concentracbes de TOC e NT, respectivamente. Apos, observou-se um
consumo de 8,8 de TOC e 10,2% de NT, com rendimentos em torno de 0,24 e

5 MQbiomassa-MgnT + €M biomassa em apenas 45 minutos. Isto deu-se seguido
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de um aumento gradual de 6,6 e 7,3% das citadas concentracdes em 1,5 hora
concomitante a um segundo ciclo de aumento da biomassa. O terceiro periodo
apresentou uma oscilagédo de concentragdes tdo grande quanto a do segundo,
porém em maior proporcdo para TOC do que para NT, encerrando-se com uma

diminuicao de 1,9 e 9,4% nas concentracfes de TOC e NT, respectivamente.

As curvas de consumo de TOC, NT e PT, ao final de 9 horas, séao
apresentadas isoladamente nas figuras 7.4, 7.5 e 7.6 do anexo. De acordo com
os dados, houve remocéo de 5,3% do carbono, 13,5% de nitrogénio e aumento
de 8,9% do fosforo. Em 9 horas de ensaio, as velocidades médias de consumo
de TOC e NT foram de 14,3 e 4,26 mg.L™.h' respectivamente, com

rendimentos globais de 0,68 e 2,28 mg.mg™ de TOC e NT em biomassa.

Xin et al (2010) reportaram a razao nitrogénio-fésforo apresenta um
substancial efeito na remoc¢ao destes nutrientes, sendo obtido na faixa de 5:1 a
12:1 remocdes de 83-99% de nitrogénio e 99% de fosforo em 13 dias.
Considerando os dados apresentados na Tabela 5.2, a amostra de vinhaca
utilizada nos experimentos apresentou razédo C/N de 6,3 e N/P de 537. Assim,
a limitagcdo por fosforo pode ter levado a baixas remocdes de carbono e
nitrogénio no meio. A composicao elementar das células de microalgas pode
indicar a razdo Otima de nutrientes nas aguas residuarias. De acordo com
Kapdan e Aslan (2008), como a biomassa de microalgas pode ser
representada pela férmula empirica C10sH2630110N16P, @ vinhaga apresentaria a
razdo C/N ideal e uma elevada razdo N/P, ou seja, uma limitacado de fésforo no
meio. De qualquer forma, a composicdo meédia das microalgas depende da

linhagem e das condicdes de cultivo.

A figura 5.24 apresenta a curva de contagem celular de D. subspicatus
juntamente com as curvas de consumo de TOC e NT.
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Figura 5.24: Comportamento das concentracdes de TOC e NT(m) em
comparacao com o desenvolvimento de D. subspicatus(c) com a divisao entre
os trés periodos observados (l) no ensaio com vinhaca bruta de 9 horas.

A velocidade de diminuicdo da concentracdo de biomassa no primeiro
periodo foi de 13,3 mg.L™.h™? com pmax de 0,009 h' concomitante a um
aumento na concentracéo de D. subspicatus com produtividade de 31,5 x10°

células.mL™.h™ e pmax de 0,1 h™.

Apesar de estar evidenciada a limitacdo por fosforo, os parametros

cinéticos sédo equivalentes aos valores encontrados na literatura para producéo
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de microalgas em efluentes. Xin et al (2010), trabalhando com efluente
secundario de estacédo de tratamento de esgoto obtiveram para Scenedesmus
sp. obtiveram produtividade celular similar, com concentragdo maxima de 0,11
gL' e pma de 0,00833 h™, valores estes muito inferiores ao cultivo de D.
subspicatus em vinhaca. Em outro trabalho, Xin et al (2011) reportam
velocidades especificas de crescimento maximas na faixa de 0,0083 a 0,033
h™* para Scenedesmus sp. LX1 em meio BG11. Martinez et al (2000) obtiveram
em biorreator de mistura a 30°C velocidades especificas maximas de 0,0438

h™* para Scenedesmus obliquus em efluente urbano.

As velocidades de consumo (calculadas segundo a equacao 4.4 descrita
no material e métodos) de TOC, NT e PT neste periodo foram de -97,3, 5,1 e
0,06 mg.L*h™. Neste contexto, sugere-se que houve uma diminuicdo da
biomassa nesse periodo concomitante com uma fase de multiplicacao celular,
com consumo de NT e PT. Porém, este aumento na concentracdo de TOC no
meio pode ser devido a lise durante a adaptacdo das células, havendo
rompimento com liberagdo do material de reserva no meio. Essa lise celular
pode ter sido ocasionada por dificuldades durante o processo de multiplicacéo,

0 que é compreensivel quando considerado o carater estressante do meio.

No inicio do segundo periodo, quando as concentracdoes de TOC e NT
se elevaram ao ponto mais alto observado até o momento, observou-se o
primeiro ponto de crescimento da biomassa, de 5,5%, concomitante a um
decréscimo de 37,3% na concentracao celular de D. subspicatus, o que parece
discrepante em um primeiro momento, porém levando a linha de raciocinio
anterior adiante, aponta para um ponto intermediario entre o fim da fase de
multiplicacéo e o inicio do acumulo de material de reserva pelas células recém
multiplicadas, porém com uma continuidade na degeneracdo de parte da

biomassa, o que implicou o aumento na concentracdo de TOC e NT no meio.

ApoOs alcancar a perda de 43,6% da concentracdo celular, foi observado
0 primeiro patamar de crescimento da biomassa de 10,9% concomitante a um
consumo de TOC e NT em velocidades de 1001,3 e 47,7 mg.L .h™? com
rendimentos de 0,13 e 2,79 mg.mg™ destes nutrientes respectivamente em

biomassa, indicando que as células recém multiplicadas estavam, neste ponto,
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preenchendo suas reservas e, observando o comportamento da curva adiante,
outra parte da biomassa duplicando seu material para uma segunda onda de
multiplicagéo.

Ainda no segundo periodo da curva de crescimento de biomassa foi
possivel observar um aumento de 15,1% apO6s o primeiro patamar de
crescimento concomitante a uma segunda onda de multiplicacéo celular com
aumento de 35,8% na concentragao celular e nas concentragdes de TOC, NT e
PT do meio a velocidades de 404,7, 18,4 e 0,39 mg.L.h™ respectivamente,
possivelmente pelos mesmos motivos sugeridos anteriormente, com a
diferenca em relacdo ao periodo 1 quanto ao comportamento da curva de
desenvolvimento da biomassa, muito provavelmente sugerindo uma adaptacgéo

da biomassa ao meio.

O patamar de concentracdo celular alcancado no final do periodo 2 se
manteve até o final do periodo 3, porém observou-se nos primeiros 45 minutos
deste periodo (6 horas) uma diminuicdo de 9,5% da concentracdo de biomassa
alcancada ao final do periodo 2 com diminuicdo das concentracdes de TOC e
NT de 7,1 e 8,3% com velocidades de consumo de 810,7 e 39,1 mg.L*h™
respectivamente e aumento na concentragao de PT de 4,8% com velocidade
de 0,1 mg.L™*.h, indicando um novo momento de degeneracéo celular, porém
concomitante a fase de acumulacado de material de reserva das células recém

multiplicadas.

A diferenca entre este momento e aquele observado entre os periodos 1
e 2 é que a geracao celular entre os periodos 2 e 3 foi 50% menor que aquela,
fazendo com que a velocidade de acumulacdo de material de reserva pelas
células recém geradas ndo acompanhasse a velocidade de dispersdo no meio
do material de reserva das células senescentes, desequilibrio este que se
reflete claramente na oscilacdo da curva de concentragéo de TOC ao longo do

periodo 3.

Supondo-se que a velocidade de liberagao de material celular para o
meio com o rompimento celular seja maior que a de absorc¢éo, transformacéo e
acumulo de material pelas células de D. subspicatus, é possivel compreender a

diminuicdo na concentracdo de biomassa apds essa pequena fase de
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multiplicacéo e equilibrio das taxas de geracédo e degeneracédo celular durante

o periodo 3.

A menor geragdo celular durante os periodos 2 e 3, bem como o
equilibrio encontrado na concentragdo celular apos esse momento podem estar
relacionados com o inicio da fase exponencial da contaminacdo por outros
organismos heterotroficos a partir das 4,5 horas, como se pode observar na
Figura 5.25, onde se apresentam as curvas de concentracdo celular de D.

subspicatus e evolucédo dos contaminantes.
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Figura 5.25: Contagem celular de D. subspicatus (o) e contaminantes (m) com a
divisdo entre os trés periodos observados (l) no ensaio com vinhaca bruta de 9
horas.

Pode-se notar que a contagem de D. subspicatus € cerca de dez vezes
superior durante as 9 horas de ensaio, embora ocorra um desenvolvimento
exponencial dos contaminantes. Assim, pode-se concluir que as bactérias
tiveram pouca interferéncia no crescimento das microalgas durante os periodos
1 e 2, mas podem estar relacionadas a um estresse causado pela competicao

por nutrientes a partir do terceiro periodo.

A Figura 5.26 apresenta a evolucdo do consumo de O, e aumento na
producdo de CO, ao longo das 9 horas, bem como a evolugdo do pH em
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comparagcdo com o desenvolvimento de D. subspicatus. De acordo com o0s
dados, e consumo médio de O, até as 4,5 horas manteve-se em um patamar
de 1,19 mg.L™.h*!, de onde gradualmente aumentou até estabilizar-se em 6,33
mg.L™".h™ apds as 8 horas. Conforme ja4 mencionado anteriormente, 0 consumo
de oxigénio durante o cultivo heterotréfico de microalgas € baixo quando
comparado a sistemas envolvendo bactérias e fungos. Entretanto, a literatura
carece de trabalhos mais especificos a este respeito e, de acordo com a Figura
5.4, o coeficiente de transferéncia de oxigénio (K a) do biorreator consegue

manter no meio condi¢cdes nao limitantes de oxigénio.

O aumento do pH esta relacionado com o transporte ativo de alguns
carboidratos especificos através da membrana celular. Isto promove a
alcalinagdo do meio devido ao consumo de protons acompanhado pelo
transporte ativo de acucares, queda da concentracdo de hidrogénio e
desequilibrio do pH (Raboy & Padan, 1978; Hong & Lee, 2007). Este
comportamento sugere que a vinhaga apresenta moléculas organicas
especificas e que Desmodesmus subspicatus foi capaz de consumir este

material em condicdes heterotréficas na auséncia de luminosidade.

Diferentemente da concentragdo de O, a concentragdo de CO,
apresentou maior aumento durante o periodo 1, durante a multiplicacao celular
de D. subspicatus, o que sugere indiretamente um gasto energético com
consumo de material de reserva, e se comprova pelo elevado consumo de
fosforo nesse periodo e ajuda a explicar a diminuicdo da biomassa neste
mesmo periodo. Nos periodos 2 e 3 observa-se uma diminui¢cdo na inclinacéo
da curva da concentracdo de CO, no meio, ndo relacionada com a saturacéo
do meio, j4 que a mesma é de aproximadamente 1500 mg.L™ para esse gas,
sugerindo uma diminuigdo no consumo de material de reserva, 0 que se prova
verdadeiro pela constatacdo do aumento da biomassa no periodo 2,

presumidamente pelo acumulo de material de reserva pela microalga.
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Figura 5.26: Evolugéo no consumo dos gases O, (o) e CO, (m) e evolugéo do
pH (m) com o desenvolvimento de D. subspicatus (o) com a divisédo entre os
trés periodos observados (l) no ensaio com vinhaca bruta de 9 horas

As constatacdes obtidas com esses resultados permitem afirmar que o
aumento da biomassa durante as 9 horas deveu-se principalmente ao acumulo
de material de reserva por D. subspicatus, devendo-se apenas
secundariamente a multiplicacdo celular desta microalga durante o ensaio.
Entretanto, apesar da variacao calculada utilizando-se apenas os pontos inicial

e final da concentracéo de D. subspicatus ao longo de 9 horas ser praticamente
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nula, as fases de multiplicacdo e consumo de nutrientes verificadas confirmam
a capacidade heterotrofica desta microalga, que mostrou-se em fase de
adaptacao ao meio ao longo do ensaio.

80



5.3.2 Ensaios com vinhaca tratada com Ca(OH);, e autoclavada

A figura 5.27 apresenta a curva de crescimento de D. subspicatus em
vinhaca tratada com Ca(OH), em batelada de 9 horas. Novamente, é possivel
notar trés estagios de desenvolvimento, inicialmente uma fase de adaptacao de

3 horas seguida de uma fase de crescimento e estagnacao partir de 7 horas.
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Figura 5.27: Curva de crescimento de biomassa com a divisdo entre os trés
periodos observados () no ensaio em vinhaca tratada com Ca(OH), e
autoclavada

A produtividade em biomassa durante o periodo de crescimento mais
intenso foi de 53,3 mg.L™.h", com pmax de 0,034 h™. Este valor é inferior ao
obtido para cultivo em vinhaca sem tratamento com Ca(OH),, 0 que sugere
limitacdo por substrato devido a separagdo de parte da matéria organica ou
inibicdo pela quantidade de calcio no meio. Mesmo assim, o valor encontra-se
na mesma ordem de grandeza do reportado na literatura para microalgas
clorficias em aguas residuéarias (Martinez et al., 2000; Xin et al., 2010; Xin et
al., 2011).
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O consumo de carbono, nitrogénio e fésforo iniciou-se efetivamente a
partir de 3 horas e ao final de 9 horas houve uma remocéo de 6, 10,3 e 30,8%
das concentrag0es iniciais de TOC, NT e PT, respectivamente. Como se pode
observar na figura 5.28, o consumo de TOC e NT se mostrou praticamente
linear durante todo o ensaio, sugerindo concentracfes adequadas e néo
limitantes e que o tratamento fisico-quimico facilitou a assimilagdo destes
substratos pela microalga. Considerando o perfil de TOC, ha uma tendéncia de
consumo de ordem zero a partir de 4 horas, a uma taxa de 123,3 mg.L™. Da
mesma forma, a curva de NT segue uma cinética de ordem zero para 0 mesmo
periodo, a uma taxa de 8,63 mg.L™. Estes resultados sugerem um crescimento
equilibrado da microalga em vinhagca submetida a este tratamento, uma vez

que a razdo C/N permaneceu em torno de 20 para todo o periodo experimental.
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Figura 5.28: Curva de concentracédo de TOC (o) e NT (m) com a divisdo entre
os trés periodos observados (I) no ensaio em vinhaga tratada com Ca(OH), e
autoclavada

Queiroz et al. (2007) avaliaram o cultivo da cianobactéria Aphanothece
microscopica N&ageli no efluente da parboilizacdo do arroz com razdo C/N
meédia de 73, valor este superior ao exigido para crescimento microbiano, ou

seja, em torno de 20. Além disso, Xing et al. (2000) reportam que as variacfes
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na razdo C/N dos meios de cultivo resultam em diferentes taxas de
incorporacdo de carbono e nitrogénio nas células. Em outro trabalho, Queiroz
et al., (2003) estabelecem que a maior remocéao de nitrogénio por Aphanothece
microscopica Nageli ocorre na razdo C/N de 50 e N/P de 1,98. Os autores
enfatizam que estes parametros devem ser ajustados para manter a eficiéncia
da batelada. De acordo com a Tabela 5.2, a amostra de vinhaga utilizada nos
experimentos anteriores sem tratamento fisico-quimico apresentou razao C/N
de 37,9. Nesse sentido, pode-se dizer que o tratamento da vinhaca com
Ca(OH), reduziu a relacéo C/N para 20,3 pela separacao das formas insoluveis
de carbono do meio, mostrando que, do carbono total da vinhaca bruta, apenas
57,1% estava solavel e prontamente disponivel para consumo, o que é

importante para o cultivo heterotrofico desta microalga.

O teor de fosforo na vinhaca durante o cultivo sofreu uma discreta
elevacdo (Figura 5.29), devido provavelmente a liberacdo deste nutriente de
parte da matéria organica consumida, concordando com o periodo de maior
consumo de carbono (Figura 5.28). Com isso, a razdo N/P do meio cai de
aproximadamente 7,4 para 5,4. Ainda assim, a razdo N/P é superior a outros
trabalhos envolvendo microalgas e cianobactérias em efluentes (Xing et al,
2000; Queiroz et al., 2003; Queiroz et al., 2007), embora a vinhaca apos o
tratamento com Ca(OH), apresente um valor muito abaixo do encontrado para
a amostra bruta (Tabela 5.2). Desta forma, sugere-se que a adi¢cdo de Ca(OH),
tenha reduzido o teor de nitrogénio via separacado de matéria organica coloidal,
ao mesmo tempo em que disponibilizou parte do fosforo ligado as moléculas
organicas. Com isso, diferentemente de outras pesquisas da literatura
(Martinez et al, 2000), ndo foi possivel avaliar a remocéo de fésforo do meio,
uma vez que durante o cultivo pode ter havido consumo e biodisponibilizacao

deste nutriente.
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Figura 5.29: Perfil de fosforo total (PT) durante o cultivo de D. subspicatus com
a divisdo entre os trés periodos observados (I) no ensaio em vinhaca tratada
com Ca(OH); e autoclavada

A composi¢cdo da biomassa final foi similar aquela encontrada nos
experimentos com vinhaca bruta, ou seja, com 14,9% de lipidios, 50,0% de
proteinas e 35,1% de carboidratos (por diferenca). De acordo com estes
resultados, o teor de fosforo ndo teve influéncia na composi¢cdo quimica da
biomassa gerada. Além disso, a menor razdo C/N pode ter intensificado o
crescimento, mas nao influenciou na fracéo protéica e lipidica. De acordo com
a literatura, o teor de proteina é muito influenciado pela quantidade de
nitrogénio no meio. Entretanto, estes resultados indicam que ndo sO a
quantidade, mas a disponibilidade maior de nitrogénio pode levar a um

crescimento maior das microalgas, com manutencao no teor de proteinas.

As velocidades médias de consumo de TOC, NT e PT ao longo de 9
horas, foram de 50,9, 4,3 e 0,06 mg.L™".h™ respectivamente, com rendimentos

de 0,45, 5,39 e 364,4 mg.mg™ dos citados nutrientes em biomassa.

De acordo com a Figura 5.27, analisando os trés diferentes
periodos na curva de crescimento, verifica-se que a produtividade maxima de

biomassa inicial foi de 95,4 mg.L™*.h™, com um pmax de 0,061 h™* concomitante a
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uma discreta variagdo na contagem de D. subspicatus (Figura 5.30). Em um
segundo momento (entre 3 e 7 horas), a produtividade maxima de biomassa foi
66,2 mg.L .h?, com pma de 0,038 h, concomitante a um aumento mais
expressivo na contagem de D. subspicatus. No periodo final (apés 7 horas),

nao houve produtividade de biomassa e crescimento expressivo.
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Figura 5.30: Curvas de contagem de D. subspicatus (o) e crescimento em
termos de biomassa(m) com a divisdo entre os trés periodos observados (I) no
ensaio em vinhaca tratada com Ca(OH), e autoclavada

Considerando estas variacbes de crescimento e assimilacdo de
substratos, a figura 5.31 ilustra a diferenca de consumo e rendimento durante o
cultivo. Observa-se que nas primeiras horas houve um rendimento de carbono
em biomassa elevado, que deveu-se principalmente pelo menor consumo, o

gue se inverteu no segundo periodo.
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Figura 5.31: llustracéo da diferenca entre as taxas de consumo (rs) e
rendimento (Yxs) entre os periodos 1 (m), 2 (i) e 3 (0).

Observou-se que durante o periodo 1 o consumo de TOC obteve um
rendimento em biomassa maior que no periodo 2, que se deveu provavelmente
a um acumulo de material de reserva na mesma, o que se fundamenta no fato
da baixa multiplicacdo celular concomitantemente ao aumento na biomassa e
se confirma pela observacdo de uma menor velocidade de consumo de NT e
seu consequente rendimento em biomassa no primeiro periodo em relagédo ao

segundo.

No segundo periodo foi observado um aumento na velocidade de
consumo de TOC com baixo rendimento em biomassa, a partir dos 45 minutos
seguintes ao primeiro sinal de multiplicacdo celular de D. subspicatus, o que
aponta para o acumulo de material de reserva pelas células recém geradas
concomitantemente ao consumo deste nutriente relacionado com o gasto

energético para a continuidade da multiplicacéo celular.

O aumento também na velocidade de consumo de NT deveu-se
provavelmente a fase de duplicacdo do material celular das células em

processo de multiplicacéo.

O terceiro periodo apresentou um aumento nas velocidades de consumo
de TOC e NT, porém um rendimento nulo por conta da estagnacdo da
concentracdo de biomassa no meio. Essa observagcao, juntamente com uma
comparacao entre as curvas de concentracdo celular de D. subspicatus e

biomassa sugere que, mesmo em processo de acumulacdo de material de
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reserva pelas células recém multiplicadas, as velocidades de crescimento e

degradacgéo da biomassa se igualaram.

A diminuicdo da concentracdo de D. subspicatus entre os periodos 2 e 3
sem a diminuicdo da biomassa (apenas estagnacdo do crescimento) evidencia
uma relacdo mais direta entre o acumulo de material de reserva e o
crescimento da biomassa do que entre o processo de multiplicacdo celular e

esse ultimo.

Dessa forma, atividade heterotréfica da D. subspicatus pode ser
comprovada ndo sO por sua multiplicacdo celular em periodo escuro, mas
também na continuagdo do consumo de nutrientes apds o fim da multiplicacao.
Consumo esse que se reflete em uma continuidade no aumento da
concentracdo de biomassa 45 minutos apdés o decréscimo da curva de
concentracdo de D. subspicatus (como se observa na figura 5.29),
provavelmente relacionado ao acumulo de material de reserva apds o periodo

proliferativo.

A menor geracéo celular durante entre os periodos 2 e 3, bem como o
equilibrio encontrado na concentragao celular apés esse momento podem estar
relacionados com o estresse causado pelo inicio da fase exponencial da
contaminag¢do por outros organismos heterotréficos a partir de 5 horas, como
se pode observar na figura 5.32, onde se apresentam as curvas de
desenvolvimento da concentracao celular de D. subspicatus sobre a curva de

concentracédo dos contaminantes.
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Figura 5.32: Desenvolvimento das concentracfes de D. subspicatus (o) e dos
organismos contaminantes (m) com a divisao entre os trés periodos observados
(1) no ensaio em vinhaca tratada com Ca(OH); e autoclavada

Pode-se notar uma ordem de grandeza 10 vezes menor entre a
concentragédo dos contaminantes e a de D. subspicatus durante as 9 horas de
ensaio. Além disso, seu desenvolvimento foi exponencial ao longo do periodo,
diferentemente das curvas de biomassa e concentracdo de D. subspicatus.
Nesse sentido, as observacOes realizadas em termos quantitativos de
biomassa tiveram pouca ou nenhuma interferéncia dos organismos

contaminantes.

Apesar da grande velocidade de crescimento das bactérias na vinhaga,
sua contabilizagcdo sobre a curva de crescimento em termos de massa é
desprezivel, restringindo o impacto de seus efeitos durante as 9 horas de
cultivo apenas ao consumo de substratos e concentracédo de gases dissolvidos
(Figura 5.33).

Cabe ressaltar que a contaminacdo € uma das principais desvantagens
citadas nos cultivos heterotréficos de microalgas (Perez-Garcia et al., 2011).
Apesar disto, os trabalhos sobre a producdo de biomassa nestes sistemas a
partir de efluentes geralmente ndo avaliam quantitativamente este efeito e a

abordagem apresentada por este trabalho € inovadora neste sentido. Até
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mesmo por estas questdes é que as pesquisas costumam apontar os mais

diversos resultados de produtividade de biomassa para uma mesma espécie de

micro-organimo.

A figura 5.33 apresenta a evolu¢ao do consumo de O, e aumento

na producdo de CO, ao longo das 9 horas bem como a evolugédo do pH em

comparacao com o desenvolvimento de D. subspicatus.

. . -1.
0O, dissolvido (mg.L™)

D. subspicatus (x10° células .mL™)

8,6—.
8,4—-
8,2—-
8,0—.
7,8—-
7,6—-
7,4—-
7,2—.
7,0-.

6,8 1

- 50

T
B
o

T
w
o

T
N
o

- 10

320+

300 +

280

260

240+

220

200

Tempo (horas)

-7.9
-—7,8
;7,7
-—7,6
;7,5
;7,4
;7,3
;7,2
;7,1

-7,0

3 4 5 6

Tempo (horas)

10

(,776w) opijossip ‘0D

Hd

Figura 5.33: Evolugédo no consumo dos gases O, (o) e CO, (m) e evolugéo do
pH (m) com o desenvolvimento de D. subspicatus (o) com a divisdo entre os

trés periodos observados (I) no ensaio em vinhaga tratada com Ca(OH), e

autoclavada
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Os resultados apresentados na Figura 5.33 indicam uma deplecédo do
CO, dissolvido no meio nas primeiras horas, provavelmente relacionada a
aeracdo forcada e pela baixa atividade celular verificada neste periodo. Esta
tendéncia se inverteu nos demais periodos, concomitantemente a fase de
multiplicacéo celular de D. subspicatus. O consumo praticamente nulo de O, no
inicio também se deve a baixa atividade celular, o que variou no decorrer do
cultivo. De qualquer forma, a concentragdo minima ficou em torno de 6,8
mg.L?, valor este muito superior ao critico, que poderia levar a condicdes
limitantes e consumo de primeira ordem. Além disso, o consideravel aumento
no teor de CO, no meio a partir de 5 horas também pode estar relacionado ao
aumento da contaminacdo por outros micro-organismos heterotroficos neste

periodo, como pode-se verificar na figura 5.32.

A Figura 5.33 também apresenta a discreta variacdo do pH do meio. O
aumento deste parametro nas primeiras horas esta provavelmente ligado a
deplecdo do CO, do meio, sendo que a continuidade no aumento do pH esta
muito possivelmente relacionada ao transporte ativo de nutrientes por D.
subspicatus em seu processo de desenvolvimento, como sugerido nas

discussfes anteriores para 0s ensaios com vinhaca bruta.

As constatacfes obtidas com esses resultados permitem afirmar que o
aumento da biomassa durante as 9 horas deveu-se principalmente ao acumulo
de material intracelular por D. subspicatus, devendo-se apenas
secundariamente a multiplicacdo celular desta microalga durante o ensaio.
Entretanto, a pesar da variacdo calculada utilizando-se apenas os pontos inicial
e final da concentracao de D. subspicatus ao longo de 9 horas ser praticamente
nula, as fases de multiplicagdo e consumo de nutrientes verificadas confirmam
a capacidade heterotréfica desta microalga, que se mostrou em fase de

adaptacao a vinhaca ao longo do ensaio.

Em comparagdo com os resultados obtidos no ensaio de 9 horas com
vinhaca bruta centrifugada e esterilizada, foi possivel observar uma velocidade
maxima de crescimento, e consequentemente uma produtividade,

aproximadamente 50% menor no ensaio com vinhaga tratada com Ca(OH)s,.
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Entretanto, o consumo de TOC chegou a ser 9 vezes maior, bem como o
consumo de NT (2 vezes maior) neste ensaio em comparagao com aguele com

vinhaca bruta.

Apesar da discrepancia entre o0os dois ensaios em termos de
produtividade e consumo de substrato, a composicédo da biomassa ao final de 9

horas foi praticamente a mesma entre os dois ensaios.

Tais observacdes sugerem uma interferéncia de altas concentracdes do
fon Ca®** no acimulo de material intracelular por D. subspicatus, porém nao
tanto a sua proliferacdo, uma vez que a variagdo méxima da concentracao
celular em ambos os ensaios foi praticamente a mesma (apesar de terem

ocorrido em periodos diferentes).
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5.3.3 Ensaios com vinhaca tratada com Al(SO,); e autoclavada.

A figura 5.34 apresenta a curva de crescimento da biomassa no reator ao longo
do ensaio de 9 horas.
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Figura 5.34: Curva de crescimento da biomassa com a divisdo entre os trés
periodos observados (I) no ensaio de 9 horas com vinhaca tratada com
Al>(SO4)3 e autoclavada

Foi possivel observar uma fase de diminuicdo da concentracdo de
biomassa de 1,5 hora (periodol), duas fases de crescimento consecutivas em
um periodo de 3,75 horas (periodo 2), seguidas de uma fase de degeneracgéo
apos 5,25 horas (periodo 3).

Durante o periodo de crescimento mais intenso, 0 Pmax Médio ficou em
torno de 0,11 h™, com uma variacdo de 420 mg.L™. A ocorréncia de duas fases
de crescimento separadas por um periodo de adaptacdo pode indicar a
presenca de mais de um substrato limitante, geralmente diversas fontes de
carbono, o que € comum quando se trabalha com aguas residuarias, mas
também a presenca de células em diferentes periodos proliferativos e mesmo
de uma caracteristica fisiolégica da espécie (se considerarmos 0s

agrupamentos naturais desse género em numero de 4 células por “individuo”).
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Apesar desta caracteristica, os periodos de adaptacdo da microalga foram
discretos, sugerindo que a vinhaca estava adequada para o cultivo microbiano
e gue muito possivelmente esse fendmeno, que se repetiu em todos os
experimentos, esteve relacionado a caracteristicas intrinsecas de D.

subspicatus.

A composicdo da biomassa observada ao final do ensaio foi de 11,2%
lipidios, 46,6% proteinas e 42,2% carboidratos, e mostrou-se, em parte,
diferente daquela observada nos ensaios com vinhaga bruta e tratada com
Ca(OH),, possivelmente pelo estresse causado pela presenca do ion AP* no

meio.

O consumo de nutrientes foi baixo durante as 9 horas (Figura 5.34) e, de
acordo com o perfil de TOC, foi obtida uma taxa de consumo de ordem zero de
45,7 mg.L™?, enquanto para NT uma taxa de 7,4 mg.L™. Apesar das condicdes
nao limitantes do meio, as taxas de consumo foram inferiores ao experimento
com vinhaca tratada com Ca(OH), (123 e 8,4 mg.L' para TOC e NT,
respectivamente), o que pode ser possivelmente explicado também pelo

estresse causado pela presenca do fon A",
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Figura 5.35: Curva de consumo de nutrientes. TOC (o), NT (m) com a divisdo
entre os trés periodos observados (l) no ensaio de 9 horas com vinhaca tratada
com Al;(SO,); e autoclavada
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Com a finalidade de compreender o comportamento do consumo de
nutrientes, a figura 5.36 apresenta a curva de concentracdo celular de D.
subspicatus sobre as curvas de consumo de TOC e NT, cuja andlise de
desenvolvimento concomitante com as velocidades de consumo e rendimento

tenta elucidar as razGes das oscilacdes na concentracdo desses nutrientes.

A produtividade média de células entre as 0,75 e 7,5 horas foi de 6,15
x10° células.mL™.h? |, com produtividade de biomassa de 37,7 mg.L*.h* e
velocidades de consumo de 49,2 e 53 mglL'h! de TOC e NT
respectivamente com rendimentos de 0,12 e 1,15 mg.10” células.mL™ destes

nutrientes em células e 1,1 e 11,2 mg.mg™>.L"* dos mesmos em biomassa.

No inicio do segundo periodo (2a), quando as concentracdes de TOC e
NT iniciaram seu declinio, observou-se o primeiro ponto de crescimento da
biomassa, concomitante a um decréscimo na concentracdo celular de D.
subspicatus a uma velocidade de 21,2 x10° células.mL™.h™}, 0 que parece sem
sentido, porém como discutido nos ensaios com vinhaca bruta e tratada com
Ca(OH),, pode estar ligado a fase de acumulacdo de material intracelular pelas

células recém multiplicadas.

Ainda no segundo periodo da curva de crescimento de biomassa foi
possivel observar um patamar onde a concentracdo de biomassa oscilou antes
de voltar a crescer. Neste momento, entre as 3 e 4,5 horas, observou-se 0
aumento nas concentracbes de TOC e NT a velocidades de 210 e 12,3
mg.L™.h respectivamente com pouca oscilagéo da concentragéo de biomassa,
porém concomitante a uma fase de multiplicacdo celular de D. subspicatus de

velocidade 24,6 x10° células.mL™t.h.

Justifica o0 aumento nas concentracbes de TOC e NT
concomitantemente a multiplicacdo celular de D.subspicatus a mesma
suposicao afirmada na discussdo dos ensaios com vinhaca bruta e tratada com
Ca(OH),, de que possivelmente as células que encontraram dificuldades ao
multiplicar-se tenham rompido-se liberando o seu conteddo no meio alterando

assim as concentracdes de nutrientes do mesmo.
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Figura 5.36: Comportamento das concentracdoes de TOC e NT(m) em

comparacao com o desenvolvimento de D. subspicatus(c) com a divisao entre
os trés periodos observados (I) no ensaio de 9 horas com vinhaga tratada com

Alx(SO4);3 e autoclavada

A partir do patamar de concentracao alcancado ao final da primeira fase

de crescimento da biomassa (periodo 2a) observou-se uma segunda fase de

crescimento (periodo 2b) com velocidade de 182,2 mg.L".h?, porém
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concomitante a uma estagnacao do crescimento da concentracdo celular de D.

subspicatus.

ApoOs o periodo 2b e antes do periodo 3, foi possivel observar uma
diminuicdo da concentracdo de biomassa a uma velocidade de 226 mg.L*.h*
concomitante a um modesto aumento na concentracdo celular de
D.subspicatus em velocidade de 7,5 x10° células.mL™.h™ com pmax de 0,02 h™
durante 1,5 hora. Nesse periodo a velocidade de consumo de TOC foi nula (por
ter sido observado um aumento de sua concentracdo no meio) e a de NT foi de
6,7 mg.L*h™ (relativamente baixa por questéo de um “quase equilibrio” entre as

velocidades de liberacdo e consumo deste nutriente no meio).

O periodo 3 iniciou-se com um subito aumento na concentracdo da
biomassa concomitantemente ao fim da fase de multiplicacdo celular de D.
subspicatus (periodo 3a). A produtividade de biomassa nesse instante foi de
426,7 mg.L .h™ com pmax de 0,26 h™. As velocidades de consumo de TOC e
NT foram de 213,3 e 32,1 mg.L™*.h™* com rendimentos de 2,0 e 13,3 mg.mg™>.L™

desses nutrientes em biomassa.

A comparacao entre as velocidades de consumo de TOC e NT e seus
rendimentos em biomassa para trés periodos observados na curva de

crescimento pode ser verificada na figura 5.37.

Pode-se observar que o rendimento de carbono em biomassa foi
praticamente constante durante todo o cultivo, apenas das variacées no

consumo, o que indicam um crescimento equilibrado nestas condicdes.

Sobre a velocidade de consumo de NT, foi possivel notar um aumento
ao longo do tempo com sua nulidade no periodo 1 e um aumento progressivo
até o periodo 3a até tornar-se nula novamente em 3b. Assim como a
velocidade de consumo, o rendimento em biomassa deste nutriente aumentou
ao longo do tempo, sendo praticamente idéntico entre os periodos 2a e 2b,

porém duas vezes maior que nestes no periodo 3a.
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Figura 5.37: llustracao da diferenca entre as velocidades de consumo e
rendimento de TOC (m) e NT (o) em biomassa entre os periodos 1, 2 e 3 no
ensaio de 9 horas com vinhaca tratada com Al;(SOg4); e autoclavada

Apesar de parecerem baixas, tais oscilagdes na concentracdo de NT do
meio refletem muito bem os eventos de lise celular e producdo de biomassa
pelas células de D. subspicatus, uma vez que a relagéo tedrica entre NT e
proteinas é de 6,25, e indica uma magnitude 6,25 vezes maior de qualquer
variacdo neste parametro quando pensada em termos de proteinas e

consequentemente em biomassa.

ApoOs a Ultima fase de crescimento, verificou-se a diminuicdo da
concentracdo da biomassa (periodo 3b) com velocidade de 177,8 mg.L .h?,
concomitantemente a uma diminuicdo da concentracdo celular de D.
subspicatus com velocidade de 42,4 x10° células.mL™.h™*, porém com variacéo
nula nas concentracbes de TOC, NT e PT, possivelmente causada pelo
consumo crescente de nutrientes pelo aumento da concentracdo dos
organismos contaminantes com velocidade de 9,0 x10° UFC.mL™®.h, como se

pode observar na figura 5.38.
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Figura 5.38: Desenvolvimento das concentracdes de D. subspicatus (o) e dos
organismos contaminantes (m) com a divisao entre os trés periodos observados
() no ensaio de 9 horas com vinhaca tratada com Aly(SO,); e autoclavada

Pode-se notar uma ordem de grandeza 10 vezes menor entre a
concentragédo dos contaminantes e a de D. subspicatus durante as 9 horas de
ensaio, e que seu desenvolvimento foi exponencial ao longo do periodo,
diferentemente das curvas de biomassa e concentracdo de D. subspicatus. A
afirmacdo de um possivel estresse de D. subspicatus pela presenca de
contaminantes sO0 pode ser considerada para o final do ensaio, onde
claramente foi possivel observar a reducdo da concentragdo microalgal

concomitantemente ao avango da contaminagao.

A figura 5.39 apresenta a evolugdo do consumo de O, e 0 aumento na
producdo de CO, ao longo das 9 horas, bem como a evolu¢do do pH em

comparacao com o desenvolvimento de D. subspicatus.
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Figura 5.39: Evolugéo no consumo dos gases O, (o) e CO, (m) e evolugéo do

pH (m) com o desenvolvimento de D. subspicatus (o) com a divisédo entre os

trés periodos observados () no ensaio de 9 horas com vinhaga tratada com
Alx(SO4)3 e autoclavada

Foi possivel observar que a velocidade de consumo de O, até as 4,5
horas manteve-se igual ou menor que a velocidade de alimentacdo deste gas
no reator por meio da aeracdo, observacdo essa que se fundamenta na
variacdo nula deste parametro durante esse periodo. A partir deste momento a

velocidade de consumo passou a aumentar exponencialmente até atingir a
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velocidade de 1,81 mg.LY.h? somada & velocidade de dissolucdo do O,

borbulhado ao meio.

O consumo praticamente nulo de O, durante as 4,5 primeiras horas de
ensaio, concomitantemente a primeira fase de multiplicacdo celular de D.
subspicatus e ao primeiro pico de crescimento da biomassa sugere a pouca
necessidade de oxigenacdo do meio para o desenvolvimento heterotréfico
dessa microalga. O aumento do consumo principalmente a partir das 4,5 horas,
guando a biomassa atingiu seu maior pico de crescimento, aponta que a
necessidade de O, é maior apds a fase de acumulo de material intracelular,
quando as células passam a consumir o material de reserva acumulado para o

desempenho de suas fungdes celulares.

O aumento no consumo de O, e producdo de CO, principalmente na
segunda metade do ensaio, notavelmente no periodo 3, também pode estar
fortemente relacionado com o aumento da concentragdo de organismos
contaminantes ja que, mesmo com a diminuicdo das concentracdes de D.
subspicatus e de biomassa, o0 aumento no consumo de O, e produtividade de

CO; continuou crescente, juntamente com o avango da contaminagao.

Com relacdo ao pH, observou-se uma variagdo quase nula deste
parametro ao longo das 9 horas de ensaio.

A Tabela 5.8 resume os parametros cinéticos obtidos para os cultivos de

D. subspicatus em vinhaca bruta e tratada com Ca(OH); e Alx(SOy)s.

De acordo com os dados, verifica-se um crescimento e produtividade
levemente superior para o cultivo em vinhaca bruta quando comparado com
vinhaca tratada com aluminio. Apesar disto, a amostra tratada com calcio
apresentou as maiores taxas de consumo de carbono e nitrogénio, n&o
necessariamente sendo convertido em biomassa, hajam visto as baixas

produtividade € pmax-
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Tabela 5.8: Resumo dos parametros cinéticos obtidos durante o cultivo de D.
subspicatus em diferentes condi¢des de tratamento da vinhaga

Parametro Vinhaca Bruta Vinhaca tratada Vinhaca
com Ca(OH), tratada com
Al (SOy)3
Hmax (h™) 0,054 0,02 0,041
rroc (mg.L'th™) 14,3 123,3 45,7
rvr (Mg.Lth™) 4,26 8,6 7,4
Produtividade maxima 71,1 37,7 53,3
(mg.L h™)
Teor de proteina na 49,1 50 46,6
biomassa (mg.100 mg™)
Teor de lipidios na 14,4 14,9 11,2
biomassa (mg.100 mg™)
Produtividade protéica 825,6 453,6 595,2
(mg.L™.dia™)
Produtividade lipidica 244.8 134,8 143,3
(mg.L.dia™t)

Mmax: Velocidade especifica de crescimento maxima,; rroc: taxa de consumo de
carbono total; ryt: taxa de consumo de nitrogénio total

Além disso, a composi¢cdo em termos de proteinas e lipidios apresentou-
se praticamente constante. Com isso, pode-se sugerir que, em termos de
producdo de biomassa, tanto vinhaga bruta como tratada com Al;(SO,)s seriam
recomendadas, sendo que o tratamento fisico-quimico elevaria a remocéao de
carbono e nitrogénio. Por outro lado, pensando em termos de aplicacdo na
despoluicdo da vinhaca, o tratamento com Ca(OH), permitiria uma remocéao
maior da matéria organica, devido ao crescimento equilibrado (fase
exponencial mantida por mais tempo), com a razdo C/N do meio praticamente

constante durante todo o periodo.
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Analisando os resultados em termos de produtividade protéica e lipidica,
nota-se que, comparando os dados com a Tabela 5.1, houve uma otimizacdo
do cultivo de D. subspicatus em vinhaca. Nos ensaios preliminares foram
obtidas produtividades em termos de proteinas e lipidios em torno de 291 e 69
mg.L™.dia?, valores estes compativeis com a literatura para producdo de
biomassa em sistemas fotoautotréficos convencionais com meio de cultivo
padrdo (Miao e Wu, 2006; Chisti, 2007). Apés otimizagdo de tempo de batelada
e tratamento da vinhaca, a produtividade em proteinas elevou-se para 825,6 e

em lipidios para 244,8 mg.L™.dia™ com vinhagca bruta.

De qualquer forma, para todas as condi¢cdes de tratamento da vinhaca
os valores de produtividade lipidica sdo inferiores apenas aqueles indicados
para Chlorella protothecoides, microalga amplamente citada na literatura
devido ao seu elevado teor inicial de lipidios. Desta forma, a otimizacao da
producdo de biomassa sugere a viabilidade de cultivo da microalga D.
subspicatus em vinhaca, tanto para aproveitamento da sua fracdo protéica

como lipidica.
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6. Conclusoes

Nas diferentes condigBes experimentais, foi possivel concluir que:

- tanto pH como aeracdo apresentam pouca influéncia no cultivo da
microalga cloroficea Desmodesmus subspicatus em biorreator de bancada com

vinhaga;

- 0 tempo em batelada ideal para este tipo de cultivo é em torno de 9
horas, minimizando os efeitos da contaminacéo bacteriana sobre o crescimento

da biomassa;

- 0 tratamento fisico-quimico com Al>(SOg4); foi mais eficiente em termos
de remocédo da DQO do que utilizando cal extinta, sendo obtidas remocdes
maximas de DQO na faixa de 40 a 60%;

- as produtividades em termos de proteinas e lipidios para D.
subspicatus em vinhaca bruta e tratada com Al;(SO4); sdo superiores aos

valores citados na literatura;

- pode-se afirmar que € viavel o cultivo heterotrofico de D. subspicatus

em vinhaca para producao de proteinas ou lipidios.
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7. Sugestoes

Considerando os resultados obtidos, sugere-se para continuidade dos
trabalhos deste grupo de pesquisa:

- estudar as etapas de downstream, ou seja, a separacdo da biomassa
produzida em vinhaca e extragdo das proteinas e lipidios microalgais;

- avaliar ensaios em escala piloto de D. subspicatus em vinhaca,

- avaliar cultivos de outras microalgas e cianobactérias em vinhaca para
producao de proteinas e lipidios;

- identificar os contaminantes mais comuns e determinar a razao entre a
contagem de unidades formadoras de colonias e a biomassa desses
contaminantes.

104



8. Referéncias bibliograficas

ABOU-SHANAB, R.A.l; JI, M.K.; KIM, H.C.; PAENG, K.J.; JEON, B.H. Microalgal species
growing on piggery wastewater as a valuable candidate for nutrient removal and biodiesel
production. Journal of Environmental Management , v.115, p.257-264, 2013.

ALAHARI, A.; BALLAL, A.; APTE, S.K. Regulation of potassium-dependent Kdp-ATPase
expression in the nitrogen-fixing cyanobacteria Anabaena torulosa.
JournalofBacteriology , v. 183, p.5778 —5781. 2001.

ALVA, M.S.; LUNA-PABELLO, V.M.; CADENA, E.; ORTIZ, E. Green microalga Scenedesmus
acutus grown on municipal wastewater to couple nutrient removal with lipid accumulation
for biodiesel production. Biosource Technology , no prelo, 2013.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater. 21° ed., 2005.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHESMISTER-AOAC (1995). Official Methods of
Analysis. Washington, 1141p.

BASTOS, R.G.; MATTOS, L.F.A; DESSIA, V.C. GOLDEMBERG, S.; DA SILVA, D.
Heterotrophic growth of Desmodesmus subspicatus using sugarcane vinasse in batch
stirred reactor. Proceedings of Algal Biomass, Biofuels and Bioproducts. Elsevier. San
Diego, CA, Estados Unidos, 2012.

BASTOS, R.G.; QUEIROZ, M.l. Consumo e transferéncia de oxigénio no cultivo da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli. Anais do XVII Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica, Recife, Brasil, 2008.

BASTOS, R.G.; QUEIROZ, M.I., ALMEIDA, R.V., ALMEIDA, T.L., BENERI, R.L.; PADILHA, M.
Remocédo de nitrogénio e matéria organica do efluente da parbilizacdo do arroz por
Aphanothece microscopica NA&geli na auséncia de Iluminosidade. Revista da
Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Amb  iental (ABES) v.9 (2), p. 112-
116. 2004.

BASTOS, R.G.; SEVERO, M.; VOLPATO, G.; JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L.Q.; QUIEROZ,
M.l. Bioconversdo do nitrogénio do efluente da parboilizacdo do arroz por incorporacao
em biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica nagélii. Revista Ambiente &
Agua, v.5(3), p.258-264, 2010.

BASTOS, R.G.; SILVA, M.A,; RIGO, M.; VEIGA, G. E QUEIROZ, M.I, Growth of cyanobacteria
Aphanothece sp. on exogenous sugars. BioscienceJournal .v. 27, p. 156-161, 2011.

BERRY, S.; ESPER, B., KARADANSHOVA, |., TEUBER, M., ELANSKAYA, |., ROGNER, M.;
HAGEMANN, M. Potassium uptake in the cellular cyanobacteria Synechocystis sp. strain
PCC 6803 mainly depends on a ktr-like system encoded by slr1509(ntpJ). FEBSLetters ,
v. 548, p.53-58, 2003.

BHATNAGAR, A.; CHINNASAMY, S.; SINGH, M.; DAS, K.C. Renewable biomass production by
mixotrophic algae in the presence of various carbon sources and wastewaters.
AppliedEnergy , v. 88, n. 10, p. 3425-3431, 2011.

BLIGH, E.G.; DYER, JW. A rapid method of total lipid extraction and purification.
CanadianJournalofBiochemicalandPhysiology  , v.37, p.911-917, 1959.

BONINI, M. de A. Cultivo de Aphanotece microscopica Nageli e Chlorella vulgaris em diferentes
fontes de carbono e em vinhaca. Araras: UFSCAR, 2012. 112p. Dissertacao Mestrado

105



BOROWITZKA, M. Algae as food,In: Microbiology of fermented foods, Blackie Academic &
Professional, pages 585 — 602, 1998.

CHEN, C.; YEH, K.; AISYAH, R.; LEE, D.; CHANG, J. Cultivation, photobioreactor design and
harvesting of microalgae for biodiesel production: A  critical review.
BioresourceTechnology , Vol.102, p. 71-81, 2011.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances , v. 25(3), p. 294-306, 2007.

CONAB. Acompanhamento da safra brasileira: Cana-de-acgucar, safra 2012/2013: Quarto
levantamento. Disponivel em;
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/13_04 09 10 30 34 boletim_cana
_portugues_abril_2013 40 _lev.pdf (acessado em:14/10/2013), 2013.

CORSBI, J. J.; STRIXINO, S. T.; SANTOS, A. do; Del GRANDE, M. Diagnéstico ambiental de
metais e organoclorados em cérregos adjacentes a areas de cultivo de cana-de-agucar
(Estado de Sé&o Paulo, Brasil). Quimica Nova , v.29, n.1, p. 61-65, 2006.

DE-BASHAN, L. E. Removal of ammonium and phosphorus ions from synthetic wastewater by
the microalgae Chlorella vulgaris coimmobilized in alginate beads with the microalgae
growth-promoting bacterium Azospirillum brasilense. Water Research , v.36, p.2941-
2948l, 2002.

DEWOLF, J.; DEMPSEY, B.; TAYLOR, M.; POTTER, J. Guidance Manual for Coagulant
Changeover. Denver: AWWA Research Foundation e American Water Works
Association, 2003. 185 p.

DORAN, P. M. Bioprocess Engineering Principles. Academic Press, 439p., 1995.

DORAN, P.M. Bioprocess Engineering Principles. Academic Press . 1995.

DUMAS, A.; LALIBERTE, G.; LESSARD, P.; DE LA NOUE, J. Biotreament of fish farm effluents
using cyanobacterium Phormidium bohneri. Aquacultural Engineering, v. 17, p.57-68.

DURAND, A. Bioreactor designs for solid state fermentation. Biochemical Engineering
Journal , v. 13. p.113-125, 2003.

FALCAO, A. A. analises quimicas de residuos solidos ara estudos agroambientais. Campinas:
UNICAMP 2005. 98p. Dissertacdo Mestrado

FARGASOVA, A.; ONDREJKOVICOVA, I.; KRAMAROVA, Z.; FABEROVA, Z. Changes in
physiological activity of algae Desmodesmus gaudricauda after active bioaccumulation of
newly prepared and characterized Fe(lll) complexes with pyridine-3-carboxamide (pca)
by living algal cells. Biosource Technology , v.101, p.6410-6416, 2010.

FAY, P. (1983) The blue-greens (Cyanophyta-cyanobacteria). Ed. Edward Arnold Publishers, 52
ed., London, 88p., 1998.

FAY, P. Oxygen relations of nitrogen fixation in cyanobacteria. MicrobiologicalReviews , v.56
(2), p.340-373, 1992.

FAY, P. Oxygen relations of nitrogen fixation in cyanobacteria. Microbiological Reviews , v.56
(2), p.340-373, 1992.

FAY, P. The blue-greens (Cyanophyta — Cyanobacteria). Edward Arnold Publishes . London,
1983.

FELICI, E.M. Coagulagdo-floculacdo-sedimentagcdo como pos-tratamento de efluente de

sistema bioldgico em batelada aplicado a lixiviado de aterro de residuos soélidos urbanos.
Londrina: UEL, 2010. 138p. Dissertacao mestrado.

106



FERREIRA, P. M. P. Manual de cultivo e bioencapsulacdo da cadeia alimentar para a
larvicultura de peixes marinhos. Instituto Nacional de Recursos Bioldgicos: IPIMAR,
2009. 239p.

FLORES, E.; HERRERO, A. Assimilatory Nitrogen Metabolism and Its Regulation. In: BRYANT,
D.A. The Molecular Biology of Cyanobacteria. Kluwer Academic Plubishers . p. 409-
435, 1994.

FREIRE, W. J.; CORTEZ, L. A. B. Vinhaca de cana-de-aglcar. 1.ed. Livraria e Editora
Agropecuaria : Piracicaba, 2000. 203p.

GALACTION, A.l;; CASCAVAL, D.; ONISCU, C. & TURNEA, M. Prediction of oxygen mass
transfer coefficients in stirred bioreactor for bacteria, yeasts and fungus broths.
Biochemical Engineering Journal , v. 20, p. 84-94, 2004.

GALACTION, A.l;; CASCAVAL, D.; ONISCU, C.; TURNEA, M. Prediction of oxygen mass
transfer coefficients in stirred bioreactor for bacteria, yeasts and fungus broths.
BiochemicalEngineeringJournal , v. 20, p. 84-94, 2004.

GANTZER, C.J.; MAIER, W.J. Biological degradation os cyanide by nitrogen-fixing
cyanobacteria. In: Hazardous Waste Engineering Research Laboratory — Department of
Civil and Mineral Engineering, University of Minnesota, USA, 55p, 1988.

GAO, X.; Liu, Y.; Chen, Z.; Wu, L. Rapid screening and cultivation of oleaginous
microorganisms. Indian Journal of Experimental Biology , v.50, p. 282-289, 2012.

GIORDANO, G. Tratamento e controle de efluente industriais. Disponivel em:<
http://www.cepuerj.uerj.br/insc_online/itaguai_2011/edital/superior/biologo/Apostila%20-
%20Tratamento%20de%20efluentes%20industriais.pdf> Acessado em: 25/08/2012.

GONCALVES, C. A. S;; SILVA, E. L. Tratamento fisico-quimico da vinhaca. Anais do XXVII
Congresso Interamericano de Engenharia Sanitaria e Ambiental. 2000.

GONZALES, L. E.; CANIZARES, R. O.; Baena, S. Efficiency of ammonia and phosphorus
removal from a Colombian agroindustrial wastewater by the microalgae Chlorella vulgaris
and Scenedesmus dimorphus. Bioresource Technology , v.60, p.259-262, 1997.

GROSSMAN, A.R.; SCHAEFER, M.R.; CHIANG, G.G.; COLLIER, J.L. The Responses of
Cyanobacteria to Environmental Conditions: Light and Nutrients. In: BRYANT, D. A. The
Molecular Biology of Cyanobacteria. Kluwer Academic Plubishers. p. 641-668, 1994.

HARUN, R.; SINGH, M.; FORDE, G.; DANQUAH, M.K. Bioprocess engineering of microalgae to
produce a variety of consumer products. Renewableandsustainableenergyreviews , v.
14, p.1037-1047, 2010.

HODAIFA, G.; MARTINEZ, M.E.; ORPEZ, R.; SANCHEZ, S. Inhibitory effects of industrial olive-
oil mill wastewater on biomass production of Scenedesmus obliquus.
EcologicalEngineering , v. 42, p. 30-34, 2012.

JACOB-LOPES, E.; ZEPKA, L. Q.; QUEIROZ, M.I. E NETTO, F.M. Protein characterization of
the Aphanothece microscopica N&geli cyanobacterium cultivated in parboiled rice
effluent. Ciéncia&TecnologiadeAlimentos , v. 26 (2), p.482-488, 2006.

JI, M.K.; ABOU-SHANAB, R.A.l;; KIM, S.H.; SALAMA, E.S.; LEE, S.H.; KABRA, A.N.; LEE,
Y.S.; HONG, S.; JEON, B.H. Cultivation of microalgae species in tertiary municipal
wastewater supplemented with CO2 for nutrient removal and biomass production.
Ecological Engineering , v.58, p.142-148, 2013.

KRAMAROVA, Z.: FARGASOVA, A.; MOLNAROVA, M.:BUJDOS, M. Arsenic and selenium

interactive effect on alga Desmodesmus quadricauda. Ecotoxicology and
Environmental Safety , v.86, p.1-6, 2012.

107



KUMAR, M. S.; MIAO, Z. H.; WYATT, S. K.; Influence of nutrient loads, feeding frequency and
inoculums source on growth of Chlorella vulgaris in digested piggery effluent culture
medium. Bioresource Technology , v. 101, p. 6012-6018, 2010.

LAZIC, S.; ZEC, S.;MILJEVIC, N.; MILONJIC, S. The effect of temperature on the properties of
Hidroxyapatite precipitated from calcium hydroxide and phosphoric acid.
Thermochemical Acta , v.374, p.13-22, 2001.

LEESING, R.; SIHAWONG, S.; DUANGKEAW, N. Producing of microalgal lipid by isolated
microalgae under photoautotrophic and heterotrophic cultivations. APCBEE Procedia , v.
7, p. 48-53, 2013.

LI, X., HU, H., & ZHANG, Y. Growth and lipid accumulation properties of a freshwater microalga
Scenedesmus sp. under different cultivation temperature. Bioresource Technology , v.
102(3),p. 3098-3102, 2011.

LODI, A.; BINAGHI, L.; SOLISIO, C.; CONVERTI, A.; DEL BORGHI, M. Nitrate and phosphate
removal by Spirulina platensis. J. Ind. Microbiol Biotechnol ., v. 30, p. 656:660, 2003.

MACEDO, R.V.T.; Estudo da utilizacdo do vinhoto como substrato para o crescimento de
leveduras e bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre. Tese de Mestrado em
Engenharia de Alimentos. Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, 151p. 1991.

MALEYV, O.; KLOBUCAR, R.S.; FABRETTI, E.; TREBSE, P. Comparative toxicity of imidacloprid
and its transformation product 6 cloronicotinic acid to non-target aquatic organisms:
Microalgae Desmodesmus subspicatus and amphipod Gammarus fossarum.
PesticideBiochemestryandPhysiology , v.104, p.178-186, 2012.

MANETTI, A. G. S. Avaliacdo do relso da agua residuaria oriunda de uma industria
processadora de pescado utilizando Aphanothece microscopica Nageli. Rio Grande:
UFRG, 2008. 85p. Dissertacdo Mestrado.

MARTINEZ, M.E.; SANCHES, S.; JIMENEZ, J.M.; EL-YOUSFI, F.; MUNOZ, L. Nitrogen and
phosphorous removal from urban wastewater by the microalga Scenedesmus obliquus.
Biosource Technology , v.73, p.263-272, 2000.

MIAO, X., & WU, Q. Biodiesel production from heterotrophic microalgal oil. Bioresource
Technology , v. 97(6), p. 841-846, 2006.

MONTES, F.J.; CATALAN, J. & GALAN, M.A. Prediction of k.a in yeast broths. Process
Biochemistry , v. 34, p.549-555, 1999.

NAVARRO, A.R.; SEPULVEDA, M.C.; RUBIO, M.C.; Bio-concentration of vinasse from the
alcoholic fermentation of sugar cane molasses. WasteManagement 20, p.581-585.
2000.

NUNES, V.J.; VOLTOLINA, D.; NIEVES, M.; PINA, P.; MEDINA, A.; GUERRERO, M. Nitrogen
budget in  Scenedesmus obliquus cultures with artificial wastewater.
BiosourceTechnology , v.78, p.161-164, 2001.

OLIVEIRA, H.T.; Utilizacdo de vinhaca como meio de cultura para Chlorella vulgaris CCAP-
211/11b. Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil. 1988. Dissertacdo de
mestrado.

OREN, A.; SHILO, M. Anaerobic heterotrophic dark metabolism in the cyanobacterium
Oscillatoria limnetica: Sulfur respiration and lactate fermentation.
ArchivesofMicrobiology , v. 122 (1), p. 77-84, 1979.

PAN, Y.Y.; WANG, S.T.; CHUANG, L.T.; CHANG, Y.W.; CHEN, C.N.N. Isolation of thermo-
tolerant and high lipid content green microalgae: Oil accumulation is predominantly

108



controlled by photosystem efficiency during stress treatments in Desmodesmus.
BiosourceTechnology , v.102, p.10510-10517, 2011.

PEREZ-GARCIA, O; ESCALANTE, F. M.; DE-BASHAN, L. E.; BASHAN Y. Heterotrophic
cultures of microalgae: metabolism and potencial products. Water Research , v.45, p. 11-
36, 2011.

PINTO, C. P. Tecnologia da digestdo anaerébia da vinhaca e desenvolvimento sustentavel.
Campinas: UNICAMP, 1999. 162p. Dissertacdo Mestrado

POKORA, W.; TUKAJ, Z. The combined effect of anthracene and cadmium on photosynthetic
activity of three Desmodesmus (Chlorophyta) species. Ecotoxicology and
Environmental Safety , v.73, p.1207-1213, 2010.

PRATHIMA DEVI, M.; VENKATA SUBHASH, G.; VENKATA MOHAN, S. Heterotrophic
cultivation of mixed microalgae for lipid accumulation and wastewater treatment during
sequential growth and starvation phases: Effect of nutrient supplementation.
RenewableEnergy , v. 43, p. 276-283, 2012.

PULZ, O.; GROSS, W. Valuable products from biotechnology of microalgae. Appl. Microbiol.
Biotechnol. V.65, p.635-648, 2004.

QUEIROZ, M. I. The Nagele microscoca Aphanothece potential in the production of single-cell
protein from the remaining water. In: Chames, S. W. Proceedings of the eighth
international congress of engineering and food. Pennsylvania, EUA, 2001. p. 2027-2031.

QUEIROZ, M. |, BASTOS, R.G., BENERI, R.L. & ALMEIDA, R.V. Evaluacion del crecimiento
de la Aphanothece microscopica Nageli en las aguas residuales de la parbolizacién del
arroz. RevistalnformaciénTecnologica , Chile, v.13 (1). p. 61-65, 2002.

QUEIROZ, M. L. Single-cell oil production by cyanobacterium Aphanothece microscopica Nageli
cultivated heterotrophically in fish processing wastewater. AppliedEnergy , v.88, p.3438-
3443, 2011.

QUEIROZ, M.I.; LOPES, E.J.; ZEPKA, L.Q.; BASTOS, R.G.; GOLDBECK, R. The kinetics of the
removal of nitrogen and organic matter from parboiled rice effluent by cyanobacteria in a
stirred batch reactor. BioresourceTechnology , v.98 (11), p.2163-2169, 2007.

RABOQY, B.; PADAN, E. Active transport of glucose and a-methylglucoside in the
cyanobacterium Plectonema boryanum. The Journal of Biological Chemistry , v.
253(9), p.3287-3291, (1978).

REED, R.H.; ROWELL, P.; STEWART, W.D.P. Characterization of the transport of potassium
ions in the cyanobacteria Anabaena variabilis Kitz. Eur. J. Biochem , v.116, p.323 — 330,
1981.

RENAUD, S. M.; THINH, L. V.; LAMBRINIDIS, G.; PARRY, D. L. Effect of temperature on
growth, chemical composition and fatty acid composition of tropical Australian microalgae
grown in batch cultures. Aquaculture , 211: 195-214, 2002.

RICHMOND, A. Handbook of microalgal culture. Wiley-Blackwell. Oxford, UK, 588p. 2004.

RIPPKA, R.; DERUELLES, J.; WATERBURY, J.B.; HERDMAN; M.; Stanier; R.Y. Generic
Assignments Strain Histories and Properties of Pure Cultures of Cyanobacteria. Journal
of General Microbiology , Great Britain, n.111, p.1-61, 1979.

RODOLFI, L., ZITTELLI, G. C., BASSI, N., PADOVANI, G., BIONDI, N., BONINI, G. AND
TREDICI, M. R. "Microalgae for Oil: Strain Selection, Induction of Lipid Synthesis and
Outdoor Mass Cultivation in a Low-Cost Photobioreactor." Biotechnol. Bioeng. v.102(1):
p.100-112 2009.

ROLEDA, M. Y., SLOCOMBE, S. P., LEAKEY, R. J. G., DAY, J. G., BELL, E. M., & STANLEY,
M. S. Effects of temperature and nutrient regimes on biomass and lipid production by six

109



oleaginous microalgae in batch culture employing a two-phase cultivation strategy.
Bioresource Technology , v. 129, p. 439-449, 2013.

ROSA, E.; BARATA, C.; DAMASIO, J.; BOSCH, M. P.; Guerrero, A. Aquatic ecotoxicity of a
pheromonal antagonist in Daphnia magna and Desmodesmus subspicatus. Aquatic
Toxicology V.79, p.296-303, 2006.

RUIZ-MARIN, A.; MENDOZA-ESPINOSA, L.G.; STEPHENSON, T. Growth and nutrient
removal in free and immobilized green algae in batch and semi-continuous cultures
treating real wastewater. BioresourceTechnology , v.101, p. 58-64, 2010.

SAMORI, G.; SAMORI C.; GUERRINI, F.; PISTOCCHI, R. Growth and nitrogen removal
capacity of Desmodesmus communis and of a natural microalgae consortium in a batch
culture system in view of urban wastewater treatment: Part |. Water Research , v.47,
p.791-801, 2013.

SARTORI, S. B. Atividade enzimética e valores nutricionais de Pleurotus spp. cultivados em
vinhaca. Piracicaba: ESALQ, 2011. 109p. Dissertacdo Mestrado

SILVA, V. L. M. M.; GOMES, W. C.; ALSINA, O. L. S. Utilizacdo do bagaco de cana-de-agUcar
como biomassa adsorvente na adsor¢édo de poluentes organicos. Revista Eletrdnica de
Materiais e Processos , v.2, p.27-32, 2007.

TAM, N. F. Y.; WONG, Y. S. Effect of ammonia concentration on growth of Chlorella vulgaris
and nitrogen removal from media. Bioresource Technology , v.57, p.45-50, 1996.

TAM, N.F.Y.; WONG, Y.S. Effect of immobilized microalgal bead concentrations on wastewater
nutrient removal. Environmental Pollution  v.107, 145-151, 2000.

TAM, N.F.Y.; WONG; J.P.K.; WONG, Y.S. Repeated use of two Chlorella species, C. vulgaris
and WW1 for cyclic nickel biosorption. Environmental Pollution , v.114, p.85-92, 2001.

THEVENIEAU, F. & NICAUD, J.-M. Microorganisms as sources of oils. Oilseeds & Fatcrops
and Lips Journal , v.20(6), D. 603, 2013.

TOMASELLI, L. The microalgal cell. In:Handbook of Microalgal Culture. Richmond, A., p.3-19.
Blackwell , Oxford, UK, 2004.

VASCONCELOS, V.M.; PEREIRA, E. Cyanobacteria diversity and toxicity in a wastewater
treatment plant (Portugal). Water Research 35 (5), p. 1354-1357, 2001.

VOLTOLINA, D.; GOMEZ-VILLA, H.; CORREA, G. Nitrogen recycling by Scenedesmus
obliquus in semicontinuous cultures using artificial wastewater and a simulated light and
temperature cycle. BioresourceTechnology , v.96, p.359-362, 2004.

WANG, B.; LI, Y.; WU, N.; LAN, C. Q. CO2 bio-mitigation using microalgae. Applied
Microbiology and Biotechnology , v. 79, p. 707718, 2008.

WU, L.F.; CHEN, P.C.; HUANG, A.P.; LEE, C.M. The feasibility of biodiesel production by
microalgae using industrial wastewater. BioresourceTechnology , v.113, p. 14-18,
2012.

XIN, L.; HONG-YING, H; KE, G.; YING-XUE, S. Effects of different nitrogen and phosphorus
concentration of growth uptake, and lipid accumutation of a freshwater microalga
Scenedesmus sp. Bioresouce Technology v. 101, p. 5494-5500, 2010.

XIN, L., HONG-YING, H., & JIA, Y. Lipid accumulation and nutrient removal properties of a
newly isolated freshwater microalga, Scenedesmus sp. LX1, growing in secondary
effluent. New Biotechnology , v. 27(1), p. 59-63, 2010.

XING, X.H.; JUN, B.M.; YANAGIDA, M.; TANJI, Y.; UNNO, H. Effect of C/N values on microbial
simultaneous removal of carbonaceous and nitrogenous substances in wastewater by

110



single continuos-flow fluid-ized-bed bioreactor containing porous carrier particles.
Biochemical Engineering Journal , v. 5, p. 29-37, 2000.

ZHANG, E.; WANG, B.; WANG, Q.; ZHANG, S.; ZHAO, B. Ammonia-nitrogen and
orthophosphate removal by immobilized Scenedesmus sp. isolated from municipal
wastewater for potential use in tertiary treatment. Bioresource Technology , v. 99, p.
3787-3793, 2008.

111



9. Anexo

9.1. Artigos submetidos

9.1.1. Artigo submetido a revista Desalination and Water Treatment

Desalination and Water Treatment

COD and nitrogen removal from sugarcane vinasse by
heterotrophic green algae Desmodesmus sp.

Journal: | Desalination and Water Treatment

Manuscript 1D: | TDWT-2014-1344

Manuscript Type: | Original Paper

Complete List of Authors: | Bastos, Reinaldo; UFSCar,
de Mattos, Luiz Felipe; UFSCar,

Keywords: | Vlinasse, green algae, wastewater treatment, Desmodesmus

!
|
|
Date Submitted by the Author: | 07-Jul-2014 |
|

SCHOLARONE
Manuscripte

112



COD and nitrogen removal from sugarcane vinasse biyeterotrophic green algaeDesmodesmus sp.

Luiz Felipe Arjonilla de Matto$, Reinaldo Gaspar Bastos

! Center of Agricultural Sciences — Federal Univgrsit Sdo Carlos — Araras, SP, Brazil

ABSTRACT. Vinasse is the main wastewater from the etharohéntation-distillatioprocess,
generated in large volumes due to Brazilian indaistugarcane processin@esmodesmus a green
algae genus with recognized ability to wastewagsatment with organic matter and nutrient consuompti
in heterotrophic growth conditions. Thus, the aiinthis research was the evaluatiorDEfsmodesmus
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INTRODUCTION

Vinasse is the major effluent from the ethanoifentation-distillatiomprocess. It has acid pH,
which promotes its high corrosive characteristicj Aas high concentration of organic matter, patass
and nitrogen, being capable of superficial watéraghization and soil salinization when discharged
an arbitrary way [1,2]. Some industrial uses hdieaay been studied like biodigestion, burn, thérma
and chemical concentration and fertigation [3]. I[days, the fertigation alternative is widely usiedte
potassium is capable of improving sugarcane cromass yield [2]. However, in these process a lot of
organic matter is discarded without use, which setivat a good opportunity for biomass production is
being lost [4,5].

Scenedesmushows high cellular viability in domestic efflusriblerating high variations in
temperature and pH parameters. Martieeal. [6] reported specific growth rate of 0.044 in a
secondary treatment effluent where this microalgas able of removing almost all phosphorus and
nitrogen present in that. In a similar experiméin, et al.[7] reported specific growth rate of 0.034 h
for Scenedesmusp. LX1 grown in synthetic effluent using ammoasaa nitrogen source.

Alva et al.[8] reported phosphorous and nitrogen removalééb&nd 94%, respectively, by
Scenedesmus accutfissm domestic effluent at 18 hours cultivation,abing a biomass with 28% of
lipid content.

In a piggery effluent, Abou-Shanad al.[9] obtained 60% of phosphorous and nitrogen reahov
after 20 days cultivation &cenedesmus obliqyueporting a 70% removal of calcium after thisiper

In autotrophic cultivations, most nitrogen remoigataused by pH alcalinization, what gives
microalgae an important role in secondary effluszdtment [10]. Accordingly, &t al.[11] obtained
99% removal of nutrients after 96 hours autotrohiitivation ofScenedesmus obliqureporting a
specific growth speed of 0.047 HThe same was observed by Saneoal.[12] usingDesmodesmus
communisand by Martineet al.[6] usingScenedesmus obliquus

Desmodesmus recently detached genus fr@wenedesmueccordingly to Aret al [13] due to
its spiny formations and genotypic differences, indssiduals with close capabilities of wastewater
nutrient consumption under heterotrophic conditions

Bastoset al.[14] using vinasse as growth media Besmodesmusp.,reported specific growth
rate of 0.096 1 and pointed that these results are promissorkifir added value biomass generation in

agro industrial effluents.
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Biomass generated with microalgae production usidgstrial effluents as substrate seems to be
an alternative for expensive wastewater treatmengst can be used in aquaculture as a valuabld fe
ingredient [15].

Thus, the aim of this research was the evaluati@QD and nitrogen removal and growth of

Desmodesmusp. in sugarcane vinasse.

MATERIAL AND METHODS
Vinasse

Vinasse was collected from a sugarcane processithgsiry in Araras city, Sdo Paulo, Brazil,
directly after the ethanol distillation at 96°Cadtionated in 2 L bottles at approximately 80°Ghia

laboratory and frozen until its utilization.

Inoculum and cultivation

Green microalgaedhlorophyta¢ Desmodesmusp.was maintained in our culture bank in
modified BGN media [16] which composition is: 3@ii* K,HPQ,, 75 mg.L* MgSQ, . 7H,0, 36 mg L
! CaCl . 2H,0, 6 mg L* ferric ammonium citrate, 1 mg'L Na, EDTA, 6 mg L* citric acid, 20 mg L*
Na,CO;, 1.5 mg [* NaNQ;, 72 mg L* NaCl, 2.86 mg [ HsBOs, 1.81 mg [* MnCl, . 4H,0, 0.22 mg [*
ZnSQ, . 7H,0, 0.39 mg [} NaMoQ, . 2H,0, 0.079 mg [* CuSQ . 5H,0, 0.04 mg [ CoC} . 6H,0.

Desmodesmusp. inoculum was grown autotrophycally in the bémter using BGN media with
pH 7,5, at 25°C, aeration of 1VVM , 3xg mechaniiatipn and photo flux of 45umolfs until 1 g.I*
biomass concentration. After thfomass was centrifuged at 1275 xg and inoculst@thasse for the
experiment.

Heterothophic cultivation ddbesmodesmusp.was set up in the stirred batch bioreactor
(covered to prevent light incidence) with vinasspt 7.0, 25°C, 1 VVM and 8g of stirrer speed.
Parameters such as pH, DO and DCO were monitorddezorded each 30 minutes. Samples from the

bioreactor were collected each 3 hours for 30 hours

Analysis
COD of vinasse was obtained by the dichromate atkthccording to APHA [17], using an acid

solution made of sulphuric acid and dichromatettiersamples digestion at 150°C for 2 hours in an
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HACH® digestor block. Digested samples where cooledrioient temperature and the absorbance read
at 600nm in HACH spectrophotometer using 4 mL glass cubetes aitst@tidn curve with biftalate
solution.

NT of vinasse was made using Total Nitrogen Tedtie™ HACH® vials kit. In the first step
samples were digested in an alkaline media witbyifate for 30 minutes at 105°C in HAEHigestor
block, similar to COD, cooled at ambient temperatdr bisulfate reagent was poured at the vial and
mixed followed by a reaction time of 3 minuteseathat an indicator was added and let react for 2
minutes.For the final step, samples of 2mL fromdlgested tubes were added to acid reagent tubes fo
the color formation and absorbance reading in a HAgpectrophotometer at 410nm.

Suspended solids for estimation of biomass wa®peed by vacuum filtration using a
Millipore® filtration apparatus with 0,3@n Sartoriu§ cellulose acetate membranes previously dryed at
105°C for 60 minutes and weighted. Filtration wasf@rmed with 5 mL samples and a blank from the
suspended solids of vinasse was made before thalatmn ofDesmodemsusp. in the bioreactor. After
filtration, membranes were dryed at 105°C untilstant mass measurement and the suspended solids
dried mass was obtained by the weight differen¢edsen initial and after filtration weight of the
membranes.

Green algae and bacteria cell counting

Desmodesmusp. cells were counted using Improved Neubauer beansounting the corner
squares and the central one. Average of the cowatees was performed and this value multiplied by
the dilution factor and fdor the cells per mL concentration.

Colony forming units of bacteria was measuredi§iatrifilm Aqua” from 3M® applying 1 mL
of the samples per plate and incubating it for d8rk at 37°C. In this method all plate area is t@adin
the value is multiplied by the dilution factor atie result is expressed in CFU.

Kinetic analysis

Percentage efficiency of substrate removal from GONT was determined by Equation 1:

E_S:SO—S

x100 (Equation 1)

(o]
From the biomass concentration, COD and NT wereutatied the specific growth rate and

consumption of COD and TN, according to Equation3 &nd 4.
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1 d(X) _
=—— Equation 2
Hy < dt (Eq )
_ 1d(cop) Coation 3
Qcop = X dt (Equation 3)
1 d(NT) .
Ont = X dt (Equattie)
Biomass productivity was calculated according todmn 5:
p=2% q(Eation 5)

In the log-phase, specific growth rate presentsrthgimum value, calculated by Equation 6:

In(X, - X,) .
ey = ———— (Equation 6)
t,-t
Yields of COD and NT to biomass were calculateddiip of growth and consumption rates,

i.e., from the slope of curve biomass substrates (Equation 7):

__d(X)
(7 d(S)

(Equation 7)
RESULTS AND DISCUSSION

Initial chemical composition and pH of vinasse sinewn at Table 1. From the data, there is a
need for adjustment of pH for the cultivation oégn algae, since the pH of propagation medium BN i

7.6. Another important point is the C/N ratio of@asse sample around 20. This value, calculated tinem

ratio in COD and TN is in the optimum range forhog these microorganisms [18].

Table 1: Vinasse composition

pH COD (mg L} NT (mg L)) PT (mg L% Total solids (mg %)

3.5 27.100 1.420 261 26.220

COD: Chemical oxygen demand; NT: Total nitrogen; Pdtal phosphorus
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Figure 1 presents dissolved oxygen and carbondafopiofiles in vinasse during growth of
Desmodemsisp.. As shown, oxygen consumption increased ureill® hour of cultivation, stabilizing
at 20% of the oxygen pumped into reactor untilehd of the experimenin this period, oxygen
consumption occurs at a constant rate (non-limjtafd.186 mg ', following zero-order kinetics. On
the other hand, the production of carbon dioxideaias constant from 6 to 21 hours at a rate of®.60

mg L*h™.
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Figure 1: Oxygen consumption and £@oduction during the growth &fesmodesmusp.in sugarcane

vinasse.

This information points that oxygen consumption \wagh inside the bioreactor considering that
1 VVM aeration pH didn't acidified during the expeent (as expected for a controlled aerobic system)
which may indicate that 1vvm aeration was highantthe cultivation process needed.

Likewise the low oxygen consumption observatibe, low carbon dioxide accumulation in the
bioreactor may be linked to the high aeration et VVVM, and may support that this was excessive i
term of biological demand.

Carbon dioxide production in bioreactor relatestganic matter consumption by the
heterotrophic microorganisms present in there, whieans that even being a stressing media, vinasse

can be treated without dilution biologically.
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pH in the bioreactor, different as related inrbiteire, increased from 7,7 to almost 8,5 during the
30 hours. A faster increase was observed in tee X hours and continued in a slower manner #®r th

last 20 hours as shown in Figure 2.

R
i - om—— W

pH
-
AN

7.6 , . , . , . , . , . , . ,
0 5 10 15 20 25 30

Time (hours)

Figure 2: pH evolution during the growth B&smodesmusp.in sugarcane vinasse.

Increase in pH is related to the active transpioratf some specific carbohydrates through the
cell membrane by the symport system. It promotedianglkalinization by a proton uptake accompanied
with the carbohydrate transportation, loweringftiee H concentration in the media and so,
misbalancing the pH [19,20]. This behave sugghstisvinasse presents specific organic moleculds an
Desmodesmusp. was able to consume organic material in danklitions.

Total nitrogen consumption during cultivation oged in an almost linear uptake after 9 hours,

reaching 52% at 30 hours, according to Figure 3.
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Figure 3: Nitrogen and COD consumptiongsmodesmusp.in sugarcane vinasse at 30 hours

experiment.

It could have been said that part of nitrogen depievas caused by pH alkalinization and
ammonia volatilization supported by aeration. Disfiiis, nitrogen concentration only starts to dase
after 9 hours of cultivation and after pH was atieat 8.1.

As it will be shown at biomass production topiittagen concentration in the media started to
decrease when the log phase of biomass growtheeased, indicating that its sequestration from the
media didn’t happen by physical-chemical ways hubiological consumption.

Table 2 presents the kinetic parameters as maxispauific growth rate dbesmodesmusp. in
vinasse, consumption rates and maximum removaldad and TN.

According to Table 2, nitrogen consumption in bixtor was of 32.88 mg'th?, with
maximum removal of 52% at 30 hours, which agreéh wasults of nitrogen consumption by
Scenedesmus obliquimsautotrophic cultivation using artificial wastater shown by Nufiest al.

COD in the media decreased in an exponential behaeaching 36.2% in the 30 hours

cultivation, as shown in Figure 3, with consumptiate of 342.8 mg t h*
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Table 2: Kinetic parameters

Parameter Value
Hmax (M) 0.15 (R = 0.87)
Ocop (Mg L* Y 342.8 (R = 0.95)
grv (Mg L hY) 32.88 (R = 0.95)
E — COD (%) 36.2 (30 hours)
E - TN (%) 52.1 (30 hours)

Mmax Maximum specific growth rateggh: COD consumption specific rate;g TN consumption
specific rate; E — COD: maximum COD removal; E — Ttdximum TN removal; & coefficient

of correlation for linear fit of growth, COD and Tduirves.

The faster consumption period was in the firsh@0rs stabilizing after that, may be for the
quality of the rest of organic matter present atftat. A possible explanation is that in the f@6thours,
low molecular weight organic compounds supporteariaiss growth, and after its consumption only high
molecular weight organic compounds were left. As tha hard consumption substrate, COD depletion
slowed down, accompanied by a shock in the bionedsstabilized the growth after that.
The log phase of biomass growth started at tHeo@ir lasting until the 18and
biomass implementation in the bioreactor after 80rk cultivation with maximum specific growth rate

of 0.15 K (Figure 4).

Biomass (mg.L)

0
wm| o0 0
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Figure 4: Biomass concentration profile during gihewth ofDesmodesmusp.in sugarcane vinasse.

The carbon dioxide production, oxygen consumpti®@D and NT concentration has higher
variations after the log phase of biomass growth reached confirming that biomass was not only
surviving the stressing media, but growing in it.

C/N ratio near to 20 for sugarcane vinasse is Isigit®r the growth of such microorganisms
[17]. Inthe fact, Xinget al.[21] found that variations in the C/N ratio in tuhtion medium resulted in
different rates of incorporation of the carbon aitdogen in the cells.

Thus, a possible explanation for the shortneshefdg phase is the misbalancing of C/N ratio
as nitrogen was consumed faster than carbon, whighcause stressing situation in organic systems.
Nevertheless, other possible explanation is thdtlsefore related with the high consumption of lthe
weight organic matter and the difficult of consuglarger molecules by the microorganisms.

The biomass productivity in this experiment wag@il,1 mgl*h™ and the specific growth rate
was of 0.022 1, which was found high for a microalgae cultivattmside other authors [7,12,22] had

similar or higher results in heterotrophic cultieats.

Figure 5 presents yield COD to biomass profile ®stjgg that considerable growth with high
conversion to biomass in the™#rst hours, agreinges with the profiles of biomasd oxygen. These
results suggest that it is possible to obtain lyighd of this green algae in vinasse as byprodfict o

sugarcane processing, which is a industrial agtihiat has large scale operations in Brazil.
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Figure 5: Yield COD to biomass during the growttbelsmodesmusp.in sugarcane vinasse.

Results oDesmodesmusp. counting pointed that green algae was growimglg (Figure 6).
Cell productivity calculated fobesmodesmusp.in this experiment was 13.36ells L* h™ and points
the usual problem of contamination in heterotroghiltivations.
These results are different of the conventionall tedlids analysis and as suggests the high yield

COD to biomass (Figure 5).
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Figure 6:Desmodesmusp. cells performance in the 30 hours experiment

However, according to Figure 7, results of bacteoianting showed that bacteria grew fast in
vinasse in an exponential fit, with a lag phas® bburs. At 10 hours-cultivation the bacterial
contamination is still small, which indicates thatthis period, the biomass yield is due to glooit

green algae.

123



50
45—-
40—-
35 -
30—-
25 1

20

xlO3 Bacterial CFU

15+

10

0 5 10 15 20 25 30

Figure 7: Bacteria contamination in the 30 hounzsegixnent

Moreover, these results confirms that biomass dromg¢asured by total solids was masked by
the bacterial contamination, and that bacteria wesponsible for part of the nitrogen and COD
consumption. This situation, although very cleaewift is heterotrophs crops green algae or
cyanobacteria, is not addressed more consistanthei literature. Additionally, these findings aisould
prevent the application of these microorganisms;esiresearch pointed enhancing in algae systerhs wit
bacteria [23].

Bacterial biomass production in the experiment afasmost 103 UFC:h which indicates high
affinity of bacteria for vinasse’s nutrients ane tiisk of it contaminating eukaryotic microalgal
cultivation systems.

High affinity for nutrients let bacteria in a mdavorable position for nutrients competition
causing stress in green algae that without lightafmixothophic metabolism, slows or stop growiyg b
lack of nutrients. Therefore, alternative proposalminimize problems of bacterial contamination in
these heterotrophic cultivations would be to chathgecomposition of the medium without disturbihg t

algal growth and/or set up batch of just a few kour

CONCLUSIONS
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Green alga®esmodesmusp. can be grown in sugarcane vinasse at speaiéicof 0.15 H with
36.2 and 52.1% of COD and TN removal, respectiv@ltivation presented high and crescent yield of
COD to biomass at the first 10 hours.

Nevertheless, there is an incidence of bacteriaiasnination monitored in this research, which
must be controlled to optimize the growing condis®f green algae in vinasse.

The results are promising and help the analysikebottlenecks in the production of algae

biomass from industrial wastewaters.

NOTATION

Hmas Maximum specific growth rate
u: Specific growth rate (B

CFU: Colony forming units(CFU.mt)
COD: Chemical oxygen demand (mg)L

DCO: Dissolved carbon dioxideng.L™)

DO: Dissolved oxygefmg.L™)

E-S: Percentage efficiency of substrate removal (%)
NT: Total nitrogen (mg.L)

P: Biomass productivity (mg:Lh?)

PT: Total phosphorous (mg).

Qcop: COD consumption (mg:h

ant: NT consumption (mg:H

R? Coefficient of correlation for linear fit

S: Final concentration of the substrate (nj.L

S: Initial concentration of the substrate (mg)L

t: Growth time (h)

t, — t: Interval of log-phase (B

VVM : Volume of air per volume of liquid per minuté_..L™)
X: Final concentration of the biomass (mg)L

Xo: Initial concentration of biomass (mg-L

xg: Relative centrifugal force (xg)
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Y, Biomass yeld per substrate consumption (mg)mg
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Remocao de DQO e nutrientes de esgoto doméstico por
Desmodesmus subspicatus
COD and nutrient removal from urban effluent by
Desmodesmus subspicatus
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Mestranda em Agricultura e Ambiente pela UFSCar
Luiz Felipe Arjonilla de Mattos, Farmacéutico pelIESP, Mestrando em Agricultura
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Claudinei Fonseca Souza, Engenheiro Agronomo pRER3P, Professor Adjunto do
Departamento de Recursos Naturais e Protecdo Atabl@egA/UFSCar

Resumo

O trabalho teve como objetivos avaliar o crescimemeterotréfico e potencial de
remocdo de DQO e nutrientes (nitrogénio e fosfoda microalga cloroficea
Desmodesmus subspicatesn esgoto doméstico coletado em estacdo piloto de
tratamento e reuso de agua do CCA/UFSCar. Os adssltindicaram velocidades
especificas de crescimento méximas de 0,084ctm concentracbes de biomassa ao
redor de 1000 mg t em 24 horas de cultivo. Devido & composicédo doeefi
esterilizado, tanto a quantidade de matéria orgacoeno nitrogénio séo limitantes para
o crescimento microbiano. Entretanto, para valatesDQO acima de 200 mg*L
houve uma elevada conversdo de matéria organicefldente em biomassa. Estes
resultados sugerem a viabilidade de aplicacdo destaoalga para producdo de
biomassa e remocéo de parte dos nutrientes e emat@anica deste efluente, podendo
ser considerada como uma das etapas de adequagéeoepao agricola de esgoto
domeéstico.

Abstract

The aim of this research was to evaluate the hetgrinic growth and removal of COD
and nutrients (nitrogen and phosphorus) of greamaaigaeDesmodesmus subspicatus
from domestic wastewater collected in pilot plahtreatment and water reuse of the
CCA/UFSCar. The results showed maximum specifiomgfiorates of 0.084 h with
biomass concentrations around 1000 rigirh. 24 hours of the experiment. Due to the
chemical content of the sterilized effluent, bolte torganic matter as nitrogen are
limiting to microbial growth. However, for COD ab®200 mg [, there was a high
conversion of organic matter into biomass. Thesilte suggest the feasibility of
microalgae in one of the stages of suitability fagricultural reuse of domestic
wastewater.

Titulo resumido do artigo em portugués para o cahe¢ Remocao de nutrientes de
esgoto doméstico por microalgas
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Introducao

O uso de microalgas na purificacdo de aguas resaguadustriais e domésticas
vem sendo estudado como alternativa aos processoerwionais de despoluicdo
(MARTINEZ et al, 2000). Estes processos apresentam como grandagean 0
aproveitamento da biomassa gerada na producéootkinas unicelulares, compostos
celulares como pigmentos ou obtencao de biodiésalés da transesterificacdo do oleo
microalgal. Nesse sentido, diferentes espécies ideoatga cloroficeaDesmodesmus
(Scenedesmyusém sendo cultivadas na forma de células livriesabilizadas em aguas
residuarias industriais, domésticas e artificiajesentando velocidades especificas de
crescimento similares as obtidas em meios sin&t@IARTINEZ et al, 2000;
VOLTOLINA et al, 2005; ZHANGet al, 2008; RUIZ-MARINet al, 2010; XINet al,
2010; BHATNAGAR et al, 2011; HODAIFAet al, 2012;PRATHIMA DEVI et al,
2012; WUet al, 2012). Esta microalga verde tem apresentadovebalidade celular
em aguas residuarias domésticas, tolerando vagatgdtemperatura e pH. MARTINEZ
et al (2000) avaliaram o cultivo da microalggcenedesmus obliquwsn efluente
coletado do tratamento secundario da cidade dea@aanEspanha. Estes autores
reportam velocidades especificas de crescimentdnméxem torno de 0,0438ha
30°C, com remocéo de praticamente total de fésforitreg&nio do meio. XINet al
(2010) avaliaram o cultivo décenedesmus dpX1 em diferentes fontes de nitrogénio,
obtendo remocao de nutrientes proxima a 90% utifi@anitrato ou uréia. Neste mesmo
estudo, os autores obtiveram a velocidade especificcrescimento maxima (0,03%h
com amonia, apesar da inibicdo causada pela redig;fdi. BASTOS et al. (2012a)
avaliaram o cultivo da microalgaesmodesmus subspicats vinhaga de Usinas de
Acucar e Alcool, constatando crescimento a veladespecifica maxima de 0,096h
com produtividade de biomassa em torno de 1,8 §1Os autores destacam que estes
resultados sdo promissores para geracao de biow@ssealor agregado em termos de
lipidios e proteinas a partir de aguas residuagasindustriais.

Apesar de apresentarem como metabolismo prefefentidossintese, diversas
linhagens de microalgas e cianobactérias podentesre&sn condi¢cdes mixotroficas e
heterotréficas dependendo das condi¢Bes de cutiivegja, crescimento a expensas de
compostos organicos. Este tipo de processo apeeseahtagens econdmicas
consideraveis quando comparado aos cultivos afitats) além de uma producdo de
biomassa superior e consequente consumo de sobstigisse sentido, o tratamento de
aguas residuarias através do cultivo heterotrddieacélulas livres e imobilizadas de
microalgas e cianobactérias é promissor tanto paramocao de nutrientes como
matéria organica soluvel (BASTOS al, 2004; PEREZ-GARCIAet al, 2011a). O
cultivo heterotrofico de&Chlorella vulgarisem agua residuaria municipal apresentou os
melhores resultados em meio suplementado de a¢PtBREZ-GARCIAet al, 2011b).

Os autores demonstraram a viabilidade da condug&@ultivos com alta concentracéo
celular (> 16 células/mL), dez vezes superior ao que normalmeErdee em processos
autotroficos, com remocéao similar de aménia. Edifesencas metabdlicas podem ser
explicadas pelo maior rendimento de ATP em biomé&s388 g/mmol) em condi¢bes
aerdbias heterotroficas. Desta forma, a utilizagéaltas concentracdes de biomassa
geralmente aumenta o sucesso do tratamento bioldgc dguas residuarias.. Esta
microalga € citada na literatura como eficiente remocdo de nitrogénio quando
comparado ao fosforo também em condicdes mixoa®filASLAN E KAPDAN,
2006).
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No caso da utilizacdo de &guas residuarias indisstou domésticas, devido a
sua turbidez geralmente elevada, a limitada peg@rae luz reduz a eficiéncia dos
cultivos autotroficos. Nesse sentido, seria recatada a utilizagdo de micro-
organismos passiveis de crescimento via consumoassimilacdo de moléculas
organicas, com consequente reducéo da DBO e nesidBHATNAGARet al (2011)
comprovaram crescimento mixotréfico d€hlamydomonas globosaChlorella
minutissimae Scenedesmus bijugam meio suplementado com diferentes fontes de
carbono (glicose, sacarose, acetato de sodio, niegditerol) e em efluentes urbano e
agroindustrial (frigorifico de aves). Nesse sentMiJ et al (2012) avaliaram o cultivo
de Clamydomonas spTAl-2 e Desmodesmus spAl-1 em fotobiorreator usando
efluente do parque industrial de Taichung, Taiw@s.melhores resultados indicaram
remocdes de 100% NH N e NQ- N e 33% de P’ - P paraClamydomonas
obtendo 18,4% em lipidios na biomassa, um promiesaitado visando a subsequente
producdo de biodiesel. PRATHIMA DEVEt al (2012) estudaram o cultivo
heterotréfico misto de microalgas em efluente ddim@suplementado com diferentes
nutrientes e glicose, apresentando alta producdwoteassa e remocéo de nutrientes.
Os autores sugerem a producdo de microalgas desogéhlorella e Scenedesmus
(Desmodesmiisa partir de aguas residuarias visando o aproveito da biomassa
para obtencédo de biodiesel.

Efluentes domésticos e municipais compreendem unséura complexa de
sélidos soluveis e em suspensdo. A maioria defitentes apresenta matéria organica
solivel mesmo apds o tratamento secundario biadgicque sugere a presenca de
fontes de carbono prontamente disponiveis par&tiast mas de dificil assimilacdo por
microalgas (Perez-Garciat al, 201la). Entretanto, mesmo que n&o se obtenha
remocdes de matéria organica e nutrientes comparaee processos convencionais de
tratamento de efluentes, o cultivo levaria a geraig# biomassa com valor agregado e
adequaria a composi¢cado da agua visando seu refisolag

Nesse sentido, o Centro de Ciéncias Agrarias (Gl2A)Yniversidade Federal de
Séao Carlos (UFSCar) em Araras/SP vem realizanddosegalizando pesquisas sobre
reuso agricola do esgoto doméstico gerado no r§ampus O relso de agua para
fins agricolas € uma tecnologia ja aplicada emrdose paises, sendo apontada como
uma das possiveis solucfes para os problemas agsesdidrica e combate a polui¢éo
de rios e mananciais, aumentando a disponibilidieElégua limpa para o consumo
humano. Destacam-se como aguas para reluso aqtialadas de efluentes domésticos,
por conterem elevados teores de matéria organitegg@énio, fosforo e outros
nutrientes essenciais para o desenvolvimento Veg2t&CA apresenta uma estacéo
piloto de tratamento e reuso de agua que consstenad unidade de tanque séptico, um
filtro anaerdbio de fluxo ascendente, um tanque oaicroalgas e/ou cianobactérias,
seguido de um sistema de leitos cultivados de rfitmg@para a adequacao final do
efluente. O efluente tratado vem sendo avaliadatgua sua disposicdo no solo,
qualidade e aplicabilidade em culturas de alfacgbanete (MENDONCA et al, 2013;
MENDES et al.,, 2013). Além disso, € importante tués do desenvolvimento de
microalgas no efluente por tratar-se de uma etapaamental principalmente na
remocao de nitrogénio e fésforo.

Neste contexto, o presente trabalho teve comoiwebjelaliar o potencial de
remocao de DQO, nitrogénio e fésforo de esgoto dtinwe do CCA/UFSCar pela
microalga clorofice®esmodesmus subspicatus
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Metodologia
In6culo

A microalga clorofice®. subspicatugoi mantida em meio de cultura Braun —
Grunow (BGN) (RIPKA et al., 1979) no Laborat6rio dicrobiologia Aplicada e
Controle (LABMAC/DTAISER/CCA) da UFSCar, sendo i#lda uma concentracéo
inicial de indculo de aproximadamente 500 migrios ensaios com a agua residuéria,
que corresponde a 16élulas/mL.

Para a separacao da biomassa, foram centrifug@fomR do meio de cultura
por 5 minutos a 3000 rpm em centrifuga Elcesa 8 BQ. Apds a centrifugacdo a
biomassa foi adicionada a agua residuaria.

Ensaios

O efluente coletado na estacdo piloto de tratamentelso de agua do
CCAJ/UFSCar foi autoclavado e homogeneizado com Geulo deD. subspicatus,
sendo distribuidos em erlenmeyers de 125 mL. Gedsaforam protegidos da luz e os
ensaios foram conduzidos em incubadora com agitatiml (Tecndl TC-420) a 150
rom. A amostra de efluente utilizada apresentow’ @il demanda quimica de oxigénio
(DQO) de 406 mg.t, nitrogénio total (NT) de 332 mg-Le fésforo (P) 15,4 mg:t Os
ensaios foram monitorados a cada trés horas comrndaacdo dos perfis de
concentracado celular e substratos em 30 horas.

Analises

A concentracdo da biomassa foi determinada porirgedsia apos filtracdo de
volume conhecido da suspensdo amostrada durantelltbgos em filtro 0,22um e
secagem a 105°C por 24 horas (APHA, 2005). Cons estéos, foram obtidas curvas
de crescimento, sendo calculadas velocidades éispeale crescimento maximas.

A DQO foi determinada pelo método colorimétrico efiuxo fechado, sendo
as amostras acrescidas de solucdo digestai@QiH+ K.Cr,O;) digeridas durante 2
horas em bloco digestor HAGCHDRB200 a 158C, com posterior leitura da
absorbancia em espectrofotdbmetro HACER 5000 a 600nm. A curva-padrdo para
andlise de DQO foi construida utilizando biftaldeopotéssio.

O teor de nitrogénio total (NT) do efluente foi el@dinado através do método
da digestdo com persulfato de potassio e NaOH, leoo lligestor HACHH DRB200
durante 30 minutos, com leituras a 410 nm em Esgfetdmetro HACH DR 5000.

O teor de fosforo do meio liquido (P) foi deterntiogor digestdo da amostra
com &acido sulfarico, seguido de reacdo colorimétisando kit LABORLAB® e
leitura em espectrofotdmetro a 340 nm.

Avaliacao cinética

A partir dos valores de concentracao celular (Xe NT calculou-se as
velocidades especificas de crescimento (u), consden®QO (@oo) € NT (qur)
conforme equacdes 1, 2 e 3:
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Hy =%% (Equacao 1)
1 d(DQO ~
Opgo = -;% (Equacao 2)
1 d(NT ~
Oy = X (dt ) (Equacéo 3)

Os rendimentos dos substratos (DQO, NT e P) emdssan(Y,poo) foram
calculados pela relagao das taxas de crescimamoseimo, ou seja, pela inclinagdo da
curva biomassas Substratos (S), de acordo com a Equaca 4:

= _4(x)

Y’Vs = as (Equacéo 4)

Resultados e discussao

Os efluentes domeésticos contém diversos composigénigos, tais como
acidos volateis e ndo volateis soluveis, amino&caloarboidratos, os quais podem ser
assimilados por microalgas em cultivos mixotrofieoseterotroficos (ZHANG et al,
2008). A elevada turbidez dos efluentes brutostdimai aplicacdo de micro-organimos
puramente fotossintetizantes, sugerindo que migagat cianobactérias que apresentam
metabolismo heterotréfico possam se desenvolveartr plos nutrientes e matéria
organica disponivel no meio. De fato, a Tabela resgnta as variaveis cinéticas e as
remocgBes maximas de DQO, nitrogénio e fésforo ndvoude D. subspicatusem
efluente doméstico do CCA/UFSCar que comprovamleptaese.

Tab. 1 Velocidade especifica de crescimento maxiaxas especificas de consumo e
remoc¢Bes maximas de DQO, NT e PT no cultiv®dsubspicatuem efluente
domeéstico

Parametro

Hmax (M) 0,084 (R = 0,98)
oo (M) 0,029 (R = 0,94)

ant () 0,034 (R = 0,95)
E - DQO (%) 65,75 (18 horas)
E — NT (%) 60,24 (21 horas)
E-P (%) 16,47 (24 horas)

Hmax Velocidade especifica de crescimento maxirpgs.daxa especifica de consumo de DQ; taxa
especifica de consumo de NT; E — DQO: remocédo de braxima; E — NT: remoc¢éo de NT maxima; E
— P: remoc&o de fésforo maximé’: Roeficiente de correlacdo obtido pelo ajustedlirdas curvas de
crescimento, consumo de DQO e NT
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As razbes C/N e N/P calculadas pelos teores de DQDge P da agua
residuaria foram de 1,2 e 21, respectivamentezAa&/N em particular estaria abaixo
do valor considerado 6timo para o0 crescimento dasliero-organismos, ou seja, por
volta de 20 (DE LOURENZO, 1995; QUEIROZ E KOETZ,979 QUEIROZ et al,
2002). Apesar desta composicdo em termos de carbondrogénio no efluente,
verifica-se uma tendéncia de crescimento microbaéo24 horas a uma velocidade
especifica de crescimento de 0,084 tom méaximos de concentracéo de biomassa ao
redor de 1000 mg 't (Figura 1). Esta velocidade especifica de crestione
praticamente duas vezes superior ao encontradoVP®RTINEZ et al (2000) em
ensaios com este mesmo género de microalga emniefldeméstico. Neste estudo, 0s
autores destacaram a importancia da composicée diséente e da alta razdo N/P no
crescimento microbiano. As diferencas entre oslteetas podem ser atribuidas a um
indculo superior e tempo de monitoramento em bdaeiiaferior ao utilizados por estes
autores.
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Fig. 1 Perfil de biomassa @& subspicatugm efluente doméstico do CCA/UFSCar

As caracteristicas do efluente utilizado nos expenitos indicam que é pouco
viavel a manutencdo destes experimentos por mai30deoras sem a incidéncia e
influéncia da contaminacdo bacteriana. Devido andgavariabilidade do efluente
testado, a amostra de meio apresentou os valoi@aisnde DQO e NT na mesma
ordem de grandeza, tornando tanto a quantidadeati€rien organica como nitrogénio
limitantes para o crescimento microbiano nessaslicoes. Isto € corroborado pelos
valores das taxas de consumo de DQghdne NT (our), as quais apresentam um
comportamento de*brdem. Os perfis de DQO e NT apresentados na&R@sugerem
que o cultivo deD. subspicatusnesta agua residuaria é altamente dependente da
concentracdo de matéria organica e nitrogénio,csgrehde parte destes constituintes
convertidos em biomassa microalgal aproveitavesistema de relso agricola da agua
apresenta etapas iniciais de tratamento por tas@pteco e filtro anaerdbio, os quais séo
responsaveis pela remoc¢do da maior parte da matég@mica. Desta forma, a razéo
C/N na entrada do tanque de microalgas responpalgelemocédo de nutrientes tende a
ser baixa, devido & baixa reducdo na quantidadenilegénio total nas etapas
anteriores. Desta forma, ha o crescimento da nmgaoeom elevadas remocbes de
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nitrogénio nas primeiras horas e maximo em torn6é@¥ para 21 horas de batelada.
Este consumo corresponde a um rendimento globalonaiednitrogénio em biomassa
de 13 mg mmét. Considerando este intervalo de tempo, os resdtadgerem que a
vazéo de entrada no tanque de microalgas devgustada de modo que o tempo de
residéncia celular ideal para o consumo de nitriogue em torno de 21 horas. Neste
caso, este processo de carater heterotrofico ddierse dos tratamentos de aguas
residuarias por microalgas, os quais geralmentezari altos tempos de residéncia
celular em lagoas e sistemas abertos. Além diasaitilizacdo de um reator
heterotréfico com microalgas em aguas residuéasipilitaria ndo apenas a remocao
dos nutrientes, mas a elevada conversao de mat@aaica em biomassa passivel de
uso.

De acordo com FLORES E HERRERO (1994), diversasdsrde nitrogénio
podem ser assimiladas por cianobactérias e mi@salgcluindo alguns aminoacidos,
0S quais sdo transportados para o interior dadasétom o auxilio de proteinas
especificas chamadas porinas. Desta forma, ast@asticas deste efluente explicam o
consumo de nitrogénio apresentado na Figura 2. Megos este tratamento via cultivo
D. subspicatus 0 teor de nitrogénio permanece acima de 100 rlg d.que é
interessante uma vez que pretende-se aproveitanesiente na irrigacdo de culturas
agricolas, permitindo desta forma o reuso desta &gsiduaria. De acordo com o
Boletim técnico do IAC (TRANI et al, 2011), é recendado um total de 149 g de NT
por hectare da cultura de alface. Desta forma, @staentracao residual de nitrogénio
do efluente desta estacdo experimental piloto pedermprir aproximadamente 80 ha
desta cultura, considerando apenas este nutriemte hase de calculo para a
fertirrigagao.
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Fig. 2 Perfis de DQOq) e NT () do efluente doméstico em cultivo De subspicatus
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De acordo com os perfis de biomassa e DQO da Fi§ureerifica-se a
existéncia de duas regides distintas, as quaisteazam uma alteracdo do rendimento
obtido a partir do consumo de matéria organicaa Bancentracdes de DQO acima de
200 mg L (nas primeiras horas de ultivo), ha uma elevadewersdo de DQO em
biomassa praticamente constante, indicando que iar rparte da matéria organica
disponivel é convertida em biomassa de microalgassetanto, abaixo de 200 mg Lo
rendimento varia com o consumo de DQO. De acordoestes perfis e considerando a
conversao de matéria organica em biomassa commeardde processo importante, o
tempo de batelada deste processo poderia ser dedueom a manutengdo do
rendimento maximo nas primeiras 15 horas.
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Fig. 3 Relacéo entre DQO consumida e biomas$a dabspicatuproduzida a partir
de efluente doméstico

Os perfis de fésforo e pH do meio sdo apresentadoBigura 4. Apesar de
diversos relatos na literatura a respeito da atjiop de cianobactérias na remoc¢éo de
fosforo, os resultados indicam que estes nutrienfs foram consideravelmente
assimilados durante o periodo experimental, prduaamte devido a alta razdo N/P
inicial. Apds as 30 horas de amostragem, consideras valores finais de NT e P, a
razao N/P ficaria reduzida pela metade, o que s&xi@pa mais da condicdo ideal de
cultivo de microalgas e cianobactérias (COLMENARESLDAN et al, 2012).
Entretanto, BASTOS et al (2012b) trabalhando corciaamobactériaAphanothece
microscopicaNageli nesta mesma agua residuaria obtiveram rezsog¢é fosforo na
ordem de 92%, o que sugere a importancia das deglipiciais para remocao de
nutrientes e o tipo de micro-organimo. XIN et adi@), determinaram a composi¢cao
elementar da microalg&cedesmusp., obtendo como férmula empirica da biomassa
CH2 4601, 0No 15200004 De acordo com esta estimativa, pode-se perceber &
necessidade de nitrogénio que sera incorporadondalsisa é cerca de 15 vezes superior
as exigéncias de fosforo, o que sugere a menorgd@oreste nutriente. Por outro lado,
estes mesmos autores indicam constantes de satuwl@agdonod (¥ de 12 e 0,28 mg
L para nitrogénio e fésforo, respectivamente, assqepresentam concentracées bem
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inferiores ao fornecido pela agua residuéaria dogsexplicando o crescimento da
microalga nessas condi¢cfes. Além disso, conformregértado na literatura para este
género de microalga, a baixa remocdo de fosforandm ndo afeta o consumo de
nitrogénio (ZHANG et al., 2008). Entretanto, o alefo consumo de fosforo sem
interferéncia direta no crescimento da microalgenaee interessante devido a
manutencdo deste nutriente para irrigacdo de esltuagricolas. A quantidade
recomendavel de fésforo come@? para a cultura de alface é 149g/ha, o que seria
suprido por este efluente (TRANI et al, 2011).

Em termos de conversdo em biomassa, o rendimeobalgmédio de 5,5 g
mmol* em termos de fésforo é muito superior ao reportadio MARTINEZ et al
(2000) em ensaios corBcenedesmug2,48 mg pmot). Apesar deste rendimento
inferior, os autores indicam remocdes de fosforokimas de 98%, 0 que sugere
crescimento lento e elevado acumulo deste nutrieatbiomassa das microalgas. A
remocao biolégica convencional de fésforo de agwssduarias alterna condicbes
aerbbias e anaeroObias, as quais permitem o acudal@dsforo por determinadas
bactérias (VON SPERLING, 1996). Desta forma, casrsiddo que a demanda de
oxigénio por microalgas é baixa (BAST@8al, 2011), dificiimente seria possivel a
formacdo de zonas aerdbias e anaerdbias mesmolt@ro beterotrofico destes micro-
organismos.

O pH do meio permanece praticamente constanteyqitar de 7, apesar das
condicbes de cultivo heterotréfico e a tendénciareducdo. Desta forma, este
parametro manteve-se préximo de um valor 6timo maescimento destes micro-
organismos, o que facilita a conducéo deste progésgue nédo é necessario nenhum
ajuste e monitoramento ou etapa anterior de ne&#cadlo dos despejos.
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Fig. 4 Perfis de fosforao] e pH @) do efluente doméstico em cultivo De
subspicatus

137



Conclusodes

A microalgaDesmodesmus subspicatagresenta um potencial de crescimento no
esgoto doméstico visando a remocdo de parte dogéitio e matéria organica,
permitindo o redso agricola da agua. O elevadamardo a partir de DQO e NT indica
a valoragdo destes residuos em biomassa microgbgaisivel de utilizacdo e
aproveitamento biotecnolégico. Aléem disso, o en&de cultivo heterotréfico mostra-
se uma alternativa interessante para aplicagaesidastro-organimos no tratamento de
aguas residuarias.
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[P2.25]
Heterotrophic growth of desmodesmus subspicatus using sugarcane vinasse in batch
stirred reactor
R.G. Bastos*", L.F.A. de Mattos1, V. Dessia1, S. Goldembergz, D. da Silva®
"CCA/UFSCar, Brazil, *Algae Biotecnologia Ltda., Brazil

Conventional processes of COD (chemical demand oxygen) and nitrogen removal
of wastewater are based on aerobic tanks or anaerobic reactors with generate of non-valued
biomass, representing a loss of nutrients contained in the effluents. Accordingly, the use
of microalgae or cyanobacteriain the wastewater treatment can become an alternative to
traditional high cost processes. In this sense, heterotrophic cultivation of microalgae, i.e., the
use of organic compounds for growth in absente of light, must be research for effluents
bioremediation. This non-conventional cultivation overcomes deficiencies of illuminated
autotrophic process, allowing reduction in costs. Under some heterotrophic cultures, the
microalgal yields are consistent, reaching cell concentrations higher than photosynthetic
conditions. Glucose, glycerol, acetate and agro industrial wastewaters have been used as
organic source for these processes. Vinasse is a main wastewater from sugarcane processing,
being generated by fermentation-distillation at a ratio of approximately 10L for each liter of
ethanol produced, which presents acid pH, high organic load and potassium content. Thus, the
aim of this research was evaluate of heterotrophic growth of microalgae Desmodesmus
subspicatus in vinasse from sugarcane processing. Experiments were set up in batch stirred
reactor of 3L with 1VVM air flow rate, 25°C and vinasse from industrial sugarcane. The results
indicated a slight decrease in pHand dissolved oxygen, with total nitrogen and COD
removals around 20%. Biomass profile indicated maximum specific growth rate of 0.096h'1, with
approximately 20 hours of log phase. Biomass productivity was around 1.8g per liter per day,
which leads to lipid productivity of about 69mg per liter per day. These values are higher than
those reported in the literature for this microorganism, suggesting the feasibility of biomass
and lipids production by heterotrophic microalgae in vinasse.

Keywords: heterotrophic growth, Desmodesmus, vinasse, batch stirred reactor
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[P1.044]
Influence of C/N ratio on growth of Desmodesmus subspicatus in sugarcane vinasse
V.C. Déssia, L.F.A. Mattos, R.G. Bastos*
CCA/UFSCar, Brazil

Conventional biological processes of wastewatertreatment are based on aerobic tanks
with generate of non-valued biomass or anaerobic reactors, representinga loss of nutrients
contained in the effluents. Accordingly, the use of microalgae or cyanobacteria in the wastewater
treatment is becoming an alternative to traditional high cost processes. Heterotrophic cultivation of
microalgae uses organic compounds for growth in absente of light, which is very interesting for
effluents. This non-conventional cultivation overcomes deficiencies of illuminated autotrophic process,
allowing reduction in costs and consumption of organic substrates. Vinasse is a main wastewater from
sugarcane processing, being generated by fermentation-distillation at a ratio of approximately 10 L for
each liter of ethanol produced, which presents acid pH, high organic load and potassium content. As
the composition of vinasse is extremely variable, it is important to research of the microalgae
cultivation on different carbon-nitrogen ration (C/N). Thus, the aim of this research was evaluate of
heterotrophic growth of microalgae Desmodesmus subspicatus in vinasse from sugarcane processing
at C/N ratio between1.5 to 90. Experiments were set up in stirred flasks using vinasse from industrial
sugarcane. Original C/N ration of vinasse was adjusted with glucose (to increase) and sodium nitrate
(to decrease). The results indicated high nitrogen removal in smaller C/N ratio and high organic matter
removal by in major C/N ratios at 15 hours. In this time, the maximum biomass production was 1.3 g L
"in CIN ration 1.5. Moreover, in this C/N ratio there was less contamination by heterotrophic bacteria,
suggesting that most availability nitrogen over the carbon facilitates the heterotrophic growth of
Desmodesmus subspicatus, limiting the development of contaminants. Considering that the
contamination is one of the most critical bottlenecks in the scale-up of microalgae production, these
results suggest that the design of the culture medium may minimize this problem.

Keywords: Desmodesmus subspicatus, sugarcane vinasse, C/N ratio, wastewater treatment
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Os processos tradicionais de despoluicdo bioldgica de aguas residudrias sistemas aerdbios e/ou
anaerobios, com geragdo de biomassa sem valor comercial e perda dos nutrientes contidos nos efluentes.
Alternativamente, vem sendo estudada a aplica¢cdo de microalgas com potencial produgao de proteinas,
lipidios ou outros constituintes da biomassa, representando a valoracdo dos residuos. Nesse sentido, o
cultivo heterotréfico de microalgas € uma proposta que vem ao encontro da viabilidade destes processos,
uma vez que envolve a utilizacdo de compostos organicos para o crescimento destes micro-organismos na
auséncia de luz, sendo pesquisado conjuntamente com a bioremediacdo de efluentes. Esse tipo de cultivo
ndo convencional de microalgas apresenta algumas vantagens com relacdo ao processo autotréfico
convencional, tais como a obtencdo de altas concentragdes celulares e reducdo de custos, principalmente
por ndo estar dependente de energia luminosa. As principais fontes de carbono organico utilizadas nestes
cultivos sdo glicose, acetato, glicerol, além do aproveitamento de efluentes. Desmodesmus subspicatus é
uma microalga cloroficea que tem apresentado alta viabilidade celular em cultivos utilizando aguas
residudrias industriais e domésticas, tolerando variacGes de temperatura e pH. Neste contexto, o trabalho
teve como objetivos avaliar o crescimento heterotréfico da microalga cloroficea Desmodesmus
subspicatus e potencial de remoc¢do de DQO e nutrientes de esgoto doméstico e vinhaga de cana-de-
aclcar. A agua resodudria doméstica foi coletada da estacdo piloto de tratamento e reuso de agua do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), enquanto a vinhaca foi
utilizada na forma bruta, diretamente da saida de colunas de destilagdo de uma Usina de Aclcar e Alcool
de Araras/SP. Os resultados indicaram velocidades especificas de crescimento maximas de 0,084 h™', com
concentragdes de biomassa ao redor de 1000 mg L™ em 24 horas de experimento com esgoto. Para DQO
acima de 200 mg L™, houve elevada conversio de DQO em biomassa. Para os experimentos em vinhaca, as
velocidades especificas de crescimento maximas ficaram na ordem 0,1 h™, com fase exponencial
perfazendo 20 horas, enquanto a produtividade em biomassa maxima foi de 1,8 g L' d™*. Os pardmetros
cinéticos apresentaram valores superiores aos reportados em literatura para este micro-organismo,
sugerindo viabilidade do cultivo heterotréfico desta microalga
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RESUMO — As microalgas apresentam diversas aplicacdes biotecnoldgicas
reconhecidas e, mais recentemente, tém sido estudadas como agentes
potencialmente Uteis no tratamento de daguas residuarias. Atualmente,
acredita-se que o cultivo heterotréfico apresenta producdo de biomassa
microalgal superior quando comparado ao cultivo autotréfico
convencional. Sendo assim, é fundamental o aprofundamento dos
conhecimentos a respeito do metabolismo heterotréfico destes micro-
organismos, principalmente no que diz respeito as pesquisas com
diferentes linhagens e fontes de carbono ideais para intensificar sua
produtividade. Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o cultivo
heterotrofico microalgal misto (Desmodesmus sp./Chlorella sp.) em
diferentes fontes de carbono. Os resultados indicaram viabilidade de
cultivo para todas as fontes de carbono testadas, sendo que as maiores
taxas de crescimento foram obtidas com frutose. Dessa forma, observaram-
se resultados promissores em termos de perspectiva de producdo de
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biomassa de microalgas com valor agregado a partir de diferentes
substratos organicos.

1. INTRODUCAO

“Microalga” é um termo genérico, sem efeito taxonémico, que filogeneticamente
engloba tanto organismos eucaridticos, como grupos representados por cloroficeas, quanto
procaridticos, como cianobactérias, formalmente conhecidas como cianoficeas (Raven et al.,
2001). Estes micro-organismos durante décadas tém sido foco de diversas investigacdes
biotecnoldgicas visando a produgdo de biomassa para diversos usos, como na biofixacdo de
CO,, racdo para a aquicultura, como alimento rico em acidos graxos essenciais, na producdo de
pigmentos, como fertilizante na agricultura, na producdao de biocombustiveis, de moléculas
com capacidade surfactante e agentes potencialmente Uteis no tratamento de &aguas
residudrias. Neste uUltimo caso, sua importancia econdmica, nutricional e ecoldgica deve-se a
habilidade de remover matéria organica, nutrientes e metais téxicos, incorporando-os a
biomassa (Antelo et. al., 2010; Dal Magro et al., 2011). Assim, é importante destacar a eficacia
destes micro-organismos quando se trata de sua utilizacdo como agentes biorremediadores de
aguas residudrias, diante de reconhecida capacidade de redugdo da demanda quimica e
bioldgica (Wang et al., 2010).

Atualmente, o sistema de cultivo autotréfico ainda é o mais empregado para obtencado
de biomassa microalgal. Porém, segundo Harel e Place (2004), a producgao fotossintética tanto
em tanques externos quanto em fotobiorreatores pode ser considerada muito dispendiosa,
devido ao efeito adverso do autossombreamento que impacta a produtividade celular, além
da necessidade de agua potavel, sais minerais e, em alguns casos, iluminacdo artificial,
elevando os custos de operagdo. Diante deste cendrio, uma alternativa viavel ao cultivo
autotréfico, embora limitada a algumas espécies de microalgas, é a utilizacdo da sua
capacidade de crescimento heterotréfico na auséncia de luz, dispensando a necessidade de
energia solar e substituindo a fixacdo de CO2 atmosférico por fontes de carbono organico
assimilaveis no meio de cultivo, tais como aglcares, acidos organicos e acetato (Perez-Garcia
et al., 2010).

De acordo com Huang et al. (2010), o cultivo heterotréfico apresenta diversas vantagens
frente ao cultivo autotréfico, tais como a independéncia da luz, melhor controle do cultivo,
possibilidade de utilizagdo de aguas residudrias como fonte de nutrientes, além da diminuicdo
do custo na separacao devido ao aumento da produtividade. O processo de adicao de fontes
organicas de carbono melhora consideravelmente o crescimento, levando a concentragdes
celulares trés vezes superiores aquelas obtidas em cultivos puramente fotoautotroficos
(Brennam e Owende, 2010). Assim, a producdo heterotrofica pode gerar reducdo dos custos
de producdo e elevada quantidade de biomassa.

Dessa forma, é fundamental o aprofundamento dos conhecimentos a respeito do
metabolismo heterotréfico destes micro-organismos, principalmente no que diz respeito as
pesquisas com diferentes linhagens e fontes de carbono ideais para intensificar a produgao de

146



biomassa. Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o cultivo heterotrofico
microalgal misto (Desmodesmus sp./Chlorella sp.) em diferentes fontes de carbono.

2. MATERIAIS E METODOS

As microalgas Desmodesmus sp. e Chlorella sp. foram isoladas e mantidas em meio de
cultivo sintético BGN (Ripka et. al., 1979), sob condi¢Ges controladas de luz, temperatura e
agitacdo, no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle, do Centro de Ciéncias Agrarias
da UFSCar. Sendo que, a partir destas culturas mantidas em tubos de ensaio com meio liquido,
foram desenvolvidos novos cultivos em erlenmeyers de 500 mL para obtenc¢do de biomassa
suficiente ao desenvolvimento dos experimentos.

Assim, ao meio BGN novo, acrescentou-se 300 mg L™ (10° células mL™) de biomassa, que
foi entdo suplementado de glicose (100 g L), frutose (100 g L), sacarose (50 g L™), lactose (50
g L), xilose (100 g L™), arabinose (100 g L"), glicerol (4,6 g L") e acetato (1,25 g L'™"). O pH do
meio foi ajustado a 6,8 em todas as condi¢des. Os cultivos foram mantidos em mesa agitadora
a 150 rpm, temperatura de 282C e na auséncia de luz.

Para acompanhar e avaliar os perfis de biomassa nas fontes de carbono organico
avaliadas, aliquotas foram retiradas a cada 3 horas, sendo que a duracdo de cada experimento
total foi de 30 horas. A concentragdo celular expressa em células mL* foi determinada
diretamente por contagem celular em camara de Neubauer, de acordo com metodologia
padrdo (Arredondo-Vega e Voltolina, 2007). A cinética de crescimento foi determinada segundo
os parametros indicados por Ahmad e Holland (1995).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de avaliar o crescimento do cultivo misto de microalgas (Desmodesmus
sp./Chorella sp.) em funcdo da suplementacdo de meio de cultivo sintético com diferentes
fontes de carbono orgéanico, estabeleceram-se as oito curvas de crescimento que sdo
apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — Curvas de crescimento do cultivo misto Desmodesmus
sp.Chlorella sp.) sob diferentes fontes de carbono orgénico,ratuzidos por 30
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hs. Frutose (), lactose (), sacarose £), glicerol (V' ), arabinose (), xilose €),
acetato () e glicose “ ).

As curvas de crescimento na auséncia de luminasidadjerem diferentes
mecanismos de assimilacdo e incorporacao das ntedéanganicas, vinculado ao tipo e
massa molar do substrato.

Sendo assim, conforme Tabela 1, podemos obseneosgjuesultados indicam
viabilidade de cultivo para todas as fontes de @asltestadas, sendo que as maiores
velocidades especificas de crescimento maximasfotatidas com frutose (0,021h
seguido de sacarose (0,0I%hglicerol (0,013H) e glicose (0,012H. Mesmo as
pentoses (arabinose e xilose), que sdo reconheemanacicares pouco usuais para
qualquer cultivo microbiano heterotrdéfico, sustesta um crescimento mais lento das
microalgas.

Tabela 1 — Velocidades especificas de cresciment@ximas (L) € tempo de
geracdo (tg) para o cultivo microalgal misto nas @rentes fontes de carbono

organico

Fonte de Hmax (N7 * tg (h)

Carbono
Frutos: 0.021 « 33
Lactost 0,011 b 63
Sacaros 0,0151 46
Glicerol 0,013 b 53

Arabinost 0,009« 77
Xilose 0,01 b 69
Acetatc 0,009 « 77
Glicose 0,012 b 58

* Letras diferentaadicam diferenca significativa ao nivel de 5%.

4. COCLUSOES

As curvas de crescimento na auséncia de luminasidaderem diferentes
mecanismos de assimilacdo e incorporacao das nfedéanganicas, vinculado ao tipo e
massa molar do substrato. Nesse sentido, a assimilde frutose permitiu uma
velocidade especifica de crescimento significatimat@ superior, quando comparada as
demais fontes analisadas. Dessa forma, foram dcb@svresultados promissores em
termos de perspectiva de producdo de biomassa aeatgas com valor agregado a
partir de diferentes substratos organicos.
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