UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

MONICA DE ALBUQUERQUE BONINI

POTENCIAL DE UTILIZACAO DE VINHACA COMO MEIO PARA O
CULTIVO DA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS: ASPECTOS
TOXICOLOGICOS E MICROBIOLOGICOS

Sao Carlos - SP
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

MONICA DE ALBUQUERQUE BONINI

POTENCIAL DE UTILIZACAO DE VINHACA COMO MEIO PARA O
CULTIVO DA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS: ASPECTOS
TOXICOLOGICOS E MICROBIOLOGICOS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia da Universidade
Federal de Sdo Carlos como requisito para
obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia.

Orientadores: Profd. Dr2. Ana Teresa Lombardi
Prof. Dr. Clovis Wesley Oliveira de Souza

Sao Carlos - SP
2016



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da Biblioteca Comunitaria UFSCar

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

B715p

Boni ni, Moni ca de Al buquerque

Potencial de utilizacdo de vinhaca cono neio para o
cultivo da microalga Chlorella vulgaris : aspectos
t oxi col 6gi cos e microbiol 6gi cos / Mnica de

Al buquer que Bonini. -- S8o Carlos : UFSCar, 2016.
88 p.
Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao
Carl os, 2016.

1. Efluentes. 2. Relso. 3. Biomassa. 4. Avaliacao
e ldentificacdo da Toxicidade (TIE). 5. Pronotores de
crescimento. |. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Programa de Pas-Graduacgdo em Biotecnologia

Folha de Aprovagao

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Tese de Doutorado da candidata
Monica de Albuquergue Bonini, realizada em 04/03/2016:

Joa

Profa. Dra. Ana Teresa Lombardi
UFSCar

JZWF i %ﬂmmd/)

Prof. Dr. Andre Bernardo
UFSCar

Prof. Dr. Rejialdo Gaspar Bastos
UFSCar

ol N et
Profa. Dra. Jandira Liria Biscalquini Talamoni
UNESP

Profa. Dra. Paula Cristina Garcia Manoel Crnkovic
EESC/USP




“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao € sendo uma gota de agua no mar, mas o
mar seria menor se |lhe faltasse uma gota.”
Madre Teresa de Calcuté

(1910 — 1997)

“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez.”
George Bernard Shaw
(1856 — 1950)



AGRADECIMENTOS

A todas as pessoas que, de alguma forma, contaibydara a realizacdo deste

trabalho, meus sinceros agradecimentos.

Aos meus orientadores, Profd. Dr2. Ana Teresa Loinkea Prof. Dr. Clovis
Wesley Oliveira de Souza, por abrirem as portaseales laboratérios e por todo seu

conhecimento, auxilio, sugestdes e contribuicdes;

Ao Prof. Dr. Reinaldo Gaspar Bastos, por ter meesgmtado o mundo das
microalgas e contribuido muito com minha formagdela sua amizade e prontidao,

sempre,

Aos colegas do Laboratdrio de Biotecnologia de slgalex, Renata, Thais,
Dani, Grazi, Jaque, Raquel, Pedro, Eduardo, Adribéo, Dalva, Silvia, Moira e Hirla,
pela companhia, amizade e contribuicbes e, espemidd, a Andréa e a Camila, por
compartilharem o dia-a-dia do trabalho com a viahactornar suas particularidades

mais facilmente entendidas quando pensadas emntonju

A todos os colegas do Laboratério de Microbiologspecialmente a Giovanna,

pela amizade, ajuda e convivéncia ao longo dest&sajanos em Sao Carlos;

Aos técnicos administrativos Zélia Venézio e Ivesombo, do Departamento
de Microbiologia e Patologia (DMP — UFSCar), patawivéncia e auxilios, e ao Carlos
Aparecido Casali, do Departamento de Botanica (RB-SCar), pelas conversas, risos

e infinitas contribuicdes ao meu trabalho;

Aos amigos remanescentes do Centro de Ciénciasridgréla UFSCar,
especialmente Mariane, Tina e Maikon, pela amiztios os almocgos ao longo dos

anos,

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia (RR&B- UFSCar), pela

oportunidade de crescimento nos ambitos acadénpessal;



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal del Siyeerior (CAPES),

pelo suporte financeiro durante a realizagao desvalho;

Ao meu noivo Felipe, por seu amor e paciéncia itafjre por ser meu alicerce

em cada minuto do dia e em cada etapa da minha vida

A minha mée Nilsa, meu maior exemplo de vida erderancondicional, sem o
qual eu ndo seria 0 que sou hoje, e ao meu paiafk@o, pelo qual tento ser uma pessoa
melhor a cada dia.

A minha irm& Marina que, mesmo distante, me app@aconselha e me faz rir;

Aos meus avos, Alsira e Marian(memoriam que continuam a me encantar

com sua visdo do mundo:;

A todos meus amigos, simplesmente por existirematalo a vida mais leve;

A Deus, que me permite acordar todos os dias eabuscealizacdo de meus

sonhos com saude, coragem e forga.



INDICE

LISTADE FIGURAS .....coouiteeeeetetetee et cemems e eeees s es ettt es s s s ssass e tesetnasanestesesssnasanssstnentesnsnensnans
LISTA DE TABELAS ..ottt eeeees s vttt s sttt tesees s ennns s s s st aesantesenesnenenannnnens
RESUMO ..ottt es ettt memes et see et es st et e e e e s e ae e s es et amaennas et st e tn e et eseansn s enesntntntnsesnsnenans
ABSTRACT ..ottt ettt e et eeeem s e s et et e et s e s e s st et et et et e s e sess s s e s s st es et asesesesesesn s en et et eteseseeees
F N a2y =LY = N 7YX @ LR 1
RETEIENCIAS ... ittt e et e et e e ettt e e et et e e e e st eeaeemsan e e ssta e esstn e esatneeessneesstnaaeees 5

CAPITTULOD L oottt et e e e e e e e e e e et e e e e e e 8

RESUMO .o e e e e e e e 8
L e el I =t PP PP 9
Y 6] 1 = T PP P PP PPPPRPTP 9
I [ 11 0o U Tor=To I P PP PP PTPPTPON 10
2 Material @ MELOUOS .........eeeiiiiiiiiiteeee ettt e et e e e e it e e e e e e e e nbaneeeaeeaans 12
BN =S U] 1 v= To [0 PP PPPPPRRPP 14
4 DISCUSSEO ...eeeeeiiiiteeetee e e et emmmmms ettt e e a4 e sttt e e e e s e et e e e e smmm e e e e e e e e e e e e e e nannnnn e e e e e e 17
5 RETEIBNCIAS.....ceiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e 22

CAPITULD 2 oottt ettt e e e e et e e e e 27

RESUMIO .o e e e e e e e 27
L e el I PP 28

Y €] 1 = T PP P PP PPPPPPRPPPPPPPPPRIS 28

I [ 11 d0To U Tot= o I PP PP PP PTPTTPON 29

2 Material @ MELOTOS ........eeeiiiiiiitiit e ee ittt e et e e e e eieb e e e e e e e e nbaneeeaeaaans 31
Ajuste de PH (3,0 € 11,0) cooviiiiiieieiiiiiieeeeeeee s e e e e e e e e e e e e e e e ——————————————————— 34
Ajuste de pH + aeracéo (pH inicial, 3,0 € 11,0)uccciiiiiiieiiiiiiiiiiiiie e eeeee e 34
Extracdo em fase solida (coluna C18 e resina XAD:=8)..........uuvvvriiiiiiiiieeeeeneneenn. 34

Adicdo de agente oxidante - Tiossulfato de SOABFPD3) .....evvvvrrreerrrriiiiieeeeeeeeeiiiiiinns 35



Adicéo de agente quelante — Acido etilenodiamimatético (EDTA)..........cccveveeennee.. 36

S RESUIAUOS ...ttt e ettt ettt e e e e e e e e e e e s e s s e nrree e e e e e e e e e e e e e e e s anabbbeeneees 37
3.1 Ensaios preliminares visando selecionar asertrag;0es de tiossulfato de
sodio, EDTA, resina XAD-8 e silica C18 para os expentos com vinhaca................. 37
3.2 Ensaios referentes aos procedimentos de TIE............oooiiiiiiinninee e, 39
ST ol U 1517 Lo LU 44

4.1 Ensaios preliminares visando selecionar asertrag;0es de tiossulfato de

sodio, EDTA, resina XAD-8 e silica C18 para os expentos com vinhaca................. 44
4.2 Ensaios referentes aos procedimentos de TIE...........cccccceiiiiiiiieiieeeieeeeeeeeee, 44
5 REIEIEINCIAS ...ttt emmmmmmr ettt e ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e 54
CAPITULO 3 ittt ettt bbbttt ettt 62
RESUMIO .. e e e e e e e e r e e e 62
O Y el I = PP 63
Y 6] 1 = T PP PPPPPPRPPPTPPPPPRIS 63
3 01 1 To [ = o USRS 64
2 Material @ MELOUOS ........ueeiiiiiiiiiie e ee ettt ettt e e e e it e e e e e e e e nbaneeeaeeaans 67
Cultivo em vinhaga Pré-tratada ............. e eeeeeeriiiieeee e eee e e 67
Monitoramento do crescimento MICrobIANO ....ccceeeeiiiiiiiiiiiee e 68
Caracterizacao da microbiota cultivada em vinhaga...............ccccceeiiiiiiiii e, 69
BN =W = Lo [0 PP PPPPPRRPP 70
4 DISCUSSEIO ....evtvtteeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e ammmmmms s s s e bbbt e e ettt ettt e e e e e e e e e eammn s e s e e e et et e e e e eeeeeeeaeaaaaaaas 74
5 RETEIBNCIAS ....cciiiiiiieiee ettt e e e e e e e e e 79
CONSIDERACGOES GERAIS ..ottt eee ettt teatesteeaea e aeaes 86

ANEXO. i 87



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1. Densidades celulares dehlorella vulgaris apés 96 horas de cultivo em
vinhaca.1 = vinhaca convencional com nutrientés;= vinhaca convencional sem
nutrientesm = vinhaga organica com nutrientea e= vinhaga organica sem nutrientes.
o = Média dos tratamentos controle (1,24%&6 ML N=12).....ovooovveeeeeeeeeeeeee, 15

Figura 2. Taxas especificas de crescimento (p,“dide Chlorella vulgaris em
diferentes concentracdes de vinhaga= vinhaca convencional com nutrientes;=
vinhaga convencional sem nutrientas;= vinhaga orgéanica com nutrientesae =
vinhaca organica sem nutrienteso = Média dos tratamentos controle

Figura 3. Valores de pH apd6s 96 h de cultivo @élorella vulgarisem diferentes
concentracdes de vinhaca. Barra preta: vinhacaetminal com nutrientes; barra
cinza escura: vinhaga convencional sem nutrief@sa cinza clara: vinhaga organica
com nutrientes; barra branca: vinhaca organicarsgnentes. Barra hachurada = média
dos tratamentos CONLrole (N=12).....ccooeiiiiiieeeeeeeiiiee e 16

CAPITULO 2

Figura 1. Densidade Optica (DO) de amostras de vinhacadaat com diferentes
concentracbes de resina XAD-8. A concentracdo (ereefe ao tratamento
(00] 011 (0] [P UTTPPPP 39

Figura 2. Densidade optica (DO) de volumes crescentes deaga passados por
cartuchos de C18. A concentracdo O refere-se  ao tamtemto
(00 11 (0] =TSP 39

Figura 3. Densidade celular (cél ) de Chlorella vulgarisapés 96 h de cultivo em
vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0; C:. gRtb+aeracdo; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracao; F: Tiossolte sodio; G: EDTA; H: XAD-8.
o = Média dos tratamentos controle (9,3 X €81 ML N=24)........coooveeeeeeeeeeeeenne. 40

Figura 4. Taxas especificas de crescimento (jf) de Chlorella vulgaris durante
cultivos em vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: AH9; C: pH=3,0+aeracéao; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracao; F: Tiossolfke sodio; G: EDTA; H: XAD-8.
o = Média dos tratamentos CONtrole (N=24).......cceeiiiiiiie e 41

Figura 5. Valores finais de pH ap6s 96 h de cultivo @e vulgaris em vinhaca
submetida aos tratamentos TIE. Tratamentos: A: p#=3B: pH=11,0; C:
pH=3,0+aeracdo; D: pHinicial+aeracao; E: pH=11,0ag&0; F: Tiossulfato de sdodio;
G: EDTA; H: XAD-8. o = Meédia dos tratamentos controle



Figura 6. Concentracdo de oxigénio dissolvido apos 96 hdeasultivo deC. vulgaris
em vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0; @H=3,0+aeracdo; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracdo; F: Tiossolte sodio; G: EDTA; H: XAD-8.
o = Média dos tratamentos CONtrole (N=24).......cceeiiiiiiieeeeeeieeeeeeee e 43

Figura 7. Condutividade elétrica (CE) apds 96 h de cultedC. vulgarisem vinhaca.
Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0; C: pH=3,0+aégc¢D: pHinicial+aeracao; E:
pH=11,0+aeracdo; F: Tiossulfato de sodio; G: EDFA; XAD-8. o = Média dos
tratamentos CONLIOIE (NT24).....coii i ettt ae e e e e e e e e e e e e 43

CAPITULO 3

Figura 1. Crescimento d€. vulgaris(m; cél mL™) e de micro-organismos associados
ao seu cultivo em meios PCA;(UFC mL') e SabouraudA UFC mLY) durante
Cultivo em vINhaga Pré-tratada.............. e s eviirieeiee e e e s e e e 71

Figura 2. Crescimento d€. vulgaris(m; cél mL™) e de micro-organismos associados
ao seu cultivo em meio PCAo( UFC mL%) durante cultivo em meio LC

Figura 3. Porcentagem de isolados microbianos obtidos dquelamento em meios
PCA e Sabouraud de aliquotas de vinhaca e meio ligd @ultivados comChorella

vulgaris Branco: PCA Vinhaga; Preto: PCA Controle; Cinleaa@ Sabouraud vinhaca,;
Cinza escuro: Sabouraud Controle; Hachurado: PCAhafa em jarra de
=T P=TCT 0] o0 1S - PP PPPTTR 72



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica das vinhagas e osig@o nutricional do meio

LC Oligo utilizado para o cultivo de Chlorella valis. DBO: demanda bioquimica de
oxigénio; DQO: demanda quimica de oxigénio; COTbaao organico total. Valores

em mg L% *Valor NE0 determinado..............o.e.eveeeeeeeeeeeeeee e e e 13

CAPITULO 2

Tabela 1 Caracterizacdo fisico-quimica da vinhagca previgemeds manipulagdes
referentes aos procedimentos de TIE. Teores Aleetn kg mi; condutividade elétrica
em uS crit e demais valores em ME L ......coovovieieeeeiee et 32

Tabela 2 Manipulagbes (ndo sequenciais) e agentes-al@eansremovidos com 0S
procedimentos de TIE €M VINNACA.............ceueemmriiiiieeeiiiiiiiiiiae e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeee 32

Tabela 3 Valores médios de clorofila, densidade Optica e rendimento quantico
maximo do fotossistema Il em 96 horas de cultivoQlevulgaris em diferentes
concentracdes de tiossulfato de sodio. Médias dagyiela mesma letra, nas colunas,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
S0 11 T0%= U o = U 38

Tabela 4 Valores médios de clorofila, densidade Optica e rendimento quantico
maximo do fotossistema Il em 96 horas de cultivoQlevulgaris em diferentes
concentracdes de EDTA. Médias seguidas pela mestn@a has colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia...............oevvvviiiiiiiiiiiininennns 38

CAPITULO 3

Tabela 1 Caracterizacgao fisico-quimica da vinhaca antgsos cultivo deC. vulgaris
DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demand@négca de oxigénio; COT:
Carbono organico total; NT: Nitrogénio organicoatotTeores de ¥O em kg ni;
condutividade elétrica em pS ¢mdemais valores em mg-L.......c.ccccovveeieveenenne, 68

Tabela 2 Caracterizacdo fisiolégica dos micro-organismagtiv@veis isolados de
meios PCA e Sabouraud a partir de vinhaca e de m€idligo cultivados com
ChIOrella VUIQAIIS. ......uuiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeseeenns 73

Tabela 3 Composi¢do bioquimica da biomassa produzida tkiranltivo de C.
vulgaris em vinhaca e em meio LC Oligo. Médias seguidaa peésma letra, nas
Iinhlas, nao diferem entre si pelo teste de Tuk&yoade significancia. Valores em pg
07 ] USRS PPPSRUORRR 74



RESUMO

Microalgas tém sido cultivadas no mundo todo visamhter biomassa para as mais
diversas aplicagbes. No entanto, seu custo de giod¢ elevado, pois além de
demandarem elevada quantidade de agua, exigenemtai minerais para que possam
crescer satisfatoriamente. A utilizacdo de agussluarias para cultivos microalgais tem
merecido destaque uma vez que, simultaneamentssibpidade de se reduzir os custos de
producdo algal, é possivel reduzir o potencialofieante e contaminante dos efluentes
através da incorporacdo de nutrientes ali presentb®massa microalgal. No entanto,
efluentes apresentam maior complexidade do que smé@ cultura sintéticos, com
caracteristicas variaveis ao longo do tempo e mpi@senca de micro-organismos
associados como bactérias, fungos e leveduras.a@il Br o maior produtor mundial de
etanol de cana-de-acucar e a vinhaca é o pringigdroduto dessa produc¢éo, sendo gerada
na proporgdo de 10 - 12 L vinhaga/L etanol. A preaede nutrientes minerais na vinhaca
indica seu uso como adubo vegetal, quer seja paceoatgas, quer para vegetais
vasculares. Entretanto, cultivar microalgas emagahé ainda um desafio. Se, por um lado,
em cultivos fotoautotréficos a coloracdo escurafiieente pode ser limitante, em cultivos
heterotréficos a presenca de contaminantes biaégiode levar a competicdo por recursos
e comprometer a qualidade da biomassa final. Otiebjeleste trabalho foi avaliar o
potencial de utilizacdo de vinhaca de cana-de-ag@arao meio para o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris uma espécie robusta usualmente empregada emmérata de aguas
residuérias. Buscou-se desvendar qual constitdenténhaca a torna tdo problematica aos
cultivos microalgais e analisar as possibilidadescdltivo fotoautotr6fico objetivando,
sempre, maior rendimento de biomassa. Ensaios a#@bi@is foram conduzidos
inicialmente com duas vinhagas, uma convencionamna oriunda de um processamento
agroecoldgico, utilizando diferentes concentragas o cultivo microalgal. Com base
nesses resultados, selecionou-se a vinhaca coowmah@ara intensificacdo dos estudos
referentes a toxicidade deste efluente. Ensaioslwemndo avaliagdo e identificagdo da
toxicidade (TIE) foram conduzidos através de unmée s#e manipulagfes fisico-quimicas
da vinhaca, com objetivo de alterar a biodispowidde de determinados compostos e,
consequentemente, aumentar a producdo microalgalesdltados mostraram que, dentre
os tratamentos, o ajuste de pH foi o principal eespvel pelo maior crescimento de
Clorella vulgarisquando cultivada em vinhaca, enquanto a adi¢cdD¥eA, tiossulfato de
sodio e resina XAD-8 ao efluente limitou o cresaihoemicroalgal. O crescimento @&
vulgarisfoi maior em concentracdes intermediarias de \gal80 — 70%), demonstrando a
possibilidade de utilizacdo deste residuo como pafa o cultivo microalgal. Selecionada
a condicdo ideal de cultivo pa@. vulgaris realizou-se um rastreamento dos micro-
organismos presentes na vinhacga e nas culturaaxé#dicas da microalga, com isolamento
e caracterizagdo dos mesmos no tocante a prodecacidb indolacético (AlA), fixacdo de
nitrogénio e solubilizacdo de fosfato inorganico. pkesenca de micro-organismos
heterotréficos na vinhaca ndo comprometeu o cresgimnmicroalgal e os resultados
mostraram-se promissores quanto ao uso dos migeossmos isolados como promotores
de crescimento em cultivos microalgais. A biomgssaluzida apresentou produtividade
protéica de 15,57 mg Ldia®, com diminuicéo dos teores de nitrogénio, sulfdeamanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica diggénio (DQO), carbono orgéanico
total (COT) e nitrogénio total (NT) em relagdo ahaca inicial. Os resultados sugerem a
possibilidade de uso de vinhaga como meio pardtiveue C. vulgaris com reducdo do
potencial contaminante do efluente e aumento dadssa produzida em relacdo ao meio
de cultura sintético.

Palavras-chave: Efluentes. Relso. Biomassa. Avaliacdo e ldentifioada Toxicidade
(TIE). Promotores de crescimento.



ABSTRACT

Microalgae have been cultivated worldwide to obtaimmass for various applications.
Nonetheless the production costs of microalgaetiiis rsgh due to factors such as
photobioreactors, water and nutrients to grow tlgaimisms. In recent years the use of
wastewaters of several origins for microalgal a@$uhave been studietiowever
wastewater generally are more complex than symtimeitroalgae culture media. Their
characteristics can vary over time and have assacraicroorganisms such as bacteria,
fungi and yeasts. Vinasse is a wastewater genemtétdge volumes by the ethanol
industry of Brazil and it is rich in nutrients amsiganic materials. The use of this
effluent to support microalgae growth can redueertiicroalgae production costs at the
same time that it decreases the contaminant pateoti the effluent through the
incorporation of nutrients into biomass. The aimtlus research was to evaluate the
potential of the use of sugarcane vinasse as eulgdium for the growth of the
freshwater microalga€hlorella vulgaris C. vulgarisis a robust species commonly
used in the treatment of effluents. Laboratorystesere initially conducted with two
distinct vinasses, a conventional and an origigafiom a agroecological processing, at
different concentrations. Based on these resuéisctinventional vinasse was selected
for more detailed studies that aimed at treatimgvinasse in defined procedures known
as Toxicity Identification Evaluation (TIE). Throligsuch procedure, we attempted to
answer why it is so difficult to grow microalgaesngarcane vinasse and how could the
microalgal production be increased in such a compsidue. The results showed that
pH adjustment resulted in the highé&dtlorella vulgarisbiomass in vinasse, whereas
the addition of EDTA, sodium thiosulfate and XAD+@sin to remove specific
compounds from the wastewater limited the micrdaligel yield. The growth ofC.
vulgaris was higher at intermediate treated vinasse corat@ns (30 - 70%). This
demonstrated the possibility of using of this rasidas a medium for microalgal
cultivation. Once selected the ideal condition @rvulgariscultivation (30% vinasse
and TIE pH=3.0), there was a screening of the miganisms present in the vinasse
and in non axenic cultures of microalgae afterintsculation withC. vulgaris The
microrganisms were isolated and characterizednidole acetic acid (IAA) production,
nitrogen fixation and inorganic phosphate solubiiian. The presence of heterotrophic
microorganisms in the vinasse did not affect theroalgal production. We obtained
promising results about future applications of éewmicroorganisms as growth
promoters in microalgal cultures. The biomass pcedushowed protein productivity of
15.57 mg [* day* and a decrease of nitrogen, sulfate, biochemiggfen demand
(BOD), chemical oxygen demand (COD), total orgamsidoon (TOC) and total nitrogen
(TN) contents in comparison with the initial vinassas obtained. The results suggest
the possibility of using vinasse as a medium fa taltivation ofC. vulgaris with
decrease of the potential contaminant of the eftla@d increase of biomass production
when compared to synthetic culture medium.

Keywords: Effluents. Reuse. Biomass. Toxicity Identificatidivaluation (TIE).
Growth promoters.



APRESENTACAO

Microalga € um termo genérico, sem efeito taxonéngoe engloba uma série de
micro-organismos de natureza distinta. O termo leavianto organismos eucarioticos
guanto procariéticos, uma vez que se refere tatalgas microscépicastricto sensu
guanto as cianobactérias, formalmente conhecida® ctanoficeas. As microalgas
constituem um grupo heterogéneo e cosmopolita,osendontradas principalmente em
ambientes aquaticos, mas também na superficierms W@os de solos (Madigan et al.,
2004; Tomaselli, 2004).

Em escala comercial, o cultivo de microalgas iniese no Japao, na década de
60, com espécies do génefdhlorella sp. visando o uso da biomassa como
suplemento alimentar. A partir dai, o cultivo eemelsse nestes micro-organismos
aumentaram gradativamente em todo o mundo, comnaassa destinando-se as mais
variadas aplica¢cdes, como a producdo de proteimiaeluiares, lipidios, clorofila,
carotendides, enzimas, agentes antioxidantes, ivigane antibioticos (Pulz e Gross,
2004; Spolaore et al., 2006; Harun et al., 2016roitzka, 2013).

No entanto, a producdo de microalgas padece, asledalevado custo. Assim,
com objetivo de reduzir os custos de producdo slestero-organismos, seu cultivo
tem sido proposto em &guas residuérias. Além dailpbidade de se obter uma
biomassa passivel de utilizacdo, seja na fertlizaios solos, na forma de proteinas
unicelulares ou na obtencdo de biocombustiveisulivac em residuos traz como
vantagem adicional a reducdo do potencial contartendos efluentes. Sabe-se, por
exemplo, que as microalgas possuem habilidaderdeves nutrientes presentes em
residuos, tais como efluentes de estacdes de @atande esgoto, efluentes da
producdo do etanol, efluentes da suinocultura, rdeatitros, incorporando-os a
biomassa (Bastos et al., 2004; de-Bashan e Bagf4d0, Ruiz-Marin et al., 2010;
Marques et al., 2013).

O crescimento fotoautotrofico é atualmente o mélgado para o cultivo de
microalgas, uma vez que se tratam de micro-orgarssfotossintetizantes, com
algumas espécies especialmente eficientes na c@oveta energia solar (Perez-
Garcia et al.,, 2011). Aliado a isso, ha o fato dagdo fotossintética do GO
atmosférico ser desejavel em decorréncia dos pratsdegerados pelo aquecimento

global, tais como os extremos climéaticos.



O emprego de efluentes, contudo, nem sempre serameshples. Por
apresentarem cor e turbidez, limitam a penetragidud e, consequentemente,
comprometem o0 crescimento algal. Nestes casos, ciespémixotroficas ou
heterotréficas assumem grande importancia, polsmtacdo ou auséncia de luz sédo
capazes de utilizar a matéria organica como foeteenkrgia para seus processos
metabolicos. Contudo, a cor ndo € o unico problarsar considerado no cultivo de
microalgas em aguas residuarias. A composicdo gaidos efluentes também pode
resultar em toxicidade e, consequentemente, inilmrescimento algal. Além disso,
efluentes apresentam elevada carga microbiana,asienpspecialmente por fungos e
bactérias, que também podem afetar o crescimentiataalga cultivada.

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol deaede-aclcar, com
expectativa de produzir na safra 2015/2016 um velde 28,66 bilhdes de litros de
alcool (CONAB, 2015). Com essa quantia de alcootlpzida, séo gerados de 286 a
344 bilhdes de residuo liquido total, sendo a n@éote constituida por vinhaca, uma
vez que este efluente é gerado na propor¢cédo deiaqadamente 10 - 12 litros para
cada litro de etanol produzido (UNICA, 2011). Dertivdos os residuos gerados pela
indUstria sucroalcooleira, a vinhaca representagtemde problema ambiental, pois
apresenta elevado potencial eutrofizador.

A composi¢cdo quimica da vinhaca varia dependendo ndareza e
constituintes da matéria-prima, do sistema utilizad preparo do mosto, do modo de
conducao da fermentacédo e da composicédo do vinlvinbaca apresenta baixo pH,
elevados teores de matéria organica e sais in@@gntomo sulfatos e fosfatos de
potassio, além de célcio, sédio e magnésio. Dastempostos organicos, o glicerol
esta presente em maior concentragdo e, em progongéeores, encontram-se acido
aconitico, sorbitol e acido latico, além de outntrodis e aglcares residuais, células
de leveduras, substancias insolluveis e substanciateis (Larrahondo et al., 2000;
Freire e Cortez, 2000; Cazetta e Celligoi, 2005¢livie, 2005; Garcia e Rojas, 2006). A
coloracdo marrom-escura da vinhaga € devida argrasie melanoidinas, polimeros
de alta massa molecular formados pela reacdo ddaMae compostos fendlicos
(acidos tanico e humico). Em processos de biotenéms de efluentes, a presenca
destas substancias mostra-se frequentemente ssaaicro-organismos (Naik et al.,
2008; Romanholo Ferreira et al., 2011).

No Brasil, apds proibicdo do seu despejo em corpagua (Decreto Lei

303/1967), a vinhaca passou a ser aplicada ems‘@eaacrificio”, locais proximos



as destilarias que se tornavam praticamente aniis para a agricultura,
principalmente pelo efeito de salinizacdo do satasmnado pela vinhaca. Com o
surgimento do PROALCOOL e a conseqiiente expans&uddatria sucroalcooleira
no pais, surgiu a necessidade de se dar um deatiequado ao efluente, que
encontrou seu lugar como fonte de nutrientes para@ia cultura da cana-de-acucar
através da fertirrigacdo. A aplicacdo de vinhacaso fornece uma série de
beneficios de natureza quimica, fisica e biolo¢fcaire e Cortez, 2000; Silva et al.,
2007; Zayas et al., 2007). Entretanto, seu uso dexveontrolado, ja& que o0 excesso
pode acarretar efeitos nocivos e queda na prodatié da cultura. Atualmente, a
disposicédo de vinhaca no solo é regulada pelodequotassio no residuo, uma vez
que altas concentracfes deste ion contribuem pdmeagdo e salinizacdo do solo
(CETESB, 2006).

Devido a presenca de nutrientes essenciais e agidogbundante no Brasil, 0
uso de vinhaga como meio nutritivo para o crescimele microalgas pode ser um
aspecto significativo no tocante a reducdo de susi® producdo da biomassa
microalgal.

Alguns autores tém relatado a utilizacao de vinltagao meio para cultivo de
microalgas (Oliveira e Caceres, 1986; Oztiirk e De2@i01; Valderrama et al., 2002;
Mattos e Bastos, 2015) e cianobactérias (Barrotcal.e 2010; Coca et al., 2014;
Santos et al.,, 2016), demonstrando a habilidadéeslanicro-organismos em se
adaptar a este meio de cultura.

Em comum, a maioria dos estudos utiliza baixa pigmde vinhaga no meio
de cultura para suportar crescimento 6timo de ralges fotoautotréficas. Os motivos
dessa diluicdo sdo ainda desconhecidos, mas pod@n relacionados a baixa
penetracdo de luz em decorréncia da coloracdoaeseurvinhaca ou a presenca de
constituintes quimicos especificos e de fato caursadle toxicidade.

A escassez de discussfes mais profundas acercadifiasidades de
crescimento das microalgas em vinhagca e das bagis@sorcdes utilizadas para
cultivos microalgais foram as principais motivac@ssta pesquisa. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar o potenciatdescimento da microalgahlorella
vulgarisem vinhaca oriunda da producéo de cana-de-agimarfoco na otimizagédo
da producéo de biomassa.

Embora a coloracdo escura da vinhaca favorecavasiltheterotroficos, é

sabido que estes apresentam maiores problemasntiEemiiosacdo e competicdo por



recursos do que cultivos fotoautotréficos. Em vgahaum meio ja naturalmente
contaminado, isso poderia ser agravado e compromgieducédo final de biomassa,
tanto quantitativa quanto qualitativamente. Assioptou-se pela realizacdo de
cultivos fotoautotroficos, conduzidos com uma ceppecifica deC. vulgaris(LBA
01 —C. vulgariseTE), isolada de uma estacao de tratamento decedgdlistrito de
Agua Vermelha (S&do Carlos, SP). Além disso, a bacdé microalga fotossintética
teve por fundamento a importancia da fixacdo biokgo CQ no contexto do efeito
estufa e suas consequéncias.

Chlorella vulgaris uma Chlorophyta de agua doce, € uma das micsaigés
estudadas no tratamento de agua residuarias. 8amtera classe Trebouxiophyceae
(AlgaeBase, 2015), apresenta forma de vida uneelpbdendo acumular pigmentos
como clorofilas a e b, carotenos e xantofilas. fega celular é composta por celulose
e, tal como vegetais superiores, acumula amido quoauto de reserva (Chapman,
1977; Raven et al., 1992; Tomaselli, 2004; Barsa@ualtieri, 2006). Sua biomassa é
reconhecida pelo teor protéico, além de apresestags de nutrientes minerais como
fésforo, ferro, manganés, cobre, zinco, calcio gméaio (Becker e Venkataraman,
1981).

Neste trabalho, inicialmente foram utilizadas dwathacas distintas, uma
convencional e uma oriunda de um processamentdmenée agroecoldgico,
denominada vinhacga organica, para avaliagdo deisresto microalgal. Com base
nos resultados obtidos, selecionou-se uma Unichagm e intensificaram-se 0s
estudos referentes aos aspectos da toxicidaddusmief a microalga, através de uma
série de manipulacdes de natureza fisico-quimisaa€ manipulacdes tiveram por
objetivo alterar a biodisponibilidade de determmsdcompostos e permitir a
inferéncia sobre qual composto poderia estar erdocefeito toxico a microalga. Por
fim, partindo-se do principio de que, em larga kesaaesterilizacdo de efluentes ndo
é viavel dos pontos de vista econémico e energéat@dizou-se a bioprospeccao de
micro-organismos associados a vinhaga e ao cultiwwoalgal, a fim de isolar e
identificar espécies que possam vir a ser utiligamano estimulantes de crescimento

de microalgas em futuros cultivos microalgais.
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CAPITULO 1

USO DE VINHACAS CONVENCIONAL E ORGANICA PARA CULTIV O DA
CHLOROPHYTA CHLORELLA VULGARIS

Resumo
As microalgas tém sido estudadas visando as megssdis aplicacdes. No entanto,

seu custo de producgédo € ainda elevado, tornandopsetante encontrar alternativas
para minimiza-lo, tal como o cultivo em aguas redrths. O Brasil € o maior
produtor mundial de etanol de cana-de-acucar, derda 10 a 12 L de vinhaca por L
de etanol produzido. A vinhaca € um efluente patédémente toxico cujo descarte é
regulado pelo governo, e sua aplicacdo na proddeaunicroalgas poderé contribuir
para minimizar sua toxicidade, além de baixar acdosude producédo destes micro-
organismos. Este trabalho avaliou o cultivo da aalgaChlorella vulgarisem duas
vinhacas distintas: uma proveniente de processeecmional de producao de etanol e
outra oriunda de um processamento totalmente agjtggco, denominada vinhaca
organica. Testes laboratoriais foram conduzidosaerbas as vinhagas, utilizando-se
diferentes concentracdes do efluente (10, 30, 80,78, 90 e 100%), com e sem
adicdo de nutrientes minerais. Embora tenha cres@d duas vinhacas, a microalga
apresentou maiores taxas de crescimento na vind@gzencional. Para ambas as
vinhagas, a adicdo de nutrientes foi importante @ammentar a densidade final de
células quando utilizada a concentracdo de 10%efiosntes, mas nédo foi essencial
para concentracfes maiores. Os resultados denmmamstcpie a utilizacdo de vinhaca
€ uma alternativa economicamente viavel e promassor tocante ao reuso deste

efluente para obtencéo de biomassa microalgal.

Palavras-chave:Microalga; Aguas residuarias; Efluente.



CHAPTER 1

USE OF CONVENTIONAL AND ORGANIC VINASSES FOR THE
ULTIVATION OF CHLOROPHYTA CHLORELLA VULGARIS

Abstract
Although microalgae are grown around the world pitsduction cost is still high. In

this research we evaluated sugarcane vinasse, #stewater generated through
sugarcane ethanol production, as culture mediurmforoalgae growth. In Brazil for
the production of 1 L of alcohol, about 10 — 12flLvimasse are generated. Vinasse is
harmful if discarded in the environment, so suclivdag is regulated by specific
legislation. The use of such residue to grow migaa have two advantages, first to
remediate the residue that is high in nutrientsdseareasing its eutrophication
potential, and second to decrease microalgae ptioducosts. Two distinct vinasses,
a conventional and another originating from an agotogical processing and named
organic vinasse, were tested as culture mediurthtomicroalgaehlorella vulgaris
Laboratory cultures were conducted in both vinassesg different concentrations
(10, 30, 50, 70, 90 and 100%) with and without &ddiof mineral nutrients. The
control had no vinasse and consisted of synthetiare medium. The results showed
that theC. vulgarisgrew in either vinasse, but higher cell yield wakiaved in the
conventional one. Nutrient addition was importamtiricrease cell density at 10%
vinasse concentration, but it was not essentiebatentrations above this. The results
demonstrated that growing microalgae in vinassebeaan economic and promising

alternative for the reuse of the residue, so ge¢ingranicroalgae biomass.

Keywords: Microalgae; Wastewater; Stillage.
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1 Introducao

Microalgas sdo organismos versateis que podempsendos para diversos
fins, como a remediacdo de residuos, utilizacda phmentacdo animal e humana,
producdo de biocombustiveis e sintese de comppatasas industrias farmacéutica e
de cosméticos (Harun et al., 2010; PriyadarshaRiath, 2012; Benemann, 2013;
Borowitzka, 2013). Embora existam grandes posddmles e pesquisas com
microalgas acontecam em varios paises, o custoodeqio destes micro-organismos
€ ainda elevado. Os meios de cultura sintétictigadbs para o cultivo de microalgas
sdo complexos e incluem varios elementos mine@so nitrogénio, fosforo e
potassio, além de elementos-traco e, em algunss,casmpostos organicos como
vitaminas (Andersen, 2005; El Nabris, 2012).

Como forma de reduzir o custo de producéo das algas, seu cultivo em
aguas residuérias tem sido proposto na literaftaen(e Wong, 1996; Martinez et al.,
2000; Kim et al., 2010; Feng et al., 2011). Nestatido, efluentes agroindustriais séo
particularmente interessantes dada a presenca afeemios nutritivos em sua
composicdo. No entanto, estes efluentes podem tandpresentar componentes
toxicos e coloragdo escura, podendo afetar o pocéstossintético durante o0s
cultivos microalgais (Bhatnagar et al., 2011; Hexe&troyo et al., 2011).

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol dipee cana-de-aglcar, com
previsdo de producdo de cerca de 28,6 bilhdes e dafra 2015/16 (CONAB, 2015).
Dentre todos os residuos gerados pela indUstriaaoooleira, a vinhaga se destaca tanto
do ponto de vista qualitativo quanto quantitativoa vez que € gerada na proporcéo de 10
a 12 L para cada litro de etanol produzido. Enudetdos elevados teores de matéria
organica, baixo pH, elevada corrosividade, altaicés de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQ¥m da elevada temperatura
com que deixa os destiladores, a vinhaca apreakatpoder poluente (Freire e Cortez,
2000; Silva et al., 2007). Por isso, seu deséapmibido em corpos d'agua e, em solos,
deve ser feito de maneira controlada. No Brad#rtarigacdo dos solos com vinhaca é
uma pratica difundida, acarretando beneficios atms £ aumento da produtividade da
cultura da cana-de-acucar (Freire e Cortez, 20@0ji®d et al., 2002; Silva et al.,
2007). No entanto, é essencial que se tenha conéetm da quantidade de vinhaca a
ser disposta no solo, uma vez que 0 excesso p@ieetr queda na produtividade

das culturas devido aos efeitos adversos nas pdsates fisico-quimicas do solo
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(Klein e Libardi, 2002; Paulino et al., 2002; Lyetal., 2003; Manhé&es et al., 2003;
Uyeda 2009; Paulino et al.,, 2011). Atualmentejspasicdo de vinhaca no solo &
regulada com base no teor de potassio (CETESB),200@ vez que altas concentracfes
deste ion contribuem para a saturacéo do solongodmusar salinizacao.

Considerando as suas propriedades nutritivas, laagantem sido estudada
como fonte de nutrientes para o crescimento de oaligas, contribuindo para
remediar o residuo ao mesmo tempo em que se oht&nbiomassa passivel de
utilizagdo. No entanto, o uso de efluentes panaltovo algal € ainda um desafio e, no
caso da vinhaca, devido a sua coloracdo escur&, geErdnecessario trabalhar com
baixas concentracdes ou realizar um tratamentoiqorde efluente. Em estudo
pioneiro, Oliveira e Caceres (1986) investigaragrascimento d€horella vulgaris
em 0,1% de vinhaga. Os autores utilizaram vinhaggidzada adicionada ao meio de
cultivo e observaram densidade final de célulasl 8&10 cél mL?, cerca de 2,5
vezes maior a observada nos cultivos controle emo Bestol. Valderrama et al.
(2002), objetivando desenvolver um processo biobgiara tratamento de efluente
oriundo do processamento de etanol e acido ciwil@aram a microalg&. vulgaris
e a macrofitd.emna minusculacom o efluente diluido a 10%. Na Espanha, umarup
de pesquisadores tem estudado o crescimento dabei@@riaSpirulina sp. em
vinhacga a fim de obter proteina celulginfjle cell protein SCP). Gonzalez-Benito et
al. (2009) avaliaram o crescimento 8e maximaem meio Schlésser suplementado
com vinhaca e obtiveram 3,3 e 3,7 § BCP quando utilizadas 5 e 10 ¢ He
vinhaca, respectivamente. Barrocal et al. (201@paniram testes coi®. maximam
meio suplementado com 1, 2, 5 e 7§ de vinhaca e obtiveram concentracdo de
biomassa de 4,8 g'Le taxa especifica de crescimento de 0;1nalconcentracdo de
5 g L* de vinhaca. Por fim, Coca et al. (2014), durantévo deS. platensiem um
fotobioreator do tipoairlift contendo 1 g t de vinhaca, obtiveram maximas
concentracdes de biomassa e de proteinas de 6,5 @ 168 mg [* dia’,
respectivamente.

Todos estes estudos sugerem que a diluicdo decarmanevitavel para se
obter satisfatorio crescimento microalgal. Na pmesepesquisa sera avaliado o
crescimento da microalg&€hlorella vulgaris (Chorophyta, Trebouxiophyceae) em
uma ampla gama de concentracdes (0 a 100%) de wiloiagcas distintas. Pela
primeira vez um estudo se propde a comparar o igresto deC. vulgaris em

vinhaca convencional e em uma vinhaca oriunda deprouessamento totalmente
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agroecolégico, denominada vinhaca organica, conene & adicdo de nutrientes

minerais.

2 Material e Métodos

A microalgaChlorella vulgaris(LBA 01 — C. vulgarisETE) foi isolada de
uma estacdo de tratamentos de esgoto do distrifgda Vermelha (S&o Carlos, SP,
Brasil). A cultura foi mantida e propagada em codds assépticas na colecdo de
culturas do Laboratoério de Biotecnologia de Alga@€BS — UFSCar) em meio LC
Oligo (AFNOR, 1980). Condi¢cboes controladas de teaipea (23 + 2 °C) e
fotoperiodo (12/12 horas, claro/escuro) foram naastitanto para o inéculo quanto
para 0s experimentos, com intensidade luminosaenté nos frascos de cultivo de
150 + 10 umol fétons s™. A microalga foi inoculada em duas vinhacas diasin
uma convencional e uma organica. A vinhaga conweeatifoi coletada diretamente
de colunas de destilacdo da usina Santa Lucia g8reé8P), enquanto a vinhaca
organica foi obtida de tanques de decantacdo sisuiatediatamente apds as colunas
de destilacao da usina Sao Francisco (Sertaozstp,

A vinhaca convencional foi gerada a partir de pdocentos padroes
utilizados para o cultivo da cana-de-acucar, coro ds agroquimicos como
pesticidas, herbicidas, inseticidas, fertilizardgesondicionadores do solo, enquanto a
vinhaca organica foi gerada seguindo os procedwsenicionais para cultivos
organicos, sem adicdo de insumos quimicos. Apdstadds, as vinhacas foram
encaminhadas ao laboratério e processadas paragdentm material particulado
através de filtracdo em uma sequéncia de cincoinasngranulométricas: 0,590;
0,210; 0,177; 0,125 e 0,053 mm de abertura (TefgsBrasil). As vinhacas foram
acondicionadas em garrafas plasticas e mantidegelzmtas até o momento da sua
utilizacdo. Para os experimentos, as vinhacgas fatastongeladas, centrifugadas
(2516 xg, 10 min; Thermo Scientific, EUA), filtradas em mieranas de fibra de
vidro (~ 1,0 um, Macherey-Nagel®) e tiveram o pHistgdo para 7,0 + 0,2.
Previamente ao ajuste do pH, os teores de carbag@nioo total (COT) foram
avaliados em ambas as vinhagas (TOC-L, ShimadpépJaA Tabela 1 apresenta a
caracterizacao fisico-quimica das vinhacas utiizgado estudo apoOs as etapas de

peneiramento, centrifugacao e filtragem em memigrdedibra de vidro.
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Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica das vinhacas e osimg@o nutricional do
meio LC Oligo utilizado para o cultivo d€hlorella vulgaris DBOs: demanda
bioquimica de oxigénio; DQO: demanda quimica degénio; COT: carbono
organico total. Valores em mg'-*Valor ndo determinado.

Parametro® Vinhaca Vinhaca LC OLigo
convencional organica
Sélidos suspensos totais 500 700 *
pH 4,25 4,61 7,00
DBOs 15735 18128 *
DQO 23735 27295 *
COoT 7429 7926 5,634
Nitrogénio nitrico (NQ) <11,4 <22,8 56,3
Nitrogénio nitroso (N@) <0,3 <0,6 0
Nitrogénio amoniacal (N§) 4,17 5,18 0
Nitrogénio amoniacal (N) * * 2,025
Nitrogénio Kjeldahl 15,7 120,4 21,76
Sadio (Na) 5,73 6,35 4,06
Célcio (Ca) 600 695 1,15
Potassio (K) 2400 4598 8
Magnésio (Mg) 237 174 0,5
Sulfato (SQ) 2638 3055 8,08
Fosfato (PQ@) <2,0 <4,0 11,92
Cobre (Cu) * * 0,001
Molibdénio (Mo) * * 0,009
Zinco (Zn) * * 0,0015
Cobalto (Co) * * 0,0017
Manganés (Mn) * * 0,002
Boro (B) * * 0,0009
Ferro (Fe) * * 0,085

Os experimentos consistiram em cultivosGevulgarisnas vinhacas diluidas
em concentracao final de 10%, 30%, 40%, 50%, 700%p @ 100%, com e sem
adicdo de nutrientes minerais. As vinhacas foralmiddis em agua destilada e a
adicdo de nutrientes foi feita de acordo com as@wmnacdes do meio LC Oligo,
independentemente da concentracdo de vinhaca @&rapelO tratamento controle
(0%) correspondeu ao meio LC Oligo, sem adicdo idbaga. As culturas d€.
vulgaris (50 mL) foram mantidas em frascos Erlenmeyers2teml, com in6culo de
~10 cél mL* composto por células previamente centrifugadas 8@6 10 min,

Thermo Scientific, EUA) obtidas de uma cultura exsef exponencial de crescimento.

! Andlises realizadas pela ASL — Analises Ambient@is Claro — SP), exceto COT. Metodologias em
anexo.
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Previamente a inoculacao, a viabilidade das céligasiicroalga foi avaliada atraves
do rendimento quantico maximo do fotossistema Hnde-se um fluorbmetro de
pulso e amplitude modulada (Phyto-PAM, Walz, Aletregn Para esta avaliacdo, as
células foram adaptadas por 20 minutos no escwadoges entre 0,71 e 0,73 foram
considerados como células saudaveis (Juneau ét08R; Lombardi e Maldonado,
2011).

Os cultivos experimentais foram conduzidos por &&& (ABNT, 1992), com
amostragens a cada 24 horas para acompanhamentpedcs de pH (Logen
Scientific LS, Brasil), oxigénio dissolvido (son#tACH LDO 10101 acoplada ao
multianalisador HACH HQ 40d, EUA) e densidade aalutom determinacao através
de contagem direta das células em microscépio @giiofocus Equipamentos,
Brasil) utilizando-se camara de Fuchs-Rosenthatleafda. As taxas especificas de
crescimento ([, em dff foram obtidas através da representacado gréafidagdoitmo
natural das densidades de células em funcdo dootesbgendo-se a regressao linear
para a fase de crescimento exponencial da micro@lgaeficiente angular do ajuste
da reta representa a taxa de crescimento espetdficacroalga.

Todos os ensaios foram conduzidos em triplicathzamido delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados foram sudosea andalise de variancia
(ANOVA) e testes de Tukey a 5%, conforme a necasgid

3 Resultados

A Figura 1 apresenta as densidades celulare€.deulgaris nas diferentes
concentracdes de vinhaca apds 96 horas de culwo.geral, quanto maior a
concentracdo de vinhaca menor a densidade finacéi@las obtida. Entre os
tratamentos controle ndo houve diferenca estatisticdensidade final de células da
microalga (p>0,05). A adicdo de nutrientes estimwdgroducdo de biomassa em 10
— 50% de vinhaga, tanto organica quanto convengiomas nao causou incremento
significativo nas maiores concentracdes do efluedddemenor concentracdo avaliada
(vinhaca 10%), para ambas a vinhacas, os cultiuptesientados com nutrientes
resultaram em densidades de células cerca de Z€5 waaiores do que as verificadas

nos cultivos ndo suplementados ou nos tratamentusote, ao final de 96 horas.
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Figura 1. Densidades celulares d&hlorella vulgarisapds 96 horas de cultivo em
vinhaga.o = vinhaga convencional com nutrientasy vinhaga convencional sem
nutrientes;m = vinhaca organica com nutrientes 42 = vinhaca organica sem

nutrientes© = Média dos tratamentos controle (1,24 & €l mL™*; n=12).

A Figura 2 apresenta as taxas especificas de greist obtidas durante os
cultivos deC. vulgarisem vinhaca. Em geral, concentracdes de vinhaga &6%6 e
50% resultaram nas maiores taxas especificas deirnento, especialmente nas
culturas suplementadas com nutrientes minerais. pa@mndo-se a vinhaga
convencional com a organica, as taxas especificas cabscimento foram
estatisticamente similares nas vinhacas <90%, raasmaiores concentracdes (90 e
100%) melhores taxas foram obtidas na vinhaca camnweal. As maiores taxas
especificas de crescimento (~ 1,25 fbram obtidas quando se utilizou 30, 40 e 90%
de vinhaca convencional suplementada com nutriedescontrario de 30 e 40%,
contudo, na condicdo 90% vinhaca convencional sugnéada a alta taxa especifica
de crescimento ndo refletiu em elevada densidadeétidas da microalga. Os
tratamentos controles apresentaram taxa esped#icaescimento média de 0,89 +
0,13 d".

O pH final das culturas d€. vulgarisé apresentado na Figura 3. Os maiores
valores finais de pH foram obtidos quando a migadbi cultivada nas menores
concentragdes de vinhaga (10 — 40%), sugerindormatiiodade fotossintética nestas
condicbes. Nos frascos controle, os maiores valdegsH foram verificados até 48h
de cultivo (pH maximo = 8,4), coincidindo com adaxponencial de crescimento da

microalga.
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Figura 2. Taxas especificas de crescimento (u;'dide Chlorella vulgaris em
diferentes concentra¢cbes de vinhaga= vinhaca convencional com nutrientass
vinhaca convencional sem nutrientas;= vinhaga organica com nutrientesae=

vinhaca organica sem nutrient€s= Média dos tratamentos controle (n=12).
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Figura 3. Valores de pH apds 96 h de cultivo @alorella vulgarisem diferentes
concentracfes de vinhaca. Barra preta: vinhacaeommwnal com nutrientes; barra
cinza escura: vinhaga convencional sem nutrienbesra cinza clara: vinhaga
organica com nutrientes; barra branca: vinhaca nicgasem nutrientes. Barra
hachurada = média dos tratamentos controle (n=12).
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Concentragéo de vinhaca (%)
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A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) nosdoasde cultura foi medida
diariamente e observou-se que, apos o segundediedbacdo, houve deplecdo do
oxigénio em todos os tratamentos, exceto no cajtonljo valor foi de 8,46 + 0,09
mg L ao final de 96 horas. Como ndo houve variacdoonaentracdo de OD entre

os tratamentos contendo vinhaca, os dados ndo fagamapresentados.

4 Discussao

As maiores densidades celularesderulgarisnas concentracdes 10, 30, 40 e
50% de vinhagca, comparativamente ao controle, dstraon a habilidade desta
microalga em crescer neste efluente, que é riconatéria organica (> 7400 mg'L
COT). Isso pode estar relacionado a natureza ndifkcdr daC. vulgaris utilizada,
uma vez que foi isolada a partir de uma estacawatiemento de esgoto, ambiente
com elevado contetado de materiais organicos. @e &aliteratura mostra que alguns
géneros de€hlorella, comoC. vulgaris C. pyrenoidosa C. minutissimapresentam
metabolismo mixotréfico (Bhatnagar et al., 2011;rdbet al., 2012; Mitra et al.,
2012; Wang et al., 2012). Chojnacka e Marquez-R¢2B84) avaliaram as relacdes
cinéticas e estequiométricas do metabolismo eneogét de carbono em cultivos
microalgais e salientam que, embora a presencaizlsdja essencial em cultivos
mixotroficos, a energia luminosa requerida partivagio enzimética € menor do que
a necessaria para o crescimento fotoautotroficémAdlisso, segundo os autores, a
adicao de substratos organicos em cultivos algadstroficos resulta em aumento da
taxa de crescimento e da concentracao final de dssa) uma vez que ambos 0s
metabolismos, autotrofico e heterotrofico, ocorremimultaneamente e
independentemente. Nossos resultados sugerem gaepade ter ocorrido nos
cultivos deC. vulgarisem baixas concentragcfes de vinhaca (10 - 50%).

Assumindo que todos os nutrientes presentes ntamiatos controle (LC
Oligo) sejam necessarios para o cresciment@.daulgaris pode-se inferir que nem
todos 0s nutrientes presentes no meio sintéticwessem presentes na vinhaca,
resultando em limitagcdo nutricional e, consequeat#s) menor crescimento da
microalga quando os nutrientes ndo foram adicionalbnerais como boro, cobre,
manganés, zinco, molibdénio, cobalto e selénio,sidenados elementos traco,

participam de reacdes enzimaticas e biossintes®meostos especificos durante o
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metabolismo microalgal (Grobbelaar, 2004). Emboravagvelmente presentes na
vinhaca (Freire e Cortez, 2000; Christofoletti bf 2013; Silva et al., 2013), tais
nutrientes foram diluidos na vinhaca 10% e, tenda soncentracdo reduzida em
90%, passaram a ser limitantes nos cultivos ndlesigmtados.

Neste estudo as menores densidades de célulaxkaiga foram verificadas
nas maiores concentracdes de vinhaca (70 — 100%)yeopode, em parte, ser
atribuido a menor penetracdo de luz no interiorfoscos de cultivo. Ramirez et al.
(2014), utilizando concentracdes crescentes deagalem meio de cultura Guillard
modificado, obtiveram melhor crescimento @&cenedesmusp. em diluicdes
inferiores a 40% do efluente, atribuindo 0 menascimento da microalga nas
concentracdes superiores de vinhaca a baixa peaetde luz nos frascos de cultivo
devido a coloracdo escura do efluente. Entretadim,se pode descartar a presenca de
componentes potencialmente téxicos na vinhaca. 8nam(NHs), por exemplo, um
composto toxico para micro-organismos (Collos erisan, 2014), foi detectada em
concentracdes de 4,17 e 5,18 mg bhas vinhacas convencional e organica,
respectivamente (Tabela 1), podendo ser responpélzinibicdo do crescimento da
microalga quando utilizadas as maiores concentsad@&inhaca.

Devido a auséncia de agroquimicos, esperava-sealhontrescimento da.
vulgaris na vinhaca orgéanica. Porém, com base nos ressjtadea hipétese néo foi
confirmada. Em geral, observou-se maior crescimaf@omicroalga na vinhaca
convencional em comparacdo com a organica, comc¢aaceas concentracdes
intermediarias de vinhaga sem nutrientes (30 — 5Q4g apresentaram crescimentos
similares. O melhor desempenho da microalga naagmlconvencional pode ser
devido a introducdo de elementos nutritivos em regiconcentracdes nesta em
relacdo a vinhacga orgéanica devido ao uso intensagdeguimicos. Os agroquimicos
podem ter adicionado a vinhaca elementos-tracauto®nutrientes benéficos para a
microalga. Embora a concentracao destes elemeéato$senha sido determinada nas
vinhacas utilizadas, a literatura tem relatadopeaenca em vinhaca (Freire e Cortez,
2000; Christofoletti et al., 2013; Silva et al. 1230.

Taxas especificas de crescimento de 1,24 d1,0 & foram obtidas para a
vinhaga convencional 30 e 40% com e sem adicaoutieemtes, respectivamente.
Estes valores sdo maiores do que os relatadoseratura par&. vulgariscultivada
em residuos organicos. Ruiz-Marin et al. (2010yestigando o crescimento e

remocao de nutrientes por células livres e imddulés deC. vulgarise Scenedesmus
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sp. em efluente sintético, obtiveram méxima taxaréscimento de 0,38cbaraC.
vulgaris, valor cerca de 3 vezes menor do que 0 que obtiseAbreu et al. (2012),
utilizando residuo lacteo (soro de queijo) paraivmlde C. vulgaris obtiveram
maxima taxa de crescimento de 0,47 du seja, 2,6 vezes menor do que a obtida
neste trabalho. Cultivand@. zofingiensisem efluente da suinocultura, Zhu et al.
(2013) observaram méaxima taxa de crescimento dé @3 enquanto Gan et al.
(2014) verificaram taxa de 0,16"dKumar et al. (2010) avaliaram a influéncia de
nutrientes, freqiéncia de alimentacgéo e fonte deuio no crescimento de. vulgaris
em meio mineral enriquecido com efluente da suilto@ e obtiveram maxima taxa
de crescimento de 0,4'cha concentracdo 2% do efluente. Esses autoresecdti
densidade de células maxima de ~ 1,9xd€ls mL* apés 6 dias de cultivo. No
presente estudo, foi obtida densidade celular 8g18 céls mL* apés 5 dias de
cultivo em vinhaca organica 10% (taxa de cresciment0,93 &) e em vinhaca
convencional 30% (taxa de crescimento = 1,24, cimbas suplementadas com
nutrientes. Marques et al. (2013) cultivar&n vulgaris em vinhacga biodigerida e
obtiveram méaxima taxa de crescimento de 0;76Tdxas de crescimento tdo elevadas
quanto 1,24 d equivalem a quase duas duplicacdes por dia, derands a
possibilidade de cultivo d€. vulgarisem vinhaca oriunda da producdo de cana-de-
acucar, embora ainda seja necessario diluir orgtue

Em nosso estudo, vale ressaltar que altas taxasedeimento nem sempre
corresponderam a elevadas densidades de célulamictaalga. Em vinhaca
convencional suplementada, a taxa especifica deiorento obtida em vinhaca 90%
(1,28 d") foi 2x maior que a verificada em vinhaca 10% §0g8). As altas taxas de
crescimento podem ser, em parte, atribuidas ddati das células da microalga no
momento da inoculacdo, uma vez que sO foram wibgaindculos cujas células
apresentaram rendimento quantico maximo do fotessée [1I> 0,70. Uma vez que o
rendimento quantico maximo do PS Il representa paaidade das células
converterem energia luminosa em quimica (Juneaal.et2002), a utilizacdo de
células saudaveis resultou em elevadas taxas deimento mesmo quando nao se
obteve densidades celulares tdo elevadas. Além, disguanto na concentracao 10%
vinhaga convencional suplementada a microalga péesantou fase lag, em 90%
houve fase lag de 48 horas. Como as taxas espacfitcam calculadas sempre

durante a fase exponencial de crescimento, e éstaarrespondeu ao periodo total
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de cultivo da microalga, isso poderia explicar a nérrespondéncia entre a taxa de
crescimento e a densidade de células nestas cesdi¢cd

No presente estudo, o pH 8,4 observado em vinhaganica 10%
suplementada com nutrientes ndo coincidiu com aom#axa especifica de
crescimento, como poderia ser esperado em sitkcaweio inorganico. Isto se deve
ao fato de que a fixacao fotossintética do, @3ulta em deslocamento do pH para a
alcalinidade. Nesta condig&o, contudo, foi verda maior densidade de células de
C. vulgaris indicando a presenca de metabolismo fotoautotrgia microalga, com
consumo de C@(Chojnacka e Marquez-Rocha, 2004). Por outro lad@®ducao de
pH de 7,0 para 6,6 obtida em varias concentracéesgnthaca pode estar relacionada
ao metabolismo heterotréfico ou a atividade deédrad e leveduras no interior dos
frascos de cultivo, uma vez que os cultivos foraimo$ em vinhaca ndo estéril.
Segundo Molinuevo-Salces et al. (2013), a reduga@h em cultivos microalgais
mantidos em residuos organicos € um indicativordagmca de atividade bacteriana.
Os autores investigaram a degradacéo de efluenseidacultura poOocystissp. e
Scenedesmusp. e relacionaram a reducédo do pH dos cultivos eoatividade
nitrificante das bactérias presentes no efluentessbls resultados relativos aos
cultivos em vinhaca 40 e 50%, onde nédo se deteetoacdo do pH, concordam com
os de Chojnacka e Marquez-Rocha (2004) e Kong .e(28ll1). Esses autores
argumentam que, normalmente, em cultivos mixoto§fio pH final dos ensaios
dependera do metabolismo dominante, autotroficoheterotrofico, mantendo-se
usualmente constante ao longo dos cultivos (Chk@mar Marquez-Rocha, 2004;
Kong et al., 2011).

A deplecdo de oxigénio dissolvido observada nosivogl de C. vulgaris
resulta, possivelmente, da intensa atividade mianabconcomitante ao crescimento
da microalga. Uma vez que a vinhaca apresenta emcsmposicdo, além de
compostos organicos como glicerol, sorbitol, acidotico, alcodis e acglcares
residuais, restos de células de leveduras (Larddhen al., 2000; Freire e Cortez,
2000; Medina, 2005; Garcia e Rojas, 2006) e bastéssociadas (Espafia-Gamboa et
al., 2011), o consumo de oxigénio era esperadotudonas baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido, bem como a presenca da miotabndo algal, ndo parece ter
comprometido o crescimento @a vulgarisnas concentragdes de 10-50% de vinhaga.
Segundo Haas et al. (2014), algumas espécies @s al@o capazes de tolerar

concentracdes de oxigénio dissolvido tdo baixastpua— 4 mg [*. Similar ao nosso
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estudo, Mezzari et al. (2013) avaliaram as intexaghntreChlorella sp. e bactérias
durante o tratamento de efluente da suinocultucdbservaram teores de oxigénio
dissolvido de 0,2 mgt e, ainda assim, crescimento satisfatério da miigaoailém
disso, a literatura mostra que a presenca de Ectpode ser benéfica para o
crescimento de organismos fotossintéticos. Liarad. ¢2013) verificaram estimulo ao
crescimento d€. vulgarisquando a microalga foi mantida em efluente contado
com Bacillus licheniformis Os autores destacaram que a bactéria pode tdoatu
como promotora de crescimento da microalga, suderseu consorcio como um
sistema potencial para o tratamento de efluenteao £t al. (2014) adotaram um
consorcio deC. pyrenoidosae bactérias nativas para tratamento de um residuo
composto por efluente municipal e lixiviado de atesanitério e verificaram remocao
de 90% do nitrogénio total, bem como de substaruiascas presentes no lixiviado.
Investigando efluente municipal, de-Bashan et2004, 2008) relataram associacao
benéfica entre bactérias e as microaldgas vulgaris e C. sorokiniana com
significativo incremento no crescimento algal. @erdo com Zhang et al. (2012), o
resultado benéfico do consoércio alga-bactéria steisem, a medida que as algas
oferecem nutrientes e materiais organicos paraaaiias, estas devolvem ions
resultantes da decomposicdo destes materiais, imontto para um melhor
desenvolvimento da microalga.

Este estudo demonstrou a viabilidade de cultivond@oalgaC. vulgaristanto
em vinhaca organica quanto convencional diluidasxd® concentracdes de vinhaca
(10%) necessitaram da adicdo de nutrientes min@aia suportar 0 crescimento
algal, mas isso ndo foi necessario quando se attilinaiores concentragdes dos
efluentes, especialmente o convencional. Estestades sdo promissores quando se
considera o alto custo de producédo dos meios isimsehormalmente utilizados para
cultivo de microalgas (Bhatnagar et al., 2011; Abet al.,, 2012), bem como a
importancia de se dispor adequadamente a vinhaedaeas usinas de producédo de
etanol brasileiras. E importante ressaltar, contugiee a biomassa produzida é
composta tanto por algas quanto bactérias contatesiavetando sua utilizacdo para
determinados propdésitos, como o0 de suplemento alaneEntretanto, a biomassa é
passivel de utilizacdo para outras diversas fiadbd, como a producdo de
biocombustiveis, fertilizagdo do solo ou alimentagéimal, constituindo-se em uma

alternativa promissora tanto do ponto de vista @soco quanto ambiental.
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CAPITULO 2

AVALIACAO E IDENTIFICACAO DA TOXICIDADE (TIE) DE VI NHACA
DE CANA-DE-ACUCAR VISANDO A PRODUCAO DE BIOMASSA DE
CHLORELLA VULGARIS

Resumo
O cultivo de microalgas em aguas residuarias teln proposto como forma de,

concomitantemente a producdo de biomassa, redupotencial poluente destes
efluentes. Além disso, esta pratica contribui paduzir os custos de producdo da
biomassa microalgal, uma vez que dispensa a adgdmtrientes minerais e poupa-
se agua de boa qualidade para outros fins. No tentancomposicdo normalmente
complexa dos efluentes mostra-se inibitéria aocamento algal, obrigando efetuar-
se a diluicdo ou tratamento prévio dos efluentes.e®tudos de Identificacdo e
Avaliacdo da Toxicidade (TIE) envolvem um conjudi® manipulagdes que visam
identificar compostos potencialmente toxicos pressemum dado efluente. Neste
trabalho, procedimentos de TIE foram aplicadosndaga, um efluente abundante no
Brasil, com objetivo de identificar possiveis agsntausadores da toxicidade que, se
removidos, possibilitariam maior producdo de biosaasla microalgaChlorella
vulgaris e uso do efluente com pouca ou nenhuma diluig@ste§ laboratoriais foram
conduzidos durante 96 horas com diferentes coraggigs de vinhaca (30, 50, 70 e
100%) previamente manipuladas, com acompanhame&s@erfis de crescimento,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido e pts @sultados demonstraram que a
manipulacdo de pH para 3,0 resultou em maior dadsictelular da microalga,
independentemente da concentragdo de vinhaga. tmeato da vinhaga com
tiossulfato de sodio, EDTA e resina XAD-8 reduziranmcrescimento microalgal,
possivelmente devido a limitacdo nutricional. Pawva demais tratamentos,
concentracdes intermediarias de vinhaca (30 — 78Ygortaram crescimento
satisfatorio daC. vulgaris sugerindo a possibilidade de utilizacdo desteeafe como

forma de reduzir os custos de producéo da bionmgsaalgal.

Palavras-chave:Microalgas; Cultivo; Agua residuéria.
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CHAPTER 2

TOXICITIY IDENTIFICATION AND EVALUATION (TIE) OF SU  GARCANE
VINASSE AIMING TO PRODUCE BIOMASS OF CHLORELLA VULGARIS

Abstract
The cultivation of microalgae in wastewater hasnbgposed in order to reduce the

pollution potential of the effluents concomitanty production useful biomass.
However the cultivation of microalgae in wastewatedifficult. Vinasse is a dark
brown color and complex residue generated in lacme by ethanol production.
Literature shows that raw vinasse does not suppertgrowth of photoautotrophic
microalgae, however, the reasons for this are wvknd/ost published research so
far has reported that microalgae can grow in highllyted vinasse, at concentrations
around 5 — 10%. The Toxicity Identification and Exsion (TIE) procedure involves
a set of manipulations aimed at identifying potahtitoxic compounds present in an
effluent. In this work TIE procedures were appltedhe vinasse in order to identify
potential causative agents of toxicity to microalghat if removed, would allow
increased production of biomass. Laboratory testisguChlorella vulgaris were
carried out during 96 hours with different concatitms of vinasse (30, 50, 70 and
100%) previously TIE manipulated. Microalgae grotbfiles, electric conductivity,
dissolved oxygen and pH were monitored. The resdiémonstrated that TIE
manipulation pH=3.0 resulted in higher cell densifymicroalgae, independently of
the vinasse concentration. TIE manipulations agtiaddf sodium thiosulfate, EDTA
and XAD-8 resin to vinasse reduced microalgal ghovpossibly due to nutritional
limitation. The other TIE manipulations resultedgrowth of C. vulgarissimilar to
the control at intermediate vinasses concentrati(@® - 70%), suggesting the
possibility of using this effluent, after treatmemdr the reduction of costs in the

production of microalgal biomass and remediatireggdfiluent.

Keywords: Microalgae; Cultivation; Wastewater; Stillage.
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1 Introducao

Microalgas tém sido cultivadas objetivando prodimomassa para diversos
fins, como alimentacdo humana e animal, obtencaondwbdlitos de interesse,
fertilizacdo dos solos e producdo de biocombu&ti(@polaore et al., 2006; Harun et
al., 2010; Borowitzka, 2013). Entretanto, a produd& microalgas possui elevado
custo, de modo que o uso de efluentes tem sidaidoageomo forma de ajudar na
minimizacao destes custos.

A utilizacdo de efluentes para o cultivo microalgatsume especial
importancia quando se considera que o custo deugiioddos meios sintéticos é
elevado especialmente devido a variedade de nigsiemecessarios para suportar
adequado crescimento microalgal (EI Nabris, 20¥&m disso, o Brasil vem
enfrentando uma marcante escassez hidrica, comcdedda pluviosidade e
consequente impacto na oferta de agua para almstdoi publico, irrigacdo e
geracao de energia elétrica (ANA, 2014).

A literatura mostra que cultivos microalgais emagesiduarias possibilitam,
concomitantemente a reducdo do potencial polueoseefluentes, a obtencdo de
elevada concentracdo de biomassa, muitas vezesosgmpielas obtidas em cultivos
em meios sintéticos (Li et al., 2011; Wang et2012; Olguin et al., 2015). Contudo,
tal pratica tem encontrado algumas limitacdes. Qoase trabalha com efluentes, a
presenca de turbidez elevada dificulta a penetrdedaz de maneira homogénea nos
sistemas (Heredia-Arroyo et al., 2011). Além digknjido & maior complexidade dos
efluentes em comparagdo aos meios de cultivo siosee & presenca de agentes
potencialmente toxicos, pode haver limitacdo deameento microalgal.

A toxicidade depende da concentracdo e propriedda@esibstancia a qual o
organismo € exposto, do tempo de exposicdo e ddceesisiologico do organismo-
alvo (Lombardi e Maldonado, 2011). Logo, a fim d& direcionar um eventual
tratamento prévio dos efluentes para que possaortaum crescimento e producao
algal, os agentes causadores da toxicidade deveoorsieecidos. Uma das maneiras
de se fazé-lo é através da aplicagdo de testeslatdificacdo e Avaliagdo da
Toxicidade (TIE; USEPA, 1991). Iniciados nos EUA decada de 80, os primeiros
estudos relativos ao TIE tinham como objetivo ideatr fontes responsaveis pela

toxicidade de determinados efluentes, possibiltaachdocdo de medidas eficientes
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de controle previamente ao seu lancamento nos £agmeptores (Buratini et al.,
2007; Furley, 2009). O mesmo conceito pode seraddoto se utilizar efluentes
como meio para o cultivo de microalgas, buscandodemtificar e isolar os
componentes toxicos presentes em determinada andestmodo a possibilitar e/ou
otimizar a producéo de biomassa. Nos estudos da TdEntificacédo e isolamento dos
compostos potencialmente toxicos de um efluenteitd aitravés de uma série de
manipulagdes fisico-quimicas que tém por finalidalierar a biodisponibilidade de
determinados compostos ali presentes (Pelletial.e2001; Buratini et al., 2007,
Furley, 2009). Posteriormente as manipulacdes, isasal o crescimento dos
organismos, que, no presente estudo, consistiucraatgaChlorella vulgaris

A vinhaga é o principal residuo gerado pelas ussoasoalcoleiras. Na safra
2015/16, estima-se uma producéo de mais de 300esilte litros deste efluente que,
normalmente, é utilizado nos canaviais como fegagao (Freire e Cortez, 2000;
Silva et al., 2007; CONAB, 2015).

Devido a sua abundéancia e riqueza nutricional,ndaga tem sido avaliada
como meio para o0 cultivo de microalgas. Contudopraporcdo sugerida €
normalmente baixa, com maiores concentracdes denasga obtidas quando
utilizadas concentracdes inferiores a 5% do efmug@liveira e Caceres, 1986;
Kadioglu e Algur, 1992; Oztirk e Demir, 2001; GoezaBenito et al., 2009;
Barrocal et al., 2010; Coca et al., 2014). Estx@dairopor¢cédo de vinhaga capaz de
suportar adequado crescimento microalgal podetskbuiaa a toxicidade do efluente,
podendo estar relacionada a presenca de congglguimicos especificos ou mesmo
a sua coloracdo escura, que acarreta em menorggieide luz quando utilizados
cultivos fotoautotroficos.

Tendo como base o TIE, este trabalho pretende daluciquais
fatores/compostos presentes na vinhaca sdo rese@sgzor causar toxicidade a
microalgaChlorella vulgaris Uma vez que nao existem na literatura relateyeates
a aplicacdo dos procedimentos de TIE em vinhacaetdologia proposta pela
USEPA (1991) foi adaptada visando contemplar aactaristicas deste efluente.
Assim, pretende-se identificar qual(is) componenpgesentes na vinhaca sao
responsaveis pela inibicdo do crescimento micrbati|r modo que, se removidos,
uma produtividade 6tima de biomassaCtdorella vulgarispossa ser obtida.
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2 Material e Métodos

Os testes de Identificacdo e Avaliacdo da Toxi@dddE) foram conduzidos
com vinhaca convencional oriunda da Usina Sant&l-ao municipio de Araras/SP,
coletada diretamente de colunas de destilacédo atermaeratura aproximada de 90°
C. A vinhaca foi encaminhada ao Laboratorio de é&®inblogias de Algas (CCBS -
UFSCar), onde foi passada por uma sequencia de gaceiras granulométricas
(0,590; 0,210; 0,177; 0,125 e 0,053 mm de aberfledastem, Brasil) a fim de
remover 0 material particulado. Apos resfriamerdtural, a vinhaca foi dividida em
aliquotas, acondicionada em garrafas de polietilenmantida congelada até o
momento da sua utilizacdo. Para realizacdo dosriexgr@os, as vinhacas foram
descongeladas, centrifugadas (2516, 10 min, Thermo Scientific, USA), passadas
por membranas de fibra de vidro (~1 um de diamé¥tacherey-Nagel®) e, em
seguida, submetidas as manipulagbes especificaemeds aos procedimentos de
TIE. A caracterizacdo fisico-quimica da vinhacasap8 etapas de peneiramento,
centrifugacéo e filtragem em membranas de fibraidi® esta apresentada na Tabela
1.

Os testes de toxicidade consistiram numa série atgpumlacdes da vinhaga,
baseando-se no protocolo estabelecido pela USE®H [ buscando-se contemplar
as caracteristicas do efluente. As manipulacoeemeties aos procedimentos TIE
estdo apresentadas na Tabela 2. Apos cada umaatgsuracdes, o pH da vinhaca
foi sempre ajustado para 7,0 £ 0,2 para o cultav@ dvulgarise a vinhaca foi diluida
em agua destilada nas proporg¢des de 30, 50, 70%.1D controle (0%) consistiu em
meio LC Oligo (4,7x18 NaNQs, 5x10% NH,NOs, 1,7x10* Ca(NQ),.4H,0, 1,2x10"
MgSO:.H,0, 2,3x10" KoHPO,, 6x10° CuSQ.5H,0, 2,4x10 (NH4)sM07024.4H,0,
1x10" ZnSQ.7H,0, 1,26x10 CoCh.6H,0, 1,2x10" Mn(SQy).H,0, 4,9x10" H3BOs,
3,14x10° FeCh.6H,0, 2,24x10 FeSQ.7H,0, 2,9x10° CeHsFeG,.5H,0 e 1,79x10
NaHCG.mol L-1; AFNOR, 1980), com pH ajustado para 7,0.
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Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca previgemés manipulacdes
referentes aos procedimentos de TIE. Teores,eefn kg ni; condutividade elétrica

em uS crite demais valores em mg'L

Parametro Valor
Solidos suspensos totais 500
Dureza calculada 2474
Condutividade elétrica 9910
N nitrico (NG <114
N nitroso (NQ) <0,3
N amoniacal (NH) 4,17
N Kjeldahl 15,7
Sadio 573
Célcio 600
Potéssio 2400
Magnésio 237
Sulfato 2638
Fosfato <2,0
DBO 5 dias (demanda bioguimica de oxigénio) 15735
DQO (demanda quimica de oxigénio) 23735
Teor de KO 2,88
COT (carbono orgéanico total) 7429
NT (nitrogénio total) 133,7
pH 4,25

Tabela 2 Manipulagbes (ndo sequenciais) e agentes-aleveansremovidos com 0s

procedimentos de TIE em vinhaca.

Manipulacéo Efeito
Ajuste de pH para valores extremc Precipitacdo de compostos afetados por mudangas
(3,0e11,0) extremas de pH (sulfetos, cianetos)
Ajuste de pH + aeracgéao (pH inicial Pefd?‘ de CO”?D‘?S“?S volateis (SON?nt?S
- = organicos), oxidaveis (cloro) ou flotaveis
pH=3,0 e pH=11,0)
(surfactantes)

Remocao de compostos organicos nao polares

Extracdo em fase sélida (Colung)C (solventes, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares)

Extracdo em fase solida Remocao de substancias humicas (porgao
(Resina XAD-8) hidrofébica)
- . Complexacao de metais cationicos (Fe, Cu, Zn,
Adicédo de EDTA (quelante de ions Pb, Cd, Ni, e outros)

Reducao de substancias oxidantes (cloro,

Adicdo de NgS,03 (oxidante de ions peroxidos) e formacao de complexos com alguns
metais cationicos (Cu, Cd, Hg)

! Andlises realizadas pela ASL — Anélises Ambien(Ri® Claro — SP), exceto COT e NT. Metodologia em

anexo.
2 Antes da realizagéo do teste ecotoxicolégico @asiamostras foi ajustado para 7,0.
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A microalga utilizada como organismo-teste f@@laorella vulgaris(LBA 01
— C. vulgariseTE), isolada de uma planta de tratamento de rd@ftsedo distrito de
Agua Vermelha (S&o Carlos, SP). A microalga foi tisanna colecdo de culturas do
Laboratério de Biotecnologia de Algas — UFSCar emionde cultura LC Oligo
(AFNOR, 1980) em condicfes controladas de tempaxd28 + 2 °C), fotoperiodo
(12/12 horas, claro-escuro) e intensidade lumimosdente na superficie dos frascos
de 150 + 10 umol fétons Ms’. As mesmas condicdes foram adotadas para os
cultivos da microalga em vinhacga.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmegei25 mL contendo 50
mL de cultura (vinhaca/agua destilada) e 2 d&l mL* de inéculo algal composto
por células previamente centrifugadas (908 xbtidas durante fase exponencial de
crescimento d&. vulgaris Posteriormente a centrifugagdo, a viabilidadendoulo
foi confirmada através do rendimento quantico méxita fotossistema Il, utilizando-
se um fluordmetro de pulso e amplitude moduladgt(PRAM, Walz, Alemanha).
Para isso, as células foram adaptadas por 20 rsinotescuro e indculos com valores
superiores a 0,70 foram considerados como saud@wgisau et al. 2002; Lombardi e
Maldonado 2011) e, quando inferiores, foram irz4itios.

Os cultivos foram mantidos durante 96 horas (ABNJI92) com amostragens
a cada 24 horas para acompanhamento dos perfld (leogen Scientific LS, Brasil),
condutividade e oxigénio dissolvido (multianalisattACH HQ 40d, com eletrodo
HACH LDO 10101 para deteccdo do oxigénio dissolyiddém de contagem direta
das células em microscépio 6ptico (Biofocus Equipatms, Brasil) utilizando camara
de Fuchs-Rosenthal. As taxas especificas de crestnfu, em d) foram obtidas
através da representacdo grafica do logaritmo alatias densidades de células em
funcdo do tempo, obtendo-se a regressado linear parfase de crescimento
exponencial da microalga. Neste caso, a taxa d&@edé crescimento € representada
pela inclinagédo da reta, ou seja, o coeficientei@ngla equacéo de regresséo linear.

Todos os ensaios foram conduzidos em triplicathzaido delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados foram sudosea analise de variancia
(ANOVA) e testes de Tukey a 5%, conforme a necasgsid

As manipulagdes referentes ao TIE foram realizaotagorme descrito a

sequir:
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Ajuste de pH (3,0 e 11,0)

Aliguotas de vinhaca descongelada tiveram sewusesble pH ajustados para
3,0 ou para 11,0 com adicdo de HCl 0,1 e 1,0 M ©H&,1; 1,0 e 12 M,
respectivamente. Tomou-se o cuidado para que aneokdicionado de acido e/ou
base nédo ultrapassasse 5% do volume total da amégtbs um periodo de repouso
de 2 horas (Barbosa, 2010; Melo, 2012), a vinhagedietada com auxilio de pipeta,
de modo a evitar que tocasse nas bordas e fundeadwente, onde verificou-se
formagdao de precipitado. Os valores de pH foramgidos para 7,0 £ 0,1.

A mudanca de pH para valores extremos altera @dgdies fisico-quimicas
de determinados compostos catidnicos e anidniarsp @ solubilidade, polaridade,
volatilidade, estabilidade e especiacdo. Desta dpren biodisponibilidade destes
elementos é alterada e, consequentemente, sualémemode ser diminuida (Matos,
2011; Spadotim, 2015).

Ajuste de pH + aeracgédo (pH inicial, 3,0 e 11,0)

Aliquotas de vinhaca descongelada tiveram seusestble pH ajustados para
3,0 ou para 11,0 com adicdo de HCI 0,1 e 1,0 M ©Ha,1; 1,0 e 12 M,
respectivamente, sem que o volume adicionado d® &fou base ultrapassasse 5%
do volume total da amostra. Estas aliquotas, bembaautra em pH natural, foram
colocadas em cones de decantacéo e aeradas duperiedo de 1 hora e 30 minutos
(Barbosa, 2010; Melo, 2012), ao término do quahrorcoletadas com auxilio de
pipetas a fim de evitar o contato do efluente copam@de interna do recipiente. As
aliquotas tiveram, entdo, seus pHs ajustados para (1.

A aeracdo da amostra tem por objetivo identifcaoxicidade causada pela
presenca de compostos volateis, sublateis ou osisldy realizada com ajuste de pH
pois diferentes compostos podem ser removidos adadas mais facilmente em

valores distintos de pH (Matos, 2011).

Extracdo em fase solida (coluna C18 e resina XAD-8)

Para extracdo em fase soélida foram utilizados duageriais adsorventes:
resina XAD-8 e silica C18. Para ambos, buscou-sergrar o ponto de saturacao,
acompanhando a densidade Optica de amostras dillddavinhaca (1:50) em
espectrofotdbmetro a 270 nm. O comprimento de omdapfeviamente definido

atraves de varredura completa de diferentes désicid efluente tendo como base os
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trabalhos de Padilha et al. (2013) e Souza e28l3). Com relacdo a silica C18,
foram empregados cartuchos de fase-reversa prelesctom silica C18 (1000 mg/6
mL, Macherey-Nagel) adaptados a um frasco tipcskét conectado a uma bomba
de vacuo. Os cartuchos foram previamente ativailagés da passagem de 20 mL de
metanol seguidos de 20 mL de agua deionizada (Barb2010; Melo, 2012).
Posteriormente, passou-se pelos cartuchos volurassentes de vinhaca, a partir de
0,5 mL, sendo cada aliquota coletada para monitmtorda densidade Optica.

A resina XAD-8 foi utilizada diretamente na vinhagan suspenséo,
adicionando-se concentracdes crescentes da resina \&wlume fixo de vinhaca e
mantendo os frascos sob agitacdo constante (250emanmcubadora refrigerada a 25
°C (MA 830, Marconi, Brasil). Para estes testedi@awae tanto a concentragao da
resina (de 0 a 80%) quanto o tempo de agitacdo a(1580 minutos), com
monitoramento da densidade Optica das amostram addél acompanhar qualquer
eventual saturacdo da resina. Selecionados o tenapooncentracao ideal de resina,
0s mesmos foram aplicados a vinhaca a ser utiliradacultivos, sendo a resina
separada da vinhaca através de filtragem em measdenfibra de vidro e tendo, por
fim, seu pH ajustado para 7,0 £ 0,1.

A extracdo em coluna de octadecil (C18) tem poretoly identificar
compostos organicos e complexos metélicos relagwéenndo polares. Na passagem
pela coluna, os compostos presentes na amostragate em funcao da polaridade e
solubilidade com o octadecil e sdo extraidos dastmam@ara o sorvente (Matos,
2011). Ja a resina XAD-8 atua removendo substahdiascas presentes na amostra,
representadas principalmente pelos acidos humitivieeo. Dentre os compostos
removidos pela adsorcdo com a resina, pode-sestitstancias polares, coloridas,
acidos organicos e algumas enzimas (Hayes et%@9, Malcom e McCarthy, 1992;
IHSS, 2015; Sigma-Aldrich, 2015).

Adicao de agente oxidante - Tiossulfato de sodio §8,03)

Os testes com tiossulfato de soédio tém por fiadkdidentificar a toxicidade
devida a compostos oxidantes presentes na amostray cloro, 0zonio, brominas,
ions de manganés, iodo e alguns organicos hicmdili Estes compostos séo,
frequentemente, menos toxicos na sua forma reddnidpie na oxidada. Além disso,

o tiossulfato de sodio pode formar complexos meialcom alguns metais catiénicos,
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como Cd, Cu, Hg, Ag e Se, diminuindo sua biodisptidade (Matos, 2011,
Spadotim, 2015).

Previamente & adicdo do agente oxidante a vinlmgaetessario verificar a
concentracdo a ser utilizada a fim de ndo caus@idade a microalga. Para isto foi
realizado um preé-teste utilizando a técnica dedadgyadativa do tiossulfato de sodio,
conforme proposto pela USEPA (1991), adicionandadgguotas de uma solucdo
estoque 20 g t de Na$,05.5H,0 (Synth®) a aliquotas de meio de cultura. Foram
avaliadas cinco concentracdes de@;.5H,0, variando entre 2x10e 7x10° M,
tendo como controle o meio LC Oligo (AFNOR, 1982ara o pré-teste utilizou-se a
mesma metodologia adotada nos cultivos com vinhaga, frascos Erlenmeyers de
125 mL contendo 50 mL de meio/solucdo estoque,uindde ~ 16 cél mL* de
células saudaveis d&. vulgarisem fase exponencial de crescimento, fotoperiodo de
12/12 h horas (claro/escuro), 150 + 10 pmofl &F de intensidade luminosa,
temperatura de 23 °C + 2 °C e duracdo de 96 hanagstragens foram feitas a cada
24 horas com retirada de aliguotas para acompamiarmdes perfis de crescimento e
avaliagdo da viabilidade celular. Por tratar-saigepré-teste com meio de cultura e
nao com efluente, os perfis de crescimento foramitm@dos com base na densidade
optica das células em espectrofotdmetro a 684 mVITFO 800 XI, Brasil) e teor de
clorofila a (in vivo), determinada em um fluorémetro (Turner Designody, EUA).

A viabilidade das células da microalga foi avaliattavés do rendimento quantico do
fotossistema Il, a partir de um fluorébmetro de putsamplitude modulada (Phyto-
PAM, Walz®, Alemanha), com adaptacao das célulag@aninutos no escuro.

Selecionada a concentracdo o6tima deSh@s.5H,O para o cultivo deC.
vulgaris a mesma concentracdo foi adicionada a vinhacaapds um periodo de 2
horas em repouso (Barbosa, 2010; Melo, 2012),4eueH ajustado para 7,0 £ 0,1.

Adicio de agente quelante — Acido etilenodiaminotetcético (EDTA)

Assim como para 0 agente oxidante, para o quetamibém foi necessario
determinar a concentracdo Otima a ser utilizadands ndo causar toxicidade as
células da microalga. O pré-teste foi realizadongama forma que o anterior, mas a
partir de uma solucéo estoque 5 § tle GoH140sN2Na.2H,0 (Mallinckrodt Bio
Technology). Foram avaliadas quatro concentracéesSQiTA, variando entre 6xT0
e 2x10°, tendo como controle o meio LC Oligo (AFNOR, 1988glecionada a

concentracdo 6tima de EDTA para o cultivoGlavulgaris a mesma concentragao foi
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adicionada a vinhaca que, apos um periodo de 3 I{Beabosa, 2010; Melo, 2012),
teve seu pH ajustado para 7,0 £ 0,1.

O tratamento da amostra com EDTA tem por objetilniificar a toxicidade
devido a presenca de metais como Al, Ba, Cd, CoF€uPb, Mn, Ni, Sr e Zn, uma
vez que o reagente forma complexos insolluveis csteseelementos. O EDTA tem
baixa especificidade para Ag, Cr e Tl e ndo formmmexos com metais anidnicos
(Matos, 2011; Spadotim, 2015).

3 Resultados

3.1 Ensaios preliminares visando selecionar as camracdoes de
tiossulfato de sodio, EDTA, resina XAD-8 e silica 8 para 0s experimentos com

vinhaca

As tabelas 3 e 4 apresentam os valores de clgraféasidade Optica e
rendimento quéantico maximo do fotossistema Il aigtidos pré-testes realizados em
meio LC Oligo visando selecionar as concentrac@&esodsulfato de sédio e EDTA,
respectivamente, a serem utilizadas nos procedoseaid TIE em vinhaga. Destes
pré-testes, foram selecionadas as concentrac@®:6 ael0* M de tiossulfato de sédio
de 5x10° de EDTA, uma vez que estas foram as maximas coacées dos agentes
oxidante e quelante, respectivamente, que naorafetas parametros de crescimento
da alga.

As figuras 1 e 2 apresentam os valores de densidpiilta obtidos apods a
adicdo de diferentes concentracfes de resina XADdadiquotas de vinhaca e da
passagem de vinhaca por cartuchos de silica C3@sevamente.

Nas condi¢cOes experimentais, adotou-se 40% comdo paa saturacdo da
resina XAD-8 e, a partir desta concentracao, falizado o experimento referente ao
TIE em vinhaca. Com relacdo a silica C18, optoyp@endo prosseguir os testes
referentes ao TIE, uma vez que os resultados ajomt@,5 mL como ponto de
saturacdo da coluna, tornando invidvel o tratamelgovolumes maiores para

realizag&o dos testes.



38

Tabela 3 Valores médios de clorofila, densidade Optica e rendimento quantico
maximo do fotossistema Il em 96 horas de cultivoQdevulgaris em diferentes
concentracdes de tiossulfato de sodio. Médias dagyiela mesma letra, nas colunas,

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%gtefgiancia.

Concentracao de Clorofilaa Rendimento quantico
1 DO (684 nm) o
N&S,03.5H,0 (M) (mg L) maximo PSlI
0 (Controle) 0,36 £ 0,01 ab 0,18 £ 0,00 a 0,70@1.0,
7x10° 0,34 +0,00 a 0,17 £ 0,01 ab 0,70 £ 0,00
1,9x10" 0,37 £0,01 ab 0,16 £0,01 b 0,71+0,01
3,6x10° 0,38+0,01 b 0,16 £ 0,00 ab 0,70+0,01
1,34x10° 0,29 +0,02¢c 0,11+0,00 ¢ 0,71 +0,01
2x10° 0,23+0,01d 0,08 + 0,00 d 0,72+0,01

Tabela 4 Valores médios de clorofila, densidade Optica e rendimento quantico
maximo do fotossistema Il em 96 horas de cultivoQdevulgaris em diferentes
concentracdes de EDTA. Médias seguidas pela mextnaa has colunas, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Concentragao de Clorofilaa F}endimeptg
Ci0H1408N2Nap.2H,0 (M) (mg LY DO (684 nm) quantllg% IrlnaX|mo
0 (Controle) 0,49+0,12a 0,27 + 0,06 a 0,72 40,0
2x10° 0,31+0,03bc 0,17 £0,02 bc 0,73+0,01
5x10° 0,44+0,04ab 0,24+£0,02 ab 0,73+0,01
1,3x10° 0,18 +0,04 cd 0,10 +0,02 cd 0,70 £ 0,01

6x10° 0,08 +0,00d 0,03+0,00d 0,13+0,01
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Figura 1. Densidade optica (DO) de amostras de vinhacadaat com diferentes
concentracoes de resina XAD-8. A concentracdo @o)zefere-se ao tratamento

controle.
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Figura 2. Densidade ¢ptica (DO) de volumes crescentes wleaga passados por
cartuchos de C18. A concentracdo O (zero) refeemdmtamento controle.

3.2 Ensaios referentes aos procedimentos de TIE

A figura 3 apresenta os valores de densidade arebbtidos em 96 h de

cultivo deC. vulgarisnas vinhacas submetidas as diferentes manipulagoeke.
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Figura 3. Densidade celular (cél rit). de Chlorella vulgarisapés 96 h de cultivo em
vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0; C: p@Bkd+aeracdo; D:

pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracéo; F: Tiossolfe sodio; G: EDTA; H: XAD-

8. 0 = Média dos tratamentos controle (9,3 X @6l mL*; n=24).

A maior densidade de células apos 96 h de cutter@. vulgarisfoi obtida
quando se utilizou a manipulacdo pH=3,0 e 30% dkaga, atingindo 3,3 x 1@él
mL . Nesta condicdo (pH=3,0) as densidades celularasidroalga foram sempre
superiores as obtidas nos tratamentos controlepermtentemente da concentracdo de
vinhaca utilizada. Densidades celulares superiaoesontrole também foram obtidas
quando se utilizou pH=11,0, com excec¢éo da cormgidr 100% de vinhaga. Na
maxima concentragcdo de vinhaca utilizada (100%)na®res densidades celulares
foram verificadas nos tratamentos pH=3,0 e pH=3&eracdo, sendo superiores a
densidade celular média obtida nos tratamentosraient Nas concentracdes
intermediérias de vinhaca (50 e 70%), todas as pukatioes de pH refletiram em
densidades celulares superiores ao controle (pxG&86eto pH=11,0 + aeracao para
70%, enquanto as manipulaces envolvendo adicdimsiklfato de sodio, EDTA e
adsorcéao pela resina XAD-8 refletiram em valorespse inferiores ao controle.

Independentemente da concentragdo de vinhaczadali a manipulagdo com
resina XAD-8 resultou sempre nas menores densidimeslulas das microalga, ndo
ultrapassando 5x20cél mL. Resultados similares foram obtidos nos tratansento
envolvendo adicdo de EDTA e tiossulfato de sodish@s com densidades celulares

de ~1x1@ cél mL*em vinhaca 30%. Nas maiores concentracdes de wr(ra0%),
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as densidades celulares foram inferiores as doratentcom reducédo gradual no
namero de células diretamente relacionada ao aontentoncentracdo dos agentes
guelante e oxidante.

A figura 4 apresenta as taxas especificas de orestd obtidas durante os
cultivos deC. vulgarisem vinhaca submetida aos tratamentos do TIE. Osresa
valores foram verificados nas concentracdes intéidmas de vinhaca (30 — 70%) no
tratamento TIE pH=3,0 + aeracdo (~1;9),dsendo superiores & taxa especifica de
crescimento obtida no controle (1,06 + 0,04.dAs menores taxas especificas de
crescimento foram obtidas quando se utilizou anees{AD-8, sendo que, nesta

condicao, foram verificados os Gnicos valores infes a 0,6 d.
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Figura 4. Taxas especificas de crescimento (fi) de Chlorella vulgaris durante
cultivos em vinhaga. Tratamentos: A: pH=3,0; B: Ai;0; C: pH=3,0+aerac¢ao; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracéo; F: Tiossolfe sodio; G: EDTA; H: XAD-
8. o = Média dos tratamentos controle (n=24).

A figura 5 apresenta os valores finais de pH ddsir@as deC. vulgarisnos
diversos tratamentos TIE. Em geral, observa-se teandéncia de diminuicdo dos
valores de pH com o aumento das concentracdesnti@gd. Os menores valores
finais de pH foram registrados nos cultivos realosaem vinhaca adicionada de
tiossulfato de sédio, sendo inferiores a 5,5 arp@at concentragdo 50%, enquanto 0s
maiores valores (pHs 7,6 — 7,8) foram detectad@s manipulacdes TIE pH=3,0,
pH=11,0 e pH=11,0 + aeracéo, nos cultivos em viald®o. Nos frascos controle o
pH final médio foi de 6,44 + 0,51.
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Figura 5. Valores finais de pH apds 96 h de cultivo @e vulgaris em vinhaca
submetida aos tratamentos TIE. Tratamentos: A: pB=B: pH=11,0; C: pH=
3,0+aeracao; D: pHinicial+aeracgéo; E: pH=11,0+a®a€: Tiossulfato de sddio; G:
EDTA; H: XAD-8. o = Média dos tratamentos controle (n=24).

A concentracao final média de oxigénio dissolvidocontrole foi de 8,12 mg
L, enquanto nos frascos contendo vinhaca observodréstica reducdo da
concentracdo de Lapos as primeiras 24 h de cultivo, atingindo \edamédios de
0,29 mg [* em vinhaca 30% e aproximando-se de zero nas ceacéas superiores
do efluente (figura 6).

Nos frascos controle houve redugéo da condutiviéséEteéica do meio durante
o cultivo daC. vulgaris atingindo 0,29 + 0,08 mS ¢hao fim de 96 h. J& nos cultivos
em vinhaca nao se verificou uma tendéncia de redagéaumento da condutividade
elétrica, com oscilacdo dos valores durante o geriotal de cultivo. O aumento dos
valores de condutividade elétrica com o aumentacdasentragdes de vinhaga deve-
se a maior concentragdo de sais presentes nasemaioncentracbes do efluente
(Figura 7).
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Figura 6. Concentracdo de oxigénio dissolvido apdés 96 hdeascultivo deC.
vulgaris em vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0;p8=3,0+aeracéo; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracéo; F: Tiossolfe sodio; G: EDTA; H: XAD-
8. 0 = Média dos tratamentos controle (n=24).
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Figura 7. Condutividade elétrica (CE) apdés 96 h de cultdeC. vulgaris em
vinhaca. Tratamentos: A: pH=3,0; B: pH=11,0; C: p@Bkd+aeracdo; D:
pHinicial+aeracéo; E: pH=11,0+aeracéo; F: Tiossolfe sodio; G: EDTA; H: XAD-
8. 0 = Média dos tratamentos controle (n=24).
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4 Discussao

4.1 Ensaios preliminares visando selecionar as cantracbes de
tiossulfato de sddio, EDTA, resina XAD-8 e silica I8 para 0s experimentos com

vinhaca

Nos pré-testes realizados com tiossulfato de saslivalores de clorofila e
densidade 6ptica obtidos quando se utilizou 3,80% W do agente oxidante nao
diferiram dos valores observados no tratamentoralen{p>0,05), o que demonstra
gue ndo houve efeito toxico para a microalga. Aait8zar maiores concentracoes,
contudo, constatou-se toxicidade do reagente, clores de clorofilaa e densidade
dptica inferiores ao controle (p<0,05). De fatop@entracdes da ordem de>101 de
tiossulfato de sodio tem se mostrado toxicas pagén@roChlorella sp., inibindo o
crescimento e estimulando o acumulo de lipidiosmeroalga (Feng et al. 2005;
Singh e Mallick, 2014). O mesmo comportamento fmificado para o EDTA, com
reducédo significativa dos valores de clorofil@ densidade Optica quando utilizadas
concentracdes de M do agente quelante. Na maior concentracdo aealiéx10
M) houve efeito expressivo também no rendimentatic@d maximo do fotossistema
II, que apresentou valores decrescentes ja a plartfegundo dia de cultivo (dados
nao apresentados).

No ponto de saturacdo da resina XAD-8 (40%) adotsda o cultivo daC.
vulgaris a densidade 6ptica das amostras de vinhaca fozidal de 0,85 para 0,30
(Figura 1). A coloracao escura da vinhaca res@tprdsenca de compostos fendlicos,
como &cidos humico e tanico, melanoidinas, furfuiundos da hidrélise acida e
compostos caramelados gerados pelo superaquecinientacucares durante o
processo de destilacdo do etanol (Pant e Adhol9@7; Espafa-Gamboa et al.
2011). Logo, a reducdo da densidade Optica das teamosom 0 aumento da
concentracdo de resina XAD-8 confirma a adsorcéemecdo do material humico

presente na vinhaca.
4.2 Ensaios referentes aos procedimentos de TIE

A manipulacdo de pH para valores extremos como 08,011,0 afeta a

solubilidade, polaridade, estabilidade e especiagideterminados compostos, além
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de afetar a taxa de ionizacdo e, consequentementgropriedades fisico-quimicas
dos elementos. Com isso, estes compostos tém subspgmnibilidade alterada
(USEPA 1991, USEPA, 1992; Buratini et al. 2007)raPBuratini et al. (2007), os
extremos de pH afetam compostos como sulfetosnetos, enquanto SAIC (2003),
ao estabelecer um guia para planejamento e re@izdp TIE em sedimentos
aquaticos, ressalta que o aumento do pH removeieidade devido a sulfetos,
enquanto sua diminuicdo remove a toxicidade dexideesenca de amonia.

Em ambientes aquéticos a amonia se apresenta asbdatmas, uma ionizada
(fon aménio - NH") e uma néo ionizada (aménia - YHcujo equilibrio depende
principalmente do pH. Destas, a amonia livre §Néla forma mais toxica devido a
auséncia de carga e sua propriedade lipofilica,pggsibilita grande permeabilidade
através da membrana celular e rapida difusdo pareio interno (Collos e Harrison,
2014). A forma NH predomina em pHs elevados (> 8,0), enquanto caip@nio
predomina em pHs mais baixos (Hargreaves e Tu@4; Pereira e Mercante,
2005; Collos e Harrison, 2014) e € um nutrientm#soalgas.

A vinhacga utilizada nos estudos apresentou umaecwrag&ao inicial de 4,17
mg L™ de nitrogénio amoniacal (Tabela 1). Contudo, @®manipulacdes referentes
ao TIE o pH da vinhaca foi reajustado para 7,0 pasaltivo daC. vulgaris faixa em
gue praticamente todo o nitrogénio amoniacal eggéepte na forma do ion nutritivo
NH," (Hargreaves e Tucker, 2004; Collos e Harrison, P0B06s o carbono,
nitrogénio € o elemento mais importante para ocoremto microalgal, podendo ser
assimilado nas formas de nitrato (;Gu amonio (NH') (Grobbelaar, 2004). Para
Collos e Harrison (2014), NA seria a forma ideal de nitrogénio para as miceslg
uma vez que seu estado de oxidag&o elimina a mé@eéssle redugdo no interior da
célula, podendo entdo ser imediatamente utilizada p sintese de aminoacidos. Isso
pode ter ocorrido nas manipulacdes de pH=3,0 e pHsXesultando nas maiores
densidades celulares da microalga em 96 h de cultesmo quando utilizadas altas
concentragdes de vinhaca. Segundo Grobbelaar (20@#p de N como fonte de
N em cultivos microalgais pode acarretar reducaptdalo meio devido a liberagcéao
de ions H. Xin et al. (2010), avaliando o efeito de tréstésnde nitrogénio (uréia,
NOs e NH;") no crescimento e remogdo de nutrientes em eéludoiéstico pela
microalgaScenedesmusp., verificaram menor densidade celular e menmemscoes
de N e P quando a fonte utilizada foi NHato atribuido ao efeito inibitério causado

pela liberagcdo de Hno meio. No caso da vinhaga, provavelmente ha quiiilerio
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entre as varias formas do N e, por isso, ndo obasws queda de pH com o
crescimento algal.

Embora a manipulacdo TIE de pH=11,0 faga com ga@cpmente todas as
formas de N-amoniacal presentes na vinhaca transfarse na forma toxica (NH
o reajuste do pH para 7,0 ao inicio do cultivo eeadleslocar a especiacao do N para
a forma nutritiva, NH". Essa manipulacdo (TIE pH=11,0) resultou em dewsis
celulares de&. vulgarissuperiores ao tratamento controle, exceto em vanh8%, e
superiores as demais manipulacdes do TIE, excefopH=3,0. A caracterizacdo
fisico-quimica da vinhaca utilizada neste estudbespecifica a presenca ou auséncia
de sulfetos, uma vez que segue a norma P4.231 d&SH cujo objetivo é
estabelecer critérios e procedimentos para o amaaznto, transporte e aplicacédo da
vinhaca no solo (CETESB, 2006). Contudo, é relatageesenca de sulfato (2638 mg
LY e nitrogénio amoniacal (4,17 m@’L Sabendo que sulfetos se formam a partir da
reducdo de sulfatos e, além disso, tanto sulfet@stq nitrogénio amoniacal tém
origem nos processos de decomposicdo da matérénioag € provavel que o
derivado de enxofre estivesse presente na vinhagcansequentemente, tenha sido
afetado com a alteracdo do pH. Tal como o amérespaciacdo quimica dos sulfetos
esta intimamente relacionada ao pH. A forma maig&) HS, facilmente difundida
através de membranas celulares devido a ausénciarda elétrica, encontra-se
presente somente em pH < 7,0, enquanto a formatd8omina na amplitude de pH
7 —14 e, em pH 7,0, ha equilibrio entre as duasde quimicas (Lewis, 2010; Sousa
et al.; 2010; Lazzerini, 2013). Na presenca deoglorsulfeto de hidrogénio (8)
pode ser convertido a sulfato (§P(Vilmain et al., 2014), um importante nutriente
para as microalgas. A presenca de cloro em vinteagasido relatada na literatura
(Elia Neto e Nakahondo, 1995; Rolim et al., 20I®)sta forma, apds o ajuste do pH
da vinhaca para 7,0, passariam a estar presentgsgsira somente as formas;S@©
HS, ambas ndo causadoras de toxicidade, justificamduoelhor crescimento da
microalga nas manipula¢des de pH=3,0 e pH=11,0.

Uma vez que o efeito dos ions NH SQ™ foi semelhante em pH=3,0 e em
pH=11,0, a maior densidade de células Gle vulgaris em pH=3,0 pode estar
relacionada ao efeito da matéria organica. Suhistihdmicas existem sob diferentes
formas: acido humico, acido falvico e humina. Setpuhombardi (1995), acido
hamico corresponde a fracdo da substancia hunmscdtivel em pH<2,0 e soltvel em

pH basico, enquanto acido fulvico corresponde gafyasolivel em qualquer condicao
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de pH e humina refere-se a fracao insoluvel emogealcondicdo de pH. Em meio

acido, o acido humico se precipita na forma de yaglescuros e amorfos, podendo
combinar-se com elementos metalicos e formar hwsndéocéalcio ou de magnésio,

por exemplo. O &cido fulvico, por sua vez, apresesito conteldo de grupos

carboxilicos e menor massa molecular do que o lajrpedendo formar compostos

estaveis com Fe, Cu, Ca e Mg (Silva Filho e S)2; Gérgen, 2014).

Acidos hamico e fllvico encontram-se presentesimaaga (Arafat e Yassen,
2002; Tejada et al., 2007; Van Hoorn e Horst, 20&4)em pH=11,0, ambos
encontram-se soluveis. Em pH=3,0, contudo, o &ititkico encontra-se soluvel, mas
h& um inicio de polimerizacéo do acido humico. W&z que acido humico apresenta
estrutura complexa e ligacdo com metais mais fddeque &cido fulvico, sua
polimerizacdo em pH=3,0 pode ter contribuido parmelhor crescimento d&.
vulgaris nesta condicéo.

O menor crescimento de. vulgarisapés manipulacdo TIE XAD-8 pode ser
devido a remocado de elementos traco ligados aoariaiatorganicos dissolvidos que
foram removidos pela resina, independentemente aweatracdo de vinhaga
utilizada. A resina XAD-8 exerce uma adsorcao pegfeial pela fracdo hidrofébica
do material organico dissolvido (Grzybowski e Peowplak, 1992; IHSS, 2015),
representada pelos acidos humico e fulvico (MalmrMacCarthy, 1992; Pefia-
Méndez et al. 2005). Estes acidos, presentes ragan(Arafat e Yassen, 2002;
Tejada et al., 2007; Van Hoorn e Horst, 2014), pess estrutura composta
principalmente por C, H, O, N e S, que sao, bascée) os mesmos elementos
envolvidos no metabolismo das microalgas. Em pH &fho foi ajustada a vinhaga
antes do inicio dos experimentos, 0s grupos cdiboxi(COOH) dos acidos fulvicos
encontram-se desprotonados (CYD&) portanto, na forma em que aceitam com maior
facilidade os ions metalicos (Lombardi e Jardin@9Por encontrarem-se na fracao
coloidal, os &cidos humico e flalvico apresentanvagla reatividade (Silva Filho e
Silva, 2002), disponibilizando cétions e anionsndaneira constante ao longo do
tempo e garantindo equilibrio nutricional satisfemtdpara suportar o crescimento
microalgal. Ao se adicionar a resina XAD-8 estetdax foram provavelmente
removidos, levando consigo os nutrientes a elesplaxados e, consequentemente,
acarretando o pior crescimento microalgal dentrdazoas manipulacdes TIE

avaliadas.
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O comportamento semelhante @a vulgarisquando da adicdo de EDTA e
tiossulfato de sodio a vinhaca deve-se ao fatougeagnbos os reagentes tém efeito
similar na vinhaca, removendo metais catidnicosoecaso do tiossulfato de sodio,
agentes oxidantes como cloretos, brometos, iodetadfetos (Ayres, 1970; USEPA,
1991 e 1992; Buratini et al., 2007; Resgala Jal.e2012). Assim como para a resina
XAD-8, as baixas densidades celularesCdarulgarisobtidas quando da adicdo de
EDTA e tiossulfato de sodio podem ser justificapals auséncia de elementos-traco
importantes para o metabolismo microalgal, possieate presentes na vinhaga bruta
e removidos com a adicdo dos reagentes quelantedante. Quantidades traco de
metais catidbnicos como Fe, Mn, Zn, Cu, Cr e Nigém detectados em vinhaca
(Freire e Cortez, 2000; Christofoletti et al., 20%8va et al.; 2013). Esses elementos
sao importantes como componentes estrutural edativde enzimas envolvidas em
diversas vias metabolicas das microalgas. O elen@nt por exemplo, é constituinte
fundamental da citocromo oxidase, enzima assoeiadeansporte de elétrons durante
a fotossintese (Lourengo, 2006; Lombardi e Maldon2811). O elemento Mo, por
sua vez, é constituinte da nitrato redutase, enesonsavel pela reducdo do nitrato
em nitrito. O Zn € componente da anidrase carbpreoaolvida no transporte e
fixacdo de CQ e de outras enzimas envolvidas na transcricdoNid e da fosfatase
alcalina, enquanto o Mn compde tilacoides, clorstiola e a superoxido-dismutase,
responsavel pela remocéao de radicais superoxigaoddo interior das células, além
de atuar como co-fator de enzimas envolvidas nassdrde acidos graxos e no ciclo
de Krebs (Lourenco, 2006). Nas manipulacbes enmdlveadicdo de EDTA e
tiossulfato de sédio as maiores densidades deaséfatam verificadas em vinhaga
30% (1,1x16 cél mLY), diminuindo gradualmente com o aumento da conagé do
efluente (50% > 70% > 100%). Pode-se racionalirem ®ase em duas hipoteses:
uma da falta de nutrientes e outra de que um ealkeottmponente toxico tenha sido
removido e, com base na concentracdo de vinhagareaaconcentracdes de EDTA
e/ou tiossulfato de sédio seriam necessarias pagaaqconcentracdo do elemento
toxico fosse reduzida até a concentracdo preseatevimhaca 30% e, entéo,
teoricamente, crescimento celular da microalgaefaddido. Além disso, a limitagao
por luz parece ter sido evidente nas vinhacas coaicentradas.

As taxas especificas de crescimento obtidas ndiwvasilem vinhaca foram,
em geral, superiores as relatadas na literaturantiiro cultivo de microalgas em

diferentes efluentes. Yang et al. (2015), avaliamdemocao de nutrientes e producéo
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de lipidios deC. pyrenoidosaem efluentes da producéo de amido e etanol, ahtive
taxa de crescimento maxima de 0,56 @s autores apontam que a adicdo do efluente
de etanol possibilitou reduzir o tempo de retertgéicaulica das células da microalga
no biorreator, quando comparado aos resultadodazbtiurante cultivo somente no
efluente de amido. Também Olguin et al. (2015)tvando a cloroficedNeochloris
oleoabundangm um efluente biodigerido de vinhaca, obtiveraratde crescimento
de 0,28 &, mesmo utilizando baixa concentracéo do efluesfs) e suplementando o
meio com NaHC@ Trabalhando com efluentes municipais, Wang et(2009)
cultivaramChlorella sp. em amostras coletadas de diferentes pontpsodesso de
tratamento. Os autores obtiveram taxas de crestinten~ 0,4 @ nos cultivos em
efluentes prévio e posterior ao tanque de decamtpgénaria, e de 0,34 dapods
passagem pelo tanque de lodo ativado. No centnatoresiduo rico em nutrientes
gerado ap6s centrifugacdo do lodo, os autores evhtiv taxa de 0,957 valor
comparavel aos obtidos no presente estudo comganha

O maior valor final de pH (7,79) registrado na amtcacdo 30% de vinhaca
manipulada TIE pH=3,0 corrobora a maior densidadedlulas obtida nesta condi¢édo
de cultivo. No entanto, pH similar foi verificad@simanipulacdes TIE pH=11,0 e
pH=11,0 + aeracdo quando utilizada a mesma cor@@atrde vinhaca (30%) e, sob
estas condi¢des, menores densidades de célulaased® crescimento foram obtidas.
A reducédo do pH verificada com o aumento da conaefid de vinhaca pode estar
relacionada ao metabolismo heterotréfico de miecgaoismos contaminantes, além
da reduzida atividade fotossintética €a vulgaris em decorréncia de menor
penetracdo de luz. Esses resultados estédo de amrmos de Molinuevo-Salces et al.
(2013), que durante cultivo das microalgascystis sp. e Scenedesmusp. em
efluente da suinocultura, observaram crescimentoognismos heterotréficos
contaminantes. Nos cultivos em vinhaca com tioasulfie sédio foram verificados os
valores finais de pH mais baixos dentre todos disvos, sendo inferiores a 5,5 a
partir da concentracdo 50% de vinhaca. Neste @ssbaixos valores de pH podem
ser atribuidos ndo somente a contaminacdo bacieeiale outros heterétrofos, mas
também ao baixo crescimento da microalga frenteindtacdo de nutrientes
possivelmente causada pela adicdo do reagente.

A rapida deplecdo de oxigénio nos cultivosGlevulgarisse deve a intensa
atividade microbiana no interior dos frascos, urea gue a vinhaca traz em sua

composicao, além de elementos minerais, compost@sicos, células de leveduras
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(Larrahondo et al., 2000; Freire e Cortez, 2000cfaze Rojas, 2006; Medina, 2005)
e bactérias associadas (Espafia-Gamboa et al., 2&Eiln como as microalgas, estes
micro-organismos podem rapidamente crescer na génhama vez que encontram
ambiente favoravel devido principalmente ao cormeddyanico (Sue et al., 2011).
Assim, o oxigénio liberado pelas microalgas € comda pelas bactérias, que
decompdem a matéria organica presente no meio zrattudioxido de carbono, N e
P inorganicos que, por sua vez, poderéo ser aasinsilpelas microalgas (Valderrama
et al., 2002; Travieso et al., 2006). As baixasceotracoes de oxigénio dissolvido no
interior dos frascos nao afetaram o cresciment®€ daulgaris Haas et al. (2014),
avaliando o comportamento de 18 espécies de al@8sespécies de corais frente a
concentracdes ambientais (6 — 8 mt),lreduzidas (4 — 6 mg) e baixas (2 — 4 mg
LY de oxigénio, verificaram que as algas mostraranestremamente tolerantes,
suportando baixas concentracdes de oxigénio seiosefieletérios sobre a saude e
fisiologia celular. Segundo Banti et al. (2013pttaalgas quanto vegetais superiores
respondem a baixas concentracdes de oxigénio metddi seu metabolismo. Uma
vez que a privagdo de oxigénio compromete a praddgaATP e suprimento de
energia, sob condices de hipoxia (deficiénciaxdgémio) e andxia (auséncia total de
oxigénio) uma série de respostas moleculares e bdietas sdo ativadas nos
organismos fotossintetizantes, principalmente refexlas a alteracdo do
metabolismo  respiratorio  mitocondrial para fermeadta A cloroficea
Chlamydomonas reinhardtipor exemplo, € capaz de codificar uma série deras
especificas, normalmente associadas a organisraesios estritos, relacionadas ao
metabolismo fermentativo (Banti et al., 2018hlorella vulgaris por sua vez, foi
capaz de produzir acidos latico, acético e féormaém de pequenas quantidades de
diéxido de carbono e hidrogénio, atraves da feraggit de glicose (Syrett e Wong,
1963). Do ponto de vista da aplicacdo industridbaxa demanda de oxigénio pela
cepa deC. vulgarisusada nesta pesquisa pode ser um fator favoravelvem que,
conforme ressaltam Bastos et al. (2009), os aspeleanistura e agitacdo podem ser
limitantes para o escalonamento de processos.

A diminuicdo dos valores de condutividade eléteoa funcdo do tempo nos
cultivos deC. vulgarisera esperada, uma vez que com o crescimento ngalde
consumo dos nutrientes do meio. Nos cultivos enhaga, entretanto, n&do foi
detectada reducéo da condutividade, o que podasrianido ao consumo e producao

de ions concomitantemente, tanto pela microalgaitqupelos micro-organismos
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contaminantes. De acordo com Firstenberg-Eden @& ED@84), bactérias causam
aumento da condutividade elétrica devido a gerdedmetabdlitos carregados, como
acidos organicos, e da decomposi¢do de moléculasladdo entre condutividade e
atividade microbiana é tdo estreita que Maurer geG(1995) e Lyew e Sheppard
(2001) sugerem ser a condutividade uma medidaeitadida quantificacdo destes
micro-organismos. A vinhaca inicial apresentou ctivilade elétrica de 9,91 mS
cm* (Tabela 1), similar aos valores encontrados neatitea para este mesmo efluente
(Ferreira et al., 2011; Gariglio et al., 2014; Silet al., 2014). O aumento da
condutividade elétrica com o aumento da concergradd vinhaca € devido,
basicamente, a maior concentracdo de sais nasavaancentracdes do efluente.

Uma vez que, apods separacdo da biomassa microalga, finalidade
adequada devera ser dada a vinhaca, o valor datbaddde elétrica € especialmente
importante ja que, normalmente, a vinhaca é aicas lavouras da cana-de-agucar
como fertirrigagcdo. O cultivo da microalga em vighgoode levar a reducdo da
condutividade, pois parte dos nutrientes sera fomemado em biomassa algal, ainda
gue a condutividade seja posteriormente alterada pemunidade microbiana
presente na vinhaca. Isso pode favorecer o usesiduo pés-cultivo algal no solo.
No Brasil a aplicagcdo de vinhaca no solo € regutaada pela portaria P4.231 da
CETESB, que estabelece um volume maximo de vinhagx aplicado com base no
seu teor de potassio e nos teores atuais desterdlemo solo (CETESB, 2006) A
aplicacao de vinhaca no solo pode levar ao auntantmncentracdo de cations (Silva
et al., 2006; Bebé et al., 2009). Contudo, as pdpdes do solo nem sempre sdo
afetadas (Brito et al., 2009; Silva et al., 20FHtando 0 maior ou menor efeito da
vinhaca relacionado a sua concentracdo e as aadstictess do solo em si.

O maior crescimento d€. vulgarisobtido nos cultivos em pH=3,0 deveu-se,
possivelmente, a maior disponibilidade de nutrientessa condicdo, na forma dos
fons NH," e SQ", além do efeito da matéria organica com predongiaade acido
fulvico, diferentemente do que ocorreu quando gieau tiossulfato de sédio, EDTA
ou a resina XAD-8. Assim, nas condi¢cdes experimerd@aliadas, ndo se pode
afirmar que a vinhaca apresenta elementos efetivi@nté@xicos a microalga, podendo
0 baixo crescimento nas maiores concentragdesnti@ga estar relacionado a outros
fatores, como pressado osmdtica, presenca de meisamiou efeito direto da baixa
intensidade luminosa penetrante nas elevadas doac@es do residuo. Ramirez et al.

(2014), durante cultivo deéscenedesmusp., verificaram maior crescimento da
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microalga em concentracdes de vinhaca de até 4iyiado o menor crescimento
em concentracdes superiores a limitacdo de luzadaupela coloracdo escura do
efluente. Também Valderrama et al. (2002) atribweroultivo deC. vulgaris em
somente 10% de um efluente oriundo da producaantiaga e 4cido citrico ao efeito
deletério que a coloracdo escura provoca no crestarmicroalgal. Pant e Adholeya
(2007) e Romanholo-Ferreira et al. (2011) apontam ag melanoidinas, compostos
recalcitrantes de alta massa molecular responspekiscoloracdo escura da vinhaca,
sao frequentemente toxicas aos microganismos. Nest@lo, Romanholo Ferreira et
al. (2011) utilizaram o fungdleurotus sajor-cajupara tratamento da vinhaca,
obtendo reducdes de ~ 83% da DQO, 99% da colora¢dd 00% da turbidez do
efluente. Posteriormente, os autores conduziratestee toxicidade com a microalga
Pseudokirchneriella subcapitataas vinhagas pura e tratada e observaram uma
concentracdo de inibicdo 9 vezes maior quandaatit o efluente puro, sugerindo
que o tratamento com. sajor-cajufoi efetivo para a reducdo do efeito toéxico da
vinhaca. Conforme ressaltam Hirano et al. (1994)oekoshi e Gomyo (2014), as
melanoidinas se precipitam em pH<2,5. Logo, agw&a o0 pH da vinhaca para 3,0
pode ter havido um inicio de polimerizacédo destespostos, 0 que também poderia
contribuir para o melhor crescimento da microalgsta condicao.

Por fim, é possivel que altas concentragfes deagalttenham exercido um
efeito deletério no crescimento microalgal devidelévada condutividade, podendo
resultar em problemas de pressédo osmoética a c8letando Andrade et al. (2008), a
concentracdo de sais dissolvidos contribui pararesspo osmoética do meio,
influenciando a fisiologia celular da microalga e@nposicdo da biomassa final.
Uma vez que a condutividade elétrica constituirsemedida indireta da concentracdo
total de sais sollveis presentes numa solucdo EN&ilbo et al., 2000) e que a
vinhaca (14,45 + 2,92 mS ¢ vinhaca 100%) apresentou valores de condutieidad
até 44 vezes maiores do que o meio de cultura ligh@0,33 + 0,06 mS cil), pode-
se inferir que, ao ser transferida de um meio Soatgara um efluente com elevada
condutividade, &. vulgaristenha sofrido efeitos deletérios. Em um estudocaceo
efeito do incremento salino na integridade de est@sBas naturais, Goncalves (2006)
avaliou trés espécies de algas clorofic@ae(dokirchneriella subcaptat&hlorella
vulgarise Pandorina murum As microalgas foram cultivadas em meio MBL (mari
biological culture) com concentracdes crescentesaf®l (de 0 a 14 g't) e, embora

C. vulgaristenha se mostrado mais halotolerante do que asislespécies, todas
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mostraram-se sensiveis as concentracdes cresamtB®Cl. Hiremath e Mathad
(2010) avaliaram o impacto da salinidade na figigl@ composicao bioquimica Ge
vulgaris. Para isso, cultivaram a microalga em meio Boldesunentando com NaCl
(0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 M) durante 30 dias. Os autolbeservaram inibicdo dos teores de
proteina e carotendides em todas as concentragd®gnto no contetudo de clorofila
em 0,1 e 0,2 M de NaCl e aumento do conteudo dmickatos até 0,3 M de NaCl.
Kadioglu e Algur (1992) estudaram o efeito de @ifes concentragcées de vinhaca
(1; 2,5; 5; 10 e 25%) nos parametros de crescimgatmicroalgaChlamydomonas
reinhardii. Os autores verificaram aumento nos teores deftbor e b, carotendides
e numero de células quando utilizadas concentragéeaté 5% do residuo, mas
reducdo significativa do numero de células nas exnacdes maiores. Segundo 0s
autores, tal efeito pode ser atribuido a press@ootisa ou, ainda, a presenca de
metais toxicos nos meios contendo vinhaca. SegBotoert et al. (1995 citado por
Hiremath e Mathad, 2010), sob condicdes de estrasseélulas desenvolvem uma
série de estratégias adaptativas, incluindo aflesaqos padrdes morfolégicos e de
crescimento, bem como nos processos bioguimicossi@logicos, levando ao
acumulo de solutos organicos em seu interior. D@ f@esta pesquisa observou-se
que, quando cultivada nas maiores concentracogmbaca,C. vulgarisapresentou,
aparentemente, maior volume celular do que quanfivadda em meio LC Oligo ou
sob baixas concentragdes de vinhaga.

O presente estudo demonstrou que o ajuste de pdidoncipal responsavel,
dentre os tratamentos avaliados, pelo maior crestondeClorella vulgarisquando
cultivada em vinhaca. As manipula¢gbes TIE de pH=8,0H=11,0 refletiram em
densidades de células da microalga sempre super@oe tratamento controle,
independentemente da concentracdo de vinhaca adtlizcom excecdo da
concentracdo 100% de vinhaca submetida a pH=1bjtsi@erando a importancia da
vinhaca como fonte de nutrientes para as lavoueasaha-de-acucar, o cultivo
microalgal poderia ser realizado previamente acates do efluente nos canaviais,
nao comprometendo o fornecimento de agua e nwdsegodéra a cana-de-agucar. O
comportamento d&. vulgaris nas concentracdes intermediarias de vinhaca (30 —
70%) demonstra a potencialidade de aplicacdo deftiente pré-tratado para o
cultivo microalgal, com geracdo de biomassa deaelevpotencial biotecnolégico

concomitantemente ao reldso deste abundante efluente
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DE CHLORELLA VULGARIS E DO CONSORCIO
MICROBIANO CULTIVADO EM VINHACA PRE-TRATADA

Resumo
O cultivo de microalgas em aguas residuarias tdm@ioposto como alternativa para

reduzir os custos de produgdo da biomassa e, caacdemente, diminuir o
potencial poluente dos efluentes. Em grande esnalagntanto, a esterilizacdo de
efluentes ndo é viavel. Isso leva a ocorréncianteracdes, benéficas ou nédo, entre
microalgas, fungos e bactérias. O objetivo destadesfoi cultivar a microalga
Chlorella vulgarisem vinhaca pré-tratada e em meio de cultura gotétrealizar a
biosprospeccédo de micro-organismos heterotréficwarde o cultivo microalgal. Os
isolados foram caracterizados quanto a producacaaéo indolacético (AIA),
solubilizacdo de fosfato inorganico e fixacdo dieogénio, apresentando resultados
promissores no tocante a sua futura utilizacdo comganismos promotores de
crescimento. A microalga apresentou crescimentezés maior em vinhaca do que
em meio sintético, atingindo 3,5X16&l mL* em 96 horas de cultivo. O crescimento
de micro-organismos associados parece nao tedafeegativamente o crescimento
microalgal. A biomassa produzida (alga + bactériapjesentou produtividade
protéica de 15,57 mgLdia’ e houve diminuicdo dos teores de nitrogénio, sylfa
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda auaindie oxigénio (DQO),
carbono orgéanico total (COT) e nitrogénio total {Mi& vinhaca inicial. Os resultados
demonstram possibilidade de cultivo @e vulgarisem vinhaga, apesar da elevada

carga microbiana associada ao efluente.

Palavras-chave:Efluente; Contaminacao; Bactérias; Promotores egcomento.
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CHAPTER 3

CHARACTERIZATION OF THE CHLORELLA VULGARIS AND THE
MICROBIAL CONSORTIUM CULTURED IN PRETREATED VINASSE

Abstract

The cultivation of microalgae in wastewaters hasnbproposed as an alternative to
reduce the production costs of biomass and coneotiyt reduce the polluting
potential of the effluents. Considering that theriization of effluents is not feasible
on a large scale, interactions involving microalgaegi and bacteria can occur and
these interactions can be beneficial or not. The @fi this work was to cultivate the
microalgaeChlorella vulgarisin pretreated vinasse and in synthetic cultureiomed
and perform the biosprospection of heterotrophiccragrganisms during the
microalgal cultivation. The isolates were chardetst regarding its potential for the
production of indole acetic acid (IAA), solubilizat of inorganic phosphate and
nitrogen fixation, with promising results concemints future use as growth
promoters organisms. The microalga achieved 4 timese biomass in vinasse
compared to the synthetic medium, reaching 3.5xd@ls mL* in 96 hours
cultivation. The growth of associated microorgarssdid not affect the microalgal
growth. The produced biomass (algae + bacteriajvetioprotein productivity of
15.57 mg [* day* and a decrease in the contents of nitrogen, sulfsibchemical
oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand (C@ig| organic carbon (TOC)
and total nitrogen (TN) of the vinasse were obtdinEhe resultslemonstrate the
possibility of growth ofC. vulgaris in vinasse despite the high microbial load

associated to the effluent.

Keywords: Wastewater; Contamination; Bacteria; Growth proomti
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1 Introducao

Nas ultimas décadas, o cultivo de microalgas enasigesiduarias tem sido
sugerido como forma de, concomitantemente a reddgii@custos de producao destes
micro-organismos, obter elevadas densidades d@sdueduzir o potencial poluente
dos efluentes (Ruiz-Marin et al., 2010; Li et a011; Wang et al., 2012; Olguin et
al., 2015). O uso de aguas residuarias para csltiviaroalgais mostra-se sugestivo
pelo fato de que estes efluentes, especialmentedeosorigem agroindustrial,
apresentam elevado contetdo de nitrogénio e fgsbmm como outros elementos
importantes para o crescimento microalgal (Warey.e008; Maroneze et al., 2013).
Efluentes, contudo, tendem a apresentar maior e@aaalde fisica, quimica e
biologica do que meios de cultura sintéticos, pddeexigir tratamentos prévios ou
diluicdes para suportar adequado crescimento mgab&adioglu e Algur, 1992;
Valderrama et al., 2002; Wang et al., 2012; Cand2@d5).

Uma vez que a esterilizacdo de efluentes ndo élvidns pontos de vista
econdmico e energético, a presenca de micro-orgasisheterotroficos como
bactérias, fungos e leveduras é inevitavel emvadtmicroalgais. Assim, dependendo
do tipo de micro-organismo, poderdo ocorrer in@eaghenéficas ou ndo, que podem
interferir no crescimento da microalga cultivadain§os e bactérias tendem a
apresentar maior velocidade de crescimento do geatgas (Cho et al., 2011; Sue
et al., 2011), podendo tornar o meio de cultivocop@, consequentemente, reduzir a
penetracdo de luz no sistema. Neste sentido, espéeialgas mixotréficas assumem
especial importancia, uma vez que sob baixa luridads ou na auséncia de luz séao
capazes de utilizar a matéria organica como foeteerkrgia para seus processos
metabolicos (Chojnacka e Marquez-Rocha, 2004; Feeszia et al.,, 2011). No
tocante aos micro-organismos associados ao cuttivooalgal, se por um lado a
coexisténcia pode levar & competicdo por recurBashfnan et al., 2006; Cho et al.,
2011; Sue et al., 2011), por outro ha trabalhos sjgerem uma relacdo benéfica
entre 0os micro-organismos. A medida que os hetfostrdecompdem a matéria
organica, hé liberagdo de €© nutrientes, que sédo assimilados pela micro&gia,
por sua vez, libera Odurante o processo fotossintético, possibilitaadiividade de
degradacdo bacteriana e, consequentemente, levandioninuicdo da demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) do efluente origin&héntala et al., 2009). Além

disso, bactérias e microalgas podem utilizar difier® substratos para seus processos
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metabolicos, de modo a reduzir os efeitos advedsosompeticdo (Tuchman et al.,
2006).

Em agricultura, é frequente a utilizacdo de baa$écomo inoculantes visando
aumentar a produtividade vegetal. Estas bactégashecidas como bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP), desem uma associacdo intima
com a planta hospedeira e sdo especialmente eéisiem adquirir nutrientes, seja
através da fixagdo bioldgica de nitrogénio (BaldaBialdani, 2005), da solubiliza¢ao
de fosfatos (Nautiyal, 1999; Hara e Oliveira, 200®rma et al., 2011) ou pela
producdo de auxinas reguladoras do crescimentotale(feedrinho et al., 2010;
Verma et al., 2011; Andrade et al.,, 2014). Receatge esta pratica tem sido
avaliada em cultivos microalgais, possibilitandonantar a quantidade de biomassa
produzida através da inoculacdo de bactérias dosrggBacillus sp. (Hernandez et
al., 2009) e, especialment&zospirillumsp. (Gonzalez e Bashan, 2000; de-Bashan et
al., 2002, 2004, 2008).

A vinhaca € o principal residuo gerado durante acgsso de producdo de
etanol. Estima-se que, na safra atual, sejam prok28,66 bilhdes de litros de
etanol (CONAB, 2015) e um volume de aproximadam@&é@ bilhdes de litros de
vinhaca. A vinhaca apresenta elevados teores dérina@irganica e sais inorganicos
como sulfatos e fosfatos, além de calcio, sddicagméasio (Larrahondo et al., 2000;
Freire e Cortez, 2000; Cazetta e Celligoi, 2005did&, 2005; Garcia e Rojas, 2006).
Devido a sua abundéancia e riqueza nutricional, effitente tem sido estudado como
meio para o cultivo e producdo microalgal, sendssp@l obter, com baixas
concentragbes de vinhaga, concentracfes de cétuéasmas ou superiores as
verificadas em cultivos convencionais em meiosicds (Oliveira e Caceres, 1986;
Kadioglu e Algur, 1992; Oztiurk e Demir, 2001; Baab et al., 2010; Coca et al.,
2014).

Na literatura, sdo escassos trabalhos que avaligmeriil da comunidade
heterotréfica associada aos cultivos de microakyasefluentes. Ao contrario da
biomassa utilizada para aplicacfes industriais rendeéuticas, biofertilizantes e
biocombustiveis ndo exigem culturas puras de mgasa (Cho et al.,, 2011,
Marchello et al., 2015), possibilitando a utilizacée efluentes para a producéo
microalgal. No entanto, o monitoramento microbianhmecesséario, uma vez que
fungos e bactérias podem afetar a qualidade e asgaurdo produto final

(Mahadevaswamy e Venkataraman, 1981). Mahadevaswavgnkataraman (1981)
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cultivaram a cloroficeeéScenedesmus acutusn tanques abertos e quantificaram
bactérias, fungos e leveduras. Segundo os au@nespulacdo bacteriana aumentou
com o tempo de cultivo microalgal, especialmentango se introduziu melago (100
mg L") e CQ (30 L h') ao meio. Os autores identificaram 8 espéciesadeébias do
géneroMicrococcussp. e 9 espécies do gén@&acillus sp. Seis isolados nao foram
identificados e micro-organismos patogénicos, c@almonellasp. eStaphylococcus
sp., ndo foram detectados. Mezzari et al. (2013limam as interacbes entre
bactérias nativas de um efluente da suinocultueamicroalgaChlorella vulgaris
durante processo de biodigestdo anaerdbica donedlu®s autores relacionaram a
maior reducdo de nitrato com a fase de maior eresuo das bactérias, além de
diminuicdo nos teores de oxigénio dissolvido ndaeads autores, no entanto, ndo
buscaram isolar e identificar a microbiota nativavadvida no processo.
Recentemente, Marino-Marmolejo et al. (2015) avairaa microbiota associada ao
lodo final gerado durante processo de biogestderébia de vinhaca de tequila. Os
autores constataram presenca exclusiva de bactédi@e-tolerantes do género
Clostridiumsp.; contudo, esse trabalho ndo envolveu cultiiaraalgal. Mesmo em
cultivos néo residuais, bactérias tém sido relatadeno intimamente associadas as
microalgas. Le Chevanton et al. (2013) isolaramdentificaram 48 espécies
bacterianas em diferentes culturas de microalgasnh@s. Os isolados foram
classificados em 6 classes distintas e, duranteoaultocvo com Dunaliella sp.,
observou-se efeitos inibitorios ou estimulantesiéraalga, dependendo do isolado
utilizado. Kim et al. (2014) identificaram bactéri@los géneroRRhizobiumsp.,
Mesorhizobiunsp., Shinellasp.,Flavobacteriumsp. ePseudomonasp. intimamente
associadas a culturas d€hlamydomonas reinhardtii Chlorella vulgaris
Scenedesmusp. eBotryococcus brauniiOs autores também verificaram aumento de
72% no crescimento de€€. vulgaris quando cocultivada conRhizobium sp.
previamente isolada. Em se tratando de microafgeapromotores de crescimento séo
ainda pouco estudados e, nesse sentido, esta geesgun contribuir com informacgdes
importantes para a elucidacdo de problemas e mab#lo do cultivo de microalgas
em vinhaca.

O objetivo deste trabalho foi cultivar a clorofic€lorella vulgaris em
vinhaca pré-tratada e realizar a bioprospeccaontos-organismos heterotroficos

associados aos cultivos microalgais em meio soatéd em vinhaca. Com isso,
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pretende-se identificar espécies microbianas qasgmo ser usadas como promotoras

de crescimento de microalgas em futuros cultivageaigais.

2 Material e Métodos

Cultivo em vinhaca pré-tratada
A vinhaca utilizada no estudo foi gentiimente cedjgkla Usina Sao Joao

(Araras, SP), sendo coletada diretamente de collmaestilacdo a aproximadamente
90°C. Apos resfriamento natural a vinhaca foidds em uma sequéncia de peneiras
granulométricas (0,590; 0,210; 0,177; 0,125 e 0,658 de abertura; Telastem,
Brasil), acondicionada em garrafas plasticas (pldi®) e congelada. No momento
da sua utilizacéo a vinhaca foi descongelada, ibegeuida (2516 >g, 10 min, Thermo
Scientific, USA), filtrada em membranas de fibra ddro (~1,0 um, Macherey-
Nagel®) e teve seu pH ajustado para 3,0 + 0,1 (h&mentific LS, Brasil), com base
nos resultados obtidos em experimentos prévios daiagdo e Identificacdo da
Toxicidade (TIE) de vinhaca pathlorella vulgaris(Capitulo 2). Apés um periodo
de repouso de 2 horas (Barbosa, 2010; Melo, 2@%2)alores de pH foram ajustados
para 7,0 + 0,1 e a vinhaca foi usada em concemtrded30%, diluida em agua
destilada previamente autoclavada. A caracteriza{sico-quimica da vinhaca
utilizada no estudo, apos ajuste do pH para 7t,agsesentada na Tabela 1.

O ensaio consistiu em frascos Erlenmeyers de 50@ontendo 200 mL de
cultura da microalgaChlorella vulgaris em vinhaga 30% e em meio LC Oligo
(AFNOR, 1980). A microalga foi mantida e propagada Laboratério de
Biotecnologia de Algas da UFSCar em meio de cultu€aOligo, em condicdes
controladas de temperatura (23 + 2 °C) e luminosida50 + 10 pmol ms?), com
fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro). As mestoadices foram adotadas para
o cultivo em vinhaca. Em cada frasco, foram inctaga18 células mr'de C.
vulgaris, a partir de uma cultura em fase exponencial dscanento previamente
centrifugada (906 ») e cuja viabilidade foi avaliada em fluordmetro piglso e
amplitude modulada (Phyto-PAM, Walz, Alemanha)aad#s do rendimento quantico
méximo do fotossistema Il com adaptacéo das cgaa0 minutos no escuro.
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Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca antesp@s cultivo deC.
vulgaris DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demamgdmica de
oxigénio; COT: Carbono organico total; NT: Nitrog&rorganico total. Teores de
K,0 em kg ni; condutividade elétrica em pS ¢mdemais valores em mg'L

Parametrd Antes cultivo  Apd6s cultivo
Sdlidos suspensos totais 175 160
Dureza calculada 669,7 651,5
Condutividade elétrica 5658 5317
N nitrico (NG) <114 <114
N nitroso (NQ) <0,3 <0,3
N amoniacal (NH) 0,178 0,108
N Kjeldahl 43,7 29,1
Sadio 533 525
Célcio 179 175
Potéssio 683 660
Magneésio 54,1 52,1
Sulfato 912 756
Fosfato <2,0 <20
DBO 5 dias 5084 3137
DQO 6988 5564
Teor de KO 0,82 0,80
COoT 2143 1878
NT 34,72 21,88
pH 6,61 7,07

Monitoramento do crescimento microbiano
O experimento foi conduzido durante 96 horas, cormnstragens diarias para

acompanhamento dos perfis de crescimento microb@moescimento d€. vulgaris

foi monitorado por contagem direta em microscopjmiod (Biofocus, Brasil)
utilizando camara de Fuchs-Rosenthal. Para acomapasiito da microbiota
heterotréfica associada aos cultivos, aliquotasOfleuL foram plaqueadas em meios
de cultura PCA (Plate Count Agar - Tryptone glucgsast Agar, OXOID, Inglaterra)

e Sabouraud (Sabouraud dextrose agar, HiMediag)inchm incubac&o durante 24 e
96 horas a 30 °C (Quimis, Brasil). O plagueameoitdeito tanto para os cultivos em
vinhagca como para os frascos controle (LC Oligdijizando diferentes diluicdes
conforme a necessidade. Dos cultivos em vinhagarfaambém plaqueadas aliquotas
em meio PCA para crescimento em jarra de anae®#osaerobac, Probac, Brasil),

no primeiro e no ultimo dia de experimento, conubacao a 25 °C durante 96 horas.

! Andlises realizadas pela ASL — Andlises Ambient@so Claro — SP), exceto COT e NT.
Metodologia em anexo.
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O crescimento microbiano foi avaliado através detagem direta do namero de
colénias, com auxilio de contador de colénias (Rhokuferco CP 602, Brasil). A
caracterizagdo fisico-quimica da vinhaca ap6s tivoumicroalgal encontra-se na
Tabela 1.

Caracterizagao da microbiota cultivada em vinhaca
Aliquotas dos cultivos d€. vulgarisforam coletadas na fase exponencial de

crescimento da microalga e no ultimo dia de culpaca serem caracterizadas quanto
aos teores de proteinas (Bradford, 1976) e cawdiosir(Albalasmeh et al., 2013).
Colbnias distintas observadas nas placas PCA euSalib foram identificadas e
caracterizadas visualmente, isoladas em meio P@évamente crescidas em tubos
invertidos contendo meios TSA (Tryptone soya Agau) Sabouraud, conforme a
procedéncia do isolado, para conservacao. Paestestde caracterizacao fisiologica
os isolados foram previamente crescidos em meio TBfptone soya broth,
OXOID, Inglaterra) durante 48 horas e inoculados moeios especificos para
avaliacdo da producdo de acido indolacético (AlAxacdo de nitrogénio e
solubilizacéo de fosfato inorganico. Para avaliagdgroducdo de AIA adaptou-se a
metodologia proposta por Bric et al. (1991), comscimento dos isolados em meio
TSB 10% contendo 5 mM de L-triptofano durante 72akoa 28 °C, sob agitacao
constante (Incubadora refrigerada MA 830, MarcBnasil). A quantificacdo do AIA
produzido se deu através do método colorimétriam @dicdo do reagente de
Salkovski (Gordon e Weber, 1951) e, ap0s incubgg#o30 minutos no escuro,
leitura em espectrofotometro a 520 nm. Os isolddi@sn classificados como baixos
produtores de AIA (< 20 pg mfl), produtores intermediarios (20 — 70 pg Hle
altamente produtores (> 70 pg MLPara o teste de fixacdo de nitrogénio utilizeu-s
meio NFb semi-solido (Doébereiner et al., 1995), cameubacdo dos micro-
organismos durante 72 horas a 28 °C. A presengaalale crescimento, associada ou
ndo a mudanca de coloragdo do meio de cultivoadlmtada como indicativa da
capacidade do micro-organismo fixar nitrogénio.aParteste de solubilizacdo de
fosfato utilizou-se meio contendo fosfato insolyvehseando-se nas metodologias
propostas por Nautiyal (1999) e Verma et al. (20@bm incubacdo dos micro-
organismos durante 15 dias a 28 °C. Os diame®dsids colbnias e dos halos de

inibicdo, percebidos como areas translicidas aorrdds colonias, foram medidos
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aos 5, 10 e 15 dias. A partir destas medidas fotatidos indices de Solubilizac&o [IS
= ® halo (mm) /® colénia (mm)] para cada isolado (Hara e Olive2@)5) e, com
base nos valores de IS, os isolados foram claagdi por potencial de solubilizacéo
como néo solubilizadores (NS; IS = 0), pouco sdizdmores (IS < 2,0) e altamente
solubilizadores de fosfato inorganico §2,0).

Todos os ensaios foram conduzidos em triplicathzamido delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados foram stitbosea analise de variancia
(ANOVA) e testes de Tukey a 5%, conforme a necassid

3 Resultados

As Figuras 1 e 2 apresentam os perfis de cresamunmicroalgaChlorella
vulgaris e dos micro-organismos associados ao cultivo mlgab em vinhaca e em
meio LC Oligo. Ao final de 96 h, o cultivo em virgegaresultou em maior densidade
celular deC. vulgaris,atingindo 3,5x10cél mL?*, aproximadamente 4 vezes mais do
que o valor observado no cultivo controle em meiteico. Na fase exponencial de
crescimento a microalga apresentou taxas de crestinue 0,98 + 0,03 e 0,79 +
0,06 d' para os cultivos em vinhaca e em meio LC Oligmifme), respectivamente.

Em meio LC Oligo o numero de colénias microbianasidas em placas
contendo PCA aumentou aproximadamente 4x (1,7 x16'6JFC mL?) durante o
periodo de cultivo (Figura 2), enquanto no cultera vinhaca esse aumento foi de
316x (7,9x16 — 2,5x18 UFC mL?*; Figura 1). Em 24 h, ndo houve crescimento
microbiano nas placas Sabouraud oriundas do cudtivaneio LC Oligo (Figura 2),
enquanto o cultivo em vinhaca apresentou valoresrdem de 7x1OUFC mL* a
partir do terceiro dia de cultivo (Figura 1). Nasaios com vinhacga o crescimento de
micro-organismos heterotroficos, tanto em placa Pfi@anto em Sabouraud, foi
maior nos trés primeiros dias de cultivo e, a palfdi, a contagem de bactérias se

manteve em TOUFC mL* e a de bolores e leveduras erfi W6C mL* (Figura 1).
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Figura 1. Crescimento d€. vulgaris(m; cél mL™Y) e de micro-organismos associados

ao seu cultivo em meios PCA;(UFC mL') e SabouraudAl UFC mL?") durante
cultivo em vinhaca pré-tratada.
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Figura 2. Crescimento d€. vulgaris(m; cél mL™Y) e de micro-organismos associados
ao seu cultivo em meio PCA{UFC mL?) durante cultivo em meio LC Oligo.
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Foram identificadas 54 morfologias distintas derororganismos nas placas
PCA e Sabouraud oriundas dos cultivos em vinhaga eneio LC Oligo (Figura 3).
Contudo, uma vez que a identificacado foi somensealj ndo se pode afirmar que
todos os isolados séo de fato diferentes. O maioreno de isolados foi proveniente
das placas PCA inoculadas com vinhaca (33,3%), amiquo menor numero foi
obtido nas placas Sabouraud inoculadas com o n@i®ligo (11,1%). Neste caso,
verificou-se contagem microbiana somente apdés 86 imcubacdo, ao contrario dos
demais tratamentos, sugerindo a presenca de migasismos de crescimento lento e

nao mensuraveis com 24 h de incubacéao.

33

/ 14,8%

11,1%

24,1%

Figura 3. Porcentagem de isolados microbianos obtidos dguelamento em meios
PCA e Sabouraud de aliquotas de vinhaca e meio llgd Cultivados comChorella
vulgaris Branco: PCA Vinhaca; Preto: PCA Controle; Cindar@ Sabouraud
vinhaca; Cinza escuro: Sabouraud Controle; HaclourBE€A Vinhaca em jarra de
anaerobiose.

Do total de isolados, 10 ndo se mostraram cultigdmes meios de cultura
utilizados. Baseando-se nas caracteristicas fgitd8, os isolados cultivaveis foram
classificados em 18 grupos (Tabela 2), predominasdarodutores intermediarios de
AlA, fixadores de nitrogénio e medianamente solsbdores de fosfato inorganico
(20,4%), seguido dos micro-organismos com baixaygao de AlA, n&o fixadores
de nitrogénio e pouco solubilizadores de fosfatwrgénico (15,91%). Nenhum dos
isolados procedentes de placas Sabouraud (bololegeduras) foi capaz de fixar
nitrogénio e solubilizar fosfato inorganico, no arib, 50% destes isolados foram
classificados como altamente produtores de AlA.ig0$ados oriundos das placas

mantidas em jarra de anaerobiose mostraram-se camaerobios facultativos.



73

Nenhum destes isolados foi capaz de fixar nitragé@nitodos foram classificados
como baixos solubilizadores de fosfato inorganigo<2,0).

Em 96 h de cultivo, o crescimento @e vulgaris bem como dos micro-
organismos associados ao cultivo microalgal, resudm redugcdo dos teores de
nitrogénio total (33,4%) e amoniacal (39,3%), dolfél7%), DBO (38,2%), DQO
(20,4%), COT (12,4%) e NT (37%), contribuindo panalhoria da qualidade do

efluente final (Tabela 1).

Tabela 2 Caracterizacao fisioloégica dos micro-organismokliv@veis isolados de
meios PCA e Sabouraud a partir de vinhaca e de if@i®ligo cultivados com

Chlorella vulgaris

Grupo AIA (ugmLY)  Fixacdo N Solubilizacdio P Isolados (%)

G1 NS 0
G2 + IS < 2.0 0
G3 IS>2.0 23
G4 <20 NS 6,8
G5 i IS < 2.0 15,9
G6 IS>2,0 0
G7 NS 0
G8 + IS < 2.0 20,5
Go 1S> 2.0 13,6
G10 20-70 NS 0
G11 i IS < 2.0 6,8
G12 IS>2,0 6,8
G13 NS 0
G14 + IS < 2.0 2.3
G15 >70 IS>2,0 2.3
G16 NS 9.1
G17 i IS < 2.0 11,4
G18 IS>2,0 2.3

A biomassa produzida em vinhaca, compostaQidorella vulgarise pelos
micro-organismos heterotréficos, apresentou meear de carboidratos e conteudo
protéico semelhante nas fases exponencial e fmar@scimento da microalga, com
razBes proteina/carboidrato (P:C) de 2,75 e 3g&pectivamente. No meio LC Oligo
a biomassa final apresentou maior concentracédoadeoidratos e teor protéico
semelhante nas fases exponencial e final do crestimmicroalgal, com razdes P:C

de 2,01 e 0,68, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 Composicdo bioquimica da biomassa produzida teiranltivo deC.
vulgaris em vinhaca e em meio LC Oligo. Médias seguidaa pgésma letra, nas

linhas, ndo diferem entre si pelo teste de TukBY%ade significancia. Valores em pg

cél™.
Tratamento Vinhaca LC Oligo
Fase exponencial Fase final  Fase exponencial Hade f
Proteinas 26,22 a 19,51 ab 12,79 bc 9,48 c
Carboidratos 9,68 a 6,00 b 6,36 b 13,89 c
Razéo P:C 2,75 ab 3,25a 201b 0,68 c
4 Discussao

A maior densidade de células @e vulgaris obtida em vinhaca pré-tratada,
comparativamente ao cultivo em meio sintético, destra a habilidade desta espécie
crescer em um meio rico em matéria organica. Unmmaquee a vinhaga apresenta
coloracdo escura, isso sugere a possibilidade deoatga ter utilizado mecanismos
mixotréficos ou heterotroficos para seu crescimeride fato, a literatura tem
demonstrado que alguns génerotiorella, comoC. vulgaris C. pyrenoidosa C.
minutissima apresentam metabolismo mixotréfico, sendo possiMater maior
crescimento nestas condi¢cdes do que em cultivamdtdtroficos. Bhatnagar et al.
(2011) avaliaram o potencial de crescimento mofmio de trés espécies de
microalgas Chlorela minutissima, Chlamydomonas glob@s&cenedesmus bijuga
em um efluente liquido obtido a partir de cama rd@ado e obtiveram 180% mais
biomassa das microalgas utilizando o efluente doquando utilizado meio BG11.
Abreu et al. (2012), avaliando parametros de ameseio e composicdo bioquimica de
Chlorella vulgarisem cultivos mixotréficos em soro de queijo, obaeayn maiores
taxa de crescimento, biomassa final e produtividdigédica e protéica da microalga
em comparacdo com condi¢cdes fotoautotroficas. Tambéang et al. (2012),
investigando o cultivo mixotrofico deChlorella pyrenoidosaem efluente da
suinocultura, verificaram maior concentracao demaissa microalgal no efluente do
que em meio Bristol, além de produtividade lipidiea6,3 mg [* dia* e reducdo dos
teores de DQO, amdnia, nitrogénio e fosforo totais.

O maior crescimento de bactérias, bolores e lewsduas placas oriundas dos

cultivos em vinhaca em relacdo aquelas oriundasndm LC Oligo era esperado
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considerando-se a natureza do efluente. Além dmegl®s minerais, a vinhaca
apresenta compostos organicos em sua composicam gticerol, sorbitol, acido
latico, alcodis e acglcares residuais, bem comdasetie leveduras (Larrahondo et al.,
2000; Freire e Cortez, 2000; Medina, 2005; Garci®agas, 2006) e bactérias
associadas (Espafa-Gamboa et al., 2011). Devidguaze orgéanica, estes micro-
organismos encontram condi¢des ideais para o oresth em vinhaca e, pelo fato de
apresentarem maior velocidade de crescimento doaguenicroalgas, tendem a
rapidamente ultrapassar o crescimento dos autmsdfie atingir elevadas
concentracdes celulares. No meio LC Oligo a presede micro-organismos
heterotroficos se deve a utilizacdo de uma culinralgal, porém nao axénica.

O menor crescimento de micro-organismos heterotiéfa partir do terceiro
dia de cultivo daC. vulgaris em vinhaga coincide com a fase exponencial de
crescimento da microalga, o que também foi vediicaor Candido (2015) durante
cultivo de C. vulgaris em vinhaca filtrada biodigerida. Pode-se infeniregnuma
competicdo direta por recursos, 0 aumento do eonestd microalgal tende a
estabilizar o crescimento dos micro-organismos c@ag80s. Zhang et al. (2012)
afirmam que algas podem competir com bactériasqmbes energéticas e de carbono
e, na presenca de elevadas concentracfes de maigéiasica, como € 0 caso da
vinhaga, inibir o crescimento bacteriano. Além djsg¢ possivel que, devido a
fotossintese microalgal, variagbes nos teores dgoo e pH possam ter exercido
efeito inibitdrio na comunidade bacteriana ali pree (Marchello et al., 2015).

Em nosso trabalho, a quantificacdo de micro-orgamss heterotréficos nos
cultivos algais foi superior a verificada por Mabaaswamy e Venkataraman (1981)
durante cultivo da microalgacenedesmus acutes fotobiorreator aberto. Os autores
verificaram concentraces bacterianas entrd 4010 UFC mL' em cultivos
heterotréfico e mixotréfico suplementados com 1@ it de melaco e 30 Lhde
CO,. Em nosso estudo, a presenca destes micro-orgag)ismntudo, ndo parece ter
afetado o crescimento d&hlorella vulgaris que atingiu densidades celulares
aproximadamente 9 e 35 vezes superiores as veacao momento da inoculacéo
em meio LC Oligo e em vinhaca, respectivamente. €hal. (2011), cultivando
Chlorella sp. em efluente secundario oriundo de uma estdgeddratamento de
efluentes municipais, verificaram efeito negativas cbactérias e protozoarios no
crescimento microalgal. Por outro lado, diversodor@s tém relatado efeitos

benéficos da interacdo com bactérias durante osltivicroalgais. Gonzalez e Bashan
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(2000), realizando co-cultivo d€hlorella vulgaris e Azospirillum brasilenseem
alginato, observaram aumento de biomassa secaseafreumero de células e
contetdo de pigmentos da microalga, sugerindoieobilizacdo como meio efetivo
para aumentar a populacdo microalgal em ambieatesdlos. Também Hernandez et
al. (2009), avaliando meios com e sem nitrogén& Eesenca da bactémacillus
pumilus em consércio comC. vulgaris verificaram estimulo ao crescimento
microalgal somente quando o nitrogénio n&o foi iadexdo ao meio, atribuindo o
melhor crescimento da microalga a fixacdo destmeaio pela bactéria. Visando
aplicar os beneficios do consorcio alga-bactéridratamento de aguas residuarias,
de-Bashan et al. (2004) co-imobilizaram duas espéte microalgas;. vulgarise C.
sorokiniana com a bactériaAzospirillum brasilense Os autores verificaram,
concomitantemente ao estimulo no numero de célidasnicroalgas, maior remogao
de amonio, nitrato e fésforo de um efluente mumicquando se utilizou o consércio
microbiano, comparativamente ao efeito das miceslgultivadas sem a bactéria.
Assim, 0s autores sugerem a co-imobilizacdo deosuoganismos como alternativa
para o tratamento de aguas residuarias. Trabalhemtobactérias nativas, ou seja,
nao inoculadas propositalmente, Zhang et al. (2Ch&liaram os impactos da
comunidade bacteriana na producdo de biomassaUtmntipidico e eficiéncia de
tratamento de um efluente oriundo da producdo ¢ pela microalgaChorella
pyrenoidosa Os autores nao verificaram alteragdes na pradatie de biomassa da
microalga quando co-existindo com as bactériasaconantes, mas observaram
menores contetudo e produtividade lipidica, alémdéor degradacdo de glicose,
DQO, nitrogénio e fosforo totais. Segundo os astoos resultados benéficos do
consorcio alga-bactéria consistem em, a medidaagualgas fornecem nutrientes e
materiais organicos para as bactérias, estas dgwoho meio ions resultantes da
decomposicdo destes materiais, contribuindo paramaimor desenvolvimento da
microalga.

Em plantas superiores, aproximadamente 80% daserizactisoladas da
rizosfera sdo capazes de produzir auxinas regwadde crescimento vegetal
(Andrade et al., 2014). Em nosso trabalho, 75% idokdos foram, pelo menos,
medianamente produtores de AIA 20 pg mLY) e 40,9% foram capazes de fixar
nitrogénio. Uma vez que a vinhacga apresentou now@rsidade microbiana (64,8%
dos isolados) do que o meio LC Oligo, estas caratiteas podem estar diretamente

relacionadas ao melhor crescimento da microalgandyuacultivada no efluente.
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Alguns de nossos isolados apresentaram producd&BAdguperiores a 100 pg mi.
valor superior ao obtido por Andrade et al. (20d@h a bactéri®acillus sp. isolada
da rizosfera de bananeiras (48 pg ke comparavel as producdes maximas obtidas
por Pedrinho et al. (2010) com espécie8deillus sp. isoladas de raizes de milho.

Considerando a relagcdo N:P = 16:1 como 6tima parascimento microalgal
(Hillebrand e Sommer, 1999; Falkowski, 2000), aheica apresenta teores limitantes
de fésforo (Tabela 1). Este elemento, juntamente amitrogénio, é considerado um
dos principais limitantes para o crescimento migala participando da regulagao
celular através da sintese de lipidios e carbagydiem como no fornecimento de
fosfatos para geracdo de energia e constituicanaléculas estruturais, como ATP
(adenosina trifosfato), &cidos nucléicos, fosfoer@s e acgucares fosfatados
(Lourenco, 2006). Kozlowska-Szerenos et al. (2@0@Jiaram a deficéncia de fésforo
no crescimento d€hlorella vulgarise verificaram crescimento 30 — 40% menor da
microalga em meio P-deficiente comparativamenteudibvo normal em meio Knop.
Também Ji e Sherrell (2008), avaliando o efeitdidaisponibilidade de fosfato em
Chlorella sp. e na cianobactériicrocystis sp., observaram reducdo das taxas de
crescimento e aumento da atividade da fosfataséralcexoenzima relacionada com
a disponibilizacdo de P inorganico nos cultivosnithntes (Jonsson e Aoyama,
2010). Em nosso trabalho, 84,1% dos isolados foreassificados como
solubilizadores de fosfato inorganico, com indidessolubilizacdo comparados aos
obtidos por Hara e Oliveira (2005) durante car@ma€eBo de isolados de rizobios
oriundos de solos da Amazdnia. Novamente, o fat®4]8% dos isolados serem
provenientes dos cultivos em vinhaca pode ter itaritto para o maior crescimento
daC. vulgarisno efluente quando comparado ao cultivo contniaresio sintético.

Os menores teores de nitrogénio total e amoniaadjto, DBO, DQO, COT
e NT, como resultado do crescimento microalgal ecdaunidade heterotroéfica,
contribuem para diminuir o potencial poluente dahaca. De fato, o cultivo dé.
vulgaris visando melhorar a qualidade final de efluentes ®&@do relatado por
diversos autores (Gonzélez et al., 1997; Martine. £2000; Lim et al., 2010; Ruiz-
Marin et al., 2010; Feng et al., 2011), tornanda esatica interessante sob os pontos
de vista econdmico e ambiental.

Em culturas microalgais, a razdo P:C estd direttenestacionada ao estado
fisiolégico e nutricional do organismo cultivadogi@ et al., 1986; Montanhim et al,

2014). Em nosso trabalho, a biomassa cultivada em hC Oligo apresentou menor
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razdo P:C ao final do cultivo (0,68) do que na fgsonencial de crescimento (2,01),
0 que sugere acumulo de material de reserva, capidios e carboidratos,
tradicionalmente observado em culturas em fase edinib do crescimento.
Montanhim et al. (2014), trabalhando com duas espé@e cloroficeas para obtencgéo
de biomassa a ser usada em processo de peletidacGementes dBoowdichia
virgilioides, uma planta nativa do cerrado brasileiro, ventioa razées P:C de 0,4
paraChlorella sorokinianae 18 pareSelenastrum capricornutunirabalhando com
Chlorella vulgaris lllman et al. (2000) obtiveram razéo P:C de Ggh7 14 dias de
cultivo em meio Watanabe, enquanto Chia et al. {p0&rificaram valores da ordem
de 0,53 em 10 dias de cultivo utilizando meio L@@

A semelhanca entre as razdes P:C obtidas ao #n@b6d de cultivo (3,25) e
na fase exponencial de crescimento da microaldd)2m vinhaca pode ser atribuida
a presenca de maior quantidade de micro-organisratesotroficos, cujo valor foi
~200x maior do que no cultivo em meio LC Oligo. idlrhassa produzida em vinhaca
apresentou teores protéicos de aproximadamente @0céd’, superior aos
aproximadamente 2,5 pg c¢ébbtidos por Chia et al. (2013) utilizando a mesma
microalga e os mesmos metodos de extracdo e qoacdid de proteinas, porém em
meio sintético ao invés de efluente. Trabalhando efluente municipal, Ahmad et
al. (2013) cultivaranChlorella vulgarisdurante 8 dias e obtiveram razéo P:C = 2,5,
enquanto Krithika e Satheesh (2014), durante aultie Chlorella pyrenoidosa,
verificaram razdo P:C = 3,46. Em vinhaca biodigeridMarques et al. (2013)
relataram teores protéicos aproximadamente 6 vazgsriores aos de carboidratos
(P:C = 6) durante cultivo d€. vulgaris Uma vez que os métodos utilizados para
caracterizagdo bioquimica néo distinguem a biomasseoalgal daquela composta
por micro-organismos heterotroficos (bactériaspted e leveduras), teores elevados,
especialmente protéicos, sdo esperados. Em nedsahio, a produtividade protéica
dos cultivos em vinhaca foi de 15,57 mq dia’, aproximadamente 2 vezes inferior &
produtividade média obtida por Gonzéalez-Benito let(2009) durante cultivo de
Spirulina maximaem meio suplementado com concentracdes de 2 a 16 de
vinhaca. Também Coca et al. (2014), trabalhando @@mnobactéri®. platensiem
meio Schlésser suplementado com concentracbes @e52g L' de vinhaca,
verificaram méxima produtividade protéica de ~ 5§ It dia®. Os elevados teores
protéicos observados nos cultivos em vinhaca sogexeutilizacdo da biomassa

produzida para alimentacdo animal (Lum et al., 2@L®ng et al., 2015).



79

Em nosso trabalho, a comunidade heterotrofica astaC. vulgarisndo foi
identificada em nivel taxonémico. Contudo, estueggecificos envolvendo genética
molecular seriam interessantes para classificaeseshicro-organismos que,
posteriormente, poderiam ser utilizados como promest de crescimento durante
cultivos microalgais. Do total de micro-organismedslados, 38,6% séao fixadores de
nitrogénio, solubilizadores de fosfato inorganicp pelo menos, medianamente
produtores de AIA, caracteristicas desejadas neabds inoculantes comerciais (de-
Bashan et al., 2004; Hara e Oliveira, 2005; Andetds., 2014).

Os resultados demonstram a possibilidade de culfiedC. vulgaris em
vinhaca pré-tratada como forma de aumentar a bmenmaproduzida e,
concomitantemente, diminuir o potencial poluentstelefluente, apesar da alta carga

microbiana associada aos cultivos microalgais.
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CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho demonstrou que € possivel utilizahaga como meio para o
cultivo da microalgaChlorella vulgaris.O uso de concentra¢gfes intermediérias do
efluente (10 — 50%) possibilitou aumentar a biomasscroalgal produzida em
relacdo ao meio de cultura LC Oligo e, considerandaspecto econémico, a
suplementacdo com nutrientes minerais ndo € ne@esgara se obter maior
densidade de células da microalga. A manipulac@wigprdo pH da vinhaca para
valores extremos (pH=3,0 e pH=11,0) resultou emeatnda densidade de células
da microalga, enquanto a adicdo de EDTA, tiossultie sédio e resina XAD-8
reduziram o crescimento microalgal, possivelmemeédd a remocdo de nutrientes
importantes as microalgas. Nas condicfes experaiertvaliadas ndo se pode
afirmar que a vinhaga apresenta elementos efetivi@néxicos a microalga, podendo
0 menor crescimento em altas concentracdes danédlestar relacionado ao efeito da
pressdo osmatica, a menor disponibilidade de luza quesenca de melanoidinas.
Estes fatores, inclusive, merecem estudos futuspsead#ficos a fim de complementar
0s resultados obtidos no presente trabalho. O inreato simultaneo de micro-
organismos contaminantes nao afetou negativameenesoimento d€. vulgarisem
vinhaca, sendo identificados micro-organismos cootenxial promissor para
promover promocdo de crescimento através da prodded acido indolacético,
solubilizag&o de fosfato inorganico e fixagdo deogénio. A biomassa produzida em
vinhaca apresentou elevado conteudo proté€ico, osggere uma possivel aplicacao
para alimentacdo animal. O crescimento microbianos@haca reduziu os teores de
nitrogénio total e amoniacal, sulfato, DBO, DQO, TT® NT, contribuindo para
melhorar a qualidade do efluente através da reddegdseu potencial eutréfico.
Assim, o cultivo da microalga em vinhaca mostraigsga alternativa promissora,
possibilitando reduzir os custos de producao den&ssa microalgal e contribuindo
para valoracdo e melhoria da qualidade deste ahtend@siduo da induastria

sucroalcooleira.
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ANEXO. Métodos utilizados pela ASL — Analises Ambientdso(Claro — SP) para
caracterizacdo de vinhaca. SMWW: Standard Methodshe Examination of Water
and Waste Water. USEPA: United States Environmétatiection Agency ou similar

(SW 846).

Parametro

Método

Sdlidos suspensos totais

Dureza calculada

Condutividade elétrica

N nitrico

N nitroso

N amoniacal

N Kjeldahl

POPDAMO024 vs. 13:2012
SMEWW 22° ED, 2011
METHOD 2540 B, C, D, E

POPDAMOO0G6 vs. 11:2012
SMEWW 22° ED 2011
METHOD 2340

POPDAMOO0G6 vs. 11:2012
SMEWW 22° ED 2011
METHOD 2510 B
POPDAMO054 vs. 07:2012
USEPA 300.1 rev. 01:1997
POPDAMO054 vs. 07:2012
USEPA 300.1 rev. 01:1997

POPDAMO16 vs. 13:2012
SMEWW 22° ED 2011
METHOD 4500 - NHD
POPDAM107 vs. 05:2012
SMEWW 22° ED 2011
METHOD 4500 - N org. B

Sadio, Calcio, Potassio, Magnésio POPDAMO060 v20B2

Sulfato, Fosfato

DBO 5 dias

DQO

Andlise: USEPA 6010C rev. 03:2007
POPDAMO054 vs. 07:2012

USEPA 300.1 rev. 01:1997
POPDAMO009 vs. 19:2012

SMEWW 22° ED 2011

METHOD 5210 B

POPDAM 029 vs. 19:2012

SMEWW 22° ED 2011



Teor de KO

pH

METHOD 5220 D

POPDAMO60 vs. 15:2012

Andlise: USEPA 6010C rev. 03:2007
POPDAMO022 vs. 17:2012

SMEWW 22° ED 2011

METHOD 4500 -H +B

88



