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DESENVOLVIMENTO DE MATRIZES POLIMERICAS DE ALGINATO E PECTINA
PARA O CULTIVO DE CELULAS IMOBILIZADAS DE Desmodesmus
subspicatus EM VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR

Autor: GEISE CRISTINA DE JESUS
Orientador: Prof.2 Dr.2a MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Co-orientador: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

RESUMO

A vinhaca é considerada a principal 4gua residuaria do setor sucroalcooleiro, sendo
obtida pela destilagéo alcodlica do vinho para a obtencéo do etanol. Considerando as
alternativas para sua disposicéo, a fertirrigacao na cultura da cana-de-acucar € a mais
utilizada. No entanto, o seu uso deve ser cauteloso, uma vez que em excesso pode
culminar na contaminacéo dos lencois freaticos, acarretando problemas ambientais.
A aplicacdo de microalgas imobilizadas no tratamento de &guas residuarias com
énfase principalmente na remocao de nutrientes tem aumentado nos ultimos anos.
Quanto aos métodos de imobilizagdo celular, o sistema de encapsulamento em
matrizes de macromoléculas como alginato e pectina vem despertando interesse
devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e né&o
toxicidade. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi o desenvolvimento de esferas de
alginato e de pectina para a imobilizagdo da microalga Desmodesmus subspicatus,
assim como a avaliacdo do seu crescimento e habilidade na remocao de carbono,
nitrogénio e potassio da vinhaca. Os parametros do processo de producdo das
esferas, tais como tipo e concentracdo de biopolimero (alginato 1, 2, e 3% m/v e
pectina 5, 7 e 10% m/v) e concentracdo de reticulante (cloreto de célcio 2, 5 e 10%
m/v) foram estudados quanto a sua influéncia nas caracteristicas das esferas. Os
resultados indicaram a obtencéo de esferas estaveis de alginato e de pectina e, de
acordo com os testes, optou-se por utilizar alginato 2% e pectina 7% para imobilizacao
da D. subspicatus e seu cultivo na vinhaca. A microalga D. subspicatus imobilizada
apresentou crescimento celular em vinhaca, com velocidades especificas maximas de
0,009 ht, e 0,002 h''em esferas de alginato e de pectina, respectivamente. Nos
ensaios realizados com alginato 2%, a microalga imobilizada atingiu remocdées de 42,
49 e 48% de carbono; 34, 35 e 34% de nitrogénio e 22, 23,2 e 31,6% de potassio; e
para a pectina 7%, as remocdes foram de 32, 39 e 41% para carbono; 11, 24 e 34%
para nitrogénio e 39,2, 35,8 e 35,2% para potassio para 2, 5 e 10% de cloreto de
calcio, respectivamente. Os resultados demonstraram a viabilidade do cultivo desta
microalga, assim como a capacidade de remoc¢ao de compostos da vinhaca.

Palavras-chave: Imobilizacéo, alginato, pectina, microalgas.
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DEVELOPMENT OF POLYMERIC ALGINATE AND PECTIN MATRICES FOR THE
CULTIVATION OF IMMOBILIZED CELLS OF Desmodesmus subspicatus IN
SUGARCANE VINASSE

Author: GEISE CRISTINA DE JESUS
Advisor: Prof.2 Dr.2 MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Co-advisor: Prof. Dr. REINALDO GASPAR BASTOS

ABSTRACT

Among the main industrial wastewaters, sugarcane vinasse figures as an actual
environmental concern, due to its polluting potential and large volumes available, about
10 liters per liter of ethanol. Considering the alternatives to vinasse disposal,
fertirrigation is the most commonly used. However, it is currently being questioned due
to its effects on the soil and on groundwaters, caused by nutrient lixiviation such as
potassium. The application of immobilized microalgae for wastewater treatment with
emphasis on the removal of nutrients has increased over the last years. The aim of
this study was to develop uniform alginate and pectin beads for immobilization of
Desmodesmus subspicatus and evaluate its growth and ability to carbon, nitrogen and
potassium removal in vinasse. The process parameters of bead production, type and
concentration of biopolymer (alginate 1, 2, and 3% w/v and pectin 5, 7 and 10% w/v)
and crosslinking agent concentration (calcium chloride 2, 5 and 10% w/v), were varied
in order to evaluate their influence on bead characteristics. Results indicated that
stable alginate and pectin beads were produced and according to the preliminary
particle characterization, concentrations of 2% alginate and 7% pectin were chosen for
immobilization of D. subspicatus and growth in vinasse. Immobilized D. subspicatus
showed cellular growth in vinasse, with maximum specific rates of 0.009 h* and 0.002
h-tin alginate and pectin beads, respectively. In the tests performed with 2% alginate,
the immobilized microalgae reached 42, 49 and 48% carbon; 34, 35 and 34% nitrogen
and 22, 23 and 32% potassium removal; and for pectin 7%, the removals were 32, 39
and 41% for carbon; 11, 24 and 34% for nitrogen and 39, 36 and 35% for potassium,
for 2, 5 and 10% of calcium chloride, respectively. The microalgae were able to grow
and remove appreciable amounts of nutrients from the vinasse. Compared with the
free microalgae cultivation, immobilized microalgae indicate good prospects for the use
of nutrient removal from vinasse.

Keywords: Immobilization, alginate, pectin, microalgae.



1. INTRODUCAO

bY

Na Uultima década houve um grande incentivo a producdo de etanol,
essencialmente pelo surgimento dos veiculos bicombustiveis, com a tecnologia Flex
em 2003, capazes de utilizar qualquer combinacdo de gasolina e etanol, o que
aumentou, consideravelmente, a demanda interna por etanol hidratado. Consoante a
iSs0, a perspectiva almejada era que o Brasil atendesse grande parte da demanda
mundial por etanol, dada uma expectativa de criagdo de um mercado global, com o
comprometimento de varios paises com adicao de etanol a gasolina em funcédo da
necessidade de contencéo da emissao de gases do efeito estufa e o desenvolvimento
de uma nova matriz energética renovavel (GILIO; CASTRO, 2016).

A producéo total brasileira de etanol no pais consolidou-se em 27,8 bilhdes de
litros na safra 2016/17, sendo estimada em 27,1 bilhdes de litros para safra 2017/18,
um decréscimo discreto de 2,6% devido principalmente a maior producédo de acgucar
(CONAB, 2017).

A vinhaca é a principal 4gua residuéaria da producao de etanol, caracterizada
pelo seu odor forte, coloragdo marrom-escuro, baixo pH, alto teor de potassio e
potencial poluente devido a alta carga de matéria organica. No Brasil, as tecnologias

aplicadas no setor sucroenergético geram aproximadamente 10 litros de vinhaca por



litro de etanol produzido (SALOMON, 2007). Assim, considerando a estimativa para
a safra de 2017/18, o volume de vinhaca seria em torno de 271 bilhdes de litros.

Atualmente, o principal destino da vinhaca é na fertirrigacao da cultura de cana-
de-acucar com substituicdo de parte da adubagcdo quimica. No entanto, quando
aplicada em altas doses, pode acarretar em salinizacéo do solo e poluicdo de lencois
freaticos (SILVA et al., 2007; DA SILVA et al., 2014).

Diversas pesquisas tém se concentrado em alternativas para o0 uso e para o
tratamento da vinhacga, como o reuso de vinhaga em fermentacao, a fertirrigagcéo, a
concentracao por evaporacao, a producao de leveduras (single cell protein), a geracéo
de energia e a producdo de biogas (GRANATO, 2003; CHRISTOFOLETTI et al.,
2013). Outras possibilidades para um aproveitamento racional desta 4gua residuéaria
seriam tratamentos fisico-quimicos, extracdo de componentes, secagem e utilizacao
como suplemento de racdes, além do aproveitamento dos seus nutrientes para
cultivos microbianos. O tratamento biolégico da vinhaca € uma alternativa
interessante, uma vez que o tratamento fisico-quimico pode ser muito dispendioso,
pelo fato da elevada quantidade de agua presente (DE MATTOS, 2014).

“Microalga” € um termo genérico, sem efeito taxonémico, que engloba micro-
organismos algais com clorofila “a” e outros pigmentos, podendo ser tanto organismos
eucaridticos, como as algas microscopicas, quanto procariéticos, como as
cianobactérias (HOEK et al., 1995; DERNER et al., 2006; BONINI, 2012). Estes micro-
organismos tém sido tradicionalmente classificados quanto aos tipos de pigmentos, a
natureza quimica dos produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular
(TOMASELLLI, 2004).

O emprego de microalgas em tratamento de efluentes industriais para remogéo
de matéria organica e nutrientes inorganicos € sugerido devido a alta eficiéncia e
destino correto dos residuos, com utilizacdo da biomassa gerada para fertilizacdo dos
solos, como racéo animal, dentre outros fins dependendo do seu teor em proteinas e
lipidios (TAM; WONG, 1996; VASCONCELOS; PEREIRA, 2001).

A imobilizagéo celular consiste em um processo pelo qual micro-organismos
e/ou enzimas séo confinados através de interac¢des fisicas ou quimicas em uma matriz
ou fixados na superficie do agente imobilizador (GIESE, 2015). O confinamento fisico
das células em uma regido definida do biorreator, assegura elevada concentracao
celular com atividade catalitica, de forma a aumentar a produtividade e eficiéncia dos

processos (FREEMAN; LILLY, 1998). Desta forma, a imobilizagdo de microalgas em



matrizes poliméricas pode ser util para determinados processos biotecnolégicos, seja
na producdo de um metabdlito especifico, seja na remocdo de poluentes de aguas
residuérias (DE-BASHAN; BASHAN, 2010).

O sistema de encapsulamento de células em matrizes de macromoléculas, tais
como alginato e pectina, vem despertando interesse devido as suas caracteristicas de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade. Além destas caracteristicas,
um suporte para imobilizacdo de enzimas e células deve incluir alta capacidade de
retencdo celular, resisténcia mecénica ao ataque quimico e microbiano e alta
difusividade de substratos e produtos (ZHOU et al., 2010; YU et al., 2011).

Outro ponto a ser considerado € que um sistema com microalgas imobilizadas
viabilizaria o cultivo continuo destes micro-organismos, com resultante remocéo de
parte da matéria organica sollvel e dos nutrientes da vinhaga, apresentando como
principal vantagem a facilidade na remoc¢éo da biomassa que estaria imobilizada nas
matrizes poliméricas. Deste modo, o uso da vinhaca como meio de cultivo para
cloroficeas imobilizadas em suportes poliméricos seria uma alternativa para reduzir os
problemas ambientais, tendo em vista o volume expressivo desta agua residuéria
resultante do setor sucroenergético no Brasil. Cabe ressaltar que o Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos estéa localizado na cidade de Araras

- SP, regido produtora de cana-de-acucar.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral da pesquisa foi avaliar o efeito dos parametros do processo de
obtencdo de esferas de alginato e pectina nas propriedades fisico-quimicas das
matrizes poliméricas e na eficiéncia de imobilizacdo da microalga D. subspicatus
visando a sua utilizacdo na remoc¢ao de matéria organica e nutrientes da vinhaca.

Para organizar o desenvolvimento do trabalho foram propostos os seguintes
objetivos especificos:

o Avaliacao do efeito das variaveis: tipo e concentracédo de biopolimero e
concentracao de agente reticulante;

o Avaliacdo da eficiéncia de imobilizacdo da microalga nas esferas de

alginato e de pectina;

o Selecdo de formulacdes 6timas das esferas de alginato e pectina com

a microalga imobilizada para os ensaios em vinhacga;

o Avaliacéo do cultivo das microalgas nas formas livre e imobilizada em
vinhaca bruta e centrifugada em termos de remocé&o de carbono, nitrogénio

e potassio.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Vinhaca

A vinhaca é a principal agua residuéria do setor sucroenergético, sendo obtida
como residuo da destilacdo alcodlica do mosto fermentado (vinho). Atualmente no
Brasil, 0os novos equipamentos utilizados em usinas para producdo de etanol geram
aproximadamente 10 litros de vinhaca para cada litro de etanol produzido. Porém, em
usinas mais antigas, a geracao pode chegar a 15 litros de vinhaca por litro de etanol.
Esta quantidade produzida normalmente retorna para o campo pelo processo de
fertirrigacdo (SALOMON, 2007).

A utilizacdo da vinhaca diretamente no solo pode culminar na contaminacéo
dos lencois freaticos mais superficiais, o que é grave em determinadas areas de
expansdo da cultura de cana-de-agucar no Brasil. Por isso, 0 emprego da vinhaca
como fertilizante, tradicional na cultura de cana-de-acucar, deve ser cauteloso,
considerando os riscos ambientais oriundos da lixiviagdo de ions em funcdo do
excesso de potassio (ROSSETTO; SANTIAGO, 2016).

Para evitar problemas ambientais, a CETESB adotou em 2005 a Norma
Técnica P4.231, dispondo critérios e procedimentos para armazenamento, transporte

e plano de aplicacdo da vinhaca em solos agricolas do estado de Séo Paulo (CETESB,



2015). Portanto, o depdsito da vinhaga no solo deve ser ponderado, visto que é
proibido o langamento desta agua residuaria nos cursos d’agua.

A composi¢do quimica da vinhaga varia de acordo com o material de origem
(mosto) conforme mostrado na Tabela 1 (PRADA et al., 1998). A vinhaca proveniente
da fermentacdo do melaco (residuo da fabricacdo do acucar) apresenta maior
concentracdo de potassio em relacdo a vinhaca gerada na fermentacao do caldo de
cana. Em raz&o dos altos teores de matéria organica, pH baixo, elevados indices de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO), além
da alta temperatura na saida do destilador, a vinhaca € considerada um efluente com
alto poder poluente (FREIRE; CORTEZ, 2000; SILVA et al., 2007).

Tabela 1. Composi¢do quimica de vinhaga de cana-de-agucar proveniente da fermentacgéo-
destilagéo de diferentes mostos

Parametro Melaco Caldo Misto
pH 4,2-5,0 3,7-4,6 4,4 -4,6
Temperatura (°C) 80 - 100 80 - 100 80 - 100
DBO (mg Lt 0O,) @ 25000 6000 - 16500 19800
DQO (mg L1 0,) @ 65000 15000 - 33000 45000
Sélidos totais (mg L) 81500 23700 52700
Sélidos volateis (mg L) 60000 20000 40000
Soélidos fixos (mg L?) 21500 3700 12700
Nitrogénio (mg L?) 450 - 1610 150 - 700 480 - 710
Fosforo (mg L P20s) 100 - 290 10 - 210 9 - 200
Potassio (mg L K,0) 3740 - 7380 1200 - 2100 3340 - 4600
Caélcio (mg L't Ca0) 450 - 5180 130 - 1540 1330 - 4570
Magnésio (mg L1 MgO) 420 - 1520 200 - 490 580 - 700
Sulfato (mg L1 SO,) 6400 600 - 760 3700 - 3730
Carbono (mg L) 11200 - 22900 5700 - 13400 8700 -12100

(1) DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; (2) DQO: Demanda quimica de oxigénio.

Fonte: Adaptado de PRADA et al. (1998)

Considerada como um caldo nutriente, a vinhaca pode ser aproveitada como

fertilizante, na extracdo de componentes, secagem e também como suplemento em



racoes e cultivos aerdbios e anaerdbios. Em pesquisa de crescimento de leveduras e
bactérias fixadoras de nitrogénio em vinhaca, foi constatado o crescimento da
levedura Candida utilis em cultura mista com bactérias fixadoras de nitrogénio,
resultando na reducéo da DBO da vinhaga (MACEDO, 1991). Resultados promissores
foram obtidos com a substituicdo de agua por vinhaca, no preparo do meio de cultivo
para fermentacédo alcodlica de Saccharomyces cerevisiae CMI237 (NAVARRO et al.,
2000). Oliveira (1988) usou vinhaca diluida para cultivo de Chlorella vulgaris CCAP-
211/11b, e verificou um crescimento mixotrofico equivalente ao cultivo fotossintético,
além do acumulo de carboidrato pelas células em condicfes heterotroéficas.

Assim, acredita-se que o uso de microalgas imobilizadas em esferas de alginato
e de pectina pode representar uma alternativa interessante para a remocao de

nutrientes desta importante agua residuaria.

3.2.  Microalgas

As microalgas abrangem um grupo de micro-organismos de naturezas
diferentes, incluindo tanto organismos fotossintetizantes eucarioticos como algas
cloroficeas (Chlorophyta), quanto organismos procariotos, como cianobactérias
(Cyanophyceae) (MATA et al., 2010; BONINI, 2012). Tradicionalmente, a classificacao
das microalgas tem sido realizada quanto ao tipo de pigmento, natureza quimica dos
produtos de reserva, constituicdo da parede celular, além de critérios da citologia e
morfologia (TOMASELLI, 2004).

O género Desmodesmus foi criado recentemente a partir de Scenedesmus. E
frequentemente citado em estudos sobre remocao de nutrientes de aguas residuarias
e caracteriza-se por formagfes espinhosas e diferencas genotipicas (AN et al., 1999).

Do ponto de vista taxondmico, a microalga Desmodesmus subspicatus é uma
espécie de Chlorophyceae com formato caracteristico de esferas para elipses, com
cadeias regulares de quatro a oito células. Naturalmente sdo encontradas em aguas
continentais, especialmente em ambientes ricos em nutrientes. Esta espécie tem sido
cultivada tanto livres como imobilizada para tratamento de efluentes industriais e
domeésticos, evidenciando sua viabilidade celular elevada, tolerancia a variagées de
pH e temperatura, além de taxas especificas de crescimento semelhantes em ambas

condi¢cdes. Do ponto de vista de escalonamento dos processos, a temperatura parece



ser o parametro mais sensivel e que regula a atividade metabdlica e o crescimento de
microalgas (DA SILVA et al., 2017). Na Figura 1 é apresentada uma micrografia da
microalga D. subspicatus obtida em microscopico 6tico MOTIC BA 210TL em Camara
de Neubauer e aumento de 400 vezes.

Figura 1. Micrografia da microalga D. subspicatus (aumento de 400x)
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Fonte: a autora

As microalgas tém capacidade de assimilar moléculas organicas e nutrientes
inorganicos presentes em efluentes, incorporando-os a biomassa, e assim,
possibilitando a despoluicdo de aguas residuarias agroindustriais e obtencédo de uma
biomassa passivel de ser utilizada na fertilizacdo dos solos (BASTOS et al., 2015).
Porém, esta aplicagé@o possui limitagdes devido ao alto custo e operacdo dos sistemas
autotroficos, além das caracteristicas de aguas residuarias, que geralmente
apresentam elevada turbidez, fato que dificulta a passagem da luz solar (BONINI,
2012). O modelo metabdlico prioritario destes micro-organismos € a fotossintese,
entretanto diversas linhagens usufruem do metabolismo heterotréfico no escuro,
consumindo moléculas organicas soluveis (DE MATTOS, 2014).

Em um experimento com Scenedesmus obliquus, obteve-se 99% de remocao
de fésforo e nitrogénio, apos 96 h de cultivo em efluente terciario, e foi relatada uma
velocidade de crescimento especifico da ordem de 0,05 h' (JI et al.,, 2013).
Comportamento semelhante foi observado por Samori et al. (2013) utilizando a
cloroficea D. communis e por Martinez et al. (2000) usando S. obliquus. De Mattos e



Bastos (2015) cultivaram a cloroficea Desmodesmus sp. em vinhaca e verificaram
consumo de 52,1% do nitrogénio e reducao de 36,2% da DQO da vinhaca apés 30
horas de cultivo heterotréfico, com produtividade de biomassa superior a
100 mg Lt h, evidenciando a aplicacdo da microalga para a reducdo de nutrientes

desta agua residuéaria.

3.3. Células imobilizadas

Os sistemas com células imobilizadas tém como caracteristica principal o
confinamento pelo emprego de uma estrutura fisica, obrigando a permanéncia das
células em uma regido particular do biorreator, resultando em uma maior facilidade de
separacao posterior. Deve se diferenciar os dois tipos de processos fermentativos
realizados com o sistema de células imobilizadas. Um tipo é aquele que se beneficia
com o uso do sistema enzimatico das células envolvidas na conversdo bioquimica
desejada, sem necessitar de coenzimas, ou seja, as células ndo precisam estar vivas
guando imobilizadas. O outro modelo é aquele que apresenta necessidade de
manutencdo da viabilidade celular, pois os produtos a serem formados ou
degradados, exigem diversas etapas de transformacgfes, presenca da cadeia
respiratoria, vias metabdlicas geradoras de compostos intermediarios e também
outros mecanismos especificos de células vivas (PRADELLA, 2001).

Estes sistemas de células imobilizadas apresentam vantagens que consistem
na possibilidade de uso de elevadas concentracdes celulares no volume reacional,
operacdo de sistemas continuos, exclusdo da etapa de reciclo externo de células e
possibilidade de alta taxa de conversdo de substrato em produtos. Dos métodos de
imobilizacdo, o emprego de particulas de alginato de sédio esta entre as mais citadas
para imobilizacdo de microalgas (MORENO-GARRIDO, 2008). E de grande relevancia
a natureza do suporte para a eficiéncia da imobilizacdo (VILLENEUVE et al., 2000).
Uma das grandes vantagens da imobilizagéo celular é a reutilizacdo das particulas,
especialmente quando os suportes escolhidos possuem carater inerte e apresentam
alta resisténcia mecanica (COUTO et al., 2000). O efeito da abraséo e fadiga nas
particulas do biocatalisador dependem muito das propriedades mecanicas da matriz
polimérica, tais como tamanho, forma, densidade, rugosidade, dureza, elasticidade e
grau de homogeneidade (DOS SANTOS et al., 1997).
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Existem principalmente trés métodos de imobilizacdo de células em suportes:
adsorcao, ligacao covalente e envolvimento. Também conhecido como método de
aprisionamento ou oclusdo, a técnica de envolvimento € a mais utilizada para
imobilizacéo de células devido a sua facilidade, baixa toxicidade e elevada capacidade
de retencao celular. Esta técnica consiste no confinamento fisico de uma populagéo
celular em uma matriz polimérica formada de um gel hidrofilico com poros menores
que o tamanho das células, impedindo a sua liberacdo para o meio e permitindo
apenas difusdo do substrato e produtos. Na producdo das particulas podem ser
utilizados polimeros naturais como agar, carragena, alginato e pectina. A gelificacao
do agar ocorre somente pelo abaixamento do pH, enquanto para os outros polimeros
citados se da através de reticulacdo ibnica com cétions mono ou polivalentes, como
potassio (K*) para a carragena, e calcio (Ca*?) para o alginato e a pectina (SANTOS,
2003).

As vantagens oferecidas pelas técnicas de imobilizacdo e os motivos para a
escolha de uma célula ou enzima imobilizada variam de acordo com a aplicacao,
englobando: duracdo da atividade catalitica por um maior periodo de tempo;
possibilidade de operacéo de processo continuo, com maior facilidade de controle e
facilidade na etapa de separacao do produto final (HASAN et al., 2006).

As aplicacdes mais comuns de algas imobilizadas em matrizes poliméricas sédo
a producdo de metabdlitos, manutencdo de culturas, obtencdo de energia pela
producdo de hidrogénio e remocgdo de nutrientes, metais e poluentes organicos
(MATOS; BASTOS, 2011).

3.4. Uso de microalgas imobilizadas para tratamento de efluentes

O uso de microalgas tem sido proposto como um tratamento biolégico
alternativo para remocéo de nutrientes (MALLICK, 2002). Todavia, uma das limitagbes
para o desenvolvimento de sistemas de tratamento de aguas residuarias baseadas
em microalgas é a recuperacao da biomassa no final do processo de tratamento. No
entanto, a imobilizacdo de células pode representar uma solucdo alternativa, bem
COmo proporcionar vantagens, tais como o aumento do tempo de retengao celular nos

biorreatores e maior atividade metabdlica (TAM et al., 1994).
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Chevalier e de La Noue (1985), aparentemente, foram os pioneiros a imobilizar
microalgas S. obliquus em esferas de carragena para o tratamento de aguas
residuérias, e este tipo de imobilizagcdo de aprisionamento de microalgas foi usado em
estudos experimentais para remover nitrogénio e fésforo do efluente secundéario da
estacdo de tratamento de aguas residuarias da base militar de Valcartier, no Canada.

Pesquisas sobre a remocéo de nutrientes de aguas residuarias urbanas por
microalgas imobilizadas sao limitadas e incluem estudos sobre Chlorella imobilizada
em alginato (LAU et al., 1997); S. obliquus imobilizada em k-carragena (CHEVALIER,;
DE LA NOUE, 1985) e S. intermedius imobilizada em alginato de célcio (JIMENEZ-
PEREZ et al., 2004).

Recentemente, buscando melhorar a remocéao de poluentes e recuperacao de
biomassa, 0 uso de co-imobilizagdo de microalgas e bactérias tem aumentado
(HERNANDEZ et al., 2006). A utilizacdo de microalgas imobilizadas em esferas de
alginato aumenta a eficiéncia de remocdo de metais pesados e de alguns poluentes
organicos (DE-BASHAN; BASHAN, 2010).

O alginato de calcio € a matriz polimérica mais comumente usada para
imobilizar microalgas e mantém a alta viabilidade das células por longos periodos de
tempo. Entretanto, a matriz é fragil na presenca de agentes quelantes normalmente
presentes nas aguas residuarias, como fosfato e citrato, que afetam a estabilidade da
matriz podendo levar a desestruturagéo e dissolucdo (JIMENEZ-PEREZ et al., 2004).

A deterioracdo das esferas de alginato devido a diversos fatores tais como o
pH e a composicdo da agua residuaria, ainda € uma questéao preocupante (DRAGET
et al., 2002). Entretanto, hipoteticamente, a degradacao das esferas de biopolimeros
imersas durante um tempo prolongado em aguas residuarias, tal como a vinhacga, €
resultado principalmente da atividade bioldégica de bactérias heterotréficas que
possuem a capacidade de degradar o alginato e ndo os nutrientes presentes nas
aguas residuarias, apos o tratamento secundario de efluentes. Como a degradacéo
das esferas é relativamente lenta, o tempo de cultivo é suficiente para eliminar
eficientemente nutrientes por micro-organismos imobilizados no interior das particulas
(CRUZ et al., 2013).
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3.5. Biopolimeros

Os biopolimeros sao polimeros ou copolimeros obtidos a partir de matérias-
primas de fontes renovaveis, tais como: milho, cana-de-agucar, celulose, quitina,
algas, micro-organismos, dentre outras. S&o abundantes, de baixo custo, e 0s
produtos resultantes da degradacao sao biocompativeis e ndo-toxicos. Devido as suas
propriedades coloidais, tais como espessamento, estabilizacdo, suspenséao, formacgao
de gel e emulsificacdo, sdo amplamente utilizados em diversas areas como a
farmacéutica, alimenticia, biotecnoldgica, téxtil e papeleira. Dentre os mais utilizados
destacam-se os polissacarideos, como a celulose, o amido (e seus derivados), a
quitosana, os extratos de algas (alginatos e carragenas), o exudado de plantas (goma
arabica, sementes (goma guar e goma locuste)) e as proteinas tanto de origem vegetal
(gluten) quanto de origem animal (gelatina, albumina, colageno, soro de leite e
proteinas miofibrilares) (BRITO, et al., 2011; PIRES et al., 2015)

3.5.1. Alginato

O alginato de sddio é um polissacarideo coloidal hidrofilico extraido de diversas
espécies de algas pardas (Phaeophyceae) com solucdes diluidas de alcalis. A
estrutura do acido alginico consiste de cadeias lineares de residuos dos acidos B-D-
manurdnico (M) e a-L-gulurdnico (G), ligados covalentemente com ligagdes tipo (1—4)
(LIAKOS et al., 2013). Estes residuos estao arranjados na forma de blocos MM ou
GG, ou ligados de forma alternada (blocos MG), apresentando composi¢do e
sequéncia amplamente variaveis, dependendo da fonte do alginato (Figura 2)
(GARCIA-CRUZ et al., 2008).

Figura 2. Estrutura quimica do alginato

(GARCIA-CRUZ et al., 2008)
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A imobilizacdo em alginato ocorre através da reticulacdo dos grupos
carboxilicos presentes na cadeia do alginato com cations polivalentes, sendo o cloreto
de célcio o agente reticulante mais utilizado. Cations monovalentes e ions Mg*? ndo
resultam na formacdo de gel. Os grupos carboxilicos de cadeias adjacentes de
alginato reagem com os ions calcio para formar uma rede tridimensional do polimero
(DRAGET et al., 1997). O mecanismo que melhor descreve a formacéo de géis de
alginato na presencga de ions céalcio € chamado modelo “caixa de ovos” (Figura 3)
sendo que a ligagéo idnica mais seletiva estd estritamente ligada ao contetdo de
residuos do acido gulurénico (G), ou mais precisamente, a extensao dos blocos GG
nas cadeias. As regides de residuos G alinhadas lado a lado, resultam na formacao
de uma cavidade onde os ions calcio fazem uma juncao entre elas. A rede resultante
é funcéo da frequéncia e do tamanho dos blocos GG, bem como da concentracéo e
do tipo de cation utilizado. Mudancas na concentracdo do cation podem alterar o
namero de zonas de juncdo de cadeias de alginato, alterando assim a forca do gel
(SANTOS et al., 2015).

Figura 3. Representacao esquematica do modelo “caixa de ovos”
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(SOSNIK, 2014)

Pesquisas atuais tém proposto um aprimoramento da teoria “caixa de ovos”
assumindo que ligacbes do tipo GG/MG e MG/MG participam do processo de
reticulacdo, e assim sendo, ndo devem ser desprezadas, pois também originam
cavidades capazes de acomodar os ions calcio, intervindo macroscopicamente no
comportamento mecéanico dos géis formados (DONATI et al., 2005).

As propriedades do gel de alginato sédo dependentes das caracteristicas do
polimero (massa molar e composi¢cdo) e do método de preparacdo. Matrizes de

alginato para imobilizacdo de células ou liberacdo controlada de principios ativos
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podem ser formadas pelos métodos de gelificacdo externa ou interna com cétions
polivalentes, como o Ca*? (LIU et al., 2002).

Na producdo de esferas por gelificagdo externa, também conhecido como
‘método de gotejamento” ou “método de difusdo”, apresentado na Figura 4 A, a
solucdo de alginato contendo as células ou principios ativos é gotejada em uma
solucédo de ions Ca?"*. Estes se difundem através das gotas promovendo a reticulacéo
instantdnea da superficie, aproximando as cadeias do polimero e formando uma
superficie menos permeavel a difusdo dos ions Ca?*. Assim, a concentracdo do
reticulante deve ser ajustada de forma a produzir matrizes com as caracteristicas
desejadas e 0 aumento da concentracdo empregada ndo necessariamente exercera
mudancas significativas nas propriedades da matriz formada. O uso de alginato de
alta massa molar e a presenca de ions nao reticulantes tendem a formar géis mais
homogéneos (PAQUES et al., 2014).

No método de gelificacdo interna, um sal insolivel de célcio, geralmente
CaCOs, € adicionado a solugéo de alginato (contendo as células ou principios ativos)
e a mistura & emulsificada em uma fase oleosa, conforme apresentado na Figura 4 B
(CHAN et al., 2006). Esta solucéo é entdo acidificada para a liberacdo dos ions Ca*?,
promovendo a reticulacdo do alginato. Estudos relatam que as matrizes produzidas
por este método tendem a ser mais homogéneas, porém menos densas e mais
porosas, resultando em menores eficiéncias de imobilizacdo e maiores taxas de
liberacdo (QUONG; NEUFELD, 1998; CHOI et al., 2002; LIU et al., 2002)

Figura 4. Diagrama de gelificacéo externa (A) e gelificag&o interna (B).

..+ /Acido (solivel
~..na fase oleosa)

B
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Fonte: Adaptado de LIU et al. (2002)

Chan et al. (2006) produziram esferas de alginato pelos dois métodos citados

acima e observaram que esferas produzidas por gelificacdo externa eram esféricas



15

engquanto as produzidas por gelificacdo interna apresentaram formatos irregulares. A
rapida reticulacdo pelos fons Ca*? foi crucial para a formacéo de particulas esféricas.
Os autores concluiram que a estrutura do gel e suas propriedades sao governadas
pela cinética de formacéo e pela concentracao do reticulante que, por sua vez, afetam
a eficiéncia de encapsulacao/imobilizacdo. No mecanismo de gelificacdo externa, a
difusdo dos ions Ca?* através das gotas de alginato e a autodifusdo das moléculas de
alginato em direcdo a uma zona de gelificacdo induzida pelo calcio, resultaram em
uma camada densa com alta concentracdo de alginato na interface alginato-Ca*2.
Assim, sugerem que particulas formadas pelo mecanismo de gelificacdo externa
tornam-se mais apropriadas para imobilizacéo de células devido a maior eficiéncia de
imobilizag&o.

O uso de alginato para a imobilizagéo celular apresenta como vantagem o fato
das células ndo sofrerem alteracdes devido a variacdes extremas de condi¢des fisico-
quimicas, boa biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e simplicidade de
preparacao (LU et al., 2005; ZHOU et al., 2010). No entanto, na presencga de alguns
componentes como ions fosfato e citrato, e cations monovalentes e Mg*?, os géis de
alginato de calcio sdo quimicamente instaveis, o que pode levar a ruptura da esfera
ou até mesmo a dissolucado do suporte de imobilizacdo no meio (COVIZZI et al., 2007).

Estudos realizados com células livres de Candida guilliermondii UFMG-Y65 e
imobilizadas em diferentes suportes, dentre eles alginato e pectina citrica, revelou que
diferentes concentracbes de alginato ndo afetam a viabilidade celular; porém o
periodo de incubacédo, em solucao reticulante de cloreto de bario, reduziu o nimero
de células vivas. Este fato pode ter ocorrido pela presenca do bério inibindo a acéo
das enzimas nitrilases. Sabe-se que a natureza do gel e a estrutura da matriz do
suporte tém fundamental importancia para a atividade catalisadora e seu
desempenho; afetando assim, os padrdes de crescimento microbiano e a de atividade
enzimatica (DIAS et al., 2000).

3.5.2. Pectina

Difundidas na natureza, as substancias pécticas fazem parte dos tecidos das
plantas, junto com outras moléculas como o amido, a celulose e a lignina (SANTOS,

2003). Estas substancias sao classificadas em protopectinas, acidos pectinicos ou
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pectina e acidos pécticos. Insollveis em agua, as protopectinas sofrem hidrdlise,
resultando na pectina (CLARK, ROSS-MURPHY, 1987). As principais fontes
comerciais sado o0 bagaco de frutas citricas (25% da matéria seca) e bagaco seco de
maca (15-18% da matéria seca) nos quais a extracdo é conduzida sob condi¢bes
acidas ou basicas, com posterior deslignificacéo pelo tratamento com cloreto de sédio
(MARUDOVA et al., 2004). O processamento de residuos de suco de laranja para a
producdo de pectina tem um rendimento em torno de 16% em base seca. Em uma
geracao de 8000 toneladas de residuos diarios, submetidos a secagem até 10% de
umidade com rendimento de extracdo de pectina em torno de 30%, resultam em,
aproximadamente, 107 toneladas de pectina (REZZADORI; BENEDETTI, 2009). A
producdo industrial brasileira teve inicio no ano de 1954, na cidade de Limeira-SP,
uma das maiores produtoras de pectina citrica do mundo (CP KELCO, 2017).

Quimicamente, a pectina € um polissacarideo complexo composto de residuos
do acido D-galacturénico unidos por ligacdes glicosidicas do tipo a-(1,4) (Figura 5),
cujos grupos carboxilicos podem estar parcialmente esterificados por metoxilas. Os
acucares neutros, principalmente a D-galactose, a L-arabinose e a L-ramnose e em
menor quantidade a D-xilose, também podem estar ligados a cadeia da pectina
(CARDOSO et al., 2003; WALKENSTROM et al., 2003; WILLATS et al., 2006).

O teor de metoxilacdo (TM) é utilizado como critério para a classificacdo
comercial das pectinas e corresponde a propor¢cdo dos grupos de acido galacturénico
metilados presentes na molécula de pectina. O teor de metoxilacdo varia com a idade
e a localizacdo dentro do tecido da planta, método de extracédo, conteldo de acucares
neutros e possui importante influéncia sobre as propriedades da pectina,
especialmente a solubilidade e as caracteristicas gelificantes e formadoras de filme
(LIU et al., 2007).
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Figura 5. Estrutura quimica da cadeia da pectina

(HOURDET; MULLER, 1991)

As pectinas sao classificadas como de alto teor de metoxilagéo (ATM), quando
possuem acima de 50% de seus grupos carboxilicos esterificados, e como de baixo
teor de metoxilacdo (BTM), quando 50% ou menos de seus Qrupos estédo
esterificados. A distribuicdo de cargas ao longo das cadeias de pectinas pode ser
modificada utilizando métodos quimicos e enzimaticos de desesterificagdo (HIORTH
et al.,, 2003; MARUDOVA et al., 2004). Quando o processo de desesterificacdo é
realizado com aménia, alguns grupos metil éster sdo substituidos por grupos amidas,
resultando em pectinas BTM com grau de amidacéo (MAY, 1997).

A pectina é solivel em agua e possui capacidade de espessar, estabilizar e
gelificar solugbes. A formacdo de gel € a propriedade principal da pectina, e
dependente das caracteristicas do meio, tais como pH, teor de soélidos solaveis,
presenca de calcio, e também do tipo de pectina usada (SANTOS, 2003).

Os mecanismos de associacdo e gelificacdo sao diferentes para os dois tipos
de pectinas. As pectinas ATM, apresentam predominantemente interacdes
intermoleculares por pontes de hidrogénio e forcas hidrofobicas. A gelificacdo dessas
pectinas sdo normalmente observadas em pH &cido (< 3,5) e na presenca de altas
concentracbes de acucares. O pH &cido provoca a protonagdo dos grupos
carboxilicos, diminui a repulsédo eletrostatica entre as cadeias e aumenta a formacao
de pontes de hidrogénio (WALKENSTROM et al., 2003). Nas pectinas BTM, ligacGes
de hidrogénio e forcas eletrostaticas sdo predominantes nas associagdes
intermoleculares. Pectinas BTM gelificam na presenca de cétions divalentes,

principalmente célcio, em uma ampla faixa de pH (2,6-8,0) e de contetudo de sélidos
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soluveis (10 a 70%). Neste caso, o modelo “caixa de ovos” descrito inicialmente para
o alginato (Figura 2) tem sido amplamente aceito para géis de pectina.

O gel de pectina também tem sido usado na técnica de imobilizagdo de micro-
organismos. Na década de 90, muitos pesquisadores ressaltam em seus trabalhos a
utilizacdo da pectina como suporte de alguns micro-organismos (RICHTER et al.,
1991; BEGIN et al., 1992; van FEETEN et al., 1993; TOMASKA, 1995; GONCALVES
et al.,1996). Filho et al. (2012) utilizaram a pectina extraida de frutos de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil) como suporte para a imobilizacdo de enzima.

Santos (2003) usou o gel de pectina como suporte para imobilizacéo de lipases
com aplicacdo na sintese de ésteres alquilicos, verificando sua estabilidade em
diversos solventes organicos, acidos e alcoois de baixa polaridade. Foram testadas
diferentes concentragcdes do agente reticulante (cloreto de célcio), e o gel mais rigido
foi formado com a solucdo de 0,3M de CaClz, sendo que as concentragdes de ions
calcio utilizadas foram de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,8 e 1M. O gel de pectina foi usado por
5 vezes em reacOes de esterificacdo do &cido laurico com pentanol-1 utilizando a
lipase de Candida rugosa, com o intuito de verificar a eficiéncia e estabilidade da
enzima imobilizada neste gel, ap0s sucessivas reutilizacoes.

Em um estudo comparativo, Voo et al. (2011), avaliaram a estabilidade e o
potencial de crescimento de probioticos em esferas de alginato e pectina, e concluiram
que as esferas de pectina foram mais estaveis e apresentaram menor perda de células
para o meio liquido, comparadas as de alginato. Estes autores destacam o potencial
da pectina como matriz de suporte para a producdo de células probibticas

considerando sua estabilidade e microambiente favoravel para o crescimento celular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Polimeros e reagentes

Para a confeccao das esferas foram utilizados alginato de sédio de média
viscosidade (Sigma Aldrich®, EUA) proveniente de algas Macrocystis pyriferae, com
uma proporc¢ao de blocos M:G de aproximadamente 58:42 (MARTISEN et al., 1991) e
pectina citrica de baixo teor de metoxilagdo GENU® 8002 (CPKelco, Brasil). Cloreto
de calcio dihidratado (Synth®, Brasil) foi utilizado como agente reticulante. Todos os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2. Obtencéo e caracterizacdo da vinhaca

A vinhaca foi coletada diretamente da saida de colunas de destilacdo de
induUstria sucroalcooleira da regido de Araras - SP, a aproximadamente 95°C. No
laboratorio, apés o resfriamento, fez-se a homogeneizacdo e o acondicionamento da
vinhaca em frascos de 2L os quais foram congelados a -20°C para uso durante 0s
experimentos.

A caracterizacéo fisico-quimica da vinhacga foi realizada conforme a norma

P4.231 (CETESB, 2015) com os seguintes parametros: pH, carbono e nitrogénio total



20

(mg L), sédio (mg L1), calcio (mg L?), potassio (mg L), magnésio (mg L?), sulfato
(mg L1), fosfato (mg L?), e teor de 6xido de potassio (K20, em mg L1), além de
microelementos, como ferro (mg L?), cobre (mg L), zinco (mg L) e manganés (mg
L1).

Os teores de carbono e nitrogénio total foram analisados em TOC-LCPN
SHIMADZU®, e de potassio, em fotdmetro de chama DM-62 Digimed.

4.3. Processo de obtencéo das esferas de alginato e de pectina

4.3.1. Esferas controle (sem microalgas)

As solugcbes dos biopolimeros foram preparadas através da adicdo da
quantidade adequada de alginato (1, 2 e 3% m/v) e pectina (5, 7 e 10% m/v) em agua
destilada a temperatura ambiente, mantendo-se o sistema sob agitacdo mecanica
constante (1000 rpm), até completa dissolucdo e homogeneizacdo do material
(aproximadamente 1 hora). Para 0s ensaios, as solu¢des poliméricas e os demais
reagentes foram previamente autoclavados (121°C por 20 min), em autoclave Phoenix
Luferco, modelo AV 150 Plus.

As esferas foram obtidas pela técnica de gotejamento da solucdo do
biopolimero em solucgdo reticulante. Para o sistema de gotejamento, uma agulha (BD
PrecisionGlide™, diametro: 1,20 x 40 mm) foi acoplada em uma mangueira de silicone
(Masterflex®, diametro 0,3 mm). Essa mangueira foi ligada a uma bomba peristéltica
para controle da vazao de gotejamento da solucdo. A vazéao foi ajustada em 10 mL
min- (com agua destilada) e a distancia da agulha até a solucéo reticulante foi fixada
em 10 cm (parametros definidos em testes preliminares). Aliquotas de 12,5 mL da
solucéo polimérica foram gotejadas em 50 mL de solucéo de CaClz (2, 5 e 10% m/v)
sob agitacdo lenta. As esferas foram mantidas na solucéo reticulante por 3h a 4°C e
entdo recolhidas com peneira e lavadas com agua destilada antes dos ensaios de

caracterizagao.
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4.3.2. Imobilizacdo da microalga D. subspicatus em esferas

biopoliméricas

4.3.2.1. In6culo

As cepas de D. subspicatus foram propagadas em meio BG11- Braun-Grunow
Medium (RIPKA et al., 1979), em estufa de foto-periodo Tecnal® TE- 402, a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas (claro-escuro) e fluxo luminoso de aproximadamente 45 pumol
m~2s! no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Microdestilaria (LABMAC) do Centro
de Ciéncias Agrarias/lUFSCar, Araras — SP. O meio BG11 foi preparado a partir da
solugdo-mée de seus macronutrientes e de uma solugdo-méae contendo seus
micronutrientes, cujas concentragdes sdo apresentadas na Tabela 2. A concentracao
celular foi obtida por contagem direta em microscépio com auxilio de Camara de

Neubauer e confirmada por determinacdo de massa celular seca.

Tabela 2. Composi¢do do meio BG11

Componente Solug&o estoque Quantidade para 1
KHPO, 3 g 100mL"L tmb
MgSO,. 7H,0 7,5 100mL™L 1 mlL
caCl, . 2H,0 3,6 g 100mL"L 1 ml
Citrato de aménio férrico g g 4 100mL"1 1mL
Na,EDTA 0.1 g 100mLL 1 mL
Acido citrico 0,6 g 100mL™L 1ml
Na,COs 2,0 g 100mL"L 1 ml
NaNO, 15 g 100mL™L 10 mL
NaCl 7,2 g 100mL™} 1 mL
Metais traco 1mL
H3BO; 286 mg 100mL1

MnCl,. 4H,0 181 mg 100mL™L

ZnS0,. 7TH,0 22 mg 100mL™L

NaMoO,. 2 H,0 39 mg 100mL™L

CuSO,. 5 H,0 7,9 mg 100mL"1

CoCl,. 6 H,0 4,0 mg 100mL1

Fonte: (RIPKA et al., 1979)
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4.3.2.2. Imobilizacao das microalgas

A proporcao de cerca de 200 mg de biomassa microalgal para 100 mL de
solucéo polimérica final foi mantida para imobilizacdo celular. A suspensédo contendo
o in6culo, com concentragédo celular de aproximadamente 500 mg L™, foi concentrada
em centrifuga refrigerada (SOLAB SL 701) a 1844 g por 20 minutos e a biomassa
resuspendida em 50 mL de 4gua destilada. Esta suspensao foi adicionada a solucéo
de alginato ou pectina, de forma a manter a concentracdo final do biopolimero
conforme a formulacdo desejada. A solucédo polimérica e os demais reagentes foram
previamente autoclavados (121°C por 20 min), em autoclave Phoenix Luferco, modelo
AV 150 Plus. Apés o preparo da solugdo polimérica, o processo de formacado das
esferas com a microalga imobilizada seguiu 0 mesmo procedimento do item 4.3.1,
como apresentado na Figura 6. O tempo de reticulacéo foi fixado em 3 horas a 4°C,

para minimizar o efeito sobre a atividade microalgal.

Figura 6. Gotejamento do polimero em solucéo reticulante para imobilizacdo das microalgas
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(Adaptado de DE-BASHAN; BASHAN, 2010)
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4.4. Caracterizacdo das esferas de alginato e de pectinacom e sem

células imobilizadas

Inicialmente foram avaliadas as esferas de alginato e pectina sem e com
microalga imobilizada variando-se as concentracdes de biopolimero e reticulante com
0 intuito de estabelecer o protocolo de producédo das esferas e selecionar formulacfes
adequadas para os testes de cultivo da microalga imobilizada em vinhaca. As esferas
de alginato e pectina foram caracterizadas segundo os métodos descritos a seguir nos
itens 4.4.1 a4.4.5.

4.4.1. Aspecto visual: Foram realizadas avaliacbes subjetivas, considerando os
aspectos visuais como homogeneidade (auséncia de bolhas de ar), textura, formato e

cor.

4.4.2. Diametro médio das esferas: Foi avaliado com auxilio de software IMAGE J®.
As medidas foram realizadas em 10 esferas de cada condicdo estudada, obtido o

diametro médio e normalizado.

4.4.3. Estabilidade quimica: Foi determinada através da exposicédo das esferas ao
meio sintético BG11, dgua destilada e vinhaca. Trinta esferas de cada formulagéo
foram incubadas com 10 mL de cada meio liquido (em triplicata) e o nimero de esferas
intactas foi inspecionado visualmente e registrado diariamente no intervalo de uma
semana (VOO et al., 2011). Os frascos foram mantidos em incubadora Marconi® do
tipo BOD, modelo MA402, a 25°C, no escuro.

4.4.4. Propriedades mecéanicas: Foram avaliadas pelo teste de compressdo com o
texturémetro TA.XT2 (Stable Micro System SMD, Inglaterra) utilizando-se uma célula
de carga de 50 kg e cilindro de compressdo de 200 mm de diametro (probe). A
compressdo foi realizada em temperatura ambiente até 70% de deformacdo da
amostra a uma velocidade de pré-teste e teste de 1mm min-t. A distancia entre o probe
e a placa plana foi ajustada em 10 mm. Foram avaliadas 10 esferas de cada

formulacgéo e a forca maxima média foi determinada.
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4.5. Avaliacao da eficiéncia de imobilizacdo das microalgas nas

esferas de alginato e de pectina

A eficiéncia de imobilizacdo (Equacdo 1) das microalgas nas esferas de
alginato e pectina foi avaliada através da contagem celular em microscoépio 6ético
MOTIC BA 210TL com auxilio de Camara de Neubauer na suspensao polimérica
original (antes da imobilizacdo) e no meio liquido de reticulacdo onde as esferas
formadas encontravam-se submersas.

Eficiéncia de imobilizag&o (%) = [(No - Nr)/ No] *100 (2)

onde:
No € a concentracdo celular na solucéo de biopolimero (células mL™)
Nré a concentracdo celular no reticulante (células mL™1).

Para a contagem celular em Camara de Neubauer, foi adicionada uma gota da
amostra previamente homogeneizada sobre a superficie quadriculada e cobriu-se com
uma laminula. Com auxilio de um microscopio no aumento de 400x realizou-se a
contagem de células, sendo a contagem celular por mL calculada a partir da média

dos valores obtidos em cinco quadrantes multiplicado por 25 x 104

4.6. Cultivo da microalga D. subspicatus na forma livre e imobilizada

em vinhaca

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de caracterizacédo descritos
no Item 4.4, foram selecionadas formula¢des adequadas de esferas de alginato e de
pectina para o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em vinhaca. O cultivo
da microalga na forma livre também foi avaliado para fins de comparacéao.

Nas condi¢des selecionadas de producéo de particulas de alginato (alginato
2%, reticuladas com solucéao de CacClz 2, 5 e 10%) e pectina (pectina 7%, reticuladas
com solucdo de CaClz 2, 5 e 10%), foram conduzidos ensaios com a microalga D.
subspicatus imobilizada, em vinhaca com pH ajustado com hidréxido de sodio para
7,6 como meio de cultivo. Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyers
de 125 mL com 25 mL de vinhaca em agitador orbital TECNAL® TE-420 com 100 rpm

e 25°C, no escuro, com monitoramento de 72 horas, sendo que as amostras (frascos
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sacrificio em triplicata) foram tiradas em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Em cada frasco,
foram adicionados a quantidade de esferas obtidas pelo gotejamento de 12,5 mL de
solugcdo polimérica. Durante 0s ensaios, o didmetro médio das esferas foi
acompanhado (conforme descrito no Item 4.4.2) e os teores de carbono e nitrogénio
total do meio liquido foram analisados conforme descrito no Item 4.2. A avaliacdo do
crescimento foi realizada através da contagem celular nas esferas em cada intervalo
de tempo. Para isso, foram adicionados em um tubo de ensaio 5 mL de solucéo de
citrato de sédio 3% (m/v) e 5 esferas de microalga imobilizada. Ap0s agitacao e
completa dissolucéo das particulas realizou-se a contagem em Camara de Neubauer
(conforme descrito no Item 4.5). A velocidade especifica de crescimento maxima
(umax) foi estimada pela inclinacdo da regido linear na curva de crescimento semi-
logaritmica. A contagem celular na vinhaga foi realizada para verificar se houve
escape de células para o meio liquido (fase bulk).

Concomitantemente aos ensaios de cultivo com as microalgas imobilizadas,
frascos contendo vinhaga e esferas controle (sem microalgas), em triplicata, foram
mantidos nas mesmas condi¢fes do cultivo a fim de se avaliar a remocéo do potassio
pelo proprio biopolimero. Nos intervalos de coleta de amostra do experimento, as
esferas controle eram retiradas da vinhaca e o teor de potassio quantificado no meio
liquido.

Para o cultivo da microalga D. subspicatus na forma livre, 450 mL de vinhaca
com pH 7,6 foram autoclavados. A suspensao de microalgas foi concentrada conforme
descrito no Item 4.3.2.2.

Para o tempo zero, aliquotas (25 mL) da vinhagca autoclavada foram
transferidas, em camara de fluxo laminar, para frascos Erlenmeyers de 125 mL
esterilizados (em triplicata). O concentrado microalgal foi entdo ressuspendido no
volume restante de vinhaca e aliquotas (25 mL) da suspenséao foram transferidas para
Erlenmeyers de 125 mL previamente esterilizados. Os frascos foram mantidos em
agitador orbital TECNAL® TE-420 a 100 rpm e 25°C, no escuro, com monitoramento
de 72 horas, sendo que as amostras (frascos sacrificio em triplicata) foram tiradas em
0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Durante o ensaio, o crescimento celular foi avaliado por
contagem em Céamara de Neubauer (Item 4.5). Para determinagdo dos teores de
carbono e nitrogénio total, e potassio, as amostras foram centrifugadas a 20°C por 20
minutos a 1844 g, logo apos serem retiradas do agitador orbital e armazenadas

congeladas.
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Ressalta-se que, apds os primeiros ensaios de cultivo com esferas de alginato,
em que foi utilizada a vinhaca bruta como meio de cultivo, constatou-se a necessidade
de submeter a vinhaca a centrifugacéo a 20°C por 20 minutos a 1844 g em centrifuga
refrigerada Solab® SL-701.

4.7. Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados foi efetuada por meio de analise de variancia
(ANOVA) e do teste de Tukey, a fim de determinar diferencas significativas entre as
meédias, a um nivel de significancia de 5% (p<0,05). O software Statistica V1.1.5 foi

utilizado para esses calculos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacédo da vinhaca

Os parametros fisico-quimicos de caracterizacdo da vinhaca bruta estdo
apresentados na Tabela 3. A composi¢do quimica da vinhaca é variavel e depende
de fatores como a composicdo e natureza da matéria prima, método de fermentacéo
utilizado, sistema utilizado na preparacdo do mosto, tipo de levedura utilizada,
destilador e do tipo de flegma separado (HELBEL; ANDRADE, 2009). Os valores
observados para a vinhaca integral estdo de acordo com os encontrados na literatura
para vinhaca de diferentes mostos (FREIRE; CORTEZ, 2000, SOARES et al., 2014).
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Tabela 3. Caracterizacdo da vinhaca bruta

Parametro Valor
pH 4,5
Temperatura °C 95
Sélidos totais (mg L) 26800
Nitrogénio total (mg L?) 543,3
Carbono orgéanico (mg L) 7900
Fosforo (mg L P20s) 85
Potassio (mg L K,0) 3923,3
Caélcio (mg L1 CaO) 680
Magnésio (mg Lt MgO) 270
Sulfato (mg L1 SOy4) 380
Matéria organica (mg L) 13619,6
Fe (mg L?) 18,3
Cu (mgL?) 0,32
Zn (mg L?) 0,47
Mn (mg L?) 3,64

5.2. Producéo e caracterizagcdo das esferas de alginato e de pectina com

e sem microalga imobilizada

Os testes para producéo e caracterizacdo das esferas de alginato e pectina
foram conduzidos variando-se as concentracdes dos biopolimeros, ou seja, 1, 2 e 3%
(m/v) de alginato e 5, 7 e 10% (m/v) de pectina, e de reticulante cloreto de calcio 2, 5
e 10% (m/v).

Os resultados dos testes de estabilidade indicaram que em todas as condi¢cdes
testadas ndo houve dissolugéo das particulas, ou seja, a recuperacao foi de 100% em
todos os casos (sem e com microalgas). No entanto, € importante ressaltar, que ao
final de sete dias as estruturas pareciam visualmente fragilizadas quando comparadas
ao inicio do teste. A presenca de sais, sobretudo no caso dos ensaios em vinhaca e
meio BG11, pode interferir na estrutura da matriz polimérica, desestabilizando as
ligagbes com o célcio e aumentando a mobilidade das cadeias (COVIZZI et al., 2007).

Em termos de geometria, as particulas esféricas consistem na forma mais

comum para aplicagdo para imobilizacdo de células e enzimas, minimizando as
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limitacGes difusionais (DE-BASHAN; BASHAN, 2010). De acordo com Luong (1985),
ha uma limitacdo de transferéncia de massa uma vez que o gel introduz uma
resisténcia adicional, alterando o coeficiente de difuséo, ou seja, o fluxo do liquido que
se move em direcdo a rede tridimensional polimérica (MONTEIRO et al., 2015).

As esferas produzidas com alginato 2% apresentaram homogeneidade visual,
formato esférico regular e textura adequada. Na concentracdo de alginato 1%, as
particulas apresentavam leves pontas, com aspecto de gota e com menor diametro,
comparado as demais concentracdes testadas, conforme demonstrado na Figura 7.
Ja as esferas de alginato 3% apresentaram-se achatadas, sobretudo quando
reticuladas com CaCl2 10%. Além disso, devido a sua viscosidade elevada, a solugéo
de alginato 3% apresentava gotejamento lento (cerca de 12 h para transferir 50 mL),
inviabilizando o processo de producdo e utilizagdo das esferas nos -cultivos
microalgais.

Na imobilizacdo celular para obtencdo de bioprodutos ou remocédo de
poluentes, o tamanho da particula esférica é fundamental na difusividade de
substratos e produtos. Em geral, particulas menores levam a maior rendimento e
produtividade do processo devido a menor limitacdo difusional, disponibilizando
guantidades de substratos adequadas, e, portanto, menor interferéncia no
metabolismo celular. A esfericidade das particulas de alginato tem um efeito notavel
sobre a sua estabilidade mecéanica e quimica. Lee et al. (2013) relataram que uma
forma ndo esférica das particulas reduziu a forca do gel em comparagdo com
particulas esféricas. Bugarski et al. (1994) afirmaram que a reducdo na concentracao
de alginato de 1,5 para 0,8% resultou na em particulas com formato longo e fino, ou
seja, um filamento que liga a nova gota a ponta da agulha, resultando em particulas
com formato de gota. Al-Hajry et al. (1999) obtiveram particulas de alginato 1%
deformadas, comparadas com maiores concentracfes de polimero, sugerindo que
para 1% de alginato, a tensao superficial ndo é forte o suficiente para que a gota de
alginato se forme em uma esfera perfeita antes de atingir a superficie da solucédo de
cloreto de calcio. Aléem disso, estes autores ressaltaram a formacao de estrias nesta
menor concentragdo de alginato, o0 mesmo observado no presente estudo para as
esferas de alginato 1%.

A presenca da microalga néo alterou as caracteristicas visuais de formato das

esferas, conforme mostrado na Figura 8.
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Figura 7. Fotografia das esferas produzidas com diferentes concentragdes de alginato: 1%
(A,BeC), 2% (D, EeF)e 3% (G, Hel) e diferentes concentracdes de CaCl, na solucao
reticulante: 2% (A, D e G), 5% (B, Ee H) e 10% (C, F e I).
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Figura 8. Fotografia das microalgas imobilizadas com diferentes concentragdes de alginato:
1% (A,BeC), 2% (D, Ee F) e 3% (G, H e l) e diferentes concentracdes de CaCl, na
solucao reticulante: 2% (A, D e G), 5% (B, Ee H) e 10% (C, F e ).
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Assim como para alginato, o preparo das esferas de pectina envolveu a
esterilizacdo em autoclave das solucbes poliméricas e reagentes utilizados. No
entanto, apds o tratamento térmico da pectina, notou-se que a solugdo apresentava
visualmente uma coloracéo alterada, viscosidade reduzida e com a presenca de um

precipitado (Figura 9).

Figura 9. Solucdo de pectina apds esterilizagdo em autoclave

Mesmo com estas alteracdes, foi realizado o gotejamento da solucdo polimérica
autoclavada em agente reticulante e verificou-se que ndo houve a formacéo de
esferas, nas concentracdes de cloreto de calcio 2, 5 e 10% m/v, conforme apresentado
na Figura 10 A. Assim sendo, foi necessario substituir a esterilizacdo da solucdo de
pectina em autoclave por banho-maria, com temperatura aproximada de 100°C por 20
minutos, deixada esfriar a temperatura ambiente (25°C) (SANTOS, 2003). Pode-se
perceber a diferenca na tonalidade das solu¢des poliméricas na Figura 10 B, sendo a

solucdo autoclavada a esquerda, e a solugcdo aquecida em banho-maria a direita.

Figura 10. (A) Particulas resultantes do gotejamento de pectina autoclavada
(B) Comparativo de tonalidade das soluc¢des de pectina
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E importante ressaltar que neste trabalho foram realizados testes preliminares
com pectina 1 e 3%, porém nédo foi possivel obter particulas esféricas, conforme
apresentado na Figura 11. Estas concentracdes de pectina foram testadas com o
intuito de moderar o uso do biopolimero na imobilizacdo celular, no entanto, foi inviavel

para a formacao de esferas.

Figura 11. Fotografia das particulas produzidas com pectina: 1% (esquerda) e 3% (direita)
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!PL‘( tina 1% - CaCl, 2% Pt'na 3% - CaC|2 2%

Pectina 3% - CaCl, 5%
Pectina 1% - CaCl, 5% ==
1cm

Pectina 1% - CaCl, 10% Pectina 3% - CaCl, 10%

A pectina na concentracdo de 5% formou esferas irregulares, com formato ndo
esférico, em todas as concentracdes de cloreto de célcio testadas, como apresentado
na Figura 12 A, B e C. Lee et al. (2014), em um estudo com particulas de pectina,
observaram que particulas formadas a partir de solu¢cbes de biopolimero com
concentracéo inferior a 7% m/v ndo eram uniformemente esféricas.

Observa-se que as particulas produzidas a partir da solucdo de pectina 7%
eram esféricas, regulares e homogéneas (Figura 12 D, E e F). Na concentracdo de
10% de pectina, as esferas ficaram com pequenas ranhuras na superficie da particula,
o que foi proporcional & concentracdo de reticulante (Figura 12 G, H e I). As solu¢des
de pectina eram menos viscosas, quando comparadas ao alginato, porém na
concentracéo de 10%, o tempo de gotejamento também foi elevado.

Segundo Lee et al. (2014), a medida que a concentracao de pectina aumenta,

a densidade das solugbes de pectina eleva-se ligeiramente, enquanto que a
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viscosidade aparente das solucées aumenta exponencialmente. Este estudo também
revelou que as solucdes de pectina com concentracdo elevadas (7 e 8% m/v), que
sdo mais viscosas, formam particulas mais esféricas que as solu¢cdes de menor
concentragdo (5 e 6% m/v). A viscosidade da solucdo polimérica pode determinar a
resisténcia a mudanca de forma na gota durante a queda, bem como ao entrar em
contato com o banho de gelificacéo.

Na Figura 13, observam-se as esferas de pectina produzidas com microalga,
notando-se a coloracdo esverdeada caracteristica sem alteracdo das caracteristicas

de formato.
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Figura 12. Fotografia das esferas produzidas com diferentes concentragfes de pectina: 5%
(A,BeC), 7% (D, EeF)e 10% (G, H e l) e diferentes concentragdes de CaCl, na soluc¢ao
reticulante: 2% (A, D e G), 5% (B, Ee H) e 10% (C, F e I).
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Figura 13. Fotografia das microalgas imobilizadas com diferentes concentragdes de pectina:
5% (A,Be C), 7% (D, Ee F) e 10% (G, H e |) e diferentes concentracdes de CaCl, na
solucao reticulante: 2% (A, D e G), 5% (B, Ee H) e 10% (C, F e ).
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Além da importancia com relacdo aos aspectos difusionais dos substratos e
produtos, o tamanho das esferas pode ser um fator limitante de crescimento
populacional para as microalgas (FORERO-CUJINO et al., 2016). Devido a isso,
ressalta-se a relevancia do acompanhamento do didametro das esferas biopoliméricas,
apresentado na Tabela 4.

Ao analisar o tamanho das particulas de pectina, Lee et al. (2014) afirmam que
o raio das goticulas da solucao de pectina e das esferas aumentam de acordo com o
aumento do didmetro da agulha de gotejamento, ou seja, estes ndo eram dependentes
da concentracdo da solucdo de pectina. Entretanto, para o alginato verifica-se, neste
trabalho, uma tendéncia de aumento do didmetro quando a concentracéo do polimero
aumentou de 1 para 2%. Em relacao aos dois biopolimeros, observa-se que a pectina
produziu esferas maiores que o alginato. Além disso, ressalta-se que a presenca da

microalga nédo alterou significativamente o diametro das esferas.

Tabela 4. Diametro médio das esferas de alginato e pectina com e sem microalga imobilizada,
variando-se a concentragdo do biopolimeros e a concentragédo da solugéo reticulante.

Biopolimero CacCl, Diametro médio (cm)
(m/v) (m/V)  Esferas controle CV (%) Esferas com microalga CV (%)
Alginato 1% 204 0,231 + 0,0042 1,73 0,256 + 0,0112 4,29
5% 0,240 +0,0122> 5,00 0,258 + 0,0222 8,52
10% 0,261 + 0,008° 3,06 0,278 + 0,0332" 11,87
Alginato 2% 294 0,304 + 0,013¢ 4,27 0,306 + 0,019 6,21
5% 0,301 + 0,007° 2,32 0,308 + 0,020° 6,49
10% 0,302 + 0,019° 6,29 0,308 + 0,018¢ 5,84
Alginato 3% 20 0,320+ 0,010%¢ 3,12 0,328 + 0,019°¢ 5,79
5% 0,319 £ 0,004%¢ 1,25 0,324 + 0,014¢¢ 4,32
10% 0,342 +0,018%¢ 5,26 0,313 + 0,022¢¢ 7,02
Pectina5% 29 0,363 + 0,023%f¢ 6,33 0,338 + 0,042¢4¢ 12,42
5% 0,352 +0,027¢f 7,67 0,357 + 0,048¢¢e 13,44
10%  0,373+0,027"¢ 1,00 0,360 + 0,014° 3,88
Pectina 7% 29 0,367 +0,007¢f¢ 1,90 0,374 + 0,015° 4,01
5% 0,371+0,005"¢ 1,34 0,377 + 0,014"9 3,71
10% 0,379 +0,012%9 3,16 0,382 + 0,030"9 7,85
Pectina10% 294 0,385 + 0,016¢ 4,15 0,382 + 0,030"9 7,85
5% 0,370 + 0,028"9 7,56 0,386 + 0,025"9 6,47
10% 0,364 +0,031%9 8,51 0,399 + 0,027¢ 6,76

Média + desvio padréo de 5 determina¢cBes experimentais. Letras diferentes na mesma coluna
indicam que ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. CV é o
coeficiente de variacao
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De-Bashan e Bashan (2010) afirmaram que a resisténcia a compressao das
esferas tende a aumentar com o0 aumento da concentracao do biopolimero e do agente
reticulante utilizados para a producéo das esferas. De acordo com os resultados
obtidos para a resisténcia mecanica das esferas de alginato e pectina, apresentados
nas Figuras 14 e 15, respectivamente, observa-se que o aumento na concentracao
dos biopolimeros aumenta significativamente a forca de compressédo. No entanto, o
aumento na concentracdo do CacClz, no geral, ndo afetou a resisténcia das esferas
formadas. Exceto para as esferas controle de alginato 3% quando a concentracéo de
CaClz aumentou de 2 para 10%. A presencga da microalga nas esferas também néo
afetou significativamente a resisténcia mecéanica da matriz. Comparando-se 0s
biopolimeros, constata-se que as esferas de pectina apresentaram forcas de
compressao superiores que as de alginato.

Figura 14. Resisténcia mecénica das esferas de alginato sem e com microalga produzidas
com diferentes concentragfes de alginato (1%, 2% e 3% m/v) e de CaCl, (2%, 5% e 10% m/v),
n=10, letras diferentes indicam que hé& diferenca significativa entre as médias (p < 0,05) pelo
teste de Tukey
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Figura 15. Resisténcia mecénica das esferas de pectina sem e com microalga produzidas
com diferentes concentragcdes de pectina (5%, 7% e 10% m/v) e de CaCl, (2%, 5% e 10%
m/v), (n=10, letras diferentes indicam que h& diferenca significativa entre as médias (p < 0,05)
pelo teste de Tukey.
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Assim, considerando o0s resultados apresentados, as concentracbes de
alginato e de pectina selecionadas para os ensaios de cultivo da microalga imobilizada
em vinhaca foram de 2% e 7%, respectivamente. Estas concentracfes produziram

esferas resistentes e esféricas, com economia de polimero.

5.3. Eficiéncia daimobilizagdo celular nas esferas de alginato e de

pectina

Ensaios de cultivo em vinhaca centrifugada com a microalga imobilizada foram
conduzidos em esferas de alginato 2% m/v e de pectina 7% m/v em diferentes
concentracdes de reticulante 2, 5 e 10% m/v.

A Tabela 5 apresenta os resultados de eficiéncia de imobilizacdo da microalga
nas esferas. As formulagbes apresentaram eficiéncias superiores a 90%,
comprovando a adequacdo fisica das matrizes na retencdo das células de D.
subspicatus. Estes resultados se confirmam visualmente pela cor da solucdo
reticulante, a qual permaneceu inalterada apés o periodo de 3 horas de reticulagcéo

das esferas, e pela cor esverdeada das esferas com microalga (Figura 16).
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Figura 16. Aspecto visual das esferas de alginato contendo microalgas D. subspicatus

Knezevic et al. (2002) constataram eficiéncias de 98,2, 99, 98,7, 99 e 99,2% de
imobilizacéo de lipases de Candida rugosa em alginato, testadas nas concentracées
2,4, 6, 8 e 10% mlv, respectivamente, ou seja, valores similares aos alcancados no
presente estudo. Riaz et al. (2009) obtiveram méxima eficiéncia de imobilizacdo de
a-amilase de Bacillus subtilis com o uso da solugdo de alginato 4% (m/v), que foi
aproximadamente 70%, e nas concentracfes de alginato de 5 e 6 % m/v, as eficiéncias
de imobilizacdo reduziram para 67 e 64%, respectivamente.

Cabe ressaltar que séo raros os trabalhos na literatura que apresentam o0s
rendimentos de imobilizacdo de microalgas, porém, o sucesso do encapsulamento
das células se deu pelo preparo adequado das matrizes, principalmente no que diz
respeito ao controle de vazdo da solugcédo gotejada no reticulante e tamanho das

particulas.

Tabela 5. Eficiéncia de imobilizacdo celular das microalgas imobilizadas nas esferas de
alginato e de pectina

[Biopolimero] [CaCly] Eficiéncia de imobilizacao (%)
Alginato 2% 204 97,78
5% 100
10% 99,23
Pectina 7% 204 100
5% 100

10% 100
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5.4. Ensaios de cultivo da microalga imobilizada em vinhaca

5.4.1. Efeito da centrifugacédo da vinhaca

O efeito de centrifugacao da vinhaca foi avaliado comparando-se os resultados
de dois experimentos que utilizaram a microalga imobilizada em esferas de alginato
produzidas com solucdo de alginato 2% gotejadas em solucao reticulante de cloreto
de célcio 5%. Os experimentos foram conduzidos utilizando vinhaca bruta como meio
de cultivo e vinhaca apos o processo de centrifugacdo, sendo retirados contaminantes
e solidos suspensos de dificil biodegradacao.

Apesar da variabilidade na composi¢cao quimica da vinhaca, o que nao permite
uma padronizacao das suas caracteristicas, pode-se observar que o nutriente mineral
encontrado em maior proporcdo € o potassio, e 0 elemento que apresenta maior
percentual na composicdo quimica é o carbono (FRANCISCO, 2008). Dada a
importancia deste nutriente no cultivo de microalgas, a vinhaca torna-se uma
alternativa potencial como meio de cultivo para esses micro-organismos (FONTE,
2016).

O resultado de didametros normalizado (razao entre o diametro no tempote o
diametro inicial) das esferas ao longo do cultivo das microalgas imobilizadas em
vinhaca bruta e centrifugada estd apresentado na Figura 17. Observa-se que na
vinhaca centrifugada esferas apresentaram um ligeiro aumento no diametro apoés 24
horas de cultivo (aproximadamente 20% do tamanho original) e uma tendéncia de
diminuicdo do didmetro apds 48 horas. No ensaio com vinhaca bruta é possivel notar
um ligeiro intumescimento da esfera em 48 horas e em 72 horas o didmetro é reduzido.
A variacao do diametro das esferas pode ser relacionada ao grau de intumescimento
da matriz. Esta propriedade é importante, pois as modificacdes na matriz polimérica
causadas pelo intumescimento influenciardo na difusividade dos nutrientes atraves
das esferas. E interessante ressaltar que apesar dessa variagcdo no diametro, as
esferas se mantiveram estaveis em relacdo ao formato e numero de esferas ao longo

dos experimentos.
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Figura 17. Diametro normalizado das esferas durante o cultivo da microalga D. subspicatus
imobilizada em esferas de alginato (2% com 5% CacCl,) em vinhaga centrifugada (=) e vinhaca
bruta (e)

=
w
J

= P
= N
1 1
——

HH

-

o

-

Diametro normalizado (D/D)
o =
© o
1 1
HH
[ ]

o
o]
1

o
N

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

A Figura 18 apresenta as curvas de crescimento semi-logaritmica (In N/No
versus tempo) obtidas durante 72 h de cultivo. O ensaio com vinhaca bruta foi
realizado com o objetivo de manter o processo mais proximo das condicdes
industriais, sem adicionar etapas e custos ao processo. No entanto, observou-se a
presenca de leveduras em microscopio, confirmada através do uso de corante azul de
metileno para as contagens. A quantidade de leveduras na vinhaga bruta tende a ser
elevada, por volta de 3 x 10° células por mL, apesar da temperatura de saida da agua
residudria, indicando sua resisténcia ao processo de destilacdo do vinho. Assim, de
forma a minimizar o efeito das leveduras ainda ativas, optou-se por centrifugar a
vinhaga para os proximos experimentos. De fato, trabalhos anteriores confirmam que
a vinhaca contém uma microbiota natural, sendo majoritariamente composta por
bactérias e leveduras residuais do mosto fermentado. Assim, devido a problemas de
contaminacdo, a viabilidade da producdo de microalgas em vinhaca € muito
dependente do tempo de cultivo, sendo indicado o emprego de bateladas de poucas
horas (DE MATTOS; BASTOS, 2015).
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Figura 18. Concentracdo celular durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada
em esferas de alginato (2% com 5% CaClz) em vinhaga centrifugada (=) e vinhaga bruta ()
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A velocidade especifica de crescimento (Umax) ha vinhaca bruta foi da ordem de
0,002ht, com tempo de geragédo (tg) de 346 horas, enquanto que para a vinhacga
centrifugada foi 0,009 h! (tempo de geracdo de 77 horas). A menor velocidade de
crescimento das microalgas obtida no experimento com vinhaca bruta pode ser
atribuida a contaminacdo por leveduras, as gquais consomem em metabolismo
heterotréfico parte da matéria organica do meio. Sendo assim, a centrifugacdo da
vinhaca é benéfica para um processo utilizando microalgas, mesmo que parte dos
sélidos suspensos seja removida, porcao esta de dificil consumo microbiano. Da Silva
et al. (2017) observaram um pmax aproximadamente 2 vezes maior que o observado
para a vinhaca centrifugada no cultivo de células livres de D. subspicatus em vinhaca
a 25°C em um reator em batelada e em condi¢des otimizadas de aeracao e mistura.
Velocidades especificas de crescimento inferiores para células imobilizadas séo
esperadas como resposta a limitacdo difusional de substrato e oxigénio através da
matriz de imobilizagdo (DE-BASHAN; BASHAN, 2010). Apesar da baixa demanda de
oxigénio nos cultivos heterotréficos de microalgas a partir de matéria organica, €
fundamental manter o ambiente aerobio, o que é dificultado pela imobilizacao.

Nas Figuras 19, 20 e 21 estdo apresentados, respectivamente, os perfis de

carbono (TOC), nitrogénio (TN) e potassio, obtidos para os experimentos com vinhaca
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bruta e centrifugada. As concentracfes de TOC e TN para a vinhaca centrifugada
apresentaram perfis caracteristicos com tendéncia de reducédo destes componentes
em relagdo ao tempo de cultivo, indicando o consumo destes substratos pela
microalga. O potéssio apresentou uma queda de 27% apoés 6 horas, permanecendo
praticamente constante apos este tempo. Para a vinhaca bruta, fica evidente que as
concentracfes determinadas para estes componentes na vinhaca bruta apresentaram
um desvio padrao elevado que pode ser atribuida a heterogeneidade deste meio de
cultivo. Neste caso, o TN decresceu em 24 horas e ap0s este tempo aumentou. Com
relacdo ao TOC, observa-se um aumento apos 24 horas de experimento. Estes
aumentos nas concentracdes de TOC e NT podem ser atribuidos a contaminacéo
pelas leveduras da vinhaga. Assim, confirma-se a importancia da centrifugagcéo da
vinhaca para os experimentos. J4 no caso do potassio, percebe-se um decréscimo
deste nutriente, sugerindo o consumo pela microalga ou, ainda, que este cation esteja
interagindo com as cargas negativas do alginato por interacdo eletrostatica. Nota-se
uma reducdo de 35% do potassio nas primeiras 6 horas de cultivo, permanecendo
praticamente constante apés este periodo.

Figura 19. Perfis de carbono organico total durante o cultivo da microalga D. subspicatus
imobilizada em esferas de alginato (2% com 5% CacCl,) em vinhaca centrifugada (=) e vinhaca
bruta ()
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Figura 20. Nitrogénio total durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em
esferas de alginato (2% com 5% CacCl,) em vinhaca centrifugada (=) e vinhaga bruta (®)
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Figura 21. Perfis de potéssio durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em
esferas de alginato (2% com 5% CacCl,) em vinhaca centrifugada (=) e vinhaga bruta (®).
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Nesse contexto, a Tabela 6 resume os resultados de remogdo maxima de

carbono, nitrogénio e potassio para as condicfes experimentais nos seus respectivos

tempos de ocorréncia.
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Tabela 6. Remocdo maxima de carbono, nitrogénio e potassio em vinhaca bruta e
centrifugada por D. subspicatus imobilizada em esferas de alginato (2% com 5% CacCl,)

Parametro Remocao maxima (%) Tempo (horas) Vinhaca
Carbono orgéanico total 37,8 72 Centrifugada
Nitrogénio total 45,9 24 Bruta

Potéssio 37,1 12 Bruta

A partir destes ensaios, a vinhacga foi centrifugada com o intuito de padronizar
a amostra e minimizar o impacto dos contaminantes microbianos originais da agua

residuaria.

5.4.2. Efeito da concentracao de solugdao reticulante para esferas de
alginato

Para avaliar o efeito da concentracdo da solucéo reticulante nos perfis de
didmetro normalizado das esferas, crescimento celular da microalga, concentracdes
de TOC, TN e potassio na vinhaca, experimentos de cultivo da microalga imobilizada
em esferas de alginato 2% reticuladas com diferentes concentra¢des de cloreto de
calcio 2%, 5% e 10% foram realizados utilizando vinhaca centrifugada.

Os resultados de diametro normalizado das esferas (reticuladas com 2,5 e 10%
de CaClz) ao longo do cultivo estdo apresentados na Figura 22. Nota-se que 0s
diametros das esferas reticuladas com 2% de CaClz apresentaram perfil decrescente,
indicando um possivel desgaste das esferas apds 24 h de cultivo. Por outro lado, as
esferas reticuladas com 5% de CaClz. apresentaram intumescimento apos 24 h de
cultivo e uma tendéncia de diminuicdo do diametro apds 48 h. O diametro das esferas
reticuladas com 10% de CacClz apresentou um perfil crescente, obtendo um diametro
méaximo em 48 horas com posterior decréscimo leve. E importante ressaltar que o
intumescimento das esferas reticuladas com 10% de CacCl2 foi mais leve do que das
esferas reticuladas com 5% de CacClz das esferas, fato que pode ser explicado pelo
efeito difusivo na esfera. A difusividade na particula pode ser afetada pela estrutura
do polimero tais como tamanho dos poros, flexibilidade da cadeia polimérica e
densidade, e estes fatores sdo dependentes da concentracdo do polimero e do agente

reticulante. O aumento da concentracdo de Ca*? na solucgdo reticuladora tende a
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diminuir o grau de intumescimento da matriz polimérica, refletindo no menor aumento
de volume (TURBIANI et al., 2011).

Figura 22. Diametro normalizado das esferas de alginato 2% reticuladas com 2% de CaCl>
(w), 5% de CaCl, (¢) e 10% de CaCl, (A) durante o cultivo da microalga D. subspicatus
imobilizada em vinhaca centrifugada
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O crescimento celular interno as esferas biopoliméricas apresentou um
acréscimo, sendo que para esferas reticuladas com 5% de CaClz ocorre uma queda
em 12 horas com posterior crescimento (Figura 23). Para o ensaio realizado com
esferas reticuladas com 2% de CaClz apresenta-se um maximo de crescimento em 6
horas com subsequente decréscimo e se mantém praticamente constante. Isso pode
ser relacionado ao menor didametro da esfera e possivel desgaste. No ensaio feito com
esferas reticuladas com 10% de CacClz é observado que houve um crescimento em 12
horas e posterior morte celular, provavelmente ocasionado por uma limitagdo na
difusdo de nutrientes na esfera. No entanto, em 72 horas observa-se o ponto maximo
deste perfil, porém esta curva apresenta-se com menor concentragao celular quando
comparado aos outros tratamentos. A velocidade especifica de crescimento (pUmax) na
vinhaca centrifugada para as esferas de alginato 2% foi da ordem de 0,001 h (tg=
693 horas), 0,009 h (tg= 77 horas) e 0,002 h (t;= 346 horas), para 2, 5 e 10% de
cloreto de célcio, respectivamente. Porém, se considerarmos 0s primeiros instantes,

ocorre um elevado crescimento nas particulas de alginato (2%) de quase 0,9 ciclo-log,
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concomitante ao periodo de maior consumo de carbono e nitrogénio (Figuras 24 e 25).
De acordo com a Figura 22, percebe-se que os diametros das esferas reticuladas com
2% de CaClz2 apresentaram perfil decrescente, com uma possivel desestruturacao
fisica, que pode levar a esta variagdo do crescimento apds as primeiras horas. De
qualquer forma, os valores séo inferiores aos obtidos por Perez-Garcia et al. (2010)
com Chlorella vulgaris imobilizada em alginato. Porém, cabe ressaltar que estes
autores realizaram o0s cultivos com aguas residuarias sintéticas, ajustando as

concentracdes de nitrogénio e fésforo a valores recorrentes em efluentes municipais.

Figura 23. Concentracdo celular durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada
em esferas de alginato 2% reticuladas com 2% de CacCl; (»), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl,
(A) em vinhaca centrifugada
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Em relacdo aos perfis de carbono e nitrogénio na vinhaca ao longo do cultivo
pode-se verificar que estes foram semelhantes para o0s experimentos com as
diferentes concentracdes de reticulante usadas para a producdo das matrizes de
alginato. Conforme o esperado, as concentragdes foram reduzidas (em torno de 42,
49 e 48% de carbono e 34, 35 e 34% de nitrogénio, para 2, 5 e 10% de cloreto de
calcio, respectivamente) ao longo dos cultivos, ou seja, houve consumo destes
compostos pela microalga, evidenciado pela similaridade das curvas. Apesar do
crescimento microbiano ter sido superior no experimento com as esferas reticuladas

com 5% de calcio, esta similaridade dos perfis de carbono e nitrogénio podem indicar



49

gue também houve incorporacdo destes compostos nas matrizes poliméricas, nao
havendo necessariamente o consumo e consequente geracdo de biomassa. Esta
seria uma situacdo favoravel em termos de tratamento biolégico de aguas residuérias,

ou seja, remocao de carbono e nitrogénio sem geragéo consideravel de biomassa.

Figura 24. Perfis de carbono organico total durante o cultivo da microalga D. subspicatus
imobilizada em esferas de alginato 2% reticuladas com 2% de CaCl, (m), 5% de CaCl, () e
10% de CaCl: (A) em vinhaga centrifugada.
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Figura 25. Perfis de nitrogénio total durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada

em esferas de alginato 2% reticuladas com 2% de CacCl; (»), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl,
(A) em vinhaca centrifugada
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A concentracdo de potassio (Figura 26) apresentou uma reducdo de
aproximadamente 22%, quando o cultivo foi realizado com esferas reticuladas com
cloreto de célcio 2%, 23,2% com 5% do agente reticulante e 31,6% com 10% de
cloreto de calcio. A literatura relata que alguns biopolimeros sdo capazes de absorver
nutrientes podendo assim aumentar a eficiéncia de células imobilizadas usadas no
tratamento de efluentes (MALICK, RAY, 1994). A estrutura do gel de alginato é
governada pela cinética de formacéo do gel que por sua vez afeta a difusdo de solutos
nas esferas. Durante a formacéo das esferas, a difusdo dos ions Ca*? dentro da gota
e a auto-difusdo das moléculas de alginato em direcdo a uma zona de gelificacéao
induzida pelo célcio pode acarretar em uma alta concentracao de alginato na interface
Ca-alginato (SKJAK-BR/K et al., 1989; CHAN et al., 2006; PAQUES et al., 2014).
Assim, no banho de reticulacdo com maior concentracdo de calcio (10%), uma
interface com maior concentracédo de alginato pode ter sido formada, aumentando a
interacdo da particula com o potéssio.

Um ligeiro aumento na concentracdo de potassio € observado apds 24 h de
cultivo, podendo indicar que apés este periodo a estrutura polimérica apresente
desestabilizacdo, que pode ser confirmada pela reducédo do diametro das esferas a
partir deste tempo, sobretudo para as esferas reticuladas com 2% de CaCl.. A
literatura ndo apresenta discussdes a respeito do efeito tecnoldgico da reticulagéo na
difusdo de substratos para particulas com células imobilizadas, com consequente

influéncia na remocéao de poluentes a partir de aguas residuarias .
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Figura 26. Perfis de potassio durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em
esferas de alginato 2% reticuladas com 2% de CaCl, (=), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl,(4A)
em vinhaca centrifugada.
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A Tabela 7 resume os resultados de remo¢des maximas de carbono, nitrogénio

e potassio nos seus respectivos tempos de ocorréncia.

Tabela 7. Remocao maxima de carbono, nitrogénio e potassio em vinhaga centrifugada por
D. subspicatus imobilizadas em esferas de alginato 2% reticuladas com cloreto de calcio 2, 5
e 10%

Tratamento  Parametro Remoc¢ao méaxima (%) Tempo (horas)
TOC 42,0 48
2% CaCl; TN 33,8 72
Potassio 27,2 24
TOC 49,0 72
5% CacCl; TN 34,7 72
Potassio 27,9 24
TOC 47,0 72
10% CaCl, TN 37,3 48
Potassio 33,4 24

TOC = Carbono orgénico total, TN = Nitrogénio total
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5.4.3. Efeito da concentracéo de solucédo reticulante para esferas de

pectina

Foram realizados experimentos de cultivo da microalga imobilizada em esferas
de pectina 7% reticuladas com diferentes concentracdes de CaClz (2, 5 e 10%), em
vinhaca centrifugada, avaliando-se os perfis de diametro normalizado das esferas,
crescimento celular da microalga imobilizada e concentracdes de TOC, TN e potassio
na vinhaca.

Os resultados de diametro normalizado das esferas ao longo do cultivo estéo
apresentados na Figura 27. Nota-se que os diametros das esferas reticuladas com
2% de CaClz apresentaram linearidade durante o ensaio, apresentando pouca
variagao. Por outro lado, as esferas reticuladas com 5% de CaClz2 apresentaram
intumescimento em 12 h de cultivo, com didmetro maximo evidenciado, e uma
tendéncia de diminuicdo do diametro apos 24 h. O diametro das esferas reticuladas
com 10% de CaClz apresentou um perfil levemente decrescente, obtendo um minimo
didmetro em 48 h de cultivo e posterior acréscimo. Para a pectina obteve-se
similaridade entre os perfis de diametro, o que pode ser explicado pela maior
concentracdo de pectina quando comparada com os perfis de alginato. Sabe-se que
a concentracdo polimérica esta diretamente relacionada com a rigidez do gel. Além
disso, o aumento da concentracdo de agente reticulante resulta em géis que
apresentam um grau de expansdo e uma variacdo de volume reduzidos, devido
principalmente a um aumento da rigidez do gel, tornando-o0 menos suscetivel a
grandes variacfes (BISPO; OLIVEIRA, 2009).
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Figura 27. Diametro normalizado das esferas de pectina 7% reticuladas com 2% de CaCl,
(w), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl, (A) durante o cultivo da microalga D. subspicatus
imobilizada em vinhacga centrifugada.
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O crescimento celular dentro das esferas de microalgas imobilizadas com
pectina 7% (Figura 28) apresentou um acréscimo, sendo que para esferas reticuladas
com 2% de CaClz evidencia-se um ponto maximo em 6 horas com posterior
decréscimo, indicando morte celular. Este ponto maximo pode ser explicado pela
maior porosidade da matriz, levando a uma maior difusdo de nutrientes pela esfera
biopolimérica (FORERO-CUJINO, 2016). O ensaio realizado com esferas reticuladas
com 5% de CaClz apresenta um perfil discreto de crescimento, com concentragcao
celular maximo em 48 horas com subsequente leve queda. No ensaio feito com
esferas reticuladas com 10% de CacClz € observado, excluindo-se as 12 horas, uma
curva de crescimento tipico, com adaptacédo, seguida de crescimento e posterior morte
celular. Verifica-se que a concentragdo celular méxima se da em 24 horas. A
velocidade especifica de crescimento (Umax) na vinhaga centrifugada para as esferas
de pectina 7% foi da ordem de 0,001 h? (t; = 693 horas) para 2 e 10% de cloreto de
calcio, e 0,002 ht (tg= 346 horas) para 5% de cloreto de calcio. Observa-se neste
caso principalmente uma manutencao de uma fase de crescimento mais continua para
as particulas com 5% de CaClz, as quais permaneceram com o tamanho menos

inalterado, indicando uma estabilidade maior (Figura 27).
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Figura 28. Concentracdo celular durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada
em esferas de pectina (7%) reticuladas com 2% de CaCl, (w), 5% de CacCl; (®) e 10% de CacCl,

(4) em vinhaga centrifugada
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Em relacdo aos perfis de carbono e nitrogénio (Figura 29 e 30) na vinhaca ao

longo do cultivo pode-se verificar que estes foram similares para os experimentos com

as diferentes concentracdes de reticulante usadas para a producao das matrizes de

alginato. Conforme previsto, as concentragdes foram reduzidas (em torno de 32, 39 e

41% de carbono e 11, 24 e 34% de nitrogénio, para 2, 5 e 10% de cloreto de calcio,

respectivamente) ao longo dos cultivos, ou seja, houve consumo destes compostos

pela microalga, evidenciado pela semelhanca das curvas. Vale ressaltar que o ensaio

realizado com esferas reticuladas com cloreto de célcio 2%, apresentou uma reducao

maéaxima de nitrogénio, aproximadamente 21%, em 12 horas de cultivo.
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Figura 29. Carbono orgéanico total durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada
em esferas de pectina (7%) reticuladas com 2% de CacCl, (=), 5% de CaCl. (®) e 10% de

CaCl; (A) em vinhaca centrifugada

HIEH
+HEH

2N

75004 @
1
> 6000 i
o ]
2 o
S 4500
°
o
o
&
S 3000 -
o
o
C
8 1500
©
O
0 T T T
0 12

24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 30. Nitrogénio total durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em
esferas de pectina (7%) reticuladas com 2% de CaCl; (w), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl,

(A) em vinhaca centrifugada
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A concentracdo de potassio (Figura 31) apresentou uma reducdo de

aproximadamente 39,2%, quando o cultivo foi realizado com esferas reticuladas com

cloreto de calcio 2%, 35,8% quando o agente reticulante foi de 5% e 35,2% quando o
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cloreto de calcio foi de 10%. A maior concentracdo de biopolimero nas esferas de
pectina, em relacéo as esferas de alginato, pode explicar os maiores percentuais de
remocao de potassio da vinhaga, pois neste caso, ha um maior nimero de sitios de
ligacdo disponiveis para interacdo com o potédssio. Nota-se também que, para a
pectina, a concentracdo de reticulante utilizada no processo de formacéo das esferas
teve menor influéncia nos teores de potassio, em comparagcao com o alginato. O perfil
de potassio apresenta uma remocdo de mais de 30% nas primeiras 6 horas,
permanecendo praticamente constante apds este periodo. Isto sugere que h4d um
equilibrio entre o potassio interno e externo as particulas e mesmo tempos de
bateladas superiores podem nao levar a remoc¢des maiores, além do risco de

contaminacgao bacteriana.

Figura 31. Perfis de potassio durante o cultivo da microalga D. subspicatus imobilizada em
esferas de pectina (7%) reticuladas com 2% de CaCl; (w), 5% de CaCl, (®) e 10% de CaCl,
(A) em vinhaga centrifugada.
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Quando se compara todos os ensaios realizados, visando a maior remocao de
nutrientes e matéria organica da vinhaca, observa-se que as esferas de pectinas
reticuladas com cloreto de calcio 5 e 10%, obtiveram remocgdes superiores.

A Tabela 8 resume os resultados de remog¢8es maximas de carbono, nitrogénio

e potassio nos seus respectivos tempos de ocorréncia.
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Tabela 8. Remoc¢do maxima de carbono, nitrogénio e potassio em vinhacga centrifugada por
D. subspicatus imobilizadas em esferas de pectina 7% reticuladas com cloreto de célcio 2, 5
e 10%

Tratamento Parametro Remocao méxima (%) Tempo (horas)
TOC 32,4 72
2% CaCl; TN 21,4 12
Potassio 39,4 12
TOC 39,1 72
5% CaCl; TN 24,0 72
Potassio 38,3 24
TOC 41,0 72
10% CacCl, TN 34,0 72
Potassio 37,0 24

TOC = Carbono organico total, TN = Nitrogénio total

Para fins de aplicacdo, recomenda-se 0 uso do agente reticulante com a
concentracdo de 5%, devido a economia de reagentes e assim, reducao dos custos.
Além do mais, a pectina possui melhor custo-beneficio comparado ao alginato, e
assim, favorece o seu uso em aplicacdes industriais. Vale ressaltar que uma das
maiores produtoras de pectina citrica do mundo estd situada proximo ao
CCA/UFSCar, na cidade de Limeira/SP. Este biopolimero é produzido a partir de
subprodutos da industria citrica, tornando a pectina ainda mais acessivel.

Nota-se que o ensaio realizado com microalga imobilizada em pectina 7%
reticulada com CacClz 2%, alcangou uma remoc¢ao de potassio de 39,2% em 72 horas,
sendo o melhor tratamento para a remocéo deste nutriente inorganico, que quando

acumulado no solo, pode acarretar lixiviagdo (BEBE et al., 2009).

5.5. Avaliacao do perfil de reducado de potéassio utilizando esferas

controle

Considerando que o potassio € um dos elementos mais importantes na
constituicdo da vinhaga, sendo de dificil remogéao biologica, foram conduzidos ensaios
com o intuito de verificar o potencial de incorporacdo deste nas matrizes poliméricas
sem microalga. Sendo assim, realizou-se um experimento simulando as condic¢des de
cultivo da microalga utilizando-se apenas as esferas de alginato 2% e de pectina 7%,
reticuladas com CacClz 2, 5 e 10%.
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Os resultados obtidos para a concentracdo de potassio na vinhaca do ensaio
em alginato estdo apresentados abaixo, onde sdo apresentados também os dados de
concentracdo de potassio durante os cultivos com a microalga, para fins de
comparacao. Os perfis de remoc¢do de potassio de alginato 2% reticuladas com 2%
de CaClz séo similares (Figura 32). Observa-se que, em sua maioria, a taxa de
remocao de potassio foi superior quando a microalga estava presente, exceto para 72
h da curva das esferas de alginato com 5% de CacCl2 (Figura 33) e para o tempo de
12 horas na curva com 10% de CaCl2 (Figura 34). Para o tratamento com as esferas
de alginato sem microalga, notou-se que fora as excecdes, ndo houve diferenca
significativa na taxa de remocédo do potassio comparando-se os diferentes niveis de
reticulacéo (2, 5 e 10%). E importante ressaltar que na Figura 34 possa ter havido
uma restricdo na difusdo de nutrientes nas esferas reticuladas com 10% de CaClz, e

isso tenha feito com que a remoc&do com e sem a microalga fosse similar.

Figura 32. Perfis de concentragdo de potassio na vinhaca com esferas de alginato 2%
reticuladas com CaCl; 2%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada.
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Figura 33. Perfis de concentracdo de potassio na vinhaca com esferas de alginato 2%
reticuladas com CaCl, 5%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada

3500 - %

3000 -

]
o+
H@H -
—@—-iH

2500 - I
2000 - !

1500 -

Potassio (mg L™)

1000 ~

500 -

Tempo (h)

Figura 34. Perfis de concentracdo de potassio na vinhaca com esferas de alginato 2%
reticuladas com CaCl, 10%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada
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A Tabela 9 resume os resultados de remoc¢des maximas de potassio nos seus

respectivos tempos de ocorréncia, para esferas de alginato.

Tabela 9. Remoc¢édo méxima de potassio em vinhaga com esferas de alginato 2% com e sem
microalga

Esferas CacCl, Remocdo maxima de potassio (%) Tempo (horas)
2% 18,9 24
Sem microalga 5% 44,0 72
10% 43,4 72
2% 33,8 24
Com microalga 5% 27,9 24
10% 33,4 24

Com relacdo aos perfis de potdssio para as particulas de pectina, nota-se a
similaridade nos perfis, onde se observa que a curva dos ensaios sem microalgas
encontra-se discretamente abaixo devido a menor concentracao inicial de potassio
nos cultivos com microalgas imobilizadas. E relevante citar que provavelmente a
incorporacdo de potdssio pode ter ocorrido somente pela pectina, como se pode
observar nas Figuras 35 a 37. Na Figura 36, observam-se remo¢des maximas maiores

do que nas outras concentracdes de agente reticulante.

Figura 35. Perfis de concentragdo de potdssio na vinhaga com esferas de pectina 7%
reticuladas com CaCl, 2%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada
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Figura 36. Perfis de concentracdo de potassio na vinhaca com esferas de pectina 7%
reticuladas com CaCl, 5%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada
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Figura 37. Perfis de concentracdo de potassio na vinhaca com esferas de pectina 7%
reticuladas com CaCl, 10%, sem (=) e com (®) microalga imobilizada
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A Tabela 10 resume os resultados de remoces maximas de potassio nos seus

respectivos tempos de ocorréncia, para esferas de pectina.

Tabela 10. Remog¢ao maxima de potassio em vinhaca com esferas de pectina 7% com e
sem microalga

Esferas CaCl; Remocao méxima de potassio (%) Tempo (horas)
2% 41,8 72
Sem microalga 5% 46,1 48
10% 40,0 48
2% 37,2 12
Com microalga 5% 38,3 24
10% 37,1 24

Estudos mostraram que as esferas produzidas com pectina sdao menos
sensiveis aos ions que desestabilizam as esferas de alginato (STRAND et al., 2000;
VOO et al., 2011). Assim, a pectina possui uma vantagem interessante com relacéo
ao alginato, para a utilizacdo em imobilizagcéo celular. Com o intuito de favorecer a
estabilidade das esferas biopoliméricas, a resisténcia mecéanica deve ser melhorada,

gue por sua vez é influenciada pelo tamanho e forma da particula (WONG et al., 2011).

5.6. Ensaios de cultivo com as microalgas livres

O cultivo heterotrofico de D. subspicatus na forma livre em vinhaca centrifugada
foi realizado durante 72 horas, em condi¢cBes similares aos cultivos com as células
imobilizadas de forma a comparar os dois modelos de crescimento.

Conforme a curva semi-logaritmica (Figura 38), nota-se que a concentracao
celular é crescente, porém apo6s 48 horas de cultivo, ocorre uma leve queda, indicando
possiveis contaminagdes e/ou competicdo com outros micro-organismos. Apesar de
o fator contaminacgéo ser revelado como uma das grandes desvantagens do cultivo
heterotréfico de microalgas, geralmente o seu efeito no cultivo ndo é quantificado em
termos de cinética de crescimento (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Em 72 horas, pode-
se observar a recuperacéo de crescimento da microalga, e deve-se considerar que a
vinhaca apresenta mais do que uma fonte de carbono assimilavel pelas microalgas
heterotréficas, como a glicose e o glicerol, sendo assim, é possivel que tenha ocorrido

o fendmeno diauxia, onde o0 micro-organismo tem preferéncia por um substrato,
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ocorrendo seu consumo prioritario, antes de iniciar o consumo de outro substrato

presente no meio, cuja afinidade com o micro-organismo é menor (FONTE, 2016).

Figura 38. Curva de crescimento semi-logaritmica para cultivo de células livres de D.
subspicatus livre em vinhacga centrifugada
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Deste modo, a partir de duas fases de crescimento estimam-se duas
velocidades especificas de crescimento maximas em torno de 0,01 ht, entre 0 — 24
horas e 48 — 72 horas, com tempo de geracao por volta de 66 horas. Este efeito de
mais de uma fonte de carbono foi melhor percebido no ensaio com células livres, uma
vez que a interacdo dos substratos com os micro-organismos se da de forma direta,
sem maiores resisténcias a transferéncia de massa. Os resultados indicam melhor
crescimento das células de D. subspicatus livres em vinhaca do que imobilizadas, o
gue € esperado devido as questdes de limitacdo difusional ja apontadas no trabalho.

Como consequéncia do crescimento, os perfis de carbono (Figura 39) e
nitrogénio (Figura 40) apresentaram-se decrescentes, com remocoes de 45% e 49%,
respectivamente, em 72 horas. Quanto ao nitrogénio total, verificou-se que a maior
remocao foi de 49,2% em 72 horas, com perfil de concentracao decrescente ao longo

do cultivo.
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Figura 39. Carbono organico total na vinhaca centrifugada durante o cultivo das células livres
de D. subspicatus
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Figura 40. Nitrogénio total na vinhaga centrifugada durante o cultivo das células livres de D.
subspicatus
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A remocgao de potassio maxima foi de 21,8% em 48 horas, sendo que
posteriormente evidenciou-se um aumento na concentracdo de potassio e maior
concentracéo celular, representado na Figura 41. Esse resultado é relevante e indica
gue o polimero realmente contribui com a remocéo de potassio da vinhaca, visto que

nos ensaios com a microalga imobilizada, as remocdes foram na faixa dos 30%,
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atingindo a maxima de 39,4%, no ensaio de pectina 7% e cloreto de calcio 2%. Sendo
assim, os resultados sugerem que ocorre principalmente uma incorporacdo do
potéssio em fungéo do equilibrio quimico do que o préprio consumo metabdlico deste
nutriente pelas células. De acordo com Berry et al. (2003), foi verificado um actmulo
de potéassio pelas cianobactérias Anabaena e Anacystis, em cultivos fotoautotroficos
a 25°C com luminosidades de até 15 nmol/m?.s. Segundo esses autores, 0S
mecanismos de transporte de potassio ocorrem de forma diferente em cianobactérias
mais tolerantes a sais (halofilicas) em ambientes onde a disponibilidade de potassio é
menor, sendo exigido o transporte ativo. Considerando a quantidade de potassio
presente na vinhaca, possivelmente ocorre um transporte passivo deste nutriente, via
gradiente de concentracdo. Apesar do transporte e acimulo de ions apresentarem
uma importancia fundamental no cultivo de cianobactérias e microalgas, inclusive com
potenciais aplicacfes na area de tratamento de efluentes, séo raros os estudos que
evidenciam estes aspectos (REED et al., 1981; ALAHARI et al., 2001; BERRY et al.,
2003).

Figura 41. Potassio na vinhaca centrifugada durante o cultivo das células livres de D.
subspicatus
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Sabe-se que a absorgcéo € o principal mecanismo de remocdo de nutrientes

pelas microalgas, existindo uma relagéo direta entre a velocidade especifica de
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crescimento dos micro-organismos e a remoc¢ao de nutrientes, como no caso do
potassio (XIN et al., 2010). Outros nutrientes como nitrogénio e fosforo podem ser
utilizados para o crescimento celular e removidos de forma eficiente se as aguas
residuarias apresentarem uma relagédo N/P apropriada.

Nesse sentido, com relagcdo ao consumo de carbono e nitrogénio, as microalgas
livres apresentam maior consumo quando comparada com a imobilizada,
possivelmente devido ao maior crescimento e menor restricdo difusional do que nas
particulas biopoliméricas.

A Tabela 11 resume os resultados de remocdes maximas de carbono,
nitrogénio e potassio nos seus respectivos tempos de ocorréncia, para as microalgas

livres.

Tabela 11. Remog¢do maxima de carbono, nitrogénio e potassio em vinhaca do cultivo de
microalgas livres

Parametro Remoc¢ao méaxima (%) Tempo (horas)
Carbono orgéanico total 45,0 72
Nitrogénio total 49,2 72

Potassio 21,8 48
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6. CONCLUSOES

Nas diferentes condi¢Bes experimentais, foi possivel concluir que:
- Com relacéo a solucao polimérica de alginato, a concentracdo de 2% (m/v) mostrou-
se mais adequada para a producdo das esferas, obtendo-se elevada eficiéncia de
imobilizacdo da microalga. Maiores concentragfes de alginato, devido a elevada
viscosidade, inviabilizam o processo de gotejamento da solugdo no reticulante para
formacdo das esferas;
- Com relacéo a solucao polimérica de pectina, a concentracéo de 7% (m/v) mostrou-
se mais adequada para a producao das esferas, com alta eficiéncia de imobilizacao
da microalga. Concentracdes de pectina menores do que 5% nao formaram particulas
esféricas e estaveis;
- Comparando-se as esferas de alginato e pectina nas concentracdes de biopolimeros
selecionadas para os ensaios de cultivo da microalga imobilizada em vinhaca,
observou-se que a pectina (7%) produziu esferas com maior diametro e maior
resisténcia mecanica que as de alginato (2%);
- A incorporacdo da microalga D. subspicatus ndo alterou significativamente as
caracteristicas das esferas, em relagdo as esferas controle (sem microalga);
- A microalga D. subspicatus imobilizada apresentou crescimento celular em vinhaca,
com tempos de geracdo de 77 horas e 346 horas, em esferas de alginato e pectina,

respectivamente;
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- As microalgas imobilizadas apresentaram capacidade de assimilacdo de
componentes disponiveis na vinhaca, tais como carbono, nitrogénio e potassio;

- A maior remocao de carbono organico total da vinhaga ocorreu no cultivo de
microalgas imobilizadas em alginato 2% reticuladas com cloreto de calcio 5%, em
vinhaca centrifugada;

- A maior remocao de nitrogénio total da vinhaca ocorreu no cultivo de microalgas
livres em vinhaca centrifugada;

- A maior remocgdo de potassio da vinhaga ocorreu no cultivo de microalgas
imobilizadas em pectina 7% reticuladas com cloreto de calcio 5%, em vinhaca
centrifugada,;

- Pode-se afirmar que é viavel o cultivo heterotréfico de D. subspicatus na forma livre
e imobilizada, sendo tecnologicamente mais interessante que a vinhaga seja

previamente centrifugada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudo da reducdo do diametro da agulha utilizada no gotejamento nas
caracteristicas das esferas;

- Estudo do recobrimento das esferas de alginato e pectina com um biopolimero
cationico, ex. quitosana,

- Avaliacdo da remocao de fésforo da vinhaca por Desmodesmus subspicatus
imobilizada nas condi¢ces experimentais selecionadas;

- Avaliacdo do potencial de utilizacdo das microalgas imobilizadas ap6s o cultivo em

vinhaga como fertilizante.
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