UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E AMBIENTE

Efeito da razdo carbono:nitrogénio no cultivo
heterotréfico de cianobactérias unicelulares e
fillamentosas em vinhaca de cana-de-acucar

JESSICA CRISTINA FONTE

ARARAS
Marco de 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E AMBIENTE

Efeito da razdo carbono:nitrogénio no cultivo
heterotréfico de cianobactérias unicelulares e
fillamentosas em vinhaca de cana-de-acucar

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Agricultura e Ambiente
da Universidade Federal de S&o Carlos,
como requisito parcial a obtencao do titulo
de mestre em Agricultura e Ambiente.

ARARAS
Marco de 2016



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da Biblioteca Comunitaria UFSCar

Processamento Técnico
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F682e

Fonte, Jéssica Cristina

Efeito da raz&o carbono: nitrogénio no cultivo
heterotréfico de cianobactérias unicelulares e
filanentosas emvi nhaca de cana-de-aclUcar / Jéssica

Cristina Fonte. -- Sdo Carlos : UFSCar, 2016.
75 p.
Di ssertacdo (Mestrado) -- Universi dade Federal de

Sdo Carlos, 2016.

1. Cianobactéria. 2. Aphanocapsa. 3.
Geitlerinema. 4. Vinhaga. 5. Razéo
Carbono/Nitrogenio. |. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

UFR‘I% Centro de Ciéncias Agrarias

Programa de Pds-Graduagéo em Agricultura e Ambiente

Folha de Aprovacgao

Assinaturas dos membros da comissao examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertacdo de Mestrado da
candidata Jéssica Cristina Fonte, realizada em 31/03/2016:

Prof. Dr. Reinfaldo Gaspar Bastos
'UFSCar

Al

Prof. Dr. Ma.jricio Rigo

UNICENTRO

={l x k
\f(\gwxc,\(c:z\;\@w\cggw \VO C:\

Profa. Dra. Elma Neide Vasconcelos Martins
UFSCar




Agradecimentos

Primeiramente, agradeco a Dilaram por iluminar meus caminhos e confortar

meu coragdo em todas as situacoes.
A minhas irmas, Juliane e Julia, cujo carinho e alegria inspiram cada conquista.

A meus pais, Roselaine e Edson, pelo apoio nesta etapa que agora se encerra.

E a toda minha familia, cujo afeto lanca as bases de meu crescimento.

As amigas e amigos, tanto os que estdo distantes quanto aos que batalharam
junto a mim nestes dois anos: Hiléia, Natélia, Talita, Ana Ligia, Daniela, Ana

Carolina, Donavan, Renan, Luis, Isabely, Renato, Fernanda, Leticia, Renata...

Ao meu orientador, Reinaldo, cuja persisténcia e paciéncia inesgotaveis o

levaram a ouvir e participar de cada nova descoberta, frustracao e recomeco.
Aos colegas de laboratorio, por todo aprendizado que proporcionaram.

Aos meus queridos professores e professoras, por compartilhar um pouco de si

mesmos enquanto ensinavam.

A toda equipe do Programa de P6s Graduacdo em Agricultura e Ambiente,
especialmente aos nossos coordenadores, Claudinei e Kayna, por toda

dedicacdo. Também a Sirlene, Kaity e Cris, sempre presentes e dispostas.

A Universidade Federal de S&o Carlos e ao Centro de Ciéncias Agrarias, pela

oportunidade.

Aos pesquisadores e pesquisadoras que, com seus esforcos, enriquecem o

mundo com novas possibilidades.

E a todas as pessoas que, direta e indiretamente, permitiram o advento de

minha formacao.



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ...ttt ettt et e et e ta et eete e eae e aneanees 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coiite ettt 4
2.1 ClIANODACTETIAS ... et e e e e e e e e e et et et e e 4
2.1.1 Cianobactérias UNICEIUIAIES............ouviriiiiiiiiiiiiiie et 5
2.1.2 Cianobactérias filamentOSaAS..........uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
2.2 Aplicacao biotecnoldgica de cianobacCtérias.........ccoviiiiiiiii i 9
2.3 Cianobactérias no tratamento de dguas reSidUarias ...........cccoeeveviiiiieieiiin e, 12
2.4 ViNhaga de CAN@-0-AGUCAN ........uiiieiieiiiiiiee e e et e e ettt e e e e e e et s e e e e eeatan e e e e eaeesnnnns 14
S OBUIETIVOS .o et et a e e aees 16
I @ o 1= 4170 ST =T =Y 16
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ...iiiiieiiiiie et e s 16
4. MATERIAL E METODOS ... .oooiti ittt ettt e ete e ete et e eneeanae e eee e, 17
4.1 Preparo e manutenGao doS INOCUIOS ......cooooiiiiiiiiiiiiiiie e 17
4.2 Preparo da VINNAGA . ......couuuiiii ettt e e e 19
4.3 Ensaios em fracos SOD @QITAGEO .......uuu i eiiiiiiiie e 21
4.4 Parametros cinéticos de avaliagao d0OS ENSAIOS ........cccvveviiiiiiiiiiiiiiiiieia e 22
4.5 Ensaios em biorreator de DanCada..........c.oouuuuiiiiiiiiiiiii e 25
5 RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO ......c.oeiieitieieeeee e 28

5.1 Selecédo da razdo C/N da vinhaca no cultivo de Aphanocapsa holsaticaem sistema

(o (oI = T ol L= Vo 11 = Uo Lo =S 28

5.2 Cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com vinhaca ajustada

QPR = V4= 1o ML O A N Y=Y (Yo 0] g F= Vo F= U 37

5.3 Selecdo da razdo C/N da vinhaca no cultivo de Geitlerinema sp em sistema de

L= T oo 3= T 1 7= Yo [0 1 ST 43

5.4 Cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de bancada com vinhaca ajustada na razéo
(07 \ Y=Y [STod (o] g F=To £ WA PPN 53

B CON CLUSOOES .. e, 58

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cviiiiite ettt 60



LISTA DE FIGURAS

2.1 AphanoCapsa NOISALICA ... ..c.uuiiiii e 7

2.2 Aphanocapsa holsatica submetida a coloracdo com Azul de Metileno, observada em

MICrOSCOPIO MOTIC BA 2L0TL ciiiiiiiiiiieeeeeeitie ettt et e e e e e e aaaas 7
2.3 Geitlerinema sp, obsevada em microscopio MOTIC BA 210TL ....cooeevvviieiiiiineecennnnnn, 9
2.4 Metabolismo de Carbono em cianobactérias para periodos de escuroe claro ......... 11
4.1 Inéculos de Aphanocapsa holsatica em meio BGN...........cooiiiiiiiiiiiiiieei e 18

4.2 Inoculos de Geitlerinema sp em meio BGN, sob aeragdo em estante de cultivo...... 19

4.3 Diagrama esquematico da determinacao de lipidios totais na biomassa através do

(aaTe3 o o [o T 21 1T | =N B )= PSP 22

4.4 Esquema do procedimento experimental para o cultivo das cianobctérias em frascos

0] o J=To |1 =0} Lo H PRSP PPPPPPPTTT 25
4.5 Esquema do biorreator de bancada utilizado nos experimentos...........cccooveevveevnnnnnn. 26

5.1 Produtividade em biomassa para cultivo de Aphanocapsa holsatica a partir de

vinhaca com diferentes raz8es C/N .....couui i 29

5.2 Curvas de crescimento de Aphanocapsa holsaticaem vinhacga nas razées C/N 5, 20

5.3 Perfis de relacdo C/N da vinhaca durante o crescimento de A. holsatica para os
VAIOTES 5, 20 € 40 .vienieiiei e e e e e 33

5.4Perfis do consumo de carbono orgéanico total (TOC) a partir do valor inicial (TOCyo) no

cultivo da cianobactéria Aphanocapsa holsatica em vinhaca com razées C/N 5, 20 e 40

5.5 Perfis do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (No) no cultivo da

cianobactéria Aphanocapsa holsatica em vinhaca com razes C/N 5,20e 40.............. 36

5.6 Monitoramento de oxigénio e gas carbdnico no cultivo de Aphanocapsa holsatica em

biorreator de bancada com vinhaca narazdo C/N5 ... 38

5.7 Curva de consumo de oxigénio no cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de
bancada com vinhaca na razdo C/N 5 (as setas indicam o corte e posterior realimentacéo da

= =T = Tot= o ) PRSPPI 39

5.8 Monitoramento do pH do meio no cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de

bancada com vinhaga Na razao C/N 5. 40



5.9 Curva de crescimento de Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com

VINhAGa NA razZ80 C/N 5 .. e e e e e e e e eanaeees 41

5.10 Perfis de carbono organico total, TOC (a) e nitrogénio total, TN (b) no meio durante o

cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com vinhaca na razdo C/N

5.11 Produtividade em biomassa para cultivo de Geitlerinema sp a partir de vinhaca

COM AIfEIENTES TAZOES C/N oeieii it e e ettt ettt et e e eenans 44

5.12 Curva de crescimento de Geitlerinema sp. em vinhaca com razdo C/N

5.13 Perfil do consumo de carbono orgénico total a partir do valor inicial no cultivo da

cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaga com razéo C/N

5.14 Perfil do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (Ng) no cultivo da

cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaca com razao C/N 20.........cccoeveveiiiiiiiiiineenennnnn, 47
5.15 Curva de crescimento de Geitlerinema sp. em vinhaca com raz8o C/N 5 .............. 48

5.16 Perfil do consumo de carbono orgéanico total a partir do valor inicial no cultivo da

cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaga com razdo C/N 5........cccovevieiiiiiiiiii v, 48

5.17 Perfil do consumo de nitrogénio a partir do valor inicial no cultivo da cianobactéria

Geitlerinema sp. em vinhaga com razé@o C/N 5 ......ooiiiiiiiiiiii e 49
5.18 Curva de crescimento de Geitlerinema sp. em vinhaca com razdo C/N 40 ............ 50

5.19 Perfil do consumo de carbono orgéanico total a partir do valor inicial no cultivo da

cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaca com razdo C/N 40..........cccoovevviiiiiiiiineecinnnnn, 50

5.20 Perfil do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (NO) no cultivo da

cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaca com razdo C/N 40..........ccooeevviiiiiiiineecennnnn. 51

5.21 Monitoramento de oxigénio no cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de bancada

com VINhaga Na raz80 C/N 5. e 54

5.22 Curva de consumo de oxigénio no cultivo de Geitlerinema sp. em biorreator de

bancada com vinhaga na raz80 C/N 5. 54

5.23 Monitoramento do pH do meio no cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de

bancada com vinhaga Na razao C/N 5. 55



5.24 Curva de crescimento de Geitlerinema sp em biorreator de bancada com vinhaca

L= = V= 1o T O 4 N I TN 55

5.25 Perfis de carbono orgéanico total e nitrogénio total no meio durante o cultivo de

Geitlerinema sp em biorreator de bancada com vinhaga na raz8o C/N5.............ccceuee. 56



LISTA DE TABELAS

2.1 ComposiGa0 qUIMICA da VINNAGA .......vvviiiiiiiiiiiieie e 15
4.1 CompoSIiGAO dO MEIO BGLL ...uuiiiiiiiiiie e 17
4.2 Caracteristicas das amostras de vinhaga empregadas .............eeciiiiiiinieeneeeeeeeeeeeen 20

5.1 Variacdo de carbono e nitrogénio no meio para cultivo de Aphanocapsa holsatica em

diferentes raz8es C/N POIr 24 NOTAS ......cco.uuiiiiiiie e 30

5.2 Velocidades especificas de crescimento, tempos de geracao e produtividades para

cultivo de Aphanocapsa holsatica em frascos agitados com vinhaga nas razées C/N 5,

5.3 Parametros cinéticos de crescimento e remocdo de substratos no cultivo de

Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com vinhaca na razéo C/N 5.................. 43

5.4 Variacdo de biomassa e teores de Carbono e nitrogénio totais no meio para

Geitlerinema sp, em CUltiVOS d€ 24 NOTaS..........oiiiiiiiiiiiie e 45



RESUMO

Diversas pesquisas indicam metabolismo heterotréfico em algumas
linhagens de cianobactérias, possibilitando sua aplicacdo na incorporacédo e
consumo de moléculas organicas e nutrientes em aguas residuérias. A vinhaga
constitui a principal agua residuéaria do setor sucroenergético, tanto em termos
de composicdo quanto de geracdo, sendo que esta apresenta uma
consideravel variacdo em termos de composicdo quimica, afetando
diretamente a sua relacdo carbono:nitrogénio. Aphanocapsa holsatica € uma
cianobactéria unicelular com comprovado crescimento fotoheterotrofico.
Geitlerinema sp € uma cianobactéria filamentosa que apresenta a capacidade
de formar agregados, sedimentando naturalmente em meios de cultivo. Neste
contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar o cultivo das cianobactérias em
vinhaca de cana-de-acgUcar ajustada com diferentes razdes C/N iniciais. Os
experimentos foram conduzidos primeiramente em sistema de frascos agitados
para selecdo da razdo C/N que possibilitava a maior producdo de biomassa
e/ou consumo de carbono e nitrogénio do meio. Na razdo C/N selecionada,
foram conduzidos ensaios em biorreator de bancada, com ajuste de aeracéo e
agitacdo, além do monitoramento em linha de pH e gases. Os resultados
indicaram crescimento de ambos micro-organismos para a faixa de razdo C/N
testada, com elevadas produtividades na razdo C/N 5 e 40 e maiores remocgdes
de carbono e nitrogénio para Geitlerinema. O ensaio em biorreator de bancada
com Aphanocapsa indicou baixa demanda de oxigénio, remogdes de carbono e
nitrogénio em biorreator da ordem de 25 e 18%, respectivamente, além de uma
velocidade especifica de crescimento maximo cerca de cinco vezes superior
(0,5 h-1) ao obtido em frascos agitados. Para Geitlerinema sp. na razdo C/N 5,
cinética de consumo de carbono de primeira ordem possibilitou elevadas
remocdes em torno 85% em biorreator de bancada. Os dados experimentais
indicam a viabilidade do cultivo de ambas cianobactérias em vinhaca na faixa
de razdo C/N de 5 a 40, com elevada conversdo em biomassa para a
cianobactéria unicelular e elevada remocédo de carbono para a cianobactéria
filamentosa.

Palavras-chave: cianobactéria, Aphanocapsa, Geitlerinema, vinhaca, razao
C/N



ABSTRACT

Several researches suggests heterotrophic metabolism in some strains of
cyanobacteria, allowing its application in the development and consumption of
organic molecules and nutrients in wastewater. Vinasse is the main wastewater
from sugarcane processing, both in terms of composition and volume, and this
presents a considerable variation in chemical composition, directly affecting
their relationship carbon:nitrogen (C/N). Aphanocapsa holsatica is a unicellular
cyanobacterium with proven foto-heterotrophic growth. Geitlerinema sp it is a
filamentous cyanobacterium that has the ability to form aggregates, sedimenting
in culture medium. In this context, the study aimed to evaluate the cultivation of
cyanobacteria in sugarcane vinasse adjusted with different initial C/N ratio. The
experiments were firstly set up in shake flasks for screening of the C/N ratio that
allowed the largest biomass production and/or carbon and nitrogen uptakes. In
the C/N ratio selected, experiments were set up in a bench bioreactor, with
aeration and mixing, in addition to online monitoring of pH and gases. Results
showed growth of both microorganisms to the C/N ratio range tested, with high
productivities in 5 and 40 and larger carbon and nitrogen removal by
Geitlerinema. In the bench bioreactor, Aphanocapsa presents low oxygen
demand, carbon and nitrogen removal about 25 and 18%, respectively, and a
maximum specific growth rate about five times higher (0.5 h-1) obtained in the
shake flasks. For Geitlerinema sp, in C/N ratio 5 presents carbon consumer
first-order kinetics, enabled high removals around 85%. Experimental data
indicate the feasibility of growing in both cyanobacteria vinasse in the C N ratio
range from 5 to 40, with high conversion of biomass to unicellular

cyanobacterium and high carbon removal for filamentous cyanobacterium.

Keywords: cyanobacteria, Aphanocapsa, Geitlerinema, vinasse, C/N ratio



1. INTRODUCAO

Como extenso produtor de etanol, o Brasil gera também um consideravel
volume de vinhaca de cana-de-aclcar. A vinhaca gerada na destilacdo
alcodlica constitui a principal dgua residuaria do setor sucroenergético, tanto
em termos de composi¢cao quanto de geracgéo, sendo que esta apresenta uma
consideravel variagdo em termos de composicao quimica (SILVA et al., 2013).

Nos processos convencionais, a obtencdo de um litro de &lcool esta
atrelada a cerca de 10 litros desta agua residuéaria (SILVA et al., 2013). Em
termos de composi¢do quimica, a vinhaca apresenta alteragdes relacionadas a
variedade de cana-de-agucar, época de cultivo, fermento adicionado,
propor¢cdo da mistura mosto/caldo e variacdes fisicas durante a fermentacao
(SILVA et al., 2007).

Sua composic¢éo geral, no entanto, se caracteriza por elevados teores de
matéria organica e sais alcalinos, caracterizada por altos indices de DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio). Em conjunto com a alta corrosividade e baixo
pH, essa agua residuaria € um potencial poluidor ambiental (SILVA et al.,
2007). Entretanto, tais caracteristicas também fazem da vinhaga um excelente
material de reaproveitamento, seja de forma direta com a fertirrigagéo, ou como
meio contendo substratos para processos de biodigestdo e producdo de
biomassa microbiana (DE MATTOS E BASTOS, 2015).

A utilizacdo da biomassa de microalgas e cianobactérias tem atraido
setores de nutricdo animal e humana, de producdo de combustiveis,
farmacéutico e de cosmética (SPOLAORE et al., 2006). Elicker et al. (2015)

obtiveram quantidades consideraveis de acidos graxos atraves do



processamento de biomassa microalgal, incluindo o cultivo misto de

Aphanocapsa sp. e Synechococcus sp.

Além da obtencéo de bioprodutos, a aplicacdo destes micro-organismos
em tratamento de aguas residuarias vem sendo reportada em diversos
trabalhos. Bonini (2012) atestou a eficacia de populacées da cianobactéria
Aphanothece microscopica N&geli e da microalga Chlorella vulgaris na
despoluicdo de vinhaca, com elevado acumulo de lipidios e proteinas.

O acumulo de lipidios na biomassa microbial é fundamental para a
producado de biodiesel e diversas empresas tém investido nessa tecnologia. A
identificacdo e isolamento de espécies € um dos recursos empregados, pois
algumas linhagens tém se adaptado a utilizacdo da vinhaca como substrato
nas proprias lagoas de armazenamento (MATTOS, 2014).

Do ponto de vista ambiental, estudos do género sao valiosos: permitem
suplantar impactos nos compartimentos naturais, inclusive ao fornecer produtos
gue provocariam a exaustao de outros recursos.

Neste contexto, faz-se necesséaria uma avaliacdo do impacto da razéo
C/N no crescimento e composicdo da biomassa gerada na vinhaca,
considerando principalmente a ampla variagdo de composi¢do quimica destas
aguas residuarias (BONINI, 2012).

A velocidade especifica de crescimento microbiano estad diretamente
relacionada a absor¢cdo de substratos do meio, enquanto a assimilacdo esta
condicionada a proporc¢des adequadas de carbono, nitrogénio e fésforo (XIN et
al., 2010; BONINI, 2012). Determinar razdes ou faixa adequada de carbono e
nitrogénio para uma determinada espécie microbiana pode, portanto,

potencializar seu crescimento e atividade metabdlica.



Ademais, um dos principais limitantes tecnologicos para a producéo de
biomassa por microalgas e cianobactérias € a sua separacdo do meio de
cultivo, quer seja pela estrutura celular ou pela baixa concentragdo maxima
obtida, bem inferior quando se compara a fungos e bactérias.

Neste caso, apesar de apresentarem geralmente um crescimento mais
intenso, as cianobactérias apresentam uma separacdo bastante dificultada no
meio, sendo praticamente invidvel esta operagdo apenas por centrifugacéo. Por
outro lado, cianobactérias filamentosas tendem a formar agregados, o que
facilita a sua separacao.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da razéo
carbono:nitrogénio (C/N) no cultivo heterotrofico de cianobactérias unicelulares

e filamentosas em vinhacga de cana-de-acucar.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cianobactérias

Inserido no dominio Bacteria, o reino das cianobactérias compreende
exemplares diversificados e constantemente lembrados pela importancia
evolutiva. Acredita-se que elas possuem uma vaga relacdo com bactérias
gram-positivas, e sdo apontadas como responsaveis pela conversao da
atmosfera terrestre nos primérdios de sua formagdo (MADIGAN et al., 2004).

A caracteristica que as destaca - e diferencia - de outros grupos
filogenéticos é a capacidade de realizarem fotossintese. Por definicdo, sao
procariotos que contém clorofila a e ficobilinas, viabilizando a produgéo de
oxigénio (MADIGAN et al., 2004).

Morfologicamente, apresentam uma variabilidade incrivel, englobando os
seguintes grupos: unicelulares, coloniais, filamentosas, filamentosas com
heterocistos, e filamentosas com ramificagdo. Estes grupos encontram-se
extensamente distribuidos no ambiente natural, incluindo locais com condi¢des
extremas (MADIGAN et al., 2004).

Ademais, a nutricdo baseia-se na assimilagido de nitrato e amonio (para
obtencao de nitrogénio), sem necessidade de vitaminas. Embora grande parte
das espécies seja obrigatoriamente fototréfica, ha aquelas que assimilam
organicos simples atraves de foto-assimilagdo. Em alguns representantes, o
metabolismo heterotrofico € utilizado (MADIGAN et al., 2004).

No setor tecnoldgico, essa capacidade de absorver e metabolizar
compostos presentes no meio justifica o emprego das cianobactérias em

biotratamentos.



2.1.1 Cianobactérias unicelulares

As cianobactérias unicelulares englobam diversos géneros comumente
estudados, preferencialmente na despoluicdo de residuos, justificada pelo
metabolismo adaptavel, alta velocidade de crescimento e resisténcia a
determinados componentes téxicos.

Nesse contexto, Dellamatrice (2005) aplicou Synechococcus sp na
biodegradagdo de residuo téxtil, com evidente reducdo de toxicidade. A
espécie Synechococcus nidulans, conhecida pela producdo de biocompostos,
foi utilizada por Gongalves et al. (2014) na obtenc&o de poli-hidroxialcanos,
biopolimeros atéxicos e biodegradaveis — mas com propriedades semelhantes
aos polimeros petroquimicos.

Moore e colaboradores (2002) apontaram o0 crescimento de
cianobactérias do género em meios com disponibilidade de aménia, uréia,
aminoacidos, nitratos e Oxidos de nitrogénio; todos os compostos foram
assimilados e degradados por Synechococcus.

Géneros como Aphanocapsa sp. e Aphanothece sp. também tém sido
empregados como agentes de despoluicio em diversas pesquisas;a
capacidade de gerar altas doses de proteinas, lipideos, enzimas e outros
bioprodutos de interesse comercial a partir de determinados substratos reforca
os beneficios da utilizacdo de cianobactérias. Hornes et al. (2010) citam o
acumulo de nitrogénio na biomassa durante a fase logaritmica (crescimento),
posteriormente utilizado na sintese de proteinas.

O cultivo em agua de parboilizacdo permite a bioconversao da matéria

organica e nitrogénio em fracdes lipidicas e protéicas. A biomassa poderia,



posteriormente, ser empregada como complemento nutricional (GOLDBECK et
al., 2006; JACOB-LOPES et al., 2006).

Através do cultivo em meio heterotrofico, Bastos et al. (2010) obtiveram
83% de remocdao de nitrogénio de agua de parboilizacéo, sugerindo eficacia de
cianobactérias para acumulo de bioprodutos e despoluicdo simultdnea de
residuos.

Em vinhaca de cana-de-agucar, Bonini (2012) observou altas taxas de
conversdo, com crescimento consideravel de biomassa e acumulo de proteinas
e lipideos por espécies de microalgas. Dentre os beneficios da utilizagdo de
espécies unicelulares destaca-se o potencial de absorcdo de compostos, uma
vez que as células permanecem dispersas no meio de cultivo.

A espécie unicelular presentemente utilizada foi citada em diversos
trabalhos, em parte por sua ocorréncia natural em aguas residuarias e
ambientes externos no qual ha contato com residuos de potencial nutritivo.

O Atlas de Cianobactérias e Microalgas de Aguas Continentais
Brasileiras (SANTANA, 2012) descreve a espécie como formadora de colbnias
arredondadas no inicio do crescimento, que posteriormente adquirem formato
alongado e irregular.

As células formam agregados densos com mucilagem hialina, sendo
elas proprias esféricas e com cerca de 1 a 1,5 um de diametro (Figuras 2.1 e
2.2). Aphanocapsa holsatica pertence a Familia Merismopediaceae, Ordem

Chroococcales.



Figura 2.1: Aphanocapsa holsatica, em col6nia envolta por mucilagem.
Fonte: Atlas de Cianobactérias e Microalgas de Aguas Continentais Brasileiras (2012)

hY

Figura 2.2: Aphanocapsa holsatica submetida a coloragdo com Azul de

Metileno, observada em microscépio MOTIC BA 210TL.
Fonte: Acervo da autora. Fotografada em 05 de Agosto de 2015 (LABMAC/CCA).



2.1.2 Cianobactérias filamentosas

Cianobactérias filamentosas séo tdo variadas em género e metabolismo
guanto as unicelulares. Entretanto, apresentam a tendéncia de estabelecerem-
se sobre substratos fixos (bentdnicas) (CRISPINO e SANT'ANNA, 2006).

Os trabalhos de Crispino e Sant'Anna (2006) identificaram inUmeras
espécies deste grupo no litoral brasileiro, incluindo Blennothrix glutinosa,
Blennothrix lyngbyacea, Lyngbya aestuarii, Lyngbya confervoides, Lyngbya
semiplena, Microcoleus chthonoplastes, Phormidium cf. corium, Spirulina
labyrinthiformis, Trichocoleus tenerrimus, Microchaete aeruginea, Scytonema
siculum, Calothrix crustacea entre outras.

Bernal et al. (2008) investigaram a presenca de cianobactérias
filamentosas em areas de despejo de 4guas da industria lactea, tal qual as do
género Geitlerinema (Figura 2.3). O crescimento desses organismos no residuo
sugerem seu uso na estabilizagdo e remocéao de poluentes.

As espécies desse género, inclusive, sdo amplamente estudadas pela
adaptacdo a diferentes ambientes, o que a predispde ao tratamento de
xenobidticos. S&o comumente encontradas em locais alcalinos, como fontes
termais, campos de arroz, solo umido, agua doce sulfurosa, aguas salobras e
salinas (ANAGNOSTIDIS, 1989).

Atualmente, algumas espécies tém sido estudadas no tratamento de
aguas residuarias, embora a producdo de toxinas por diversas linhagens

limitem-nas a indicadoras de qualidade em aguas.



Figura 2.3: Geitlerinema sp., observada em microscépio MOTIC BA 210TL.
Fonte: Acervo da autora. Fotografada em 19 de Outubro de 2015 (LABMAC/CCA).

2.2 Aplicacéo biotecnolodgica de cianobactérias

Em casos de aplicagcdo tecnologica, as cianobactérias podem ser
designadas como microalgas, termo que nao possui efeito taxonémico e
abrange tanto algas cloroficeas (eucaridticas) quanto cianobactérias
(procarioticas) (QUEIROZ et al.,2007)

Sua aplicacédo é ampla, contando com a vantagem de utilizarem aguas
residuarias como substrato de crescimento, convertendo componentes
organicos e inorganicos em metabolitos e incorporando-os a biomassa. Essa
pode ser posteriormente destinada a adubacédo de solos, extragdo protéica ou
sintese de biocombustiveis (BASTOS et al. 2004; QUEIROZ et al., 2007;

QUEIROZ et al., 2011).
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Além disso, estes micro-organismos também despertam a atencao
devido ao seu potencial de tratamento de aguas residuarias, uma vez que
possuem habilidade de remover matéria organica e nutrientes dos efluentes,
incorporando-os a biomassa, permitindo a valoragdo dos residuos e obtencéo
de uma biomassa passivel de ser utilizada (TAM e WONG, 2000;
VASCONCELOS e PEREIRA, 2001; BASTOSet al., 2004; QUEIROZ et al.,
2007).

Apesar de apresentarem a fotossintese como modelo metabdlico
preferencial, muitas linhagens usufruem do metabolismo heterotréfico no
escuro, consumindo moléculas organicas sollveis tais como acgucares, acidos
organicos e acetato, conforme esquematizado na Figura 2.4 (FAY, 1992;
DUMAS et al., 1998; QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; JACOB-
LOPES et al., 2006).

Estas propriedades sugerem possiveis aplicacbes destes micro-
organismos na remocao de matéria organica e nitrogénio de aguas residuarias
agroindustriais, (QUEIROZ et al., 2007; MANETTI, 2008; DE MATTOS e

BASTOS, 2015).
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Figura 2.4: Metabolismo de carbono em cianobactérias para periodos de
escuro (reac0Oes indicadas pelas setas escuras) e claro
Fonte: Adaptado de Fay, 1983.

Apesar deste potencial no tratamento de aguas residuarias, sao raros
os trabalhos na literatura que avaliam a oxidacdo de moléculas organicas
soliveis e consumo de oxigénio por estes micro-organismos em efluentes
(OREN e SHILO, 1979; BASTOS e QUEIROZ, 2008; BASTOS et al., 2010;
BASTOS et al., 2011).

A transferéncia de oxigénio para as células € um dos fenbmenos mais
importantes para manutenc@o do metabolismo aerobio e o coeficiente global de

transferéncia de massa gas-liquido (KrLa) € a variavel mais importante a ser
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considerada nestes processos (MONTES et al.,, 1999; GALACTION et al.,
2004).

Mesmo sendo wuma ferramenta fundamental no estudo do
escalonamento de processos aerdbios, a estimativa do KLa 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 heterotréfico e este fenbmeno pode estar ligado a via
oxidativa usada por estes micro-organismos (BASTOS et al., 2008; BASTOS et
al., 2010).

Com relagdo aos nutrientes, a maioria das microalgas utiliza vérias
formas de nitrogénio para o seu crescimento e, entre estas, a amodnia é mais
prontamente incorporadas pelas células (FLORES et al., 1994).

A posicao central do metabolismo do nitrogénio via assimilagéo de
amodnia é dado pelo ciclo da glutamina sintetase e glutamato sintetase. O
glutamato é produzido nesta via ndo apenas pelos doadores maiores de
nitrogénio para a biossintese de compostos nitrogenados, mas por precursores
de alguns aminoéacidos, levando a porfirina, ficobilinas e a sintese de clorofila

(FAY, 1983).

2.3 Cianobactérias no tratamento de aguas residuérias

O setor agroindustrial destaca-se pelo impacto nos compartimentos

ambientais, atribuidos ao volume de residuos e a variabilidade de composicao

fisico-quimica dos mesmos. As chamadas aguas residuarias, tal qual a
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vinhaga, sdo empregadas como meio de cultivo na tentativa de reduzir esses
impactos (SAFONOVAet al., 2004).

Os processos biolégicos de degradacdo tém demonstrado eficacia e
viabilidade financeira, apesar das dificuldades iniciais no escalonamento dos
mesmos. Devido a resisténcia a toxicidade, € comum o uso de cianobactérias
na biodegradacéo e biorremediacdo de xenobidticos (SAFONOVA et al., 2004).

O metabolismo heterotréfico de cianobactérias ndo € limitado pela
turbidez caracteristica da maioria das &guas residuarias. Esse principio
permitiu o cultivo de Aphanothece microcopica Nagelli em esgoto doméstico
por BASTOS et al. (2014), com remo¢do de DQO em até 53%, além da
assimilacao de 67% de nitrogénio e 92% do fosforo.

Estudos como o de Abdel-Raouf e Ibraheem (2001) atestaram a
tolerancia de Aphanocapsa elachista a proporc¢des variadas de cobre e niquel;
a cepa utilizada foi isolada de aguas insalubres, contendo esgoto doméstico e
residuos agricolas.

As cianobactérias também atuam como indicadores de qualidade da
agua em mananciais e afins, visto que grande parte das espécies comumente
encontradas em ambientes degradados produzem toxinas nocivas ao ser
humano. Aquino et al. (2010) registraram a presenca de espécies do género
Planktothrix em lagoas de estabilizacdo no Nordeste do Brasil, algumas com

potencial téxico.
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2.4 Vinhaca de cana-de-agUcar

A vinhaca, também denominada vinhoto, consiste no residuo da
destilacdo do vinho, visando a obtenc¢éo de alcool combustivel. Com alta DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) e niveis acentuados de potassio, €
composta também de variados elementos absorvidos durante o crescimento da
cana-de-agucar (MATTOS et al., 2015). O vinho é o produto da fermentagéo
alcodlica do caldo de cana-de-agucar, do melaco ou da mistura de caldo e
melaco. Nos atuais métodos utilizados para producédo de &lcool, para cada litro
de etanol produzido sdo gerados aproximadamente 10 litros de vinhaca para
cada litro de etanol produzido, constituindo-se de fato a 4gua residuaria mais
expressiva do ponto de vista tanto quantitativo como 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
(FREIRE et al., 2000; BONINI, 2012). Nesse sentido, a composi¢cdo quimica do
residuo levou a estudos de sua aplicagdo como fertilizante na propria cultura
canavieira, tanto por reducéo de custos quanto pela dificuldade de tratamento e
destinagao.

Trabalhos recentes, no entanto, recomendam cautela nesse
procedimento, devido aos fendmenos de transporte tipicos dos solos,
possibilidade de salinizacao e lixiviacdo de compostos (MUTTON et al., 2010).

Ademais, as quantidades geradas e o lancamento do Decreto n°303 de
28 de fevereiro de 1967, que proibiu o despejo direto em mananciais, forcaram

a busca por alternativas de reaproveitamento (MUTTON et al., 2010).
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Embora a vinhaca apresente uma composicdo quimica média
conhecida, os teores de cada componente podem ser determinados apenas
com analises individuais em cada amostra de produto (MATTOS et al., 2015).

Fatores como a variedade de cana, solo, safra, moagem, variacées do
processo fermentativo, emprego do mosto de melago ou misto, entre outros,
influem nas caracteristicas fisicas e quimicas do residuo. A Tabela 2.1
apresenta a composicdo média da vinhagca obtida pela fermentacdo de

diferentes tipos de meios.

Tabela 2.1: Composicdo quimica da vinhaca

Vinhaga

Elementos

Melaco Misto Caldo
N (g/L) 0,77 0.46 0.28
P;0s (g/L) 0,19 0,24 0,20
K:0 (g/L) 6,00 3,06 1,47
Ca0 (g/L) 2,45 1,18 0,46
MgO (g/L) 1,04 0.53 0,29
S0, (g/L) 3,73 2,67 1,32
Matéria organica (g/L) 52,04 32,63 23,44
Fe (ppm) 80,00 78,00 69,00
Cu (ppm) 5,00 21,00 7,00
Zn (ppm) 3,00 19,00 2,00
Mn (ppm) 8,00 6,00 7,00
pH 4,40 410 3,70

Fonte: adaptada de Aragéo (2012).

Ademais, esses fatores - potencial poluente, quantidade gerada e
interesses econdémicos - tém estimulado o emprego da vinhaga em processos
de biodigestdo anaerdbia, cultivo de fungos, bactérias e mesmo algas e

cianobactérias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da razdo Carbono/Nitrogénio (C/N) no cultivo

heterotréfico de cianobactérias unicelulares e filamentosas em vinhaca de

cana-de-acUcar.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de raz6es C/N ajustadas acima e abaixo do valor original
da vinhaca no crescimento de cianobactérias unicelulares e
filamentosas;

Estudar a cinética de crescimento e consumo de substratos a partir de
ensaios em sistemas de agitacao nas diferentes razdes C/N;

Avaliar o cultivo das cianobactérias na razdo C/N selecionada em
biorreator de bancada;

Determinar a remocdo de carbono e nitrogénio da vinhaga pelas
cianobactérias nas diferentes condi¢cdes experimentais;

Avaliar a composicdo de biomassa nas diferentes condi¢cbes

experimentais em termos de lipidios e proteinas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo e manutencéao dos inéculos

As cepas de cianobactérias unicelular (Aphanocapsa holsatica) e
filamentosa (Geitlerinema sp) foram gentilmente cedidas pelo Instituto Botanico
de S&do Paulo, sendo mantidas e propagadas no Laboratério de Microbiologia
Aplicada e Controle (LABMAC) do Centro de Ciéncias Agréarias da UFSCar em
meio BG11 (RIPKA et al.,1979). As solu¢cbes empregadas e suas respectivas

concentracdes estdo descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Composicédo do meio BG11

Componente Solugédo estoque Quantidade para 1 L
KoHPO4 3 g.100mL"’ 1 mL
MgSO; . 7H.0 7,5 g.100mL™" 1 mL
CaClI2 . 2H,0 3,6 g.100mL" 1 mL
Citrato de amonio férrico 0,6 g.100mL" 1 mL
Na, EDTA 0,1 g.100mL™" 1 mL
Acido citrico 0,6 g.100mL™" 1mL
Na,COs 2,0 g-100mL™" 1 mL
NaNO; 15 g.100mL"™" 10 mL
NaCl 7,2 g.100mL™ 1 mL
Elementos Traco 1 mL
H3BO3 286,0 mg.100mL"

MnCl, . 4H,0 181,0 mg.100mL™

ZnS0y . TH,0 22,0 mg.100mL"

NaMoOj, . 2H,0 39,0 mg.100mL"

CuSO;4 . 5H,0 7,9 mg.100mL™

CoCl, . 6H,0 4,0 mg.100mL"

Fonte: RIPKA et al. 1979
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Conforme pode ser observado nas Figuras 4.1 e 4.2, os inéculos foram
mantidos sobre aeragdo constante em estantes de cultivo a temperatura de
25°C, fotoperiodo de 12 horas claro/escuro e radiagao fotossinteticamente ativa
(PAR) de aproximadamente 45 umol m? s,

O volume dos cultivos foi sendo sucessivamente expandido através da

adicdo de meio nutriente, permitindo o crescimento de biomassa celular.

Figura 4.1: Indculos de Aphanocapsa holsatica em meio BG11
Fonte: acervo da autora. Fotografado em julho de 2015; Laboratério de Microbiologia
Aplicada e Controle — CCA/UFSCar.
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Figura 4.2: Inéculos de Geitlerinema sp. em meio BG11, sob aeracdo em

estante de cultivo
Fonte: acervo da autora. Fotografado em Setembro de 2015; Laboratério de
Microbiologia Aplicada e Controle — CCA/UFSCar.

Para emprego nos cultivos em vinhaga, os inéculos foram concentrados
através de centrifugacdo a 3500 rpm/15°C durante 20 minutos.

A massa celular seca foi determinada por gravimetria, com filtragem e
posterior secagem em estufa de membranas de 0,22 um de diametro de poro
(APHA, 2005), de forma a iniciar 0s ensaios com concentracdo celular na

ordem de 300 mg L.

4.2Preparo da vinhaca

As amostras de vinhacga foram obtidas diretamente da saida do sistema
de destilacdo alcodlica de uma Usina de Aclcar e Alcool da regido de
Araras/SP, sendo que os frascos foram, posteriormente, acondicionados em

congelador no LABMAC/CCA/UFSCar.
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Com relacéo a caracterizacéao fisico-quimica das amostras, a quantidade
de carbono e nitrogénio total na vinhagca bruta foram determinados em
Analisador de Carbono e Nitrogénio SHIMADZU® TOC-LCPN. As
concentracdes estdo descritas na Tabela 4.2.

O pH foi determinado por potenciometria e os solidos totais por métodos
gravimétricos, filtrando-se um volume conhecido em filtro 0,45 pm

(APHA,2005).

Tabela 4.2: Caracteristicas das amostras de vinhaca empregadas

Parametro Variagdo

pH 3,7-4,3
TOC 7399 mg.L?
TN 429,7 mg.L?

Como a razéo carbono:nitrogénio (C/N) da vinhaga bruta coletada ficou
em torno de 20, estabeleceu-se para os ensaios dois niveis de razdes C/N
acima e abaixo do valor original.

Assim, foram ajustadas para 5 e 10 com a adi¢do de nitrato de sédio e
30 e 40 com a adicao de glicose.

Para cada experimento, uma porcdo do mesmo lote de vinhacga foi
descongelada em refrigerador, tendo o pH corrigido para 7,5 e sua razéo C/N
ajustada. Em seguida, o volume necessario foi esterilizado em autoclave a

121°C por 20 minutos.
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4.3 Ensaios em frascos sob agitacao

Inicialmente foi realizada uma selecdo da melhor razdo C/N para o
crescimento em vinhaca para ambas cianobactérias.

Assim, cultivosheterotroficos foram conduzidos em frascos de 125 mL
com 25 mL de vinhaca, a 25°C e in6culo de 300 mg Lt em agitador orbital TE-
420TECNAL®a 100 rpm, considerando os valores inicias e apés 24 horas.

Definida a razdo C/N ideal, ensaios foram conduzidos com amostragem
periddica para determinacdo dos perfis de crescimento e consumo de
substratos, 0 que ocorreu também para a condi¢do controle (vinhaca bruta sem
ajuste da razéo C/N) e para a condicao de pior crescimento.

As amostras obtidas em todos os intervalos foram avaliadas com relacéo
a contagem celular em microscépio MOTIC® BA 210TL com auxilio de uma
Camara de Neubauer,massa celular seca por filtracdo de um volume conhecido
em filtro 0,22 um (APHA,2005), carbono e nitrogénio total no meio em
analisador TOC - LCPN SHIMADZU®.No caso da cianobactéria filamentosa, a
contagem celular foi impossibilitada devido a sua morfologia.

Os cultivos com gquantidades significativas de lipideos passaram por
extracdo através do método de Bligh e Dyer (1959), conforme esquematizado

na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Diagrama esquematico da determinagdo de lipidios totais na

biomassa através do método Bligh e Dyer (1959)
Fonte: MATTOS, 2014.

4.4 Parametros cinéticos de avaliacdo dos ensaios

Com relacdo aos parédmetros cinético, as velocidades especificas de

crescimento foram determinadas através da derivacdo da Equacgéo 4.1, sendo

que o valor maximo (umax) foi obtido pela inclinagcdo da reta formada na fase

exponencial das curvas semi-logaritmicas (DORAN, 1995).

Onde:

J: velocidade especifica de crescimento

X: concentragdo de biomassa

t: tempo de cultivo

(Equacéo 4.1)
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Calculada pmax, 0 tempo de geracao (tg) péde ser obtido por:

0,693

tg= (Equacéo 4.2)

Umax

Para o calculo de rendimento de substrato em micro-organismos (Yws) foi
utilizada a relacdo entre crescimento celular e consumo de TOC e TN como

substratos, de acordo com Equacéo 4.3.

ax

T (Equacéo 4.3)

Yxo = -

Onde:
Yws: rendimento de substrato em biomassa

S: concentragéo de substrato (TOC ou TN)

A produtividade de biomassa (Px) foi calculada utilizando a variagdo do

crescimento celular no tempo, de acordo com Equacéo 4.4:

_ Xmax—Xo
Py = ~mE=0

(Equacéo 4.4)
Onde:
Px: produtividade em biomassa

Xmax: concentragdo de biomassa maxima
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Xo: concentracdo de biomassa inicial

t: tempo

Na avaliacdo da demanda de oxigénio em biorreator de bancada, a taxa
de consumo de oxigénio (Qo) foi avaliado pela Equacao 4.5 (DORAN, 1995),
enquanto o coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-liquido (kLa) foi
obtido pelo método dindmico, considerando reoxigenacdo do meio e
concentracdo de oxigénio no regime permanente (Car), conforme Equacao 4.6.
Cabe ressaltar que a solubilidade de oxigénio no meio liquido foi ajustada

considerando a composicdo da vinhaca em termos de sais e matéria organica.

ac
Q, = d’:L (Equacao 4.5)
N (CAL _CAl)
kia= Cu=Co) (Equacao 4.6)
(tz _tl) s '
Onde:

Qo: taxa de consumo de oxigénio

CaL: concentragdo de oxigénio no meio liquido

kLa: coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-liquido
Ca1: concentracao de oxigénio no tempo t1

Caz2: concentragdo de oxigénio no tempo t2
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O experimento descrito nesta secédo foi esquematizado na Figura 4.4:

Vinhaca coletada em usina
na regido de Araras/SP

L

| Esterilizac3o e ajuste de pH | _

Determinagao da razdo Carbono/Nitrogénio por TOC-
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NaNO; ou CgH;,0;, obtendo-se as razées
5, 10, 20, 30 e 40.

4
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=) O curvas semi - logaritmicas.

Figura 4.4. Esquema do procedimento experimental para o cultivo das

cianobactérias em frascos sob agitacéo
Fonte: acervo da autora.

4.5 Ensaios em Biorreator de bancada

Apds os ensaios em frascos sob agitacdo, foi realizado cultivo em
biorreator de bancada para a melhor condigcdo em termos de razéo C/N.

Assim, um volume de 2 litros da vinhaga com pH e razdo C/N ajustados
foi adicionado ao vaso de vidro borosilicato do Reator de Bancada A&Z®(Figura
4.4), havendo monitoramento em linha dos niveis de oxigénio (O2), didxido de
carbono (CO2) e pH.

A razdo C/N selecionada foi 5 por ter apresentado a maior produtividade

em termos de biomassa.As condi¢des de cultivo foram inéculo de 300 mg L2A.
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holsatica, a 25°C, aeracédo de 1 VVM (volume de ar por volume de liquido por
minuto) e agitacao de 200 rpm.

A amostragem foi realizada a cada 3 horas, por um periodo de 24 horas;
com avaliacdo da contagem celular, carbono organico total, nitrogénio total e a

massa celular seca, conforme especificado no item 4.3.

Motor de Agitagdo

Bombas

Peristélticas e
Rotametros

Sensores de
COz, 02 e pH

Mddulo de
monitoramento

Vidro (Vaso) de
Borossilicato

Figura 4.5: Esquema do biorreator de bancada utilizado nos experimentos
Fonte: Acervo do grupo de pesquisa. Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle
— CCA/UFSCar

O mesmo ensaio foi conduzido posteriormente com a cianobactéria
filamentosa Geitlerinema sp. O volume de 2 litros de vinhaca foi esterilizado e,
apos ajuste da razdo C/N, adicionado ao vidro de borossilicato junto ao inéculo
em concentracdo de 300 mg L, a 25°C, aeracdo de 1 VVM e agitagcdo de 250
rpm.

Houve monitoramento da porcentagem de oxigénio, temperatura e pH do
meio. Foram mensurados a massa seca total, carbono organico e nitrogénio
totais, através dos métodos anteriormente citados, em amostras coletadas a

cada 1 hora e 30 minutos, durante 24 horas. A contagem celular foi excluida
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bY

devido a morfologia da cianobactéria em questdo — da mesma forma, a
tendéncia & aderéncia nas paredes do frasco exigiu um aumento da agitagéo

do meio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdo da razdo C/N da vinhagca no cultivo de Aphanocapsa

holsaticaem sistema de frascos agitados

A Figura 5.1 apresenta os resultados de produtividade em termos de
biomassa nas 24 horas de cultivo de Aphanocapsa sp. em diferentes razdes
carbono:nitrogénio da vinhaga. O maior crescimento e,consequentemente,
maior produtividade no periodo ocorrem para condi¢do de maior disponibilidade
de nitrogénio, ou seja, menor razdo C/N (5), sugerindo que este seria 0

substrato limitante para o cultivo desta cianobactéria em vinhaca.

De fato, de acordo com Freire et al. (2000), a vinhaca é rica em matéria
organica, seguido de potassio e posteriormente de nitrogénio. Dada a
importancia deste nutriente no cultivo de cianobactérias, na razdo C/N 5 a
variagdo de biomassa ficou em torno de 1600 mg L*, enquanto que foi
praticamente a metade (837 mg L*?) na razdo C/N 20, condi¢do original da

agua residuaria.

Por outro lado, em razGes C/N superiores a este valor, houve um
discreto aumento da produtividade, o que também indica a influéncia da
disponibilidade de carbono, fundamental no cultivo heterotréfico de

cianobactérias.

Sabe-se que em condicbes de C/N reduzidas ha uma tendéncia ao
acumulo de proteinas devido a maior disponibilidade de nitrogénio, enquanto

em C/N elevadas ocorre geralmente um desvio no sentido do acumulo de
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carboidratos e lipidios. Entretanto, esta situacdo de elevada disponibilidade de
carbono também aumenta o risco de contaminacdo por bactérias. Nesse
sentido, a sele¢éo da razdo C/N mais adequada nos cultivos heterotroficos de
microalgas e cianobactérias depende tanto do crescimento como da

composicao adequada da biomassa de interesse gerada no processo.
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Figura 5.1: Produtividades em biomassa para cultivo de Aphanocapsa holsatica

a partir de vinhaca com diferentes razdes C/N

Entretanto, o consumo de carbono e nitrogénio ndo segue esta mesma

l6gica de crescimento celular, conforme pode ser observado na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Variacdo de carbono e nitrogénio no meio para cultivo (vinhacga) de
Aphanocapsa holsaticaem diferentes razées C/N por 24 horas

Razéo Variacdo de TOC Variacdo de TN
CIN em24 horas em 24 horas
(mgLY) (mgL™)
5 Acumulo de 16,2 Acumulo de 9,3
10 Remocéo de 6,8 Acumulo de 0,5
20 Acumulo de 8,4 Remocéo de 2,2
30 Remocéo de 19 Acumulo de 2,22
40 Acumulo de 107,4 Remocéo de 0,04

Nas diferentes razdes houve tanto remocdo quanto consumo,
considerando as 24 horas de cultivo. Na condi¢cdo de maior produtividade (C/N

5), houve acumulo tanto de carbono como de nitrogénio no meio.

Como o método quantifica as moléculas totais, pode-se sugerir que parte
desta quantidade de carbono e nitrogénio deve-se a metabdlitos celulares
liberados no meio de cultivo. Outrossim, como nestes iniciais ndo tem-se o
monitoramento durante o tempo, ndo € possivel verificar se houve uma

remocao consideravel em algum momento.

Sendo assim, de forma a avaliar os cultivos durante o periodo de 24
horas, foram conduzidos ensaios na condicdo de maior produtividade (C/N 5),
menor produtividade e na condicdo controle original da vinhaca. Conforme
podemos observar na Figura 5.2, na razdo C/N 5 pode-se verificar o
desenvolvimento continuo da cianobactéria apds uma discreta fase de

adaptacao de apenas 3 horas.
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A producdo de biomassa ocorreu a uma velocidade especifica de
crescimento maxima de 0,09 h1, correspondendo a um tempo de geracédo de
7,7 horas (Tabela 5.2). Cabe ressaltar que estes valores sédo similares aos
obtidos por outras microalgas e cianobactérias em cultivos heterotréficos a
partir de aguas residuarias (QUEIROZ et al., 2007; LIM et al., 2010; BASTOS et

al., 2014).

Comparativamente, enquanto que na razao C/N original da vinhacga (20)
houve um crescimento bem inferior (umax 0,05 h1), na condicdo de maior
disponibilidade de carbono (C/N 40), h4 uma elevada producdo de biomassa,

embora o crescimento nao tenha sido continuo nas 24 horas.

Avaliando a curva na Figura 5.1, verifica-se que ocorrem duas fases de
crescimento expressivas, primeiramente entre 9 e 15 horas e outra apos 21
horas. Este fendmeno é conhecido por diauxia, sendo comum a partir de aguas
residudrias por se tratar de crescimento microbiano na presenca de mais de

uma fonte de carbono.

Neste caso especifico, a glicose adicionada ao meio para ajustar a razao
C/N é consumida preferencialmente, enquanto que a matéria organica da

vinhaca comeca a ser utilizada apenas apoés este periodo.
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Figura 5.2: Curvas de crescimento para Aphanocapsa holsatica em vinhaca
nas razdes C/N 5 (A), 20 (o) e 40 (o)

Tabela 5.2: Velocidades especificas de crescimento,tempos de geracdo e
produtividades para cultivo de Aphanocapsa holsatica em frascos sob agitacéo
com vinhaga nas razdes C/N 5, 20 e 40

Razdo C/N  pmax (h?) tg (h) Produtividade Produtividade
lipidica protéica
(mg L*h™) (mg L*h™)
5 0,09 7,7 25,75 743,85
20 0,05 13,86 7,22 247,74
40 0,08 8,66 114,62 1209,56

O perfil das razdes C/N foi monitorado durante o tempo para essas
condicbes de cultivo conforme descrito na Figura 5.3. De acordo com o
comportamento das curvas ficou demonstrado que na condi¢céo de razao inicial

C/N 40 a relacdo entre carbono e nitrogénio manteve-se praticamente
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constante no periodo, embora o crescimento microbiano tenha sido semelhante

ao da C/N 5.

A tendéncia de aumento da relacdo C/N nas demais condi¢fes intui a
necessidade de maiores concentragcbes de carbono para o crescimento
heterotréfico desta cianobactéria. Além disso, conforme previamente observado
por alguns autores, o nitrogénio foi limitante no crescimento para as razdées C/N

5 e 20, levando a um aumento durante o experimento.

Por outro lado, o crescimento equilibrado que levou a manutencéo da
razdo C/N por volta de 40 pode ser atribuido ao consumo lento de mais de uma

fonte de carbono.
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Figura 5.3: Perfis de relacdo C/N da vinhaca durante o crescimento de A.
holsatica para os valores 5 (A), 20 - inicial (o) e 40 (0)
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De acordo com Morales-Sanchezet al. (2013), cultivos descontinuos com
razdo C/N equilibrada (constante), permitem o acumulo de proteinas. De fato, a
maior produtividade protéica para Aphanocapsa em vinhaca foi obtida na razdo

C/N 40 que se manteve constante durante o periodo experimental (Figura 5.3).

Ainda de acordo com esses autores, a relagédo de carbono e nitrogénio
do meio influenciam na composicao celular em termos de proteinas, lipidios e
carboidratos. Devido ao equilibrio C/N, as células ndo crescem em condi¢des
de stress ou limitadas, ndo havendo a necessidade do acumulo de metabdlitos

de reserva.

Em contrapartida, elevadas raz6es C/N tendem a direcionar o acumulo
de lipidios para diversas microalgas em cultivos heterotréficos. Mainul et al.
(1996) obtiveram uma elevacdo de 18 a 46% no teor de lipidios de

Cryptococcus curvatus apos o ajuste da razdo C/N de 25 para 70.

Esses autores reportam que em razdes C/N maiores ocorre uma
reducdo na sintese de compostos nitrogenados tais como proteinas e acidos
nucléicos, as células entram em uma fase de crescimento estacionaria e
comecam a acumular lipideos de reserva. Isto pode explicar a elevada
produtividade lipidica obtida para Aphanocapsa em vinhaca com razdo C/N 40

(Tabela 5.2).

Entretanto, a produtividade protéica também foi superior nesta condicéo,
0 que ndo concorda com uma esperada sintese reduzida de compostos
nitrogenados, mas que pode indicar uma influéncia maior do crescimento

equilibrado, previamente apresentado na Figura 5.3.
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De qualquer forma, os valores de produtividade lipidica e protéicasao
compativeis e até superiores aos valores reportados na literatura, ficando, na
média, em torno de 2,5 mg Lth? para a maioria das microalgas investigadas

(MATA et al., 2010).

As Figuras 5.4e 5.5 apresentam, respectivamente, os perfis de consumo
de carbono e nitrogénio do meio pela cianobactéria Aphanocapsa holsatica em

vinhaca nas diferentes razdes C/N.

Tais comportamentos concordam com os resultados apresentados na
Figura 5.3, ou seja, um maior consumo de nitrogénio para as razées C/N 5 e 20
elevaram a quantidade de carbono disponivel em relacdo ao nitrogénio,

limitando ainda mais este nutriente no meio.
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Figura 5.4: Perfis do consumo de carbono orgéanico total (TOC) a partir do valor
inicial (TOCo) no cultivo da cianobactéria Aphanocapsa holsatica em vinhaca
com razdes C/N 5 (o), 20 (0 ) e 40 (A)
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Figura 5.5: Perfis do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (No) no
cultivo da cianobactéria Aphanocapsa holsatica em vinhaca com razées C/N 5
(o), 20 (0 ) e 40 (A)
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5.2 Cultivo de Aphanocapsa holsaticaem biorreator de bancada com

vinhaga ajustada na razédo C/N selecionada

Considerando que na razédo C/N 5 foi obtida uma velocidade especifica
de crescimento e produtividade em biomassa maior, com um crescimento
continuo e estavel durante as 24 horas amostradas nos frascos agitados, foi
conduzido ensaio em biorreator de bancada para melhor controle de aeragao e

agitacdo, além do monitoramento e linha de parametros de processo.

Nesse sentido, a Figura 5.6 apresenta os perfis de oxigénio (O2) e gas
carbdnico (CO2) dissolvidos no meio liquido. Verifica-se um consumo intenso
de Oz a partir de aproximadamente 8 horas, embora sem alterar
consideravelmente a quantidade de COzno meio, o qual se manteve

praticamente constante.

Isto deve-se ao metabolismo heterotréfico das cianobactérias, onde
nao ocorre a glicélise completa seguida de Ciclo de Krebs e cadeia respiratoria
como nos organismos eucaritticos. Desta forma, apesar do elevado consumo

de oxigénio, este ainda se mantém acima de 20%, nao limitando o crescimento.

Além disso, a quantidade de CO:zproduzida é desprezivel. Assim, a
aplicacdo de cianobactérias em sistemas de tratamento de aguas residuarias
envolveria uma demanda de oxigénio menor do que 0s sistemas convencionais
(lodos ativados), com minima producéo de gas carbdnico, havendo um balanco

equilibrado devido ao consumo de carbono organico.
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Figura 5.6: Monitoramento de oxigénio (o) e gas carbdnico (o) no cultivo de
Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com vinhaga na razdo C/N 5

Esta demanda de oxigénio pode ser melhor analisada quando
verificamos na Figura 5.7 o consumo de oxigénio em condicbes sem aeracao
forcada. Na primeira parte da curva, sem aeracdo forcada, percebe-se o
consumo de oxigénio, o qual segue uma reacéo de ordem zero (sem limitacéao)

a uma taxa de 0,11 mgL*min, calculada de acordo com a Equacéo 4.5.

Por outro lado, na segunda parte da curva, ap6s a realimentacéao,
verifica-se que o biorreator apresenta um sistema adequado de aeracdo, uma
vez que o nivel de oxigénio dissolvido retorna a patamares originais em poucos

mais que 2 minutos.
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Com este resultado pode-se estimar o coeficiente global de transferéncia
de oxigénio gas-liquido (kLa) pela Equacéo 4.6, sendo que o valor fica em torno
de 0,0126 s'.Conclui-se que o biorreator fornece cerca de sessenta vezes
mais oxigénio do que a demanda dos micro-organismos, indicando um 6étimo
sistema de aeracdo e baixo consumo pelas cianobactérias, mesmo em cultivo

heterotréfico com meio rico em matéria organica como a vinhaga.
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Figura 5.7: Curva de consumo de oxigénio no cultivo de Aphanocapsa holsatica
em biorreator de bancada com vinhaca na razdo C/N 5 (as setas indicam o
corte e posterior realimentacdo da aeragao)

De acordo com a Figura 5.8, o pH sofreu uma discreta variagcao durante
o periodo, principalmente apds 15 horas, quando o consumo de oxigénio j4 ndo

era tao intenso.

Esta alteracdo no pH do meio pode ser atribuida a liberacdo de

nitrogénio amoniacal, devido & morte celular de parte das cianobactérias a
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partir deste periodo. Isto pode ser comprovado quando se analisa a curva de
crescimento apresentada na Figura 5.9, onde percebe-se claramente um
intenso crescimento inicial, seguido de um periodo com discreta variacdo de

biomassa.

Desta forma, conforme destacado na Tabela 5.3, este cultivo apresenta
duas velocidades especificas de crescimento maximas, sendo 0,50 hlaté 3

horas, seguindo de um crescimento mais lento a 0,098 h-lentre 6 e 22 horas.

Cabe ressaltar que este crescimento tipo diauxia jA havia sido
encontrado para o cultivo em frascos agitados na condicdo de maior
fornecimento de carbono, ou seja, C/N 40. Desta forma, este comportamento
sugere-se que, em biorreator onde as condi¢gdes de cultivo e o fornecimento de
oxigénio é mais adequado, também ocorre diauxia mesmo sem grande
disponibilidade de carbono, havendo de fato consumo da matéria organica

original da vinhaca.
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Figur'a 5.8: Monitoramento do pH do meio no cultivo de Aphanocapsa holsatica
em biorreator de bancada com vinhaca na razdo C/N 5
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Figura 5.9: Curva de crescimento de Aphanocapsa holsatica em biorreator de
bancada com vinhaga na razéo C/N 5

Com relacdo ao consumo de carbono, verifica-se uma tendéncia maior
de remocéao do carbono organico total no final das 24 horas (Figura 5.10a), com

maximo de 25% (Tabela 5.3).

Considerando que para o ajuste desta razdo C/N nédo foi adicionada
glicose, percebe-se o consumo de carbono original da vinhagca, com

rendimento em torno de 2,8 gramas de biomassa por grama de TOC.

Como a maioria dos trabalhos estima matéria organica pela demanda
guimica de oxigénio (DQO), a qual é por volta de 2,5 vezes superior ao TOC da
vinhaca, temos que a remog¢do maxima de DQO poderia ser de 62,5%, valor
razoavel até mesmo para sistemas de tratamento de efluentes convencionais

aerbbios e energeticamente exigentes.
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Interessante salientar ainda as remoc6es de carbono e nitrogénio muito
superiores para Aphanocapsa em biorreator de bancada quando comparado ao
sistema de frascos agitados (Tabela 5.1), o que certamente esti associado ao
fornecimento adequado de oxigénio, fundamental para estes cultivos

heterotréficos.
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Figura 5.10: Perfis de carbono organico total, TOC (a) e nitrogénio total, TN (b)
no meio durante o cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada
com vinhaca na razédo C/N 5
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Tabela 5.3 Parametros cinéticos de crescimento, remo¢do de substratos no

cultivo de Aphanocapsa holsatica em biorreator de bancada com vinhaca na

razdo C/N 5
Parametro Valor
Mmaxl (Fase Log O — 3 horas) 0,50 h't
Mmax2 (Fase Log 6 — 22 horas) 0,0098 ht
Remocdo maxima de TOC 25%
Remocdo maxima de TN 18%
Rendimento de TOC em biomassa (Yx/s) 2,899?

No caso de nitrogénio total, a remog¢édo maxima foi ligeiramente inferior,
em torno de 18% (Figura 5.10b), indicando que o cultivo heterotrofico desta

cianobactéria ndo favorece a remocao de nutrientes das aguas.

5.3 Selecdo da razdo C/N da vinhaca no cultivo de Geitlerinema sp em

sistema de frascos agitados

Considerando que a separacdo da biomassa é uma das etapas mais
criticas nos processos utilizando microalgas em escala industrial, foi proposta a
conducéo de ensaios em diferentes razbes carbono:nitrogénio da vinhaca com
a cianobactéria flamentosa Geitlerinema sp.

Como trata-se de um micro-organismo com morfologia completamente

distinta, h4 uma tendéncia de sedimentac¢do natural no meio, o que facilita as



etapas de separacdo e purificagdo de bioprodutos,
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conhecidos como

downstream. Nesse sentido, a Figura 5.11 apresenta a produtividade em

biomassa para as razées C/N 5, 10, 20 (valor original da vinhaca), 30 e 40.

Produtividade (mg L*h™)
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Figura 5.11: Produtividade em biomassa para cultivo de Geitlerinema sp a partir
de vinhaca com diferentes raz6es C/N

Observa-se que, tanto os valores acima como abaixo da condicéo

original favoreceram o crescimento, sendo mais intenso nas condicfes de

disponibilidade de carbono e nitrogénio. Também cabe salientar que,

diferentemente da cianobactéria unicelular, houve remocdo de carbono e

nitrogénio para praticamente todas as condicdes (Tabela 5.4).

A curva de crescimento apresentada na Figura 5.12indica um

crescimento mais vigoroso até aproximadamente 18 horas, sugerindo que,

remocdes de carbono e nitrogénio maximas podem ter ocorrido em diferentes
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tempos, o que também ¢é destacado nas Figuras 5.13 e 5.14, as quais

apresentam, respectivamente, perfis de consumo de C e N.

Tabela 5.4: Variacdo de biomassa e teores de Carbono e nitrogénio totais no
meio para Geitlerinema sp. em cultivos de 24 horas

Razao Variacao de TOC Variacdo de TN
e em 24 horas em 24 horas
(mgL™) (mgL™)

5 Remocéao de 21,9 Remocéao de 5,17
10 Remocéo de 22,07 Remocéo de 2,3
20 Acumulo de 154,79 Remocéo de 2,1
30 Remocao de 24,16 Remocao de 3,38
40 Acumulo de 15,5 Remocéo de 2,25

A facilitada separacdo da biomassa de Geitlerinema sp. do meio de
cultivo é um aspecto tecnoldgico interessante, porém dificulta 0 monitoramento

dos parametros de processo.

Assim, como o crescimento e 0 consumo de substrato séo variaveis que
dependem da medida de massa, a tendéncia desta cianobactéria em formar
agregados dificulta estas analises. Isto pode explicar a variacdo apresentada

principalmente nas Figuras 5.13 e 5.14.

A velocidade especifica de crescimento maxima nessas condi¢cdes é da
mesma ordem de grandeza (0,05 h'') que apresentada para Aphanocapsa em

frascos agitados (Tabela 5.2).
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Figura 5.12: Curva de crescimento de Geitlerinema sp. em vinhaga com razao
C/N 20

1,5 5

1,24

0,9 1

TOC/TOC

0,6 1 @

0 10 20 30

Tempo (horas)

Figura 5.13: Perfil do consumo de carbono organico total (TOC) a partir do
valor inicial (TOCo) no cultivo da cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaca
com razéo C/N 20
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Figura 5.14: Perfil do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (No) no
cultivo da cianobactéria Geitlerinema sp. em vinhaca com razédo C/N 20

As Figuras 5.15 a 5.17 referem-se aos experimentos de Geitlerinema em
frascos agitados com a razdo C/N ajustada para 5 com a adi¢do de nitrato. A
curva de crescimento nao indica um desenvolvimento adequado desta
cianobactéria nessas condi¢cdes, havendo praticamente a manutencdo do
crescimento celular, com discreto crescimento a 0,0224 h' até 9 horas de
cultivo. Apesar disto, houve uma remocéo de carbono por volta de 71% (Figura
5.16), com velocidade de consumo de primeira ordem de 0,045 hl. Este
resultado é interessante em termos de tratamento de aguas residudrias, uma
vez que houve um consideravel consumo de carbono organico no meio sem
geracdo consideravel de biomassa. A Figura 5.17 apresenta o perfil de
nitrogénio no meio, indicando flutuacdes até 9 horas de cultivo, seguido de um
consumo de conforme reacdo de ordem zero a uma taxa de 21,45 mg L*h* de

nitrogénio. Este comportamento cinético indica que ndo houve limitacdo de
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nitrogénio nesta condi¢cdo, quando a vinhaca teve ajuste de C/N pela adi¢do de

nitrato. Assim, para a razdo C/N baixa pode-se inferir que carbono é o

substrato limitante que controla o crescimento desta cianobactéria.
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Figura 5.15: Curva de crescimento de Geitlerinema sp em vinhagca com razéo
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Figura 5.16: Perfil do consumo de carbono organico total (TOC) a partir do
valor inicial (TOCo) no cultivo da cianobactéria Geitlerinema sp em vinhaga com

razdo C/N 5
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Figura 5.17: Perfil do consumo de nitrogénio (N) no cultivo da cianobactéria
Geitlerinema sp em vinhagca com razdo C/N 5

A Figuras 5.18 apresenta a curva de crescimento de Geitlerinema na
razdo C/N ajustada para 40 com a adicao de glicose. Os dados indicam uma
elevada variagdo na concentracdo celular e estas flutuacbes podem ser
justificadas pela dificuldade de quantificacdo da biomassa de micro-organismos
filamentosos. De qualquer forma, os resultados sugerem que ndo houve um
crescimento adequado nessas condigOes, provavelmente pela limitacdo de
nitrogénio comparado com carbono. De fato, a Figura 5.19 apresenta o perfil de
carbono organico no meio, o qual apresenta oscilacdes até 9 horas, seguindo
apos este periodo uma cinética de ordem zero (ndo limitante) com taxa de 237
mg L*h? Por outro lado, o consumo de nitrogénio foi limitado, seguindo
cinética de primeira ordem a partir de 9 horas (Figura 5.20) com 0,07 h.

Assim, esses resultados indicam que a limitacdo de nitrogénio € mais
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importante, haja vista a curva de crescimento apresentada na Figura 5.18 para

esta condicdo de C/N 40.
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Figura 5.18: Curva de crescimento de Geitlerinema sp em vinhagca com razéo
C/N 40
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Figura 5.19: Perfil do consumo de carbono organico total (TOC) a partir do
valor inicial (TOCo) no cultivo da cianobactéria Geitlerinema sp em vinhaga com

razdo C/N 40
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Figura 5.20: Perfil do consumo de nitrogénio (N) a partir do valor inicial (No) no
cultivo da cianobactéria Geitlerinema sp em vinhaca com razédo C/N 40

Os resultados obtidos para o cultivo desta cianobactéria filamentosa em
vinhaca nas diferentes condicbes foram promissoras uma vez que elevada
remocao de carbono pode ser obtido com a reducdo da razdo C/N da vinhaca
(71% na razdo C/N 5). As cianobactérias filamentosas tendem a apresentar
crescimento inferior as unicelulares, mas apresentam propriedades
interessantes de agregacao e sedimentacao no meio liquido fundamentais para
a aplicacdo industrial destes micro-organismos. Como o0 crescimento foi
desconsideravel, ndo foi possivel determinar as produtividades protéica e
lipidica nessas condi¢cdes. Sabe-se que as microalgas apresentam um
potencial para diversas aplicacdes biotecnolédgicas, passando pela obtencao de
bioprodutos industriais até processos de tratamento de aguas residuarias.

Porém, para viabilizar as chamas “biorrefinarias” de microalgas, diversos
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estudos tém sido conduzidos na obtencdo de processo de separacdo da
biomassa do meio de cultivo que envolvam baixos custos, ja que esta etapa
compreende cerca de 30% do investimento financeiro (GUTIERREZ et al.,
2015; WANG et al., 2015; BARROS et al., 2015; NDIKUBWIMANA et al., 2014;

CHEN et al., 2011).

A principal razdo para este custo € o tamanho reduzido das células e a
tendéncia a crescer produzindo meios diluidos, ou seja, obtendo-se
concentrag@es finais em torno de 1 g L com densidade préxima da agua,

dificultado a centrifugagéo, por exemplo.

Além disso, a superficie das células € carregada negativamente e
carregam moléculas organicas algogénicas, tais como &cido glicélico,
carboidratos, aminoéacidos, peptideos, fésforo organico, enzimas, vitaminas e
inibidores, os quais auxiliam na formacdo de uma dispersdo mais estavel na

fase liquida(HER et al., 2004; HENDERSON et al., 2008).

Pode-se ponderar que ndo existe, até o momento, um método de
separacao da biomassa microalgal que seja eficiente e viavel economicamente,
sendo este um ponto chave para a producdo de microalgas em escala

industrial (BARROSet al.,2015).

Sendo assim, torna-se fundamental o estudo de métodos fisicos
(flotacéo, centrifugacao, filtracdo, decantacdo) e fisico-quimicos (coagulacéo,
floculacdo) ou de processo onde a concentracdo final obtida seja mais elevada.
Outra proposta ainda seria 0 uso de micro-organismos filamentosos, os quais
apresentam uma tendéncia a formar agregados, sendo desta forma separados

da fase liquida de forma mais facilitada.
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5.4 Cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de bancada com vinhaga

ajustada narazao C/N selecionada

De forma semelhante aos cultivos de A. holsatica, a razdo C/N 5 foi
selecionada para o cultivo de Geitlerinema sp em reator de bancada, o qual
permite monitoramento da quantidade de oxigénio dissolvido no meio liquido.
Nesse sentido, as Figurasb.21le 5.22 apresentam o perfil de oxigénio (O2)
dissolvido em vinhaga durante o cultivo. Com relagéao a Figura 5.22, na primeira
parte da curva, sem aeracdo forcada, percebe-se o consumo de oxigénio de
acordo com a taxa de 1,14 mgL'min?! enquanto que, na segunda parte da
curva, apos a realimentacdo, verifica-se que o biorreator apresenta um
coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-liquido (k.a) em torno de
0,024 st. Conclui-se que o biorreator apresenta nessas condicées um k.a da
mesma ordem de grandeza do que 0s ensaios para cianobactéria unicelular
(Figura 5.7). Porém, ocorre um consumo de oxigénio bem superior para

Geitlerinema, o que pode dificultar seu crescimento em escala industrial.
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Figura 5.21: Monitoramento de oxigénio no cultivo de Geitlerinema sp em
biorreator de bancada com vinhaca na razao C/N 5
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Figura 5.22: Perfil de oxigénio no cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de
bancada com vinhaca na razdo C/N 5 (as setas indicam o corte e posterior
realimentacdo da aeracéo)

7z

O perfl de pH do meio é apresentado na Figura 5.23, o qual

intensificando-se apo6s cerca de 6 horas de cultivo. Novamente, atribui-se essa
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variacdoa liberacdo de nitrogénio amoniacal no meio, em conformidade com

uma discreta queda e posterior estabilizacdo na biomassa total (Figura 5.24).
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Figura 5.23: Monitoramento do pH do meio no cultivo de Geitlerinema sp em
biorreator de bancada com vinhaca na razdo C/N 5

3500 ~

o
Wit

2000 +

Biomassa (mg L™)
0
O
O
0

1500

1000

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

Tempo (horas)

Figura 5.24. Curva de crescimento de Geitlerinema sp em biorreator de
bancada com vinhaca na razao C/N 5.
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O consumo de carbono, de forma semelhante ao ocorrido no cultivo de
A. holsatica, foi mais intenso ao final das 24 horas (Figura 5.25a), com
velocidade de 0,21 h'l, com remocdo maxima de 85%. Este consumo de
carbono apresenta 0 mesmo comportamento do experimento em razdo C/N 5
nos frascos agitados, com uma taxa na mesma ordem de grandeza. A remocao
superior de matéria organica pode estar relacionada a melhor disponibilidade
de oxigénio nessas condi¢des. Desta forma, pode-se considerar que houve um
sucesso no escalonamento deste processo, uma vez que 0 mecanismo de
remocdo de carbono foi mantido e os parametros cinéticos ndo sofreram

consideraveis variagoes.
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Figura 5.25: Perfis de carbono organico total (C/Co) (a) e nitrogénio total (N/No)
no meio durante o cultivo de Geitlerinema sp em biorreator de bancada com
vinhaga na razdo C/N 5

Os resultados experimentais indicaram que, apesar da dificuldade maior

em se trabalhar com micro-organismos filamentosas, como € o caso da
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cianobactéria Geitlerinema sp, a taxa de consumo e a remocao de carbono
indica que € viavel a sua utilizacdo para tratamento de 4guas residuarias como
vinhaca. Além disso, a sua facilitada separacdo do meio de cultivo garante
remocdo de matéria organica original da vinhaca e pouca interferéncia de

células no efluente final.
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6. CONCLUSOES

Nas condicbes experimentais, foi possivel concluir:

- A cianobactéria unicelular Aphanocapsa holsatica apresentou
crescimento em vinhaga nas diferentes razdées C/N em frascos agitados, com
destaque para altas produtividades e velocidades especificas de crescimento

obtidas para C/N 5 e 40;

- Nessas condi¢bes, houve um discreto consumo de carbono e

nitrogénio para todas as razdes C/N testadas;

- Os valores de produtividade lipidica e protéica, avaliados na condi¢cédo
de maior crescimento celular, foram compativeis aos apontados para a espécie

na literatura.

- Em biorreator de bancada, p6de-se verificar a baixa demanda de

oxigénio da cianobactéria unicelular e condi¢cdes de aeracdo adequada;

- Diferentemente dos frascos agitados, foram obtidas remocdes de
carbono e nitrogénio em biorreator da ordem de 25 e 18%, respectivamente,
além de uma velocidade especifica de crescimento maximo cerca de cinco

vezes superior (0,5 h?);

- A cianobactéria filamentosa Geitlerinema sp. cresceu nas diferentes
razdes C/N da vinhaca testadas, também com elevadas produtividades em 5 e
40, velocidade especifica similar, mas apresentando remocdes de carbono e

nitrogénio superiores aos cultivos de Aphanocapsa.
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- Na razdo C/N ajustada em 5, a cianobactéria Geitlerinema sp.
apresentou cinética de consumo de carbono e primeira ordem e elevadas
remocdes, em torno de 71 e 85% para frascos agitados e reator de bancada,

respectivamente;

- De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir € viavel o
cultivo de Aphanocapsa holsatica e Geitlerinema sp. em vinhaca na faixa de
razdo C/N de 5 a 40, com elevada conversdo em biomassa para a
cianobactéria unicelular e elevada remocao de carbono para a cianobactéria

filamentosa.
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ABSTRACT

Vinasse is the main by-product of the ethanol distillation-fermentation process. From
the biochemical point of view, vinasse can be regarded as a nutrient broth due to its
nutrient composition. Despite of this, few studies address the use of this wastewater as a
substrate for the cultivation of microorganisms. Some strains of cyanobacteria, as
Aphanocapsa sp., are capable of heterotrophic growth, a property that allows the
application of wastewater treatment. In this context, this study aimed at evaluating the
influence of vinasse C/N ratio in the biomass production by Aphanocapsa sp. Results
indicate that the heterotrophic cultivation of cyanobacterium from vinasse with a wide
range of carbon/nitrogen ratio is feasible. The highest maximum specific growth rates
were obtained for C/N ratio 5 and 40, although the condition “more available carbon”

allowed a balanced growth of microorganisms.

KEYWORDS

Cyanobacteria; vinasse; Aphanocapsa; C/N ratio; wastewater

RESUMEN

La vinaza es el principal subproducto del proceso de destilacion-fermentacion de etanol.
Desde el punto de vista bioquimico, la vinaza puede ser considerado como un caldo de
nutrientes debido a su composicién de nutrientes. A pesar de esto, algunos estudios
abordan el uso de estas aguas residuales como sustrato para el cultivo de

microorganismos. Algunas cepas de cianobacterias, como Aphanocapsa sp., Son
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capaces de crecer heterétrofos, una propiedad que permite la aplicacién de tratamiento
de aguas residuales. En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
influencia de la relacién de vinaza C / N en la produccion de biomasa por Aphanocapsa
sp. Los resultados indican que el cultivo heterotroficas de cianobacteria de vinaza con
una amplia gama de relacion carbono / nitrégeno es factible. Las tasas de crecimiento
especifico maximos més altos se obtuvieron para la relacion C / N 5y 40 afios, aunque
la condicion "de carbono més disponible” permitié un crecimiento equilibrado de los

microorganismos.

PALABRAS CLAVE

Las cianobacterias; vinaza; Aphanocapsa; relacion C / N; aguas residuales.

1 INTRODUCTION

The large-scale production of microalgae and cyanobacteria has been studied for
decades because of the diversity of metabolites and obtained products, such as whole
biomass, dietary supplements, lipids, enzymes, polymers, toxins and pigments, as well
as its application in wastewater treatment processes. In this sense, the approach of
heterotrophic cultivation of this microorganism, preferably photosynthetic, have as
objective the two major deficiencies of autotrophic processes with luminosity, i.e., it
allows the use of any conventional bioreactor and improve biomass yields (Perez-Garcia
et al., 2011). In heterotrophic cultivation, some strains of microalgae and/or
cyanobacteria grow without light sources, with simple organic molecules available such

as glucose, acetate and organic acids (Fay, 1983; Queiroz et al., 2007; Bastos et al.,
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2014.). Cyanobacteria are prokaryotic microorganisms able to perform oxygenic
photosynthesis similarly to higher plants and vegetables. Aphanocapsa sp. are
unicellular cyanobacteria capable of photoheterotrophic growth, a property that allows

the application of wastewater treatment (Bullerjahn et al., 1985).

Vinasse is the main wastewater generated from alcoholic solution distillation after
ethanol fermentation (Parnaudeau et al., 2008). Therefore, inevitably, it is a by-product
of the production of ethanol, whose raw materials most commonly used in Brazil is the
broth of sugarcane juice, molasses or mixing ratios. Currently, ethanol-fermentation
methods generate about 10 L of vinasse per liter of ethanol. From the biochemical point
of view, vinasse can be regarded as a nutrient broth, may be utilized as a fertilizer, in the
extraction of components, drying and use as a feed supplement and in aerobic and
anaerobic cultures. Despite the potential of vinasse due to its nutrient composition, few
studies address the use of this wastewater as a substrate for the cultivation of
microorganisms (Macedo, 1991; Navarro, 2000; Oliveira, 1988; Bonini, 2012; Mattos
and Bastos, 2015). In all the cases, the great variability in the composition of the
wastewater should be noted, depending on the means of fermentation employed.
Therefore, it is necessary to evaluate this effluent as a culture medium considering these
variations, especially regarding the carbon-nitrogen ratio (C/N ratio), since this
parameter may influence both the growth of microorganisms in the composition the

biomass obtained.

In this study, the influence of vinasse C/N ratio in the biomass production by

Aphanocapsa sp.
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2 MATERIAL AND METHODS

The vinasse was collected at a sugarcane processing industry in the city of Araras, state
of Sdo Paulo, Brazil, directly after ethanol distillation at 96°C, fractionated in 2 L
bottles at approximately 80°C in the Applied Microbiology Laboratory (LABMAC) of
the Center of Agricultural Sciences (CCA) of the Federal University of Sdo Carlos
(UFSCar). Previous experiments with a volume of vinasse was subjected to
centrifugation at 1260 xg/20min and sterilization by autoclaving at 121°C for 20

minutes and the pH adjusted to 7.6.

C/N ratio of vinasse was estimated by the ratio between carbon and nitrogen given TOC
- LCPN SHIMADZUR®), i.e., the original value in the collected samples was adjusted to

different C/N ratios with addition of glucose or sodium nitrate.

The strain of Aphanocapsa sp. was propagated in BGN medium (Ripka et al., 1979) in a
TECNAL® TE-402 photoperiod chamber at 25°C, 12 hours photoperiod (light and
dark) and luminous flux of about 45 umol m-2s-1. Cell concentration was obtained

gravimetrically after filtration of a known volume of 0.22 microns filter (APHA, 2005).

Experiments set up with original C/N ratio of vinasse (about 20), and adjusted at 5 and
40 in 125 mL Erlenmeyer’s Flasks with 25 mL broth, 25°C, inoculum of 300 mg L-1 in
orbital shaker TECNAL® TE-420 at 150 rpm and considering the initial value after 24
hours. The dried cell mass was obtained gravimetrically after filtration of a known
volume filter with 0.22 microns porosity. Furthermore, we monitored the cell count
MOTIC® BA 210 TL microscope. The amount of total carbon and nitrogen in the
medium were determined on SHIMADZU® TOC-LCPN, and maximum specific
growth velocity (umax) was determined by the slope of the exponential phase in semi-

logarithmic growth curves.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the growth curves for cyanobacterium Aphanocapsa sp. at 5, 20 and 40
C/N ratio of vinasse. Profiles indicate maximum cell concentration in the lower C/N
ratio (1870 mg L-1 in 24 hours), i.e., the condition of greater availability of nitrogen to
carbon, suggesting the importance of this nutrient. In these conditions, we obtained the
highest value of pmax (0.09 h-1) compared with 0.05 h-1 at C/N 20, and 0.08 h-1 at

C/N 40, even though the values are very close.
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Figure 1. Growth curves for Aphanocapsa sp. at vinasse C/N ratio 5 (A), 20 — original

(o) and 40 (o)
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Figure 2 presents C/N ratio monitoring at different conditions. Results indicate that the
C/N ratio was 40, a similar cell growth at lower C/N ratio (5), but that the development
of microorganisms has been balanced, considering that the C/N ratio was kept
substantially constant during 24 hours. The trend of increased C/N ratio for the other
conditions suggests the need for a larger amount of the carbon support heterotrophic
growth of these cyanobacteria. Thus, the adjustment ratio C/N for growth of this
cyanobacterium would be important to vinasse. Anyway, the results indicate the
feasibility of heterotrophic cultivation of cyanobacteria Aphanocapsa sp. in vinasse
within a wide range of C/N ratio, which is interesting from the point of view of

industrial application.
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4 CONCLUSIONS

In the experimental conditions, we concluded that the heterotrophic cultivation of
cyanobacterium Aphanocapsa sp. from vinasse with a wide range of carbon/nitrogen
ratio is feasible. The highest maximum specific growth rates were obtained for C/N
ratio 5 and 40, although the condition “more available carbon” has allowed a balanced

growth of microorganisms.
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