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PRODUCAO DE FICOCIANINA POR Aphanothece microscopica Nageli A
PARTIR DE VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR

Autor: DAYANE VANESSA MORAIS
Orientador: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

RESUMO

O cultivo de microalgas apresenta grande diversidade de aplicagbes. Os pigmentos
extraidos de microalgas podem ser amplamente utilizados em varias industrias,
incluindo a alimenticia, farmacéutica e cosmeética. As ficobiliproteinas sao pigmentos
fotossintéticos e capturam cerca de 50% da luz necessaria para manutencdo do
metabolismo das cianobactérias. Uma grande vantagem da utilizagcdo de micro-
organismos é que estes podem assimilar fontes de energia de baixo custo, incluindo
aguas residuarias. Neste contexto, o presente trabalho propbés a avaliacdo da
producéo de ficocianina por Aphanothece microscopica Nageli a partir de vinhaca,
um efluente produzido em larga escala no Brasil. O cultivo mixotrofico de A.
microscopica em meio BG11 suplementado com vinhaca apresentou desempenho
superior ao cultivo fotoautotrofico em termos de acumulo de ficocianina, com
velocidade especifica de producédo (up) e produtividade maxima (Prodmax) de 9,86
Mficocianina MPbiomassa = ™t € 0,0047 MQricocianina L™ W, respectivamente. Para o cultivo
heterotréfico, a maior produgdo de ficocianina ocorreu apés 6 horas, com up €
Prodmax de 22,59 mgficocianina mgbiomassa_:L ht e 0,0067 MdJficocianina Lt ht,
respectivamente. Nao foram encontradas diferencas significativas na producédo de
ficocianina para amplas faixas de pH, in6culo e salinidade testadas; as condicbes
que obtiveram o melhor e pior desempenho em termos de ppmax foram selecionadas
para se avaliar a producdo do pigmento em processo escalonado. A condicdo de
melhor desempenho apresentou Ppmax de 49,18 MQficocianina MPbiomassa™> h™t, € a pior,
33,83 Myficocianina MPbiomassa™> h™t. A extracdo de ficocianina com acido cloridrico 12
mol L mostrou-se até 5,6 vezes mais eficiente do que a sonicacdo com pérolas de
vidro e tampdo fosfato. A biomassa de A. microscopica apresentou 4,6% de
proteinas e 6,38% de lipidios. Os resultados indicam que a vinhaca pode ser
utilizada como suplemento para a producéo de ficocianina por A. microscopica.

Palavras-chave: Cianobactérias. Ficobiliproteinas. Microalgas. Pigmentos. Cultivo
heterotrofico.



PHYCOCYANIN PRODUCTION BY Aphanothece microscopica Nageli FROM
SUGARCANE VINASSE

Author: DAYANE VANESSA MORAIS
Adviser: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

ABSTRACT

Microalgae cultivation has a great diversity of applications. Pigments produced by
microalgae are largely used in many industries, such as food, pharmaceutical and
cosmetics. Phycobiliproteins are photosynthetic pigments that capture around 50% of
the light needed to maintain the metabolism of cyanobacteria. A big advantage for
the use of microorganisms to produce pigments is that they can assimilate low-cost
energy sources, including wastewaters. In this context, the present work proposed to
evaluate the production of phycocyanin by Aphanothece microscopica Nageli,
through its cultivation in vinasse, an effluent generated abundantly in Brazil. The
mixotrophic cultivation of A. microscopica in BG11l medium supplemented with
vinasse showed superior performance than the photoautotrophic growth, in terms of
phycocyanin accumulation, with specific rate of production (pp) and maximum
pl’OdUCtiVity (PrOdmax) Of 986 mgphycocyanin mgbiomass-l h-l and 00047 mgphycocyanin L-l h-
1, respectively. For the heterotrophic cultivation, the highest phycocyanin production
occurred after 6 hours, with yp and Prodmax of 22.59 mgphycocyanin Mgbiomass* h™* and
0.0067 mgphycocyanin L1 L, respectively. No statistically significant difference was
found for wide ranges of pH, inoculum and salinity tested. The conditions which had
the highest and lowest performance relative to ppemax Were selected for further
experiments on a benchtop bioreactor. The condition with the highest pypmax showed
maximum productivity of 49.18 mgphycocyanin MQbiomass * ™, and the lowest, 33.83
MJphycocyanin MGbiomass. Phycocyanin extraction with hydrochloric acid 12 mol L* was
the most efficient method, yielding up to 5,6 times more phycocyanin than sonication
with glass pearls and phosphate buffer extractions . A. microscopica biomass
contained 4.6% of proteins and 6.38% of lipids. Those results show that vinasse can
be used as a supplement for the production of phycocyanin by A. microscopica.

Key words: Cyanobacteria. Phycobiliproteins. Microalgae. Pigments. Heterotrophic
Cultivation.



1 INTRODUCAO

A ficocianina é um pigmento azul encontrado em cianobactérias, roddfitas e
criptéfitas (MARTELLI et al.,, 2014). A ficocianina participa do grupo das
ficobiliproteinas, e pode ser utilizada como corante alimenticio, em cosméticos e
produtos farmacéuticos (ERIKSEN, 2008; WU e YANG, 2006; YU et al., 2016). Além
disso, é citado o seu potencial para a melhora da imunidade do corpo humano e
auxilio na regeneracdo de células sanguineas (GLAZER; FANG; BROW, 1973;
ILANI e BERNS, 1971; SEPPALA et al., 2007; SODE et al., 1991; YU et al., 2016;
ZHANG,; LIU; LI, 1999).

As microalgas sado geralmente classificadas como micro-organismos
fotossintéticos, sendo consideradas organismos simples por ndo serem organizadas
em Orgdos como as plantas superiores. As cianobactérias (procariotos comumente
chamados de algas verde-azuis) e as microalgas eucaridticas (cloroficeas, por
exemplo) sao potenciais produtoras comerciais de produtos quimicos e
biocombustiveis (WIJFFELS; KRUSE; HELLINGWERF, 2013). Cianobactérias tém
capacidades metabdlicas muito versateis, o que permite que estas crescam em
condicBes autotréficas, heterotroficas e mixotroficas (BOTTOMLEY; VAN BAALEN,
1978; EILER, 2006; FENG et al., 2010; YANG; HUA; SHIMIZU, 2002). Uma grande
vantagem da utilizacdo de micro-organismos é que estes podem assimilar fontes de
energia de baixo custo, incluindo aguas residuarias. A reciclagem de nutrientes
presentes nos efluentes industriais ndo somente beneficia 0 meio ambiente,
reduzindo a poluicdo, mas também funciona como uma potencial fonte de carbono e
energia para a producdo de biomassa a um custo reduzido (LEE e KIM, 2001;
RAJOKA et al., 2006; SILVA, 2008).

A vinhaca é uma agua residuéria de pH entre 3,5 — 5, cor escura, com alta
carga organica (demanda quimica de oxigénio entre 50 - 150 g L) e odor
desagradavel (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; ESPANA-GAMBOA et al., 2011;



WALISZEWSKI; ROMERO; PARDIO, 1997). De uma maneira geral, para cada litro
de etanol produzido podem ser gerados de 10 a 15 L de vinhaca, dependendo das
condicOes de fermentacéo e destilacdo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; CORTEZ;
MAGALHAES; HAPPI, 1992).

A vinhaga pode ser considerada um meio liquido nutriente devido a sua
composicdo quimica, sendo passivel de utilizagdo como meio de cultivo para micro-
organismos de interesse industrial, possibilitando a reciclagem e incorporagéo de
nutrientes e macromoléculas presentes neste efluente. Desta forma, a proposta
deste trabalho apresenta um carater regional destacado por utilizar um abundante
subproduto do setor sucroalcooleiro, tradicionalmente presente na cidade de
Araras/SP onde esta localizado o Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSCar.

A literatura € escassa no que diz respeito a producdo de pigmentos
microalgais por processos heterotroficos. Assim, o desenvolvimento de um processo
inovador que utilize efluentes industriais para crescimento de microalgas poderia
levar a obtencdo de produtos biotecnoldgicos de alto valor agregado, como 0s
biopigmentos, representando uma valorizagdo ainda maior da vinhaca. Neste
contexto, a presente pesquisa teve como objetivo a avaliagdo do crescimento e a
producéo de ficocianina pela cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli a partir
de meios contendo vinhaca de cana-de-acuUcar em sistemas mixotroficos e

heterotroéficos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a producéo de ficocianina por Aphanothece microscopica Nageli a partir de

meio BG11 contendo adicédo de vinhaca de cana-de-acucar.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o crescimento e producdo de ficocianina por A. microscopica em meio
padrdo BG11 com adic&o de nitrato de sédio e vinhaca,

- Avaliar a producéo de ficocianina em cultivos mixotréficos e heterotroficos;

- Estudar o efeito da salinidade, pH e in6culo na producéao de ficocianina;

- Avaliar a producdo de ficocianina em biorreator de bancada, além do
monitoramento do pH, oxigénio e consumo de carbono e nitrogénio da vinhaca;

- Caracterizar a biomassa gerada em termos de lipidios, acidos graxos e proteinas;

- Comparar diferentes métodos de extracao de ficocianina da biomassa gerada.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Corantes naturais e artificiais

A cor de um produto alimenticio € um atributo sensorial muito importante e
gue muitas vezes influencia no seu sucesso de mercado, visto que o consumidor
frequentemente usa essa caracteristica como indicadora para uma variedade de
atributos, como sabor, valor nutricional, seguranca, entre outros (SIGURDSON;
TANG; GIUSTI, 2017).

O publico consumidor cada vez mais opta por produtos mais ecologicos e
seguros para a saude humana e do meio ambiente. Com isso, recursos biolégicos
vém ganhando popularidade em diferentes esferas de nossas vidas (SHAHID,
ISLAM e MOHAMMAD, 2013). Corantes naturais obtidos de plantas, insetos e micro-
organismos S&ao renovaveis e mais sustentaveis, com menor impacto ambiental, e
sdo utilizados desde a antiguidade para a coloracdo de materiais téxteis (KADOLPH,
2008; SHAHID, ISLAM e MOHAMMAD, 2013), alimentos (DWECK, 2002, SHAHID,
ISLAM e MOHAMMAD, 2013) e cosméticos (FRICK, 2003; SHAHID, ISLAM e
MOHAMMAD, 2013).

Segundo o Decreto 50.040 de 24 de janeiro de 1961, consideram-se aditivos
para alimentos as substancias ou misturas de substancias, dotadas ou ndo de poder
alimenticio, adicionadas aos alimentos com a finalidade de lhes conferir ou
intensificar o0 aroma, a cor, o sabor ou modificar seu aspecto fisico geral, ou ainda

prevenir alteracdes indesejaveis (BRASIL, 2017). Apesar de, em termos quimicos,



substancias soluveis serem chamadas de corantes e as insoliveis de pigmentos, no
contexto bioldgico as substancias sdo chamadas de pigmentos independentemente
de sua solubilidade. Embora o termo “biopigmento” seja um tanto quanto
redundante, ele é utilizado para designar pigmentos de origem natural (CARVALHO
et al.,, 2014). Muitos corantes sintéticos foram banidos ou vém sendo estudados
devido a sua alergenicidade, carcinogénese e outros problemas toxicos (REYES;
VALIM; VERSECI, 1996; TULI et al., 2014).

Condic¢des externas como luz, ar, temperatura, umidade e armazenamento
tém papel fundamental na perda de cor dos alimentos (CEJUDO-BASTANTE et al.,
2014; MARTINS et al., 2016; SAGDIC et al., 2013; TURKER e ERDOGDU, 2006).
Deste modo, os corantes alimenticios séo utilizados principalmente para compensar
esses fatores, assim como homogeneizar a cor dos alimentos através de correcdes
ou do realce das cores naturais dos produtos, e até mesmo proporcionando cor a
alimentos incolores (MARTINS et al., 2016).

A Resolucdo CNNPA 44 de 1997 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) regulamenta o uso de trés corantes organicos sintéticos artificiais de cor
azul: o azul brilhante FCF, o azul de idantreno RS e a indigotina. A indigotina néo
apresenta estabilidade satisfatoria para ser adicionada em bebidas, sendo entédo
utilizado o corante azul brilhante FCF para este fim (NEWSOME; CULVER;
BREEMEN, 2014). A cor azul ndo € incomum na natureza, mas € extremamente
dificil replica-la em alimentos e bebidas. Tons azuis podem ser produzidos por
algumas antocianinas, mas somente na faixa de pH 5 - 7, tornando-se rosa ou
violeta em produtos acidos (NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014). O tom azul
também pode ser alcancado com a adicdo de ficocianina, que foi recentemente
aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration), na forma de extrato de Spirulina
como corante de doces e gomas de mascar (FDA, 2013; NEWSOME; CULVER;
BREEMEN, 2014).

Quimicamente, os corantes sdo classificados como sollveis e insolaveis. Os
corantes solGveis sdo subdivididos em naturais, semissintéticos e sintéticos. Os
corantes naturais sdo aqueles obtidos de varias fontes naturais, incluindo, por
exemplo, as riboflavinas, clorofilas, carotenos, betalainas e antocianinas. Os
corantes sintéticos, por sua vez, sdo produzidos por sintese quimica e ndo podem
ser encontrados naturalmente. Os corantes sintéticos consistem de grupos como
azocorantes, xantinas e antraquinonas (AMCHOVA; KOTOLOVA;



RUDAKUCEROVA, 2015). Os corantes semissintéticos sdo baseados em corantes
naturais. Os corantes insollveis sdo chamados de pigmentos. Os pigmentos podem
ser inorganicos, com variedade limitada de cores disponiveis, como por exemplo, 0
diéxido de titanio, carbonato de calcio, 6xido de ferro vermelho e carbono adsorvente
preto. Os pigmentos organicos estdo usualmente na forma de vernizes que sao sais
complexos insollveis de azocorantes sollUveis em 4gua, em uma grande variedade
de cores (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDAKUCEROVA, 2015; GOLKA et al., 2004;
MOLLER e WALLIN, 2000).

Uma grande limitacdo dos biopigmentos é o fato de que estes sdo geralmente
mais suscetiveis a ataques quimicos do que os corantes sintéticos (ABEROUMAND,
2011; CARVALHO et al., 2014). Porém, este fato pode também ser uma
caracteristica desejada pelo consumidor, visto que isso indica que estas moléculas
sdo comumente degradadas pelo nosso organismo. Muitos biopigmentos sao
facilmente oxidados (como os carotendides), hidrolisados (ficobilinas) ou excretados
devido a sua alta solubilidade em agua (riboflavinas) (CARVALHO et al., 2014).

O emprego de corantes naturais € uma tendéncia atual do mercado devido a
preocupacdo do consumidor sobre a seguranca dos corantes artificiais, o que é
reforcado pelos possiveis beneficios para a saude conferidos pelos pigmentos
naturais. A substituicdo dos corantes sintéticos pelos naturais € desafiadora, visto
gue os pigmentos naturais sdo geralmente menos estaveis e mais caros, além de
maior quantidade ser necessaria para alcancar as mesmas tonalidades dos
pigmentos sintéticos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

O mercado global de corantes alimenticios naturais estava estimado em
$1,144 bilhdes em 2014, e espera-se que este valor chegue a $1,698 bilhdes até
2020. Os corantes obtidos de fontes naturais representou 54,9% do mercado total de
corantes alimenticios em 2014, com projecdo de que este valor atinja 60% do
mercado mundial até 2020 (GUAN, 2016).

3.2 Biopigmentos produzidos por micro-organismos

Os corantes utilizados atualmente sdo quase exclusivamente produzidos a
partir de recursos ndo-renovaveis, como O6leos fosseis. A producdo de corantes
sintéticos € economicamente eficiente e tecnicamente avangada, com uma gama de

tonalidades que cobre praticamente todo o espectro de cores. Entretanto, corantes



sintéticos enfrentam alguns desafios, como a dependéncia de recursos nao-
renovaveis e a sustentabilidade dessa operagcdo, toxicidade ambiental e
preocupacdes relativas a saude humana (ALIHOSSEONI et al., 2008; CHAUDHARI,
2013).

O interesse pela obtencdo de fontes ndo vegetais de corantes através da
aplicacédo de processos biotecnologicos vem crescendo gradualmente. Desse modo,
pigmentos naturais obtidos atraveés de cultivos microbianos apresentam vantagem
em termos de producdo quando comparados a corantes naturais extraidos de
vegetais ou animais. Os bioprocessos que objetivam produzir pigmentos através do
uso de micro-organismos sdo vantajosos devido a possibilidade de cultivos
continuos, além da rapida multiplicagdo da populacdo microbiana, o0 que pode
garantir uma produtividade tal para o processo que o torne vantajoso (JACOBSON e
WASILESKI, 1994; RANGEL-YAGUI et al., 2004; SILVA, 2008). Além disso, a
extracdo de corantes de plantas necessita maiores quantidades de biomassa, o que
torna a purificacdo a partir de micro-organismos uma alternativa interessante
(KOVAC et al., 2013).

Micro-organismos sao utilizados na biotecnologia para a obtencdo de uma
variedade de moléculas, incluindo enzimas, antibidticos, acidos organicos e
pigmentos, sendo uma fonte promissora de corantes naturais. A producdo de
pigmentos tem sido reportada em toda a classe dos micro-organismos, incluindo
bactérias, fungos, leveduras, algas e protozoarios. Estes micro-organismos podem
ser isolados, cultivados e purificados de varias fontes ambientais, como corpos
d’agua, solos, plantas, insetos e animais (TULI et al., 2014).

Os fungos produzem grande variedade de metabdlitos secundarios, sendo
gue seus pigmentos tém recebido destaque devido a sua atividade biolégica e o
potencial uso como corantes (CELESTINO et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Os
fungos filamentosos secretam diversas classes de pigmentos, incluindo
carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas e quinonas (DUFOSSE et al., 2014).
Bactérias produtoras de pigmentos sdo encontradas em diversos ambientes,
podendo entdo ser cultivadas e purificadas. Muitos meios de cultivo podem ser
utilizados para isolar diferentes tipos de bactérias que produzem moléculas corantes,
porém, devido ao alto custo do uso de meios sintéticos, h4 necessidade de se
desenvolver novos processos de baixo custo. O uso de residuos agroindustriais é

uma maneira lucrativa de se produzir pigmentos devido a reducdo de custo dos



substratos (SINGGIH e JULIANTI, 2015; STREIT et al., 2017; VENIL; ZAKARIA,
AHMAD, 2013).

Pigmentos a partir de microalgas sdo amplamente utilizados em vérias
industrias, como a alimenticia, nutracéutica, farmacéutica, aquicultura e cosmética.
Além disso, os pigmentos tém sido utilizados em laboratérios clinicos e de pesquisa,
devido as suas propriedades como marcadores de anticorpos e receptores (BEGUM
et al, 2015; SANTIAGO- SANTOS et al., 2004). Os pigmentos naturais exibem varias
atividades biol6gicas benéficas como propriedades antioxidantes,
anticarcinogénicas, anti-inflamatorias, antiobesidade e neuroprotetoras (CUELLAR-
BERMUDEZ et al., 2015; GUEDES; AMARO; MALCATA, 2011; PANGESTUTI e
KIM, 2011). A fracdo de pigmentos das algas pode ser aplicada como suprimento de
nutrientes devido aos altos conteudos de pro-vitamina A e vitamina E (KOLLER et
al., 2014; LOZANO et al., 2007) e para outras finalidades farmacéuticas, veterinarias
e medicas (devido aos efeitos anti-inflamatorios, anti-oxidantes e prevencdo ao
cancer) (KOLLER et al., 2014; WU e SHI, 2007), assim como nha industria cosmética
e de alimentos. Além disso, beta-caroteno e luteina sao utilizados na alimentacéo de
aves devido a importancia da coloracdo amarelo-alaranjada para as gemas de ovos
(BEN-AMOTZ et al., 1986; KOLLER et al., 2014) e para a aquicultura (KOLLER et
al., 2014).

Diversos parametros podem afetar a producdo de pigmentos por micro-
organismos, como o pH do meio de cultivo, a temperatura, o tipo de fermentacéo
(submersa ou semi- solida), condicdes de agitacdo e aeracédo, fontes de carbono e
nitrogénio, dentre outros (KUMAR et al.,, 2014). Estes parametros devem ser
otimizados levando-se em consideracédo o tipo de micro-organismo escolhido para o
processo e a molécula de pigmento a ser produzida. Ha muitas razdes para se obter
pigmentos através de processos biotecnolégicos. Primeiramente, 0s corantes
naturais ndo sdo associados com o aparecimento de efeitos colaterais, 0 que explica
a preferéncia do consumidor em relacdo aos corantes sintéticos. Segundo, muitos
biopigmentos tém o potencial de proporcionar efeitos positivos a saude, como
atividades antioxidativas e antitumorais (licopeno, beta-caroteno, luteina, clorofila,
antocianinas) (BOER, 2013; COUNSELL; JEFFRIES; KNEWSTUBB, 1979;
HUMPHREY, 2004). Por fim, a dependéncia de produtos vegetais como fontes de
corantes possui muitas desvantagens, como a disponibilidade agricola (épocas de

plantio e colheita) e os processos de recuperacdo destes pigmentos. Por isso, a



producéo biotecnoldgica é atrativa, pois pode ser feita de acordo com a demanda, e
a producdo pode ser altamente controlada (BOER, 2013). As microalgas também
podem produzir simultaneamente outros compostos de alto valor agregado, como
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, vitaminas E e C, e compostos a
granel como amido, proteinas e lipidios (ABE; NISHIMURA; HIRANO, 1999;
MULDERS, 2014.)

3.3 Microalgas

As microalgas sdo organismos predominantemente aquaticos que, assim
como as plantas superiores, sao capazes de utilizar a energia da luz solar para fixar
dioxido de carbono (CO.) da atmosfera e converté-lo em biomassa através da
fotossintese. As plantas evoluiram de ancestrais das algas e o aparato fotossintético
das plantas e algas originam-se de cianobactérias (TRENTACOSTE; MARTINEZ;
ZENK, 2015). Por séculos, as microalgas tém sido reconhecidas como a base da
cadeia alimentar em ambientes aquaticos, podendo ser organismos fotossintéticos
procaridticos (por exemplo, as cianobactérias) ou eucaridticos (como as clorofitas),
variando em diametro de 0,2 a 2 mm (CHRISTAKI; BONOS; FLOROU-PANERI,
2015; LORDAN; ROSS; STANTON, 2011; RICHMOND, 2004). Devido a sua
estrutura simples, estes micro-organismos podem crescer rapidamente e sobreviver
em condicbes ambientais severas como altas e baixas temperaturas, anaerobiose,
salinidade e exposicdo a radiacdo ultravioleta (BATISTA et al., 2013, CHRISTAKI,;
BONOS; FLOROU-PANERI, 2015; RICHMOND, 2004). As microalgas combinam
propriedades tipicas de plantas superiores com atributos biotecnoldgicos proprios
das células microbianas (KOVAC et al., 2013).

As microalgas podem ser classificadas de acordo com as cores que exibem,
como as cloroficeas (verdes), rodoficeas (vermelhas), cianoficeas (azul
esverdeadas) e feoficeas (marrom) (GRAHAM e WILCOX, 2000; BEGUM et al.,
2015). As clorofilas, os carotendides (carotenos e xantofilas) e as ficobilinas sdo as
trés principais classes de pigmentos fotossintéticos produzidos por microalgas
(BEGUM et al., 2015). O interesse no cultivo de microalgas estd baseado na
variedade de aplicagcdes que estes micro-organismos apresentam, visto que podem

ser utilizados para a alimentagcdo humana, producdo de energia quimica, extragdo
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de pigmentos e outras substancias celulares de interesse industrial (ZEPKA et al.,
2008; STREIT et al., 2017).

As microalgas podem exibir metabolismo autotréfico ou heterotréfico. O
metabolismo autotrofico apenas necessita de compostos inorganicos como sais, CO2
e luz. O metabolismo heterotrdéfico, por sua vez, é ndo-fotossintético, exigindo fonte
exdgena de carbono organico. Algumas microalgas sdo mixotroficas, o que indica
gue elas tém a capacidade de fazer fotossintese e assimilar nutrientes organicos
exogenos no periodo escuro (BEHERA et al., 2014; BRENNAN e OWENDE, 2010;
DRAGONE et al., 2010; HAMED, 2016).

O cultivo de microalgas pode ser realizado tanto em sistemas abertos (como
lagoas e reservatorios artificiais) quanto em sistemas fechados altamente
controlados, como os fotobiorreatores (CHRISTAKI et al., 2015; MATA et al., 2010;
WIJFFELS et al.,, 2013). Porém, apenas nas Uultimas décadas os cultivos de
microalgas evoluiram de técnicas ‘“rusticas” de cultivo e colheita para cultivos
controlados em sistemas tecnicamente avancados, como lagoas raceway e
fotobiorreatores (CARDOZO et al.,, 2007; KOLLER et al., 2014; PULZ, 2001,
TREDICI, 2004). Sistemas fechados oferecem melhores condicbes para o
crescimento da maioria das microalgas, proporcionando a habilidade de proteger as
culturas de contaminacfes externas, condicbes de cultivo controladas, altas
produtividades e biomassa de melhor qualidade (CHRISTAKI et al., 2015). A
facilidade das microalgas se adaptarem a condi¢cdes flutuantes dos processos
durante a biossintese € um atributo comum; como por exemplo a altas salinidades,
temperaturas, pHs e iluminacdo. A extensdo da producdo de biomassa, lipidios,
pigmentos e carboidratos depende das condi¢cbes as quais 0S organismos Sao
expostos (KOLLER et al., 2014; RAO et al., 2007; SANTOS et al., 2013).

Cultivos heterotréficos de microalgas, nao limitados pela incidéncia de luz,
apresentam um maior potencial de producdo de biomassa quando comparado aos
processos fotoautotroficos. Além disso, caracterizam-se pela maior simplicidade de
escalonamento em termos de tamanho do reator, mistura, transferéncia de gases,
produtividade e prevaléncia de culturas axénicas (ERIKSEN, 2008).

Schmidt et al. (2005) avaliaram o crescimento da microalga Galdieria
sulphuraria e a producéo de ficocianina no cultivo em batelada alimentada. G.
sulphuraria foi cultivada heterotroficamente no escuro em diferentes fontes de

carbono. O contetido de ficocianina durante a fase exponencial foi de 3-4 mg g em
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massa seca. Em condic¢des limitantes de carbono, o acumulo de ficocianina foi em
torno de 250 e 400 mg L. A produtividade em ficocianina de G. sulphuraria nos
cultivos heterotroficos em batelada alimentada foi superior & producéo por Spirulina
platensis em ambientes naturais.

No Brasil, a clorofila utilizada como corante natural é obtida do espinafre, com
rendimento de aproximadamente 0,06 mg g, enquanto a biomassa de Spirulina sp.
pode conter até 1,15 mg g deste pigmento (DANESI et al., 2002; KOVAC et al.,
2013). Esta quantidade de pigmento pode ser aumentada se alguns aspectos do
cultivo forem manipulados, como, por exemplo, a fonte de nitrogénio. O uso de
nitrato de potassio (KNOs3) e cloreto de ambnio (NH4Cl) no cultivo de Spirulina sp.
resultou em conteldo de 21,85 mg g*' de clorofla (RODRIGUES et al.,, 2010;
KOVAC et al., 2013). A incorporacdo da biomassa de microalgas como a de
Spirulina sp. em alimentos € particularmente interessante devido a coloragéo verde
adquirida e também ao incremento no valor nutricional do produto (DANESI et al.,
2002; KOVAC et al., 2013).

Haematococcus pluvialis, uma microalga marinha, produz astaxantina, um
carotenoide de alto valor agregado, com conteudo de aproximadamente 1,5 - 3% em
sua biomassa. Microalgas sintetizam astaxantina e concentram o pigmento na
cadeia alimentar através do zooplancton e crustaceos, que sdo presas para 0S
salmdes, trutas, e outros animais aquaticos (LORENZ e CYSEWSKI, 2000;
SINGGIH e JULIANTI, 2015). Por isso, Haematococcus tem sido utilizada em
alimentos para peixes, pois funciona como um corante vermelho natural,
principalmente em cultivos de salméo e truta (DUFOSSE et al., 2005; SINGGIH e
JULIANTI, 2015).

3.4 Aphanothece microscopica Nageli

Aphanothece miscroscopica Nageli € uma cianobactéria que pertence a
familia Chroococcaceae e forma coldnias azul-esverdeadas que mostram estruturas
macroscopicas amorfas com bainhas de mucilagem abundantes, firmes e rigidas
(Figura 1). As células elipticas adultas medem aproximadamente 9,0 — 9,5 ym por
4,0 - 4,2 um (ESTEVES, 1988; JACOB-LOPES; LACERDA; FRANCO, 2008).
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Figura 1 - Suspenséao contendo A. microscopica observada em microscopio MOTIC
BA 210 TL com aumento de 400x.

Fonte: Acervo da autora (2017)

Hornes (2008) estudou o efeito da temperatura sobre a ficocianina produzida
por A. microscopica cultivada no efluente da industria processadora de pescado,
comparando ao meio padrdo BG11l a 2 klux. Os resultados indicaram que a
temperatura exerce influéncia significativa sobre a producdo de ficocianina. Os
resultados obtidos pelo autor sédo superiores aos reportados por outros autores para
diferentes espécies, alcando até 27,2 mg de ficocianina por grama de biomassa
guando A. microscopica foi cultivada a 20°C. Streit et al. (2017) também estudaram a
producdo de ficobiliproteinas e clorofila-a por esta cianobactéria em cultivos
autotroficos e heterotroficos a partir de efluente da industria de laticinios. Os autores
reportaram maiores concentracfes destes pigmentos na fase exponencial de
crescimento, com predominio de aloficocianina e ficoeritrina nos cultivos
heterotroficos.

O perfil bioguimico de A. microscopica cultivada em efluente de arroz
parboilizado foi estudado por Zepka et al. (2008), visando a obtenc&o de metabdlitos
de interesse industrial. A cianobactéria apresentou adaptacdo adequada a esta agua
residuaria, assim como baixo tempo de geragéo celular, com taxa especifica maxima
de crescimento de 0,11 h'l. Além disso, os resultados indicaram que o subproduto
da parboilizacdo do arroz € um potencial meio de cultivo para a produgédo de

proteina unicelular e que esta biomassa microalgal representa uma importante fonte
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de proteinas, carboidratos e lipidios, com destaque para o0s acidos graxos
poliinsaturados.

3.5 Ficocianina

Biopigmentos s&o varias estruturas quimicas capazes de absorver luz no
espectro visivel (400 - 700 nm) (CARVALHO et al., 2014). Os pigmentos
absorvedores de luz sao a clorofila, os carotendides e as ficobiliproteinas, sendo que
as ficobiliproteinas ocorrem somente nas classes Cyanophyceae, Rhodophyceae e
Cryptophyceae. Aproximadamente 50% da luz € capturada pelas ficobiliproteinas
(HORNES, 2008; SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

As ficobiliprotreinas encontradas nas cianobactérias e algas vermelhas,
baseando-se na absorbéancia em funcdo do comprimento de onda, sao
caracterizadas em quatro grupos conhecidos como ficoeritrina (Amax = 490 — 570
nm), ficoeritrocianina (Amax = 560 - 600 nm), ficocianina (Amax = 610 - 625 nm) e
aloficocianina (Amax = 650 - 660 nm) (KATHIRESAN et al., 2007; MANIRAFASHA et
al., 2016; PAWAR e PURANIK, 2014). Baseado em suas cores, as ficobiliproteinas
séo classificadas em dois grandes grupos: ficoeritrina (vermelho) e ficocianina (azul);
além disso, ficocianinas sédo subdivididas em C-ficocianina, R-ficocianina (R-PC) e
aloficocianina (KUDDUS et al., 2013; MANIRAFASHA et al., 2016; MORAES et al.,
2011; ROMAY et al., 2003; SILVEIRA et al., 2007).

As ficobiliproteinas sdo um grupo de proteinas que apresentam cor, Sao
sollveis em agua e que possuem grupos prostéticos tetrapirrélicos lineares (bilinas),
gue em seu estado funcional sdo covalentemente ligadas a residuos especificos de
cisteina das proteinas (MANIRAFASHA et al.,, 2016; ROMAY et al., 2003). As
ficobiliproteinas sdo reunidas em particulas chamadas ficobilissomos, que sao
ligados em arranjos regulares a superficie externa da membrana dos tilacdides, e
agem como 0s principais pigmentos coletores de luz em cianobactérias e algas
vermelhas. Os ficobilissomos consistem de aloficocianina central cercada por
ficocianina nas periferias (MANIRAFASHA et al., 2016). Em cianobactérias, as
ficobiliproteinas podem abranger até 40% do conteudo total de proteinas solluveis
(PANDEY, V.; PANDEY, A.; SHARMA, 2013).

Todas as ficobiliproteinas absorvem luz incidente diretamente, mas, além

disso, elas participam em uma cadeia de transferéncia de energia com o
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ficobilissomo (MANIRAFASHA et al., 2016; VISKARI, 2001). Assim, a transferéncia
de energia ocorre a partir da ficoeritrina — ficocianina — aloficocianina — clorofila-a
(BOROWITZKA, 2013; MANIRAFASHA et al., 2016; VISKARI, 2001). A presenca de
uma fonte de carbono no meio juntamente com a presenca de luz faz com que haja
inibicdo de outras proteinas, favorecendo a sintese de ficobiliproteinas. Porém, o
cultivo heterotréfico pode favorecer a sintese de outras proteinas (MANIRAFASHA
et al., 2016; STEINMULLER e ZETSCHE, 1984). A ficocianina é o principal
constituinte das ficobiliproteinas, enquanto a aloficocianina funciona como uma
espécie de ponte entre os ficobilissomos e a lamela fotossintética (GANTT, 1981;
SARADA,; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999). A ficocianina, encontrada apenas em
cianobactérias, € uma proteina com aproximadamente 20 kDa (ABALDE et al., 1998;
MARTELLI et al., 2014) e consiste em duas subunidades: a e f (MARTELLI et al.,
2014). Em solugédo, a ficocianina € encontrada em uma mistura complexa de
mondmeros, trimeros, hexametros e outros oligbmeros, sendo que a sua massa
molar varia entre 44 a 260 kDa (CHAIKLAHAN; CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012;
MACCOLL, 1998).

Como se pode esperar de uma proteina, a ficocianina somente é estavel na
faixa de pH entre 5,5 — 6, e em temperaturas abaixo de 47°C (CARVALHO et al.,
2014; CHAIKLAHAN; CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012). Fora desta faixa, ocorre
degradacéao parcial do pigmento por desnaturacéo, insolubilizacdo e possivelmente
devido a hidrélise (CARVALHO et al., 2014). As ficobiliproteinas possuem grande
gama de potenciais aplicacdes biotecnolégicas, como por exemplo, uso nutracéutico
e farmacéutico, utilizacdo na industria de alimentos, cosméticos, pesquisa
biomédicas e em diagndsticos clinicos (PANDEY, V.; PANDEY, A.; SHARMA, 2013).
O mercado de corantes cresce a uma velocidade de 5 a 10% ao ano (SILVA, 2008).
O preco da ficocianina € determinado de acordo com o grau de pureza obtido,
variando entre US$ 500 até 100.000 kg! (BOROWITZKA, 2013).

3.6 Vinhaca

A necessidade crescente do uso de fontes de energias renovaveis tem
impulsionado a producdo mundial de biocombustiveis. Neste cenario, o Brasil se
sobressai devido ao grande uso de etanol obtido da cana-de-agucar, sendo que o

processo de producdo de primeira geracao ja esta estabelecido em larga escala no
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pais ha décadas, enquanto os processos de segunda geracdo ainda estdo em
estagio de desenvolvimento. Em termos ambientais, a substituicdo de um
combustivel fossil por etanol pode reduzir a emissdo de gases que causam o efeito
estufa. Entretanto, a producéo deste biocombustivel gera grandes volumes de aguas
residuarias, especialmente a vinhaca, que pode levar a problemas ambientais sérios
dependendo da sua destinacao final (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).

Na safra 2016/2017 de cana-de-agucar no Brasil foram produzidos
aproximadamente 26 bilhdes de litros de etanol, sendo 94,2% deste volume voltado
ao mercado interno (UNICA, 2017). Entretanto, apesar das contribuicbes que a
producdo de etanol trouxe a economia brasileira, o desenvolvimento deste setor ndo
foi acompanhado por medidas de controle ambiental, especialmente em respeito a
vinhaca (FERRAZ JUNIOR et al., 2016). A vinhaca € a principal agua residuaria do
processo de fabricacdo do etanol, sendo gerada em grandes volumes durante o
processamento industrial da cana-de-acgucar, podendo chegar entre 10 a 15 L por
litro de etanol produzido, dependendo da matéria-prima e condicdes da
fermentacdo-destilacdo alcodlica (CHRISTOFOLETTI et al.,, 2013; SILVA et al.,
2016; SUMARDIONO, 2013). A vinhaca possui odor e coloracdo escura
caracteristicos, sendo altamente poluente principalmente devido as altas
concentracfes de matéria organica e pH acido (FREIRE e CORTEZ, 2000; SILVA et
al., 2016), como pode ser observado na Tabela 1. Em termos de carbono orgénico, o
poder poluente da vinhaca € cerca de cem vezes maior do que o0 esgoto domestico
(FREIRE e CORTEZ, 2000; SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2008).



Tabela 1 - Composicéo quimica média da vinhaca de cana-de-agucar
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Parametro Unidade (mg.kg™, exceto pH)
pH 4,2
DBO 5046
DQO 13380
Potassio 2056
Saédio 50,2
Sulfato 710
Calcio 719
Magnésio 237
Fosforo 190
Cromo 0,04
Cobre 0,35
Molibdénio 0,008
Zinco 1,66

FONTE: CHRISTOFOLETTI et al., 2013
DBO: Demanda bioguimica de oxigénio;

DQO: Demanda quimica de oxigénio.

O aproveitamento e uso da vinhaca tem sido objeto de estudos,
principalmente em termos de biodigestdo, queima, concentracdo e ferti-irrigacéo
(FREIRE e CORTEZ, 2000; MATTOS e BASTOS, 2015). O destino mais comum
dado a vinhaca € a sua aplicacdo no solo como fertilizante para cultivo da cana-de-
acucar, devido ao seu alto conteudo de matéria organica e nutrientes, principalmente
potassio, nitrogénio e fosforo (MORAES et al., 2014). Esta pratica, conhecida como
ferti-irrigacdo, pode ocasionar problemas se praticada continuamente, como a
reducdo da produtividade da cultura e mudancas na composicdo dos solos
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013; SANTANA et al., 2016). A CETESB (2014) através
da Norma Técnica P4.231/2005, regulamenta a aplicacdo da vinhaca de cana-de-
acucar em solos agricolas; a sua disposi¢cao nos solos deve considerar o relevo, as
necessidades da cultura, a concentracdo de potassio na vinhaca, a fertilidade e
profundidade do solo, entre outros critérios. A consideracado destes fatores contribui
para evitar o acumulo superficial de vinhaga, processos erosivos, geracdo de odores
e a proliferacéo de vetores (CETESB, 2014).
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3.7 Cultivo de microalgas em efluentes industriais

O processamento agroindustrial sempre resultou em algum tipo de residuo,
seja na forma de sdlidos, liquidos ou gases. O residuo gerado geralmente possui
alta demanda bioquimica de oxigénio, podendo causar diferentes problemas, além
dos custos com a coleta apropriada, descarte e tratamento ou aproveitamento. A
conscientizagdo sobre poluicdo ambiental e o conhecimento cientifico resulta na
recuperacdo de uma grande gama de subprodutos agroindustriais valiosos e Uteis,
gue eram anteriormente considerados residuos (PANESAR, R.; KAUR; PANESAR,
P.S., 2014). Nesse sentido, a biotecnologia tem grande participagdo na valorizacao
destes residuos via biotransformag¢do em produtos com valor agregado.

Cianobactérias tém sido utilizadas na remocdo de matéria organica -
principalmente nitrogénio e fosforo - de efluentes industriais e urbanos, seja com
células em suspensao (BASTOS et al., 2015; LINCOLN; WILKIE; FRENCH, 1996;
VIEIRA et al., 2012) ou imobilizadas (BASTOS et al., 2015; DE-BASHAN e BASHAN,
2010). A reciclagem de nutrientes presentes nos efluentes industriais ndo somente
beneficia 0 meio ambiente, reduzindo a poluicdo, mas também funciona como uma
potencial fonte de carbono e energia para a producdo de biomassa a um custo
reduzido (KIM e LEE, 2000; RAJOKA et al., 2006; SILVA, 2008).

Carbono, nitrogénio e fosforo sdo macronutrientes essenciais para o
crescimento das microalgas. Além destes, muitos ions inorganicos sao necessarios
para as algas, como sulfatos, magnésio, célcio, potassio, sbédio e cloro
(macronutrientes), além de ferro, manganés, zinco, cobalto, cobre e molibdénio
(micronutrientes) (ANDERSEN, 2005; SU; MENNERICH; URBAN, 2016). Os custos
para a producdo de pigmentos sdo determinados principalmente pelos custos do
cultivo (por exemplo, CO», agua e nutrientes, mao-de-obra, biorreatores e consumo
de energia), da colheita (equipamentos e consumo de energia) e da recuperacéo e
separacdo da biomassa produzida (equipamentos, consumo de energia, reagentes
guimicos e mao-de-obra) (MULDERS, 2014). A literatura indica que as microalgas
sdo agentes que podem ser Uteis em determinadas etapas no tratamento de aguas
residuérias, visto que possuem a capacidade de remover matéria organica e
nutrientes dos efluentes, incorporando-os a sua biomassa (BONINI, 2012).

O uso de efluentes para cultivos de microalgas, entretanto, pode acarretar em

algumas limitacBes para os processos. Geralmente, aguas residudrias apresentam
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cor e turbidez, o que limita a penetracdo da luz e pode prejudicar o crescimento
destes micro-organismos. Nestes casos, espécies mixotroficas ou heterotroficas
adquirem especial importancia, visto que podem utilizar a matéria organica na
auséncia de luminosidade para a producdo de energia. Além da turbidez, a
composicdo quimica das aguas residuarias também pode ocasionar a toxicidade e
consequente inibicdo do crescimento algal (BONINI, 2016). As caracteristicas de
crescimento e composi¢cao das microalgas séo significantemente dependentes das
condicdes de cultivo.

3.8 Processamento da biomassa de microalgas e extracao de ficocianina

A producdo de metabdlitos por microalgas, incluindo as ficobiliproteinas,
necessita de duas etapas: a producdo propriamente dita da biomassa, com o
acumulo dos metabdlitos, e a etapa downstream, onde ocorre a extracdo e
recuperacdo. Assim, a obtencédo de ficobiliproteinas de alta qualidade a partir de
microalgas concilia a producdo de biomassa microalgal com estimulacdo efetiva
para o acumulo de ficobiliproteinas na biomassa. A maioria das microalgas acumula
ficobiliproteinas sob condicbes especificas de estresse, principalmente devido a
incidéncia de luz (MANIRAFASHA et al., 2016).

Cada micro-organismo possui suas particularidades quanto a localizacdo de
suas proteinas intracelulares, sendo que essas moléculas podem estar situadas no
citoplasma, periplasma ou até mesmo em organelas celulares. Desta forma, os
protocolos de extracdo variam de acordo com a proteina de interesse (MORAES et
al., 2011). O método de extracdo € uma caracteristica essencial para a recuperagao
maxima de ficobiliproteinas (MORAES et al., 2011; NIU et al., 2006), sendo que a
extracdo destas proteinas envolve a ruptura das células.

A extracdo de ficobiliproteinas de cianobactérias € complexa devido a
resisténcia da parede celular e do tamanho reduzido destes micro-organismos
(KUDDUS et al., 2013; STEWART e FARMER, 1984; WYMAN, 1992). Portanto,
diferentes métodos de extracdo tém sido empregados para diferentes espécies de
cianobactérias, tais como a sonica¢do (FURUKI et al., 2003), métodos enzimaticos
(BHASKAR; GOPALASWAMY; RAGHU, 2005), congelamento e descongelamento
(KUMAR et al., 2014), entre outros.
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Em processos biotecnolégicos que utilizam microalgas, as etapas de
recuperacédo e purificacdo podem contabilizar de 50 a 80% dos custos totais de
producdo, dependendo das caracteristicas bioquimicas do composto de interesse e
do grau de pureza que precisa ser alcancado (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015;
MOLINA GRIMA et al., 2003). Estes custos também estdo vinculados a baixa
concentracao final de biomassa obtida nos sistemas autotréficos convencionais de
producdo. Nesse sentido, os cultivos heterotroficos surgem como alternativa que
facilitaria a recuperacao da biomassa (MATTOS e BASTOS, 2017).

O processo de recuperacdo da biomassa envolve métodos de separacao
mecanicos, quimicos, bioldgicos e, em menor escala, elétricos. E muito comum
combinar dois ou mais destes métodos a fim de se obter maior velocidade de
separacao e menores custos de processo (AZEREDO, 2012; BARROS et al., 2015).

A secagem é comumente utilizada para estender a vida de prateleira da
biomassa microbiana, especialmente se a biomassa € o produto final. Diversos
métodos de secagem tém sido extensivamente utilizados para secar biomassa,
incluindo spray dryers, cilindros, liofilizacdo e incidéncia direta de luz solar
(OLIVEIRA et al., 2008).

A cinética de crescimento de S. platensis, assim como métodos de extracao e
purificacéo de ficocianina foram estudados por Silva (2008). A maior quantidade de
ficocianina obtida coincidiu com a maxima concentracdo celular em 15 dias de
cultivo. Os métodos de extracao utilizados foram pressado em recipiente cilindrico
(french press), homogeneizador de alta pressdo e congelamento/descongelamento,
sendo que este Ultimo proporcionou extracdo 5 vezes mais eficiente do que os
outros dois métodos, atingindo até 126 mg de ficocianina por g de biomassa seca. A
purificacdo realizada através de precipitacdo por fracionamento com diferentes
concentracfes de sulfato de amoénio resultou em concentracdo de ficocianina de
30,67 mg g biomassa seca e razdo de pureza (Abss20/Abs2so) igual a 2, alcancando
nivel satisfatério para aplicacdo em alimentos.

Um protocolo de purificacdo foi desenvolvido por Kumar et al. (2014), onde a
ficocianina foi extraida de S. platensis (CCC540) através da utilizacdo de sulfato de
ambnio para a precipitacdo da biomassa, seguido de cromatografia com
dietilaminoetil celulose e tampéao acetato. A precipitacdo com 65% de sulfato de

amoénio resultou em recuperacdo de 80% de ficocianina com pureza de 1,5
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(As20/A280), enquanto a aplicacdo de cromatografia resultou em recuperacao de 80%
com pureza de 4,5 (As20/A280).

As dificuldades mais citadas na etapa de extracao de ficocianina se devem a
composi¢cdo multicamada da parede celular das microalgas, além da presenca de
contaminantes (KUMAR et al., 2014; STEWART e FARMER, 1984). O tampao
fosfato 0,2 mol L?, pH 7,5 e solugdo 0,15 mol L' de cloreto de s6dio foram os
melhores parametros estabelecidos por Hemlata et al. (2011) para extracdo de
ficobiliproteinas, combinados com o congelamento/descongelamento da biomassa
(-20 e 4°C).

Cada micro-organismo tem suas particularidades quanto a localizacao
intracelular das proteinas produzidas. Portanto, ndo existem protocolos de extracao
padronizados, mas a escolha do método € essencial para a recuperacdo maxima de
ficobiliproteinas de algas (KAMBLE et al., 2013; MORAES et al., 2011). A extragédo
de ficobiliproteinas envolve ruptura celular e a liberacdo dessas proteinas das
células (KAMBLE et al., 2013). Silva et al. (2009) avaliaram a técnica de precipitacao
para a recuperacdo e purificacdo da ficocianina de S. platensis. O efeito de
diferentes concentracbes de sulfato de amodnio, volume e pH durante a
ressuspensao foram estudados, sendo que a melhor condicdo encontrada para a
purificacao foi o fracionamento com sulfato de amonio a 0-20%/20-50%, com relacéo
a um volume de ressuspenséao/volume inicial de 0,52 em pH 7,0. Este protocolo
aumentou a pureza do pigmento em 70% quando comparado com o extrato inicial,

com recuperacao de 83,8%.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 In6culo

O ino6culo da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli foi gentiimente
cedido pelo Prof. Dr. Jodo Sarkis Yunes da Unidade de Pesquisa em Cianobactérias
(UPC) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e mantido e propagado no
Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle (LABMAC/CCA/UFSCar) em meio
BG11.

4.2 Preparo do meio de cultivo e manutencado das cepas

As cianobactérias foram propagadas em meio BG11 (Braun-Grunow Medium)
(RIPPKA et al., 1979), cuja composicdo encontra-se na Tabela 2. O pH do meio foi
ajustado para 7,4 — 7,6 com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol L, sendo

esterilizado por 20 minutos a 121°C em autoclave.
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Tabela 2 - Composi¢cédo do meio BG11

Componente Solucgéo Estoque Quantidade parallL
K2HPO4 3 g100mL? 1mL
MgSOQO, . 7H2O 7,59 100mL* 1mL
CaCl, . 2H,0 3,6 g 100mL* 1mL
Citrato de amonio férrico 0,6 g 100mL™* 1mL
Na, EDTA 0,1 g100mL™ 1mL
Acido citrico 0,6 g 100mL™ 1mL
Na.COs3 2,0 g 100mL? 1mL
NaNO3 15 g 100mL™* 10 mL
NacCl 7,29 100mL? 1mL
Metais traco 1mL
H3BO3 286,0 mg100mL™?

MnCl, . 4H,0 181,0 mg 100mL™?

ZnSO4 . 7TH,0 22,0 mg100mL™?

NaMoO, . 2H.0 39,0 mg 100mL™*

CuSOs . 5H.0 7,9 mg100mL™?

CoCl; . 6H,0 4,0 mg 100mL*

Fonte: RIPPKA et al., 1979

As culturas foram repicadas apos resfriamento do meio e mantidas a
temperatura ambiente e fotoperiodo de 12:12 horas (claro — escuro) com lampadas
fluorescentes brancas, com luminosidade maxima de 2 klux. O monitoramento
através da contagem celular em Camara de Neubauer foi realizado previamente ao
inicio dos ensaios para verificacdo da concentracao inicial das células e pureza dos

in6culos.

4.3 Vinhaca

A vinhaca utilizada nos experimentos foi coletada em uma Usina de Acucar e
Alcool localizada em Araras/SP, sendo acondicionada em garrafas plasticas e
mantida congelada no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle
(LABMAC/CCA/UFSCar) até o momento da sua utlizacdo. A vinhaca foi
caracterizada em termos de carbono e nitrogénio em analisador TOC — LCPN
SHIMADZU®. Os Oxidos e micronutrientes foram analisados pelo Laboratério de
Andlise e Simulacdo Tecnologica (LAST/CCA/UFSCar). O pH foi ajustado para 7,5 e
a vinhaca foi esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos. A vinhaca bruta foi
utilizada nos cultivos mixotréficos, enquanto que para os cultivos heterotroficos, foi
previamente centrifugada a 1844 x g por 30 minutos a 25°C para retirada de sélidos

sedimentaveis de dificil biodegradacéo.
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4.4 Ensaios

4.4.1 Cultivos mixotréficos

4.4.1.1 Influéncia da suplementacdo do meio com nitrogénio e vinhaca na producao

de ficocianina por Aphanothece microscopica Nageli

Os ensaios foram realizados com A. microscopica em frascos Erlenmeyer de
125 mL contendo 21,5 mL de meio BG11, 3,5 mL da suspensédo contendo o in6culo
(concentracdo inicial de 300 mg L), além de nitrato de sédio (NaNOs) nas
concentragcOes de 0,94 e 1,875g, ou vinhaga bruta nas concentracdes de 2, 5 e 7,5
mL. O ensaio controle consistiu no meio BG11 padrdo. Os experimentos foram
conduzidos em agitador orbital a 100 rpm, 25°C, luminosidade de 2 klux e
fotoperiodo de 12 horas (claro-escuro) durante 24 horas. O monitoramento da
concentragdo celular foi realizado via contagem com auxilio de Camara de
Neubauer, ao final dos cultivos. A ficocianina foi obtida pelo método de extragcdo com
solugdo tampédo fosfato 0,2 mol L' pH 6,85 seguido de congelamento e

descongelamento das amostras.

4.4.1.2 Perfil de producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica Nageli em

meio BG11 suplementado com vinhaca

Os ensaios foram realizados com A. microscopica em frascos Erlenmeyer de
125 mL contendo 21,5 mL de meio BG11, 3,5 mL de inéculo (concentracao inicial de
300 mg L), e 2,5 mL de vinhaca, tendo como controle o meio BG11 padréo.

Os ensaios foram conduzidos em agitador orbital a 100 rpm, 25°C,
luminosidade de 2 klux e fotoperiodo de 12 horas (claro-escuro) com monitoramento
em 6, 12, 24, 48 e 72 horas de cultivo. Tanto contagem celular como ficocianina

foram acompanhadas conforme descrito no item 4.4.1.1.
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4.4.2 Cultivos heterotréficos

4.4.2.1 Producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica N&geli em meio

BG11 suplementado com vinhaca em até 72 horas de cultivo no escuro

Os ensaios foram realizados com A. microscopica em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 43 mL de meio BG11, 7 mL de in6culo (concentracdo inicial de
300 mg L), e 5 mL de vinhaca. Os controles consistiam apenas de meio BG11 e
in6culo de A. microscopica. Os ensaios foram conduzidos em agitador orbital a 100
rpm, 25°C, durante 72 horas. Os frascos Erlenmeyer foram cobertos com papel
aluminio para evitar a incidéncia luminosa. Tanto contagem celular como ficocianina

foram acompanhadas conforme informado no item 4.4.1.1.

4.4.2.2 Avaliacdo da producdo de ficocianina por cultivo heterotréfico através de

planejamento experimental: efeito do indculo, pH e salinidade

Os ensaios foram realizados com A. microscopica em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 125 mL de meio BG11, 12,5 mL de vinhaca e indculo de A.
microscopica em diferentes concentracoes.

Um planejamento experimental DCCR (delineamento central composto
rotacional) foi proposto conforme apresentado na Tabelas 3 e 4. Os ensaios foram
conduzidos em agitador orbital a 100 rpm, 25°C, durante 6 horas. Os frascos
Erlenmeyer foram cobertos com papel aluminio para manter as condicdes

heterotréficas e o monitoramento foi realizado conforme item 4.4.1.1.



Tabela 3 - Planejamento experimental com as trés variaveis codificadas.

Ensaios X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 -1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

X1: pH; Xz2: in6culo; Xs: NaCl
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Tabela 4 - Valores das variaveis independentes X;, X> e Xz utilizadas para o

planejamento experimental DCCR.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
pH (X1) 5,5 6,3 7,5 8,7 9,5
Inéculo (mg L) (X2) 100 180 300 419 500
NaCl (mol L) (X3) 0,2 0,28 0,4 0,52 0,6

4.5 Avaliacdo da producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica

Nageli em biorreator de bancada

A partir da avaliacdo estatistica do planejamento experimental descrito na

Tabela 4, foi realizado o escalonamento em biorreator de bancada Allbiom® AllMic

SCRO5 (Figura 2), considerando os ensaios onde foram obtidos os melhores e

piores desempenhos em termos de taxa especifica de producdo de ficocianina

maxima (Upmax).
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Figura 2 - Cultivo heterotrofico de A. microscopica em meio BG11 suplementado

com vinhaga em biorreator Allbiom® AllMic SCR05

Fonte: Acervo da autora (2017)

As variaveis selecionadas para os ensaios em biorreator de bancada estéo
representadas na Tabela 5.

Para ambos os cultivos, foram utilizados 2L de meio BG11 suplementado com
200 mL de vinhaca. Os vasos de cultivo foram envoltos em papel aluminio para
impedir a incidéncia de luz e assim manter o processo em condi¢des heterotroficas.

Os cultivos foram realizados por 6 horas, a 72 rpm, 1 VVM (volume de ar por

volume de meio, por minuto) e a 25°C.

Tabela 5 - Condi¢cdes avaliadas em biorreator de bancada Allbiom® AlIMic SCR05

Ensaio do DCCR Inéculo (mg L™) pH Salinidade (mol L%
7 (Maior Ppmax ) 419 6,3 0,52
13 (menor Ppmax) 300 7,5 0,2

A cada hora de processo, 40 mL de amostra foram coletados, sendo
avaliadas em termo de biomassa, ficocianina, carbono e nitrogénio. A biomassa foi
monitorada através de leituras de absorbancia em espectrofotbmetro conforme
descrito no item 4.6.1, além de contagens em Camara de Neubauer (item 4.6.2). A
ficocianina foi extraida pelo método com solucédo tampéo fosfato 0,2 mol L pH 6,85
(item 4.6.3).
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Cloreto férrico (FeCls) foi adicionado a biomassa de A. microscopica antes da
centrifugagéo para auxiliar a separacéo da biomassa. A suspensao algal foi dividida
em aliquotas de 450 mL, que foram entdo adicionadas de 100 uL de uma solucdo
composta de 0,58 g de FeCls dissolvidos em 500 yL de agua miliQ. A biomassa foi
centrifugada a 1844 x g por 40 minutos. Hornes (2008) avaliou o efeito de
coagulantes no efluente do pescado visando a separacdo da biomassa de A.
microscopica, sendo o FeCls o coagulante mais eficiente e de facil remocéo através
de lavagens da biomassa.

Ao final dos ensaios, a biomassa foi centrifugada e congelada até o momento
de sua utlizagdo. A biomassa de A. microscopica foi avaliada em termos de
proteinas e lipidios (item 4.8), e dois métodos de extracdo de ficocianina foram
avaliados (extracdo com acido cloridrico (HCI) 12 mol L e sonicacdo com pérolas
de vidro) (MORAES et al., 2011).

4.6 Andlises

4.6.1 Biomassa

A biomassa celular foi obtida através de curva padrdo, onde quatro
comprimentos de onde foram avaliados (620, 652, 665 e 800 nm). O comprimento
de onda de 620nm foi selecionado, pois apresentou o0 maior coeficiente de
determinacédo (R2 = 0,964) com a biomassa seca.

A concentracdo celular (X [g L]) foi determinada por uma correlagdo entre a
biomassa seca e a absorbancia a 620 nm (Ae20), conforme a equacéo 1:
X(g L) = 2,192[As20] + 0,178 Q)

4.6.2 Contagem de células em Camara de Neubauer

Para a realizacdo das contagens, adicionou-se 1 mL da suspensédo celular
previamente diluida em 10x e homogeneizada, sobre a superficie quadriculada da
Camara de Neubauer cobrindo-se posteriormente com uma laminula e aguardando
por cerca de dois minutos para que as células sedimentassem sobre a superficie de
contagem. As células de A. microscopica foram contadas com o auxilio de um
microscopio Optico utilizando-se a lente objetiva de 40x. A concentracdo celular foi

calculada pela média dos valores de contagem de cinco quadrantes, multiplicada por
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25 e 104 além do fator de diluicdo, sendo este resultado representado em células

mL1.

4.6.3 Extrac&o de ficocianina com soluc&o tampéo fosfato 0,2 mol Lt pH 6,85

Para a extracdo de ficocianina, 10 mL de amostra foram adicionados de 20
mL de agua e centrifugados por 25 minutos a 1844 x g. O sobrenadante foi
descartado e 5 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 6,85 foram adicionados ao
precipitado (SILVA, 2008). Apds a centrifugacao, a ficocianina foi estimada através

de leituras em espectrofotdmetro, como especificado no item 4.6.7.

4.6.4 Extracdo de ficocianina através de ciclos de congelamento e

descongelamento

As amostras foram submetidas a ciclos de congelamento (por 24h a - 6°C) e
descongelamento (por 2 horas em temperatura ambiente), apds extracdo com
solugdo tampdo fosfato 0,2 mol L' pH 6,85 (SILVA, 2008). As leituras de
absorbancia foram realizadas entre os ciclos em espectrofotdmetro HACH® DR 500
nos comprimentos de onda de 620 e 652 nm, sendo que a concentracdo de

ficocianina foi calculada através do procedimento descrito em 4.6.7.

4.6.5 Extracdo de ficocianina através de tratamento ultrassénico com pérolas

de vidro

A extracdo com tratamento ultrassénico (sonicacéo) foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por Moraes et al (2011), com algumas modificacbes. A
biomassa Umida de A. microscopica foi adicionada de pérolas de vidro na propor¢cao
de 1:1,1 (g biomassa: g pérolas de vidro), e levada ao banho ultrassom por 48
minutos a 40 KHz. Apds a centrifugacédo, o teor de ficocianina foi estimado atraves

de leituras em espectrofotbmetro, como especificado no item 4.6.7.
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4.6.6 Extracao de ficocianina com HCI 12 N

HCI 12 mol L* foi adicionado a biomassa de A. microscopica nas proporcées
de 5:1 (g biomassa: mL de HCI). A mistura permaneceu em temperatura ambiente
por 24 horas. A concentracdo de ficocianina foi determinada através do

procedimento descrito no item 4.6.7.

4.6.7 Determinacdo por absorbéncia e calculos para a determinacdo de

ficocianina

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1844 x g e 0sS
sobrenadantes foram analisados em espectrofotdmetro HACH® DR 500 nos
comprimentos de onda de 620 e 652 nm. A concentragéo de ficocianina foi calculada
através da Equacao 2 (BENNET e BOGORAD, 1973).

FC = As20 - 0,474 (Ass2) (2)
5,34

Onde:
FC = concentracao de ficocianina (mg mL™1);
As20 = absorbancia a 620nm;

Ags2 = absorbancia a 652nm.

e.

Y= (FC)V (3)
BM

Onde:

Y = Rendimento de biomassa em ficocianina (mg g);
FC = concentracéo de ficocianina (mg mL1);
V = volume do solvente (mL);

BM = biomassa (g L?).
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4.7 Cinética de crescimento microbiano e producao de ficocianina

Os parametros cinéticos foram determinados com base em equacdes
descritas por Levenspiel (2000). A taxa especifica de crescimento maxima (Jmax) foi
calculada de acordo com a Equacgao 4, onde Xo e X1 representam a concentracéo
celular no inicio e final da fase log, respectivamente:

Mmax =  In(X1/Xo) (4)
t1—to

O tempo de geracao (ty) foi determinado através da Equacao 5:
ty = In(2) (5)

Hmax

Produtividade maxima de ficocianina (Prodmax) foi calculada através da
Equacdo 6, onde Po representa a produgcdo de ficocianina no inicio dos
experimentos, e P1 a concentracao final:

Prodmax = P1—Po (6)
ti—1o

A taxa especifica de producdo de ficocianina (up) foi determinada pela
Equacédo 7, para concentracdo maxima do produto e a respectiva concentracao
celular X no tempo experimental:

MP = Pmax (7)
X1

4.8 Caracterizacao da biomassa de Aphanothece microscopica Nageli
Os teores lipidico e protéico foram determinados ao final do cultivo

heterotréfico em biorreator de bancada na condicdo de maior velocidade especifica

de producao de ficocianina (up) (Tabela 5).
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4.8.1 Analise de lipidios totais

As quantificagbes de lipidios totais nas amostras de microalgas foram
realizadas seguindo o método de extracdo de lipidios em biomassa umida proposto
por Bligh e Dyer (1959).

O meio de cultivo foi centrifugado e a biomassa recuperada.
Aproximadamente 1g do material recuperado foi espalhado sobre uma placa de Petri
previamente seca e tarada, pesado em balanca analitica e colocado para secar a
105°C por 24 horas em estufa de secagem. Apds esse periodo o material foi
colocado para resfriar em dessecador e pesado a temperatura ambiente para ter o
teor de massa seca do material determinado.

Em paralelo, 5 g da biomassa recuperada umida foram transferidos para um
tubo Falcon®, sendo adicionados 10 mL de metanol. Agitou-se a mistura e em
seguida foram adicionados 5 mL de cloroférmio. O material foi deixado em contato
com a solucdo extratora por 24 horas e centrifugado apos esse periodo. O
sobrenadante foi coletado e a extracdo foi repetida por mais duas vezes com uma
mistura de cloroformio, metanol e agua MilliQ nas proporcdes 1:2:0,8, dessa vez
sem esperar o0 periodo de 24 horas.

Os trés sobrenadantes foram reunidos e o material solido deixado para secar.
Aos sobrenadantes adicionou-se uma solucao saturada de cloreto de sédio a fim de
promover a separacao de fases. A fase organica (inferior) foi pipetada para uma
placa de Petri previamente seca e tarada com auxilio de uma pipeta Pasteur de
vidro, e colocada para secar na capela até que ndo houvesse mais solvente na
amostra. Para a remocdo de eventual umidade resultante da volatilizacdo do
solvente, a placa foi colocada em dessecador por 24 horas e pesada para a
determinacao do teor lipidico da amostra.

Assim, a fracéo lipidica foi calculada de acordo com a equacéo 8:

Lipidios = Mo x 100 (8)
(BMU x MS)

Onde:

Mo: massa de 0leo extraida;

BMU: Biomassa umida;

MS: % Massa seca (massa apds secagem/massa umida).
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4.8.2 Transesterificacao

O material extraido na quantificacdo de lipidios totais foi redissolvido com 500
pL de cloroférmio e transferido para um tubo de ensaio com tampa de rosca para ser
transesterificado. A reagdo procedeu-se como uma adaptacdo do método
apresentado por Van Wychen, Ramirez e Laurens (2015), utilizando como
catalisador o &cido sulfarico a 1% (m/v) em metanol.

Ao tubo de amostra foram adicionados 5 mL da mistura de catalisador e a
reacao foi conduzida em bloco digestor a 80°C por 10 minutos. Ao final do periodo
de reacdo, a amostra foi rapidamente resfriada em agua a temperatura ambiente
para cessar a reagao.

Ao tubo foram adicionados 5 mL de solucéo saturada de cloreto de sédio e 2
mL de hexano. Agitou-se a mistura e permitiu-se a separacao de fases por 10
minutos.

A fase organica (superior) foi transferida para um novo tubo e lavada com 5
mL de agua MilliQ, sendo transferida para um vial de 2 mL apdés a completa
separacao de fases.

Para concentrar a amostra, o vial contendo a mesma foi deixado em capela

por 1 hora, até que o volume da mesma fosse reduzido pela metade.

4.8.3 Perfil lipidico

A amostra transesterificada e concentrada foi analisada em um CG-FID
Shimadzu® Modelo GC-2010 Plus, equipado com auto injetor e com uma coluna
RTX-Wax de 30 m com 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de
filme.

Uma aliquota de 1 yL de amostra foi injetada em modo splitless, com a porta
de injecdo a 250°C e o detector a 300°C. A rampa de temperatura do forno foi a
mesma utilizada por Sun (2014): 50°C por 1 minuto, entdo 25°C por minuto até
200°C, seguido por 3°C por minuto até 230°C.

Para a identificacdo dos picos, foi utilizado o padrao Supelco 37 component
FAME mix (CRM-47885). Para quantificacdo de cada acido graxo, utilizou-se como
medida indireta a area relativa de cada pico de interesse (metil-ésteres) para com o

total de picos reconhecidos como tal na amostra.
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4.8.4 Teor de proteinas

O teor de proteinas foi estimado através da determinacao de nitrogénio total
(NT) em analisador TOC — LCPN SHIMADZU® posterior a digestdo Kjeldahl
(PERSSON; WENNERHOLM; O’'HALLORAN, 2008).

O meio de cultivo foi centrifugado e a biomassa recuperada. A biomassa foi
lavada duas vezes com agua miliQ e centrifugada por 5 minutos a 1844 x g.

Aproximadamente 0,2 g de biomassa Umida foram secas (3h a 120°C) em
placas de Petri previamente secas e de peso conhecido. Cerca de 0,3 g de
biomassa de A. microscopica foram transferidas para um tubo de ensaio que foi
entdo adicionado de 5 mL de solucdo digestora com a seguinte composicao: 6,8g de
selenito de sédio (Na>SeO3), 10g de sulfato de cobre (CuS04.5H.0), 53,459 de
sulfato de sédio (NaxSO4) e 500 mL de acido sulfurico (H2SO4). Os tubos foram
levados a um bloco digestor nas seguintes temperaturas e intervalos de tempo: 50°C
por 30 minutos, 100°C por 120 minutos, 150°C por 30 minutos, 200°C por 30
minutos, 250°C por 30 minutos, 300°C por 30 minutos e 330°C por 30 minutos.

Apoés o resfriamento das amostras, o conteudo digerido foi transferido para
um baldo volumétrico de 50 mL e agua MiliQ foi adicionada até atingir o menisco. O
teor de nitrogénio total (NT) das amostras foi avaliado em analisador TOC — LCPN
SHIMADZU®, sendo que o conteudo em proteinas da cianobactéria A. microscopica
foi obtido usando o fator 6,25 (PERSSON; WENNERHOLM; O’'HALLORAN, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgéo fisico-quimica da vinhaca de cana-de-acucar

A Tabela 6 apresenta a caracterizacao fisico-quimica da amostra de vinhaca
usada nos experimentos. Por se tratar de um efluente, seus parametros podem
variar consideravelmente, visto que a sua composicao é influenciada pela matéria-
prima (safra de cana-de-acucar) e condicbes de processo (fermentacédo-destilacéo).
De acordo com Fay (1983), a relacao de carbono e nitrogénio (C/N) entre 20 e 30
favorece o desenvolvimento de cianobactérias e, portanto, ndo seria necessaria a
complementacdo por matéria nitrogenada e carbonada para a correcdo deste
efluente. Para que os micro-organismos se desenvolvam em sua maxima eficiéncia,
carbono, nitrogénio e fosforo precisam estar em proporcdes balanceadas, devido a
importancia destes elementos para a formacdo de biomassa e metabdlitos de
interesse comercial. O carbono é importante para a formacéo de estruturas celulares
e para a geracao de energia, enquanto o nitrogénio constitui as proteinas e enzimas.
Se a quantidade de nitrogénio no meio for insuficiente, os micro-organismos néo
serdo capazes de produzir enzimas necessarias para a utilizacdo de carbono.
Porém, o excesso de nitrogénio poderd ocasionar a inibicdo ao crescimento
(CAMPOS; GUERRERO; CARDENAS, 2002; HORNES, 2015; SUNG e LIU, 2003).
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Tabela 6 - Caracterizacao fisico-quimica da vinhaga usada nos ensaios

Parametro Valor médio
pH 4,3
ss 21,8gL?
TOC 10036 mg L*
TN 500,27 mg L*
C/N 20,61
P,Os 0,8 kgm™®
K20 5,7 kgm3
CaO 5,1 kgm-?
MgO 4,55 kgm3
SO4 0,5 kgm=
Cu 0,035mg L*
Fe 14,5mg L?
Mn 3,11mg L
Zn 0,69mg L™

SS: solidos suspensos; TOC: carbono organico total; TN: nitrogénio total; C/N: razédo

carbono:nitrogénio

O pH do meio possui grande influéncia sobre o aparato fotossintético das
cianobactérias, que sédo geralmente alcaloficas e capazes de manter o pH interno
constante na faixa de 7,1 — 7,5, mesmo que o pH do meio externo esteja na faixa de
5a 10 (RITCHIE, 1991; SHARATH, 2016). Assim, o pH da vinhaca foi ajustado para
7,5, valor do meio padrdo BG1l1l (RIPPKA et al., 1979), a fim de minimizar uma
possivel inibicdo do crescimento da cianobactéria no efluente. Além disso,
considerando a fotossintese como padrdo metabdlico desses organismos, a vinhaca
apresenta teores consideraveis de potassio, magnésio, manganés e ferro. As algas
utilizam esses micronutrientes, juntamente com o COg2, para produzir biomassa
através da fotossintese (DALRYMPLE et al., 2013).

No entanto, cabe ressaltar que a elevada turbidez da vinhaca e alto teor de
carbono organico total sugere o consumo de moléculas organicas por cianobactérias
em metabolismo heterotrofico. Santana et al. (2017) reportam teores de acido
lactico, glicerol e acido acético em vinhaca, os quais foram consumidos por culturas

ndo axénicas de microalgas em condi¢gbes mixotroficas, ou seja, com ciclo de claro-
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escuro. De fato, o metabolismo heterotrofico ndo € apropriado para a maioria das
microalgas e muitas espécies sao autotréficas obrigatérias. Porém, algumas
linhagens podem crescer de forma eficiente na auséncia completa de luminosidade
em biorreatores convencionais (FAY, 1983; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

5.2 Cultivos mixotréficos: avaliacdo da suplementacdo do meio BG1l1l e
pardmetros cinéticos do cultivo de Aphanothece microscopica N&ageli na
producéao de ficocianina

A Figura 3 apresenta a concentracdo celular de A. microscopica apos 24
horas de cultivo nas diferentes condi¢cdes experimentais. Para todas as condicoes, a
concentracéo celular foi mantida na mesma ordem de grandeza (10° cél mL™),
indicando ao menos a manutencao celular. A concentracao celular maxima obtida foi
de 5,58.108 cél mL, quando o meio BG11 foi suplementado com 2,5 mL de vinhaca,
superior ao tratamento controle. A habilidade desta cianobactéria crescer e manter-
se em meios com carbono organico ja foi objetivo de diversos estudos (BASTOS et
al., 2004; 2011; BONINI e BASTOS; 2012; DE- BASHAN; BASHAN, 2010; DUMAS
et al., 1998; FAY, 1992; JACOB-LOPES et al., 2006; PEREZ-GARCIA et al., 2010).
Bonini (2012), em cultivos mixotréficos em meio BG11 suplementado com glicose,
obteu concentracdes celulares na ordem de 10° para A. microscopica e 107 para
Chlorella vulgaris. O aumento dos perfis de biomassa de cianobactérias cultivadas
em meios com fontes de carbono como glicose, glicerol e acetato, presentes na
vinhaca, foi reportado por varios autores. Liang et al. (2009) observaram que 0 uso
de glicose a 1% (m/v) no cultivo mixotréfico com C. vulgaris resultou em maiores
taxas de crescimento (2 g L) e produtividade em lipidios (54 mg L dia!); enquanto
5,38 g L foi encontrado durante o cultivo de S. platensis em meio com 0,5 g L de
glicose (MULITERNO et al., 2005).
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Figura 3 - Perfis de concentracdo celular de Aphanothece microscopica Nageli apés
24 horas de cultivo em meio BG11 suplementado com diferentes concentracdes de

nitrato de sodio e vinhaca.
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A adicdo de 2,5 mL de vinhaca ao meio BG11l favoreceu a producédo de
ficocianina pela cianobactéria, atingindo concentracdo maxima de 0,0467 mg mL™
(Figura 4), coincidindo com a concentracdo celular maxima. A relacdo da maior
producéo de ficocianina com a maior concentracao celular também foi observada em
outros estudos, como registrado por Silva (2008), o que indica que a producdo de
ficocianina deve estar ligada com o crescimento celular. Como a vinhaca € um
liquido escuro, a adicdo de 5 e 7,5 mL do efluente no meio BG11 fez com que a
turbidez fosse elevada consideravelmente, o que pode ter prejudicado a captacao de
luz pelas células de A. microscopica. Como a ficocianina é um pigmento
fotossintético, a sua producdo tende a ser prejudicada nos meios que foram
suplementados com os maiores volumes de vinhaca, que impediram a passagem de
luz. Porém, este prejuizo foi compensado na condi¢céo de 2,5 mL de vinhaca com um
maior crescimento celular devido ao desvio da via metabdlica para crescimento a

partir de moléculas organicas no escuro.



38

As cianobactérias podem utilizar nitrato ou amdnia como fonte de nitrogénio
para o crescimento celular. Liotenberg et al. (1996) avaliaram o efeito destas fontes
de nitrogénio na producéo de ficobiliproteinas, e a presenca da aménia ocasionou o
aumento de 46% de ficocianina nos ficobilissomos a mais nas células de Calothrix
sp. PCC 7601 quando comparada com o nitrato como fonte de nitrogénio. As
guantidades de NaNOs adicionadas ao meio BG11 (0,94 e 1,875g) podem ter
ocasionado inibicdo do crescimento por excesso de nitrogénio presente no meio,
visto que a Figura 3 indica que a concentracao celular diminui discretamente quando
NaNO3 foi adicionado em maior quantidade. O mesmo comportamento pode ser
observado na concentracao de ficocianina (Figura 4), que também diminui quando
1,875g de NaNO3s foram adicionados ao meio BG11 (comparando-se a concentracao
de ficocianina em termos de extracdo somente com tampado fosfato, sem o

congelamento e descongelamento).

Figura 4 - Producdo de ficocianina apos 24 horas de cultivo em meio BG1l1
suplementado com diferentes concentra¢cdes de nitrato de sédio e vinhaca (O quadro
de cores representa 5 ciclos de congelamento e descongelamento, enquanto SCD

indica a extracdo do pigmento
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De acordo com Perez-Garcia et al. (2011), a ficocianina pode ser produzida

por cianobactérias em meio com limitada disponibilidade de carbono organico, desde
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gue tenha quantidades suficientes de nitrogénio. Nesse sentido, considerando o
aporte de nitrogénio no meio BG11 e a adicdo de 2,5 mL de vinhaga com a sua
guantidade de carbono organico, provavelmente nesta condi¢éo foi obtida a melhor
relacdo C/N para sintese deste pigmento. Todos os pigmentos vinculados a
fotossintese sé@o obtidos tradicionalmente a partir de cultivos autotréficos. Porém, a
possivel produtividade em biomassa mais elevada na condi¢cao heterotréfica pode
suprir esta deficiéncia, tornando viavel a producdo de ficocianina a partir de aguas
residuarias em sistemas menos dependentes da luz.

Com relacdo a recuperacdo do produto, o método de extragcdo por
congelamento e descongelamento tem sido reportado como método mais eficiente
para a extracdo de ficobiliproteinas de cianobactérias (HEMLATA; FAREHA;
TASNEEN, 2011). Esta técnica ndo provoca a desnaturacdo das proteinas, e a
ruptura celular ocorre porque os cristais de gelo formados durante o congelamento
rompem a parede e membrana celulares, liberando as ficobiliproteinas para o meio.
Porém, a Figura 4 mostra que este método ndo teve o mesmo efeito com as células
de A. microscopica, o que pode ser atribuido ao tamanho extremamente reduzido
das células desta espécie unicelular, além da possivel rigidez de suas paredes
celulares.

Sivasankari, Naganandhini e Ravindran (2014) avaliaram diferentes formas de
extracdo de ficocianina de células da S. platensis, obtendo concentracées de 0,17
mg L e 0,32 mg L* de ficocianina utilizando solugcédo tampéo fosfato e ciclos de
congelamento e descongelamento, respectivamente. Porém, como trata-se de uma
cianobactéria filamentosa, as células de S. platensis possuem formato helicoidal e
tamanho muito superior, com diametro de 10 pym e comprimento que pode atingir
centenas de ym (MORAES et al., 2013), enquanto as células de A. microscopica sao
elipticas e medem aproximadamente 9,0 — 9,5 ym por 4,0 — 4,2 um (ESTEVES,
1988; JACOB-LOPES; LACERDA; FRANCO, 2008).

No meio de cultivo suplementado com 2,5 mL de vinhacga, por exemplo,
ocorre uma perda de aproximadamente 25% nas etapas de extracdo somente com
solucéo tampao e quatro ciclos de congelamento e descongelamento. Microalgas de
tamanho muito reduzido, como A. microscopica, geralmente possuem paredes
celulares com varias camadas, o que resulta em células muito resistentes a ruptura
celular, fazendo com que o processo de extracdo seja muito mais dificil (MORAES et
al., 2011; STEWART e FARMER, 1984). De qualquer forma esta perda em termos
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de massa total pode ser minimizada desde que sejam obtidas concentracdes
celulares mais elevadas, o que seria possivel considerando que as cianobactérias
unicelulares tendem a apresentar velocidades de crescimento superiores as
filamentosas (QUEIROZ et al., 2007).

Os efeitos da suplementacdo do meio BG11l com 2,5 mL de vinhaga na
producdo de ficocianina por A. microscopica em cultivos mixotroficos e
fotoautotréficos (controle) foram investigados através de bateladas por 72 horas. A
Figura 5 indica os teores e rendimentos em ficocianina obtidos para estes cultivos. O
rendimento maximo de ficocianina foi alcancado apdés 12 horas de cultivo em
condicdes mixotréficas, e em 72 horas em condi¢des fotoautotroficas (1,5 e 1,42 mg
ficocianina g biomassa, respectivamente); e a concentracdo maxima de ficocianina
foi obtida também apds 12 horas de cultivo em condigbes mixotroficas (0,15 mg
mL?). Neste contexto, pode-se inferir que A. microscopica possui capacidades
metabolicas versateis, visto que o pigmento foi produzido em quantidades similares

mesmo sob diferentes regimes de cultivo.
Figura 5 - Concentracdo e rendimento de biomassa em ficocianina por Aphanothece
microscopica N&ageli cultivado em meio padrdao BG11l (controle), e meio padrao

suplementado com vinhaca em 72 horas de cultivo.
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O estresse causado pela presenca e auséncia de luminosidade é fundamental
para promover mudancas nos padroes de produgcdo de pigmentos durante 0s
cultivos de microalgas, o que destaca a flexibilidade do seu metabolismo. A
mudanca na luminosidade usualmente leva ao aumento da producdo de pigmentos
(STREIT et al., 2017), que pode ser observado nas primeiras 12 horas de cultivo,
guando A. microscopica aumentou a producéo de ficocianina. Streit et al. (2017)
avaliaram a producdo de pigmentos por A. microscopica cultivada em residuos da
industria de laticinios, obtendo rendimento maximo de ficocianina de 73,1 mg g.

Cheng e Zhang (1997) estudaram a produgéo de ficocianina por S. platensis
sob condi¢cdes autotréficas e mixotroficas, através de um sistema de batelada
alimentada. Em condi¢cdes autotroficas, a taxa de producdo de pigmento foi
constante, o que nao foi observado quando S. platensis cresceu em regime
mixotréfico, onde a glicose representava a fonte de carbono orgénico disponivel.
Sob condicGes mixotréficas, a producéo de ficocianina variou de 54 mg g a 125 mg
g? durante 300 horas de cultivo. Embora nossos resultados apresentem valores
inferiores, é importante notar que outras caracteristicas importantes para o
desenvolvimento de bioprocessos nao foram consideradas, além de que diferentes
métodos de extracdo de ficocianina ndo foram estudados para A. microscopica.

A Figura 5 mostra que as primeiras 12 horas de cultivo apresentam a maior
variabilidade na producédo de ficocianina em regime mixotréfico (1,28 mg g* a 1,50
mg g1), o que pode ser explicado pelas mudancas continuas no predominio do
metabolismo fotoautotrofico ou heterotrofico (CHEN e ZHANG, 1997).

A producéo de ficocianina em cultivos mixotroficos também foi reportada por
Sloth et al (2006). Os autores concluiram que maiores quantidades de ficocianina
foram produzidas em menores intensidades luminosas por G. sulphuraria 074G,
independente da fonte de carbono utilizada.

Os parametros cinéticos do cultivo de A. microscopica podem ser encontrados
na Tabela 7, que mostra velocidade especifica de crescimento maxima (Umax) de
0,025 h! para o cultivo mixotréfico com 2,5 mL de vinhaca, e 0,010 h! para o cultivo
fotoautotréfico (controle). O fato de que o cultivo mixotréfico apresenta pumax maior
nao € incomum para A. microscopica, pois 0 mesmo comportamento pode ser
observado em outros estudos (STREIT et al., 2017; JACOB-LOPES et al., 2008),
indicando que essa cianobactéria é fortemente influenciada pelo meio de cultura em

gue é cultivada.
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Tabela 7 - Parametros cinéticos dos cultivos mixotréficos de Aphanothece
microscopica Nageli em meio BG11 suplementado com 2,5 mL de vinhaga. Os
parametros cinéticos do controle estédo representados como cultivo fotoautotrofico.

Parametro Mixotrofico Fotoautotroéfico
Mmax () 0,025 0,010
ty () 27,72 69,31
Xméax (MQbiomassa L™1) 504 404
Prodmax (Mgficocianina L™ ) 0,0047 0,0011
Mp (MPficocianina MJbiomassa = h™) 9,86 2,81

Umax : velocidade especifica de crescimento maxima; tg: tempo de geracao celular; Xmax: concentracao
celular maxima; Prodmax; produtividade maxima de ficocianina; pr : velocidade especifica de producao

de ficocianina.

Cheng et al (1996) avaliaram a producéo de ficocianina por S. platensis sob
condicBes fotoheterotroéficas, utilizando glicose e acetato como fontes de carbono. O
uso destes substratos aumentou a velocidade de crescimento e producdo de
ficocianina, obtendo pmax de 0,026 h' e 0,022 h?! para glicose e acetato,
respectivamente. Esses valores se assemelham ao umax obtido para o cultivo
mixotréfico de A. microscopica em meio sintético suplementado com 2,5 mL de
vinhaca (0,025 h'). Os autores indicam concentracdo maxima de 0,322 mg mL* e
0,246 mg mL™* de ficocianina, quando S. platensis foi cultivada em glicose e acetato,
sendo estes valores aproximadamente 2 vezes menores quando A. microscopica foi

cultivada em vinhaca de cana-de- actcar (0,1514 mg mL™1).

5.3 Producdo de ficocianina por cultivo heterotréfico de Aphanothece

microscopica Nageli em meio BG11 com vinhaca

O cultivo de cianobactérias em condi¢cdes heterotréficas no escuro pode
causar grandes mudancas estruturais as células, assim como interferir na
organizacdo funcional do aparato fotossintético destes micro-organismos (MANNAN
e PAKRASI, 1993). Considerando que os cultivos mixotréficos apresentados no item

5.2 ja apresentam uma limitacdo pela luminosidade, procedeu-se experimentos em
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sistemas puramente heterotréficos. Podemos observar na Figura 6 que as maiores
concentragdes de ficocianina foram obtidas nas primeiras 12 horas de cultivo em
meio suplementado com vinhaca, ao contrario do controle, onde a concentracdo do
pigmento diminuiu sutilmente durante as primeiras horas de cultivo, assim como no
cultivo mixotréfico.

Taufiqurrahmi et al. (2017) avaliaram a producdo de ficocianina por S.
platensis utilizando como meio de cultura o carvéo obtido de cascas de arroz. O uso
deste residuo aumentou a concentracdo celular em 60% durante 8 dias de cultivo,
alcancando 1,20 mg mL™? de ficocianina, valor 59,1% inferior do que aquele obtido
guando S. platensis foi cultivada no meio MSI (mineral). Este comportamento néo foi
observado no cultivo de A. microscopica em vinhaca (Figura 6), onde a

concentracdo de ficocianina foi aproximadamente o dobro a observada no cultivo

controle (meio BG11).

Figura 6 - Concentracdo e rendimento de biomassa em ficocianina por Aphanothece
microscopica Nageli cultivado em meio padrdao BG11l (controle), e meio padréao

suplementado com vinhaca em 72 horas de cultivo.
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Legenda: (A) controle, mg mL?; (O0) BG11 e vinhaga, mg mL?; (O) controle, mg gt e (O) BG11 e

vinhaga, mg g*. Linhas tracadas representam a concentracdo de ficocianina, enquanto as linhas
sélidas representam o rendimento.

Analisando o perfil de producéo da ficocianina, mesmo estando na mesma

faixa de erro, a produtividade em 6 horas é superior a obtida em 12 horas, isto €,
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0,007 contra 0,0009 Mgricocianina L™ h1). Estes resultados sugerem que este tipo de
producdo deve ser realizado em sistemas com baixos tempos de batelada. Além
disso, sabe-se que os cultivos heterotréficos apresentam uma tendéncia maior a
contaminacao devido a disponibilidade de carbono organico, o que torna processos
com tempos de batelada menores mais interessantes. Deve-se destacar que, a
julgar pela velocidade especifica de producao de ficocianina (lp = 22,59 MQficocianina
Mgbiomassa = 1), a obtencdo do pigmento, mesmo que nas primeiras horas, foi
superior aos cultivos mixotroficos. Geralmente, cultivos mixotréficos apresentam
velocidades especificas de crescimento superiores aos cultivos heterotréficos
(CHEIRSILP e TORPEE, 2012; MOHAMMAD et al.,, 2016; ZHOU et al. 2013).
Porém, Chojnacka e Noworyta (2004), ao estudarem o cultivo fotoautotrofico,
mixotréfico e heterotrofico de S. platensis, reportaram que a velocidade especifica
de crescimento dos cultivos mixotréficos s6 eram superiores (0,055 h-1) aos cultivos
heterotréficos e fotoautotréficos para luminosidades superiores a 30 W m™2, e
concentracdo de glicose de 0,5 g L. A concentragéo teoricamente ideal de glicose
nos cultivos heterotroficos e baixas intensidades luminosas nos cultivos mixotroficos
fez com que os cultivos heterotréficos possuissem maiores taxas de crescimento em
alguns casos. Portanto, faz-se necessario que outros parametros sejam estudados
nos cultivos mixotroficos com A. microscopica, sendo a intensidade luminosa um
fator de extrema importancia.

Streit et al (2017) estudaram o cultivo heterotréfico de A. microscopica em
residuos industriais lacteos, assim como a producédo de pigmentos. A velocidade de
crescimento (MUmax), tempo de geracédo (tg) e concentracdo celular obtidos foram de
0,066 ht, 10,50 h e 590 + 15 mg L. Em nossos estudos, a velocidade de
crescimento obtida foi mais que o dobro (0,141 h'l), além de menor tempo de
geracdo, o que indica o potencial da vinhaca como um excelente suplemento para o

cultivo de A. microscopica (Tabela 8).
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Tabela 8 - Parametros cinéticos da producado de ficocianina por cultivo heterotrofico

de Aphanothece microscopica N&geli em meio BG11 suplementado com vinhaga

Parametros Valores
Mmax (h™) 0,141
ty (h) 4,92
Xmax (MQbiomassa L) 402
Prodmax (Mficocianina L h1) 0,0067
Mp (MGficocianina MJbiomassa = h™) 22,59

Mmax : velocidade especifica de crescimento maxima; tg: tempo de geracao celular; Xmax: concentracao
celular maxima; Prodmax; produtividade maxima de ficocianina; pr : velocidade especifica de producao

de ficocianina.

De acordo com Doran (2012), a Equacao 9 descreve o balanco de massa
para produtos em biorreatores batelada com micro-organismos, onde temos que o
tempo de batelada ideal (i), ou seja, o menor possivel, esta relacionado com
parametros cinéticos tais como pmax, e, in0culo (Xo) e producgéo (Ps — Po; diferenca

entre final e inicial):

(P, -P
{, = 1+ AP 7Ry

Hinax Xo/uP (9)

Nesse sentido, partindo dos resultados experimentais obtidos nos itens 5.2 e
5.3, pode- se estimar o tempo de batelada ideal (tedrico). Conforme apresentado na
Figura 7, o ty calculado para cultivo heterotréfico (5,8 horas) é similar ao tempo
experimental de maxima producdo de ficocianina (6 horas), indicando que esta

condicao ja esta otimizada para formacéo deste produto nas condi¢des do estudo.
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Figura 7 - Comparagédo entre os tempos de batelada experimentais (barra preta) e
tedricos (barras brancas) na producao de ficocianina por Aphanothece microscopica
Nageli em cultivos mixotréfico e heterotrofico

Tempo de batelada (horas)

L —

Mixotréfico Heterotrofico

De forma geral, a literatura relata concentracdes superiores de ficocianina
obtidas por cultivos autotroficos (MORAES et al., 2011), o que pode ser justificado
pela reducdo da taxa fotossintética destas cianobactérias no escuro em meios com
carbono organico. Apesar das baixas concentracdes do pigmento nos cultivos
heterotréficos, como apenas algumas linhagens apresentam este metabolismo
versatil, os cultivos heterotréficos facilitam a producdo uniespecifica, porém nao
axénica, em larga escala, resultando em conteidos mais elevados de biomassa e
maior rendimento em ficocianina (BUCHWEITZ, 2016).

5.4 Efeito do ind6culo, pH e salinidade na producédo de ficocianina por cultivo
heterotrofico de Aphanothece microscopica Nageli em BG11l suplementado

com vinhaca

Considerando que nos cultivos heterotroficos foram obtidas as maiores
velocidades especificas de produgdo de ficocianina, embora com valores ainda
inferiores & obtencdo fotoautotrofica convencional, foi proposto um delineamento
experimental para avaliar o efeito da quantidade de in6culo, pH e salinidade (em

termos de cloreto de sédio [NaCl]). Cabe ressaltar que estas variaveis sado citadas
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frequentemente como importantes na producdo de pigmentos por microalgas
(DESHMUKH e PURANIK, 2012; MOHITE e WAKTE, 2011; SHARMA et al., 2014;
SORNCHAI e IAMTHAM, 2013).

Neste contexto, a Figura 8 apresenta o Grafico de Pareto para a variavel
resposta producdo de ficocianina. Os resultados indicam que, apesar da maior
producdo de ficocianina (36,8 mg L) ocorrer em pH 7,5, inéculo 300 mg L* e 0,4
mol L? de NaCl), ndo ha efeito significativo das variaveis ao nivel de 5% de
significancia nas faixas testadas de pH (5,5 a 9,5), inéculo (100 a 500 mg L?) e
salinidade (0,2 a 0,6 mol L de NaCl). Por outro lado, a menor producdo de
ficocianina (3,5 mg L) ocorreu nas condicdes pH 6,3, 180 mg L de inéculo e 0,52
mol L't de NacCl.

A producéo de ficobiliproteinas por cianobactérias é tida como um fenémeno
dependente do pH (DESHMUKH e PURANIK, 2012; HONG e LEE, 2008),
aumentando a sua concentracdo em condi¢des alcalinas (DESHMUKH e PURANIK,
2012). Porém, no delineamento experimental, a condicdo com maior producédo de
ficocianina apresentava pH 7,5. Em termos cinéticos, maior pp foi alcancada pelo
ensaio 7, com pH 6,3, indicando que A. microscopica produz maiores quantidades
de ficocianina em pHs proximos a neutralidade. Utilizando-se pp como critério de
avaliacdo, a melhor (ensaio 7) e pior (ensaio 13) condicdo mostram a importancia da
salinidade para a producéo de ficocianina. O ensaio 7, apresentava 0,52 mol L de
NaCl (adicionais ao NaCl adicionado ao meio BG11 em sua composi¢cado padrao),
enquanto o ensaio 13 continha 0,2 mol L* de NaCl em seu cultivo. Estes resultados
indicam a importancia da salinidade para o processo, confirmado pelas estimativas
do Grafico de Pareto, que salienta a importancia do efeito do inéculo e da interacdo
do in6culo com a salinidade (Fig 8). Sharma et al. (2014) estudaram o efeito da
salinidade, pH e concentracdo de carbono na producdo de ficobiliproteinas por S
platensis. Para a producao de ficocianina, as melhores condi¢fes encontradas foram
0,4 mol L de salinidade, auséncia de carbono e pH 7. Assim como A. microscopica,
S. platensis produz mais ficocianina em pHs na faixa de neutralidade, e os teores
préximos de salinidade evidenciam a sua relevancia para o processo.

Quanto ao crescimento celular, o mesmo também n&o houve diferenca
significativa com a variacdo de pH, inoculo e salinidade (Figura 9), mesmo havendo
uma producdo maior (5,0.10° células por mL) na condicdo de pH 8,7, in6culo 419

mg Lt e 0,28 mol L' de NaCl. Muruga et al. (2014) avaliaram o efeito de variaveis
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fisico-quimicas (pH, salinidade e temperatura) no crescimento de cianobactérias
isoladas do Lago Magadi (Quénia), um ambiente hipersalino. Quatro isolados
apresentaram maiores taxas de crescimento em pH 6, enquanto dois outros isolados
desenvolveram-se melhor em pH 7. Porém, todos os isolados cresceram em todas
as faixas de pH testadas (6 a 10). Além disso, os isolados apresentaram altas taxas
de crescimento em baixas salinidades, inclusive na auséncia de NaCl. Estes
resultados mostram a flexibilidade metabdlica das cianobactérias, que podem
crescer em pHs levemente acidificados a alcalinos, e em diversas condi¢fes de
salinidade.

O efeito do pH no crescimento de Synechocystis sp. PCC 6803 foi estudado
por Touloupakis et al. (2016). Crescimento 6timo foi alcancado quando estes micro-
organismos foram cultivados em pH neutro, porém, as perdas em produtividade

foram irrisorias (cerca de 8%) quando os cultivos ocorreram em pH entre 7,5 e 10.

Figura 8 - Grafico de Pareto para efeito das variaveis inéculo, pH e salinidade na

producéo de ficocianina
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Figura 9 - Gréafico de Pareto para efeito das variaveis inéculo, pH e salinidade no

crescimento celular
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Efeitos estimados

O fato do delineamento experimental indicar que n&do houve diferenca
significativa das variaveis testadas nestas condi¢cdes indica uma estabilidade na
producdo de ficocianina, o que é importante analisando em termos de
escalonamento de bioprocessos. Embora seja relatado em outros trabalhos, nas
condicbes experimentais conduzidas, ndo haveria um impacto na producdo de
ficocianina para uma faixa ampla de pH, salinidade e quantidade de indculo.

Essa plasticidade conferida as cianobactérias € também muito importante na
prevencdo de contaminacdo dos processos por outros micro-organismos,
principalmente em condicbes heterotréficas, visto que muitas espécies de
microalgas podem se desenvolver em pHs alcalinos e altas salinidades. Sendo
assim, estes ensaios foram analisados em termos da cinética de crescimento e
producdo de ficocianina (Umax, tg, Xmax, Prodmax € pp). As condi¢cdes selecionadas
para ensaios em biorreator de bancada (com maior volume de meio e
monitoramento de pH e oxigénio) foram avaliadas utilizando-se pp como parametro
cinético, visto que nao houve diferenca estatistica entre as concentracdes de
ficocianina obtidas nos 17 ensaios. Assim, 0S ensaios que obtiveram maior e menor
Mpmax (121,4 € 2,16 MQficocianina MPbiomassa-- ™1, respectivamente), foram selecionados

para o escalonamento.
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5.5 Avaliacdo da producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica

N&ageli em biorreator de bancada

Considerando que o delineamento experimental ndo apresentou otimizacao
significativa das variaveis inéculo, pH inicial e salinidade, buscou-se avaliar em
escala de bancada partindo-se dos ensaios onde foram obtidos o maior e menor
Mpmax, parametro cinético considerado mais importante em termos de producédo de
ficocianina.

O suprimento de oxigénio é um fator fundamental durante cultivos
heterotréficos de cianobactérias. O oxigénio (O2) é importante para a manutencao
celular e biossintese de componentes celulares (JACOB-LOPES et al., 2010;
OSBORNE e GEIDER, 1989; SANTOS et al., 2017). A limitacdo no suprimento e
transferéncia de O durante o0s cultivos microbianos aer6bios afeta
consideravelmente o desempenho em termos de crescimento e produgcdo de
metabolitos. A agitacdo e aeracdo sdo parametros necessarios para evitar regides
de anaerobiose nos biorreatores, principalmente em meios com alta viscosidade
(CHOJIJNACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004; SANTOS et al.,, 2017). Por isso, a
agitacdo dos cultivos foi ajustada de 100 rpm (condicdo aplicada aos frascos
Erlenmeyer em agitador orbital) para 72 rpm, considerando a relacdo geométrica
entre os frascos e o vaso do biorreator de bancada.

Durante a respiracdo, O, é consumido e CO: produzido, sendo que a
guantidade de energia liberada pela combustdo de qualquer substrato organico é
orientada para diversas funcbes como o crescimento e divisdo celular (PEREZ-
GARCIA et al., 2011). A taxa de consumo de O varia durante o ciclo celular e a
respiracdo no escuro aumenta de acordo com a taxa de crescimento (LLOYD, 1974;
PEREZ-GARCIA et al.,, 2011). A Figura 10 apresenta os perfis de consumo de
oxigénio durante os cultivos em biorreator de bancada. Em ambos os ensaios, a
concentragdo de oxigénio diminuiu durante o cultivo, sugerindo o seu consumo pelas
células de A. microscopica. Comparando-se ambas as figuras, nota-se que na
condicdo de menor taxa especifica de producédo de ficocianina (ensaio 13) houve
uma diferenca 10 vezes maior entre a quantidade de oxigénio inicial fornecida ao
cultivo, e ao final de 6 horas de experimento, quando comparada com o ensaio 7.

Porém, cabe ressaltar que o teor de oxigénio se manteve acima de 90% da
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saturacéo, indicando um baixo consumo pela cianobactéria, o que € importante em

termos de escalonamento do processo.

Figura 10 - Evolucdo do pH e oxigénio durante o cultivo de Aphanothece

microscopica N&ageli em biorreator de bancada - A) maior ppmax € B) menor tpmax
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O cultivo de microalgas em condi¢cdes mixotroficas e heterotroficas poderiam
proporcionar beneficios em termos ambientais, visto que a eficiéncia de remocéo de
nutrientes de residuos industriais, agricolas e municipais pelas microalgas € maior
sob condi¢cGes de aerobiose e heterotrofia no escuro (ANDRADE e COSTA, 2007;
OBGONNA et al., 2000; LI et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2010, 2011; PEREZ-
GARCIA e BASHAN, 2015; ZHOU et al., 2013).

Aguas residuéarias provenientes do processamento agroindustrial geralmente
possuem elevada turbidez e concentracdes de nutrientes, além de compostos
organicos solluveis ou ndo. Sendo assim, em termos de viabilidade das pesquisas,
estas aguas residuarias sdo geralmente diluidas para diminuir a turbidez
(especialmente caso o tratamento aplicado ocorra em condi¢cdes autotréficas),
reduzindo também a concentracdo de nutrientes (GONZALEZ et al., 2008; JIA e
YUAN, 2016; WOERTZ et al., 2009; ZHU et al., 2013).

O pH tende a interferir no consumo de nutrientes pelas microalgas. O pH ideal
para remocdo de nutrientes varia de acordo com a espécie celular. A microalga
cloroficea C. vulgaris, por exemplo possui 0s maiores indices de remocdo de
nutrientes em pHs entre 7 e 8 (JIA e YUAN, 2016; ZHOU et al., 2015). Nos ensaios
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em biorreator de bancada, o pH apresentou comportamentos diferentes nos dois
cultivos, aumentando discretamente na condicdo de maior ppmax (Porém com
periodos de estabilidade), e permanecendo estavel na condicdo de menor Mpmax
(Figura 10). Como a influéncia do pH foi avaliada apenas em termos de producéo de
ficocianina, outros estudos sdo necesséarios para elucidar a importancia desse
parametro na remoc¢ao de nutrientes por A. microscopica.

O nitrogénio € essencial para a sintese dos componentes celulares das
microalgas, como o material genético, enzimas, proteinas, horménios, vitaminas,
alcaléides e moléculas que transferem energia. Este nutriente esta presente em
abundancia nas células, variando de 1 a 10% da massa seca das células
(GROBBELAAR, 2013; JIA e YUAN, 2016). Os percentuais de remocdo de
nitrogénio variam de acordo com a espécie celular e tipo de molécula nitrogenada.
C. vulgaris, por exemplo, alcancou 100% de remogao em 48 horas de cultivo em
efluente secundario (JIA e YUAN, 2016; KIM et al.,, 2013); enquanto Chlorella
zofingiensis removeu entre 65-80% de nitrogénio de &aguas residuarias de
suinocultura em 96 horas (JIA e YUAN, 2016; ZHU et al., 2013). A concentracdo de
nitrogénio total diminuiu em 15,97 e 14,44%, na melhor e pior condicdo avaliadas,

respectivamente, durante 6 horas de cultivo (Figura 11).

Figura 11 - Evolucao do carbono organico total (COT) e nitrogénio total (NT) durante
o cultivo de Aphanothece em biorreator de bancada - A) maior PUpmax € B) menor

MPmax
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NHz (aménia) € a forma inorganica mais reduzida do nitrogénio, porém, o
nitrogénio € comumente encontrado na natureza em formas menos reduzidas, como
nitrato, nitrito e dinitrogénio. Compostos organicos como a ureia, aminoacidos, etc
também sdo encontrados em alguns ecossistemas, porém, essas formas de
nitrogénio geralmente requerem a sua reducdo para amonia antes de serem
incorporadas aos esqueletos de carbono, através de processos que necessitam
reducbes e energia. Por este motivo, ambdnia € a fonte preferida de nitrogénio
(MURO-PASTOR; REYES; FLORENCIO; 2005). A presenca de nitrato, nitrito e
nitrogénio amoniacal na vinhaca bruta tém sido reportados na literatura (PEDRO-
ESCHER; MAZIVIERO; FONTANETTI, 2014).

O meio BG11 utilizado neste estudo apresenta nitrato de sodio em sua
composicao e, portanto, varias formas de nitrogénio poderiam estar disponiveis para
A. microscopica. Ruckert e Giani (2004) compararam o crescimento da cianobactéria
Microcystis viridis em meio WC suplementado com amonia, nitrato e amodnia +
nitrato. M. viridis apresentou maior taxa de crescimento no tratamento com amonia
do que com nitrato (Umax de 0,393 e 0,263 dial, respectivamente). Porém, quando o
meio WC foi suplementado com aménia e nitrato (na propor¢cao de 1:1), M. viridis
mostrou comportamento intermediario, com pmax igual a 0,325 dia™.

A remocao de amonia de aguas residuarias se tornou um interesse ao redor
do mundo, pois a amoénia € toxica para espécies aquaticas e causa eutrofizacdo em
corpos d'agua (TCHOBANOGLOUS et al., 2003; ZHU et al., 2008). Os compostos
nitrogenados em aguas residuarias sao efetivamente removidos através de
processos biolégicos (EPA, 1993; ZHU et al., 2007a,b; ZHU et al., 2008).

Suvidha, Pandey e Sanjay (2016) estudaram faixas de utilizacdo de carbono
organico total (COT) e demanda quimica de oxigénio (DQO) a partir de aguas
residuarias provenientes de uma industria alimenticia por Chlorella em condi¢des
mixotréficas. COT foi reduzido em até 92,9% (com DQO de 3000 mg L?), em seis
dias de cultivo. Neste trabalho, A. microscopica removeu 16,59 e 12,32% de COT
nos cultivos com maior e menor ppemax, respectivamente. Mesmo que estes cultivos
nao tenham sido otimizados para a remocdo de TOC e NT, percebe-se que as
condicdes selecionadas como Gtimas para a producdo de ficocianina também séo
mais eficientes para a remogao destes compostos.

A concentragdo e o rendimento em ficocianina podem ser visualizados na

Figura 12. A maior concentracédo de ficocianina obtida foi de 0,166 mg mL™ para o
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cultivo A, e 0,125 mg mL? para o cultivo B. Através da andlise dos parametros
cinéticos (Tabela 9) percebe-se que o processo conduzido com as condi¢gbes que
menos favorecem a produgao de ficocianina apresentou pmax superior aquele em
gue as condicfes 6timas foram selecionadas, o que pode ser explicado pelo fato que
a cinética relativa a producdo de biomassa nédo foi levada em consideracédo para
atribuir as condicbes que seriam aplicadas no biorreator de bancada. A melhor
condicdo (A) apresentou pp superior (49,18 Mgficocianina MQPbiomassa~ ht) a Pp obtida
para a pior condi¢ao (33,83 Myficocianina MPbiomassa > ™), além de uma Prodmax cerca
de duas vezes maior. Este comportamento sugere que a producdo heterotrofica de
ficocianina a partir de meio BG11l suplementado com vinhaca ndo esta ligada
diretamente ao crescimento, pelo menos durante as primeiras 6 horas de cultivo. Os
resultados indicam um acumulo de ficocianina no inicio do crescimento heterotrofico
devido possivelmente a alternéncia do periodo luminoso (propagacéo do inoculo) e

com o periodo escuro (cultivo).

Figura 12 - Evolucdo da concentracao e rendimento de ficocianina durante o cultivo

de A. microscopica em biorreator de bancada - A) maior PUpmax € B) menor ppmax.
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Tabela 9 - Parametros cinéticos dos cultivos heterotroficos em biorreator de

bancada de A. microscopica

Parametro Condicéo 7 - maior Ppmax Condicéo 13 - menor Pemax
Mmax () 0,225 0,248
ty (h) 3,08 2,79
Xmax (MQbiomassa L) 630 460
Prodmax (Mficocianina L h1) 0,030 0,015
Mp (MQsicocianina MYbiomassa * ™) 49,18 33,83

Mmax: velocidade especifica de crescimento maxima; tg: tempo de geracado celular; Xmax: concentracao
celular maxima; Prodmax; produtividade maxima de ficocianina; pe : velocidade especifica de producao
de ficocianina.

5.6 Comparacdao de diferentes métodos de extracao de ficocianina

A Figura 13 apresenta os teores de ficocianina obtidos por diferentes métodos
de extracdo, variando de 0,029 a 0,164 mg mL™. A sonificagcdo com pérolas de vidro
resultou na menor concentracdo de ficocianina (0,029 mg mL™), recuperacédo cerca

de 5 vezes menor do que a extracdo com HCI 12 mol L* (0,164 mg mL™?).
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Figura 13 - Concentragbes de ficocianina obtidas sob diferentes métodos de

extracao
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Método de extragéo

A extracdo através da sonicacdo € um metodo considerado eficiente e
vantajoso, pois € geralmente rapido e ndo necessita de altas temperaturas, o que é
importante para a extracdo de compostos sensiveis ao calor (DEY e RATHOD, 2013;
HADIYANTO et al., 2015). A extracdo baseia-se na formacéo de bolhas de cavitacéo
na superficie ou em volta das membranas celulares, causando colapso e disrupcao
das células (HADIYANTO et al., 2015; VINATORU, 2001). Diversos autores tém
estudado a sonicacdo para a extracao de compostos intracelulares, como pigmentos
e lipidios (HADIYANTO et al., 2015; MITTAL et al., 2017; PEREIRA NETO et al.,
2013).

Moraes et al. (2011) compararam 6 diferentes métodos de extracdo de
ficocianina da biomassa Umida de S. platensis. Dentre os métodos testados
(homogeneizacdo das células com almofariz e pistilo, congelamento e
descongelamento, extracbes com acidos organicos e inorganicos, tratamento
enzimatico e sonicacao), a sonicacdo na presenca de pérolas de vidro apresentou
os maiores rendimentos em ficocianina, seguido da extracdo com HCI 12 mol L. Em
nossos estudos, porém, a sonicagcdo com pérolas de vidro foi o método mais

inadequado em termos de recuperacao do pigmento.
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Sivasankari, Naganandhini e Ravindran (2014) avaliaram diferentes métodos
de extracdo de ficococianina de S. platensis. Em intervalos de 24 horas de extracéo,
as maiores concentragbes de ficocianina foram obtidas na seguinte ordem:
congelamento e descongelamento, acido inorganico (HCI 12 mol L), tamp&o so6dio
fosfato, acido organico (acido acético 1 mol L?), homogeneizacdo com almofariz e
pistilo e sonicacdo. Estes resultados sdo similares aqueles obtidos em nossos
estudos, onde a adicdo de HCIl e tampao sodio fosfato resultaram em maiores
concentragdes de ficocianina do que a sonicagao.

5.7 Caracterizagao da biomassa de Aphanothece microscopica Nageli

As microalgas séo consideradas fontes viaveis de proteinas. Seu teor de
proteinas varia entre as espécies, sendo que algumas microalgas possuem niveis de
proteinas similares a outras fontes tradicionais de proteinas, como carnes, 0vos,
soja e leite (BLEAKLEY e HAYES, 2017; FLEURENCE, 1999; GOUVEIA et al.,
2008).

O teor de proteinas totais foi avaliado ao final dos cultivos em biorreator de
bancada na condicdo selecionada de maior Ppmax, Sendo obtido 30,05 mg L%,
perfazendo em torno de 4,6% de seu peso seco. Rajeshwari e Rajashekhar (2011)
avaliaram a composicao bioquimica de sete espécies de cianobactérias: Calothrix
fusca, Gloeocapsalivida, Lyngbya limnetica, Scytonema bohneri, Oscillatoria
acuminata, O. calcuttensis e O. foreaui. A porcentagem de proteina total (em massa
seca) encontrada para cada espécie foi, respectivamente: 1,6; 1,8; 3,1; 0,7; 6,9; 2,2
e 6,9%. As cianobactérias que apresentaram menores teores de proteina
geralmente tiveram os maiores teores de carboidratos, mas nao de lipidios.

O teor de carboidratos ndo foi avaliado para A. microscopica nas condicfes
experimentais desta pesquisa. Porém, sabe-se que esta espécie apresenta
mucilagem abundante (ESTEVES, 1988; JACOB-LOPES; LACERDA; FRANCO,
2008). Esta mucilagem, ou seja, material extracelular que forma camadas que
cercam algumas espécies de cianobactérias, € principalmente composta de
polissacarideos (LI; HARDING; LIU, 2001). A deficiéncia de nitrogénio ou fésforo
torna limitante o crescimento de membros do fitoplancton, fazendo com que estes
organismos acumulem carbono, enquanto que o acumulo de nutrientes e

determinadas vias metabdlicas importantes para o crescimento e produgdo de
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proteinas ficam limitados (BANSE, 1974; DE PHILIPPIS e VINCENZINI, 1998;
ENGEL et al., 2004; PANNARD et al., 2015). Como a suplementagéo do meio BG11
com vinhaca nao leva a limitacdo de nitrogénio, conforme a prépria composi¢cédo da
agua residuaria (Tabela 7), € provavel que a deficiéncia seja de fosforo,
considerando o valor bem inferior deste elemento. O carbono em excesso pode ser
excretado como polissacarideos ou armazenado nas células como compostos de
reserva (DE PHILLIPIS; SILI, VINCENZINI, 1996; PANNARD et al., 2015). Assim, 0
valor de proteinas totais inferior do que reportado para esta espécie em outras
condicbes (STREIT et al.,, 2017) pode ter ocorrido devido a esta condicdo de
formacéo de mucilagem nos cultivos em vinhaca.

Hornes et al. (2010), compararam a influéncia de compostos nitrogenados na
concentragédo de proteina de A. microscopica cultivada em efluente da industria de
pescado. A porcentagem de proteina total variou de 48,1 a 72,4% do peso seco
destas cianobactérias. A. microscopica apresentou maiores quantidades de proteina
guando cultivada no efluente do que em meio padrdo BG11l, o que pode ser
justificado pelo fato do meio BG11l apresentar basicamente NaNO3z, enquanto o
efluente do processamento do pescado contém formas mais reduzidas (como N-
NH4*, aminoacidos e uréia) e, portanto, podem ser assimiladas com mais facilidade
pelas cianobactérias (ASPE; MARTI; ROECKEL, 1997; HORNES et al., 2010; LIM;
KHIM, HWANG, 2003).

Silva e Abud (2016) reportaram 711 + 153 mg N L de nitrogénio total na
vinhaca bruta, e 15,9 + 5,5 mg N L de nitrogénio amoniacal. A literatura é escassa
para a caracterizacdo da vinhaca em termos de nitrogénio amoniacal, nitrato, nitrito
e nitrogénio total. Porém, sabe-se que estes parametros podem variar
consideravelmente de acordo com varios fatores, como a variedade de cana-de-
acucar, processamento etc. A concentracdo destas formas de nitrogénio na vinhaca
pode ter interferido na producao de proteinas por A. microscopica.

As microalgas tém recebido atencado devido ao seu potencial para a producao
de biocombustiveis. Em comparacdo com biocombustiveis de primeira e segunda
geracao, este material obtido de microalgas é chamado de “terceira geracao’,
justificando-se devido as altas taxas fotossintéticas passiveis de serem obtidas,
crescimento rapido, teores de lipidios de algumas espécies, além de demandaram

menores volumes de agua e menores areas de cultivo do que culturas de terras
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araveis (HAN et al., 2016; MEDIPALLY, 2015; ZHU, 2014; ZHU, 2015; ZHU; LI,
HILTUNEN, 2016).

A produtividade em biomassa e teor de lipidios estdo entre os principais
parametros que afetam a viabilidade econdmica da producéo de biodiesel a partir de
Oleos extraidos de microalgas e cianobactérias (CORDEIRO et al., 2017; DHUP e
DHAWAN, 2014; LI et al., 2008). Porém, algumas técnicas podem ser empregadas
para que ocorra maior acumulo de lipidios nestes micro-organismos. Em resposta a
limitacdo de nutrientes, por exemplo, o metabolismo das cianobactérias pode ser
direcionado para a sintese de compostos de reserva, como acidos graxos saturados,
pausando a divisdo celular e, dessa forma, reduzindo as taxas de crescimento
(ALONSO et al., 2000; CORDEIRO et al., 2017; XIN et al., 2010).

De acordo com a Equacao 8, A. microscopica apresentou 6,38% de lipidios
em sua biomassa apos o cultivo heterotréfico no escuro suplementado com vinhaca.
Este teor de lipidios esta proximo aos valores reportados por Zepka et al. (2008),
onde a biomassa de A. microscopica cultivada no efluente da parboilizacdo do arroz
apresentou 7,15 — 7,90% de lipidios. O perfil de acidos graxos foi estudado pelos
autores, sendo os acidos graxos poliinsaturados y-linoléico, palmitico e linoléico
presentes em maiores quantidades.

Os lipidios encontrados em microalgas sdo geralmente ésteres de glicerol e
acidos graxos com cadeias de 14 a 24 carbonos, com ligacbes saturadas e
insaturadas (ZEPKA et al., 2008). As microalgas podem apresentar proporcdes
consideraveis de acidos graxos insaturados, variando de 25 a 60% (BOROWITZA,
1988; ZEPKA et al., 2008).

A Figura 14 apresenta o perfil lipidico de A. microscopica apds cultivo em
meio BG11 suplementado com vinhaca, sob condi¢cdes heterotréficas. A biomassa
de A. microscopica apresentou a seguinte composicao de acidos graxos (percentual
em massa): acido palmitico (38,07%), linoléico (17,72%), a-linoléico (13,05%),
estearico (12,94%), tridecandico (6,67%), palmitoleico (2,84%), oleico (2,32%),
caprico (1,58%), miristico (1,34%), y-linoléico (1,3%), miristoleico (1,09%), di-homo-

alfalinolénico (1,07%).
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Figura 14 - Perfil lipidico (percentual em massa) de Aphanothece microscopica

Nageli cultivada em meio BG11 suplementado com vinhaca
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O &cido palmitico (C16:0) serve como um precursor de acidos graxos

saturados de cadeia longa, podendo formar o acido estearico e outros acidos graxos

saturados pela adicdo subsequente de grupos acetilo. A maioria das cianobactérias

possui desaturases e elongases, enzimas necessarias para a sintese de varios
acidos graxos poliinsaturados (CHIOU et al., 2001; SANTOS et al., 2017).

O perfil de acidos graxos obtido nas condicBes experimentais sugere um

potencial de aproveitamento da biomassa gerada em diversas areas tecnoldgicas,

sendo fundamental estudos mais aprofundados a respeito da influéncia de

parametros de processo nestes valores.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢cOes experimentais, foi possivel concluir preliminarmente que:

- A vinhaga pode ser utilizada como suplemento para o cultivo de A.
microscopica tanto em condi¢des mixotréficas como heterotréficas;

- A maior producdo de ficocianina ocorre em meio com 10% de vinhaca
(relativos ao volume de meio e suspenséao algal) em 6 horas em cultivo heterotrofico;
- Nessas condi¢des, a producao de ficocianina ocorre para uma ampla faixa de
pH, inéculo e salinidade, ou seja, ndo ha diferenca significativa para as variaveis
testadas;

- A. microscopica pode reduzir a concentracdo de carbono e nitrogénio
presentes na vinhaca enquanto produz ficocianina;

- A. microscopica possui diversidade entre os lipidios presentes em sua

biomassa.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar outros métodos de extracao de ficocianina da A. microscopica;

- Avaliar a producéao de ficocianina por A. microscopica a partir de outras aguas
residuérias, assim como o efeito de outras fontes de nitrogénio;

- Estudar o efeito da agitacdo e transferéncia de oxigénio no cultivo
heterotréfico desta cianobactéria;

- Avaliar o potencial de aproveitamento da frac&o lipidica da biomassa gerada a
partir de vinhaca;

- Estudar o potencial de remocao de carbono, nitrogénio e fésforo, além da
incorporacdo de potassio na producdo de ficocianina por A. microscopica em

diferentes condi¢cBes experimentais.
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